B E
& Q. ITAIPU TERMO DE ENCERRAMENTO DO

BINACIONAL CONVENIO n° 4500058863

TERMO DE ENCERRAMENTO DO CONVENIO N°
4500058863, QUE ENTRE SI CELEBRAM ITAIPU,
FUNDACAO PARQUE TECNOLOGICO ITAIPU-
BRASIL e UNIVERSIDADE FEDERAL DA
INTEGRACAO LATINO-AMERICANA.

ITAIPU, entidade binacional, constituida nos
termos do Artigo Ill do Tratado firmado entre a Republica Federativa do Brasil e a
Repulblica do Paraguai, em 26 de abril de 1973, com sedes em Brasilia/DF, no Setor
Comercial Sul - SCS, Quadra 09, Lote C, Bloco A, Torre B, Edificio Parque Cidade
Corporate, Salas 704 e 705, Asa Sul, CEP 70.308-200, e em Assuncao - Paraguai, na
Avenida Espana, n° 850 c/ Per(, inscrita no Cadastro Nacional da Pessoa Juridica
(CNPJ) sob numero 00.395.988/0001-35, com escritorio na cidade de Foz do
Iguacu/PR, na Avenida Silvio Américo Sasdelli, n° 800, ITAIPU A, CEP 85.866-000
(CNPJ: 00.395.988/0014-50), sendo a Usina Hidrelétrica de Itaipu localizada em Foz
do Iguacu/PR (CNPJ: 00.395.988/0012-98), na Avenida Tancredo Neves, n° 6731, e
em Hernandarias - Paraguai, na Avenida Supercarretera de Itaipu, s/n, neste ato
representada por seu Diretor-Geral Brasileiro e por seu Diretor-Geral Paraguaio, que
assinam digitalmente;

e, na qualidade de CONVENIADA, FUNDACAO
PARQUE TECNOLOGICO ITAIPU - BRASIL - FPTI, pessoa juridica de direito privado,
sem fins lucrativos, inscrita no CNPJ sob o n° 07.769.688/0001-18, com sede na cidade
de Foz do lguacu, Estado do Parana, Av. Tancredo Neves, 6731, Cx. Postal 1511, CEP:
85867-900, Parque Tecnolodgico Itaipu - PTI/ME, neste ato representada por seu
Diretor Superintendente e por seu Diretor de Tecnologias, que assina digitalmente;

e a UNIVERSIDADE FEDERAL DA INTEGRACAO
LATINO-AMERICANA - UNILA, pessoa juridica de direito publico, sem fins lucrativos,
com sede na Avenida Silvio América Sasdelli, 1842, Vila A, Edificio Comercial Lorivo,
CEP: 85866-000, na cidade de Foz do Iguacu, Estado do Parana, inscrita no CNPJ sob
o n°®11.806.275/0001-33, neste ato representada por sua Reitora, que ao final assina
digitalmente;

resolvem, de comum acordo, celebrar o
presente Termo de Encerramento na forma das clausulas e condicbes a seguir
estabelecidas:
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CAPITULO |
OBJETO DO TERMO

CLAUSULA PRIMEIRA. O presente TERMO DE ENCERRAMENTO tem por objeto
estabelecer a conclusao do Convénio n° 4500058863, para todos os efeitos,
encerrando-se os seus termos definitivamente, em todas suas clausulas e obrigacoes,
declarando os participes o cumprimento de seus deveres e suas obrigacoes previstos
no ajuste, estando plenamente satisfeitos em seus direitos.

CAPITULO II
DOS DOCUMENTOS INTEGRANTES

CLAUSULA SEGUNDA. Integram o presente instrumento os seguintes documentos:

ANEXO | Plano de Trabalho Final Consolidado assinado pelos gestores de todos os
participes;

ANEXO Il Declaracao de Cumprimento dos Objetivos e Aprovacao Final das
Contas;

ANEXO Il Parecer Técnico Conclusivo; e

ANEXO IV Relacao de Bens Moveis Revertidos.

Paragrafo unico. Entende-se por “Declaracao de Cumprimento dos Objetivos e
Aprovacao Final das Contas” o instrumento administrativo emitido e assinado pelo
Gestor da ITAIPU, acerca do alcance das metas pactuadas e aprovacao das contas
prestadas.

CAPITULO Ill
DA REVERSAO DOS BENS AS CONVENIADAS

CLAUSULA TERCEIRA - Os bens patrimoniais adquiridos, produzidos, transformados
ou construidos com os recursos oriundos da ITAIPU em decorréncia do Convénio n*
4500058863 passam a titularidade definitiva das CONVENIADAS, a cada qual segundo
suas solicitacoes, nos termos do paragrafo primeiro da Clausula Vigésima Segunda do
Convénio.

CAPITULO IV
DA QUITACAO

CLAUSULA QUARTA. Os participes declaram ter recebido, a tempo, tudo quanto lhes
era devido e, portanto, dao-se reciprocamente plena, geral e irrevogavel quitacao,
subsistindo apenas as obrigacoes legais ou convencionais cuja eficacia nao cessa com
a extincao do ajuste.
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E, por estarem de pleno acordo, as partes firmam o presente instrumento.

Foz do Iguacu, datado eletronicamente.

ITAIPU:
DIRETOR-GERAL BRASILEIRO DIRETOR-GERAL PARAGUAIO
(ASSINATURA DIGITAL) (ASSINATURA DIGITAL)
FPTI:
DIRETOR SUPERINTENDENTE DIRETOR DE TECNOLOGIAS
P/UNILA:
REITORA
TESTEMUNHAS:
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1. TITULO DO PROJETO

Efeito de micropoluentes na biodiversidade de riachos das microbacias do
entorno do Reservatorio de Itaipu
Fase 2: Estabelecendo protocolos de biomonitoramento por meio da integracao de
diferentes niveis da biodiversidade (genético e comunidades) e métodos de estudos
(classicos e moleculares).

2. PRAZO

32 meses a partir da assinatura do convénio.

3. PATROCINIO

Patrocinadores do Projeto Instituicao
Carlos Carboni (DC.CD) ITAIPU Binacional (BR)
Miguel Angel Gomez Acosta (DC.CE) ITAIPU Binacional (PY)
Diana Aratjo Pereira UNILA

Irineu Mario Colombo FPTI-BR

4. RESPONSAVEL TECNICO PELO PROJETO

Coordenaciao Geral

Responsaveis IB - BR Simone Frederigi Benassi e Jussara Elias de Souza

Técnicos
IB - PY Ana Carolina Gossen Siani

FPTI-BR  [Caroline Cristina Engel Gabriel

UNILA Dr. Cleto Kaveski Peres € Dr. Luiz H. Garcia Pereira

Responsaveis IB Natacha Loures Bello

Administrativos
FPTI-BR |Adriana de Oliveira Gularte

Este documento foi assinado digitalmente por Alexandre Goncalves Leite. Este documento foi assinado eletronicamente por DiANA

ARAUJO PEREIRA, CLETO KAVESKIPERES e Cristian Jair Paredes Aguilar.
Para verificar as assinaturas va ao site https://izisign.com.br e utilize o cédigo 0C18-1642-D581-FEF1.
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5. ALINHAMENTO ESTRATEGICO

O desenvolvimento desta pesquisa esta alinhado aos seguintes objetivos estratégicos da
Itaipu Binacional:

OE 4. Desenvolvimento sustentavel das areas de influéncia, considerada as
especificidades de cada pais: garantir que as agoes diretas de ITAIPU em ambos os
paises estejam alinhadas com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
estabelecidos pela Organizacao das Nacdes Unidas (ONU), com vistas a melhoria da
qualidade de vida e um desenvolvimento social e econdmico justo, respeitando o meio

ambiente.

OE 7. Garantir a seguranca hidrica, consolidando o processo de gestio
socioambiental por bacia hidrogrifica: recuperar, conservar e preservar as bacias
hidrogréaficas e o reservatorio, garantindo a seguranga hidrica, por meio de agdes
permanentes e integradas que promovam o uso sustentavel dos recursos naturais, a
melhoria das condi¢des socioambientais € a melhoria da disponibilidade de agua

em quantidade e qualidade para os diversos usos.

OE 8. Fomentar o desenvolvimento social, econdmico, ambiental e cultural na area
de influéncia, consideradas as especificidades de cada pais: aproveitar a importancia
estratégica e a forca articuladora da ITAIPU para promover, em parceria com 0s gOVernos
locais, entidades ndo governamentais e Orgdos internacionais de desenvolvimento,
iniciativas estruturantes para geracao de emprego, renda e bem-estar social em ambos os

paises.

OE 9. Conservar o meio ambiente e a diversidade bioldgica, integrando a
comunidade: recuperar e conservar os bens materiais, realizar pesquisa da biodiversidade
em areas protegidas, envolvendo a comunidade, criando consciéncia ambiental na
sociedade, promovendo a mudanca no modo de ser, viver, produzir e consumir, buscando
autossuficiéncia alimentar com geracgdo sustentdvel de renda e articulando com

institui¢des para criar convénios € compromissos efetivos.

OE 11. Fomentar a pesquisa e a inovac¢io para o desenvolvimento energético e
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tecnologico, com énfase na sustentabilidade: pesquisar e apoiar iniciativas de inovagao
tecnologica e de desenvolvimento de fontes de energia renovaveis e limpas, buscando-se

a eficiéncia energética e o desenvolvimento sustentdvel em ambos os paises.

Quanto ao Planejamento Estratégico da Fundagdo Parque Tecnolédgico Itaipu — Brasil

(FPTI-BR), o projeto esté alinhado aos seguintes Objetivos Estratégicos:

M1- Atender as demandas de solucoes tecnolégicas da Itaipu Binacional
Atender as demandas de pesquisa, desenvolvimento e inovacao tecnoldgica da Itaipu

Binacional.

M2- Expandir o desenvolvimento de solu¢des para a iniciativa privada e a area
publica
Desenvolver solugdes para a iniciativa privada e area publica, considerando a geragdo de

receitas, a prospec¢do de novos clientes, os servigos e produtos ofertados.

M3- Atrair e manter agentes da triplice hélice para consolidar o ecossistema de
inovacao

Atrair e consolidar instituicdes dos setores publico e privado (agéncias de fomento e
financiamento, instituigdes financeiras, empresas publicas e privadas, instituigdes de
ensino e pesquisa etc.) cujas atividades e interacdes gerem, adotem, importem,
modifiquem e difundam novas tecnologias, sendo a inovag¢do e o aprendizado seus

aspectos cruciais.

6. APRESENTACAO

Os resultados obtidos até o momento no projeto Micropoluentes II demonstram a
necessidade da compreensao continuada sobre os sistemas ecologicos e a relagao dos
efeitos causados pela presenga e dispersdo de agrotoxicos no meio aquatico. Diante disso,

o presente projeto foi elaborado como uma proposta de continuidade e ampliagcdo do
monitoramento da biodiversidade de algas, macroinvertebrados bentonicos e peixes € a
presenca de agrotoxicos nas aguas dos riachos das microbacias do entorno do
Reservatorio de Itaipu, margem esquerda. Além disso, haja vista o conceito de
Este documento foi assinado digitalmente por Alexandre Goncalves Leite. Este documento foi assinado eletronicamente por D)ANA
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biomagnificacdo, ¢ possivel que parte dos agrotoxicos sejam bioacumulados nas espécies
aquaticas, levando o interesse na determinag¢do desses compostos alvo em matrizes
biologicas como o figado de peixe.

O conhecimento da paisagem, screening, algas, macroinvertebrados e peixes que
serdo agregados, fortalece a geracdo de um panorama ambiental da regido.

A parceria ITAIPU Binacional, FPTI-BR e UNILA se caracteriza pela geracao
informagdes cientificas de alta qualidade, fortalecendo o monitoramento da qualidade da

agua e a cooperacao para a gestao de recursos hidricos da nossa regiao.

7. JUSTIFICATIVA DA ESCOLHA DAS CONVENIADAS

A UNILA foi fundada em 2010. Uma universidade nova e com uma proposta
diferenciada das demais, objetivando principalmente a integracdo dos paises Latino-
americanos através da educacdo. A institui¢do ¢ equipada, desde 2013, com diversos
equipamentos de cromatografia (CG-MS, CG-ECD, HPLC-DAD-FD e dois CG-FID).
Desta maneira, a criacdo de novos projetos para a utilizacdo dos equipamentos, a criagao
de novas linhas de pesquisa e a continuidade de linhas de pesquisas ja existentes, como o
projeto em questdo, promovem a sustentabilidade cientifica, tecnologica e de inovacao da
regido. Além disso, o presente projeto ¢ também a consolidagao da criacao de elos entre
a Itaipu Binacional, UNILA e FPTI-BR, visando o atendimento continuo de demandas de
todas as instituigdes para pesquisa e desenvolvimento cientifico, agregando nesta segunda
fase o monitoramento de micropoluentes e sua relagdo com a biodiversidade nos rios, em
diferentes niveis de analise, fato este inovador.

A expertise da FPTI-BR na atuagdo e qualificagdo profissional nos diferentes
niveis académicos propicia o desenvolvimento do projeto em questdo, pois cria melhores
condig¢des para fortalecimento e fixagao do conhecimento em nossa regido. Além disso,
profissionais qualificados, como quimicos e bidlogos, com experiéncia na area do
presente projeto atuardo de forma expressiva na geracdo e analise de dados. Ainda,
funcdes administrativas como gerenciamento de aquisi¢des e contratacdes serdo
executadas pelo PTI. Através do Centro de Competéncia em Inteligéncia e Gestao
Territorial (IT.DT) espaco técnico-cientifico de colaboradores de Itaipu, PTI e
Instituigdes colaboradoras externas, a integracdo de pesquisas em diversas areas

cientifico-tecnoldgicas ¢ realidade em areas tematicas chave: territorio, dgua, clima,
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biodiversidade e energia. Além disso, compete ao IT.DT a organizagdo e disponibiliza¢ao
de dados e informagdes, estatisticas geradas nos projetos vinculados, facilitando o acesso
a informacgdes e didlogos sobre o desenvolvimento da regido. O projeto prevé ainda
parcerias com outras instituigdes de ensino como UNESP e UNIP, as quais ja foram
iniciadas no projeto Micropoluentes na BP3 e foram bem-sucedidas. A parceria pressupde
troca de conhecimento e a participagdo no projeto de alunos bolsistas em cursos de pos-
graduag@o que por ora ainda ndo estdo estabelecidos em nossa regido ou ainda em areas
especificas de conhecimento.

Além do impacto cientifico que os resultados promoverao para a regido, existe
também o impacto intelectual decorrente da formagao de pessoas. Sendo neste caso, ndo
somente a formagao de alunos e também a troca de conhecimento e experiéncias entre 0s
diversos profissionais técnicos e académicos de ambos os paises que trabalhardao para o
desenvolvimento do projeto e interpretagdao dos resultados.

E importante enfatizar que projetos desta natureza, envolvendo as equipes técnicas
de Itaipu e institui¢des académicas descritas anteriormente, promovem a integracio e
beneficia 0 manejo e conservacao das aguas do Reservatorio de Itaipu, as quais unem

nossa regiao.

8. INTRODUCAO

O Reservatorio de Itaipu esta localizado em uma regido de fronteira cujo rio
compartilhado (rio Parand) pode ser denominado transfronteirigco. Rios transfronteirigos,
segundo o Glossario de Termos Referentes a Gestao de Recursos Hidricos (BRASIL,
2008) corresponde ao rio continuo, comumente empregado como sinénimo de rio
internacional ou rio compartilhado.

Ao compartilhar o rio Parand para a producao de energia, a Itaipu traz um grande
exemplo de como duas nag¢des podem trabalhar em conjunto para a producao de energia.
E nesse sentido de compartilhamento que se propdem esse projeto tematico, considerando
que todo o uso e ocupagdo do solo das bacias de drenagem correspondentes a ambas as

margens desaguam no Reservatorio de Itaipu (Figura 1).
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Figura 1 - Mapa com a localizacdo das Bacias de drenagem que desaguam no

Reservatorio de Itaipu.

Prata Watershed

27> [ Parana Watershed

Wiatershed of trbutaries
rivers of TAIPU reservoir

Fonte: Divisao de Geoprocessamento — Itaipu Binacional.

Um dos grandes desafios atuais da humanidade se trata do conhecimento da
biodiversidade, a qual ¢ definida pela variedade e a variabilidade existente entre os
organismos vivos e as complexidades ecoldgicas nas quais elas ocorrem (BRASIL, 2005;
MARENGQO, 2006). Os estudos atuais demonstram claramente que somente uma pequena
fracdo da biodiversidade ¢ conhecida e tem sido estudada, o que se torna bastante grave,
ja que vivemos em um periodo de intensa exploragao e degradagao de recursos naturais
e, logicamente, muitas espécies estdo sendo perdidas antes mesmo do seu registro
(CHAPIN et al., 1995; CEBALLOS et al., 2015). Neste sentido, existe um esfor¢co muito
grande de instituicdes do mundo todo em viabilizar trabalhos que enfoquem o
conhecimento da biodiversidade, além de a¢des e projetos para a sua conservagao.

Os ambientes aquaticos continentais, apesar de ocuparem menos de 1% da
superficie do planeta, abrigam cerca de 10% de todas as espécies conhecidas e cerca de
um ter¢o das espécies de vertebrados (STRAYER & DUDGEON, 2010). Assim, a
biodiversidade aquatica representa uma valiosa fonte de recursos naturais e iniciativas
que promovam a sua conservacao sao indispensaveis, uma vez que a maioria das
atividades humanas esta diretamente relacionada a tais ecossistemas (DUDGEON et al.,
2006). Entretanto, os impactos antropicos, em diferentes niveis, vém contribuindo para a
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reducdo da heterogeneidade ambiental e, consequentemente, levando a reducdo da
diversidade de espécies, sendo que, os ecossistemas aquaticos continentais sao
extremamente vulneraveis a esses impactos (SMITH & PETRERE, 2000; ALLAN, 2004).
Estudos recentes tém demonstrado que essa enorme biodiversidade ocorrente nestes
ambientes estd sendo fortemente ameacada (VOROSMARTY et al., 2010), o que vem
levando a redu¢do da biodiversidade e homogeneizacdo das comunidades aquaticas
(VILAR et al., 2014; ZORZAL-ALMEIDA et al., 2017).

Ambientes loticos em particular sdo, de maneira geral, ambientes de aguas
continentais correntes, tendo como exemplos bésicos rios, riachos e corregos. O fluxo
unidirecional, a auséncia de estratificagdo térmica, ¢ a alta variagdo das condi¢des fisico-
quimicas e estruturais, tanto espacial quanto temporalmente, adicionado a um efeito mais
pronunciado da erosdao e de um fluxo mais intenso de nutrientes, conferem aos ambientes
l6ticos uma notavel diferenca em relagdo aos ambientes 1€nticos representados por lagos,
lagoas, etc. (MAITLAND, 1978). Considerando a crescente preocupacdo com a
conservagdo de espécies e ambientes, os sistemas 16ticos podem ser considerados muito
importantes, visto que suas peculiaridades fazem dele um ambiente que abriga uma
enorme quantidade de espécies (ALLAN & CASTILLO, 2007), além de se tornar
essencial em alguma parte do ciclo de vida de muitos outros (GILLER & MALMQVIST,
1998). Além disso, grande parte da 4gua para o consumo humano provém deste tipo de
ambiente e, seu enorme contato com a matriz terrestre (bacia de drenagem), possibilita
que os impactos das atividades humanas sejam rapidamente levados para o seu interior.
Neste sentido, dados mostram que aproximadamente 80% da populagdo esta sujeita a
escassez de 4gua em razdo do mau uso dos rios (VOROSMARTY et al., 2010).

Desta forma, a realizacdo de monitoramentos em riachos passa a ser de enorme
interesse para detectar alteragcdes em toda a paisagem (BARBOUR et al., 1999) ¢ a
utilizagdo do componente bidtico (biomonitoramento de comunidades aquéticas) para
este tipo de estudo ¢ fortemente recomendado e reconhecido pela literatura especializada
(BARBOUR et al., 1999; Allan & CASTILLO, 2007; NESSIMIAN et al., 2008). Assim,
conhecer e monitorar a biota destes ambientes pode servir como uma importante
ferramenta para detectar o efeito do uso e ocupagao diferenciados, além de contribuir com
dados para o planejamento e gestdo das bacias hidrograficas que os compdem.

Os diferentes organismos que compoem as comunidades de ambientes 16ticos
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variam ao longo de um gradiente espago-temporal (GILLER & MALMQVIST, 1998).
Desta forma, impactos de diferentes origens podem ser registrados ao longo destes
gradientes investigando sua biota. Ainda neste contexto, a investigacao de diferentes
comunidades pode fornecer informagdes ndo visualizadas quando um unico tipo de
organismo ¢ observado, de forma que uma abordagem integrada de componentes distintos
da biota pode levar a resultados mais consistentes (BARBOUR et al., 1999). Por exemplo,
o aumento da disponibilidade de nutrientes ou perda de vegetacdo ciliar podem, muitas
vezes, levar a aumentos expressivos nos valores de riqueza e abundancia para algas
(CHASE, 2010; PERES et al., 2017), enquanto que, para peixes, por exemplo, pode-se
verificar o efeito contrario. Por outro lado, a biodiversidade aquatica vem sendo
negativamente associada a elevados niveis de adicdo de nutrientes, principalmente
quando eles provém de atividades antropogénicas (ZORZAL-ALMEIDA et al., 2017,
WENGRAT et al., 2017). Assim, analises integradas com diferentes representantes da
biodiversidade e de suas relagdes ecologicas se fazem necessarias para revelar padroes
complexos de interacdo e funcionamento deste tipo de ambiente.

Dentro da problematica ambiental, a perda de espécies e extingdes locais estdo
entre os maiores problemas na atualidade. Essas extin¢des locais de espécies tém sido
atribuidas, principalmente, a perda e fragmentacao de habitats (DONOHUE et al., 2009)
e nos ambientes aquaticos continentais a perda de espécies estd particularmente
relacionada com as atividades humanas desenvolvidas na bacia de drenagem. No entanto,
pouco se conhece sobre outros fatores que possam influenciar a ocorréncia e distribuigao
das espécies nos ecossistemas aquaticos, como ¢ o caso da presenca de micropoluentes.
Micropoluentes ou Contaminantes Emergentes (CE) sdo termos que definem, de forma
ampla, “qualquer produto quimico sintético ou de ocorréncia natural, ou ainda qualquer
micro-organismo que nao ¢ comumente monitorado, mas tem potencial para entrar no
ambiente com efeitos adversos conhecidos ou suspeitos a ecologia e/ou a saide humana”
(UNESCO, 2017). Dentre a lista de substiancias xenobidticas consideradas
micropoluentes, os pesticidas t€ém papel de destaque pela utilizagdo em larga escala.
Dependendo das caracteristicas fisico-quimicas, alguns agrotoxicos sdo facilmente
lixiviados para os ecossistemas aquaticos, podendo alcangar diferentes niveis troficos da
cadeia alimentar (AMARANTE JUNIOR et al., 2002); outras podem ficar adsorvidas em
particulas de solo e sedimento (LAABS et al 2002; POSSAVATZ et al, 2014). Assim,
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estudos que monitoram a biodiversidade e as suas respostas frente a esses contaminantes
passam a ser de enorme interesse, uma vez que a agricultura estd entre as principais
atividades econdmicas desenvolvidas no Brasil, sobretudo no oeste do Parana. Em termos
regionais, os estudos enfocando as respostas da biodiversidade aquatica frente as
concentragdes a serem quantificadas destas substancias representam uma etapa
fundamental para qualquer tipo de abordagem aplicada como os planos de conservagao
do patriménio natural, por exemplo ou ainda os servigos ecossistémicos que esta
biodiversidade nos proveé.

Embora os efeitos dos micropoluentes sejam mais notaveis no nivel das espécies,
seus impactos também podem ocorrer em outros niveis da biodiversidade.
Particularmente, a variabilidade genética ¢ considerada o nivel mais basico de diversidade
biologica e um pré-requisito para a variabilidade de populagdes, espécies e ecossistemas

(PRIMACK, 2014).

8.1 Niveis de diversidade biologica

Inicialmente a diversidade bioldgica era tida como o numero de espécies que
ocorria em determinado local ou ambiente. Contudo, com o avango das pesquisas, outros
componentes inerentes a diversidade foram sendo reconhecidos e incorporados, tais como
a abundancia das espécies e as interagdes ecoldgicas, por exemplo (WHITTAKER 1960,
1972).

Neste contexto, a convencdo sobre Diversidade Bioldgica (CDB), realizada pela
Organizacao das Nacdes Unidas (ONU) em 1992 (Eco0-92), definiu diversidade biolégica
como sendo “a variabilidade de organismos vivos de todas as origens, compreendendo,
dentre outros, os ecossistemas terrestres, marinhos e outros ecossistemas aqudticos e os
complexos ecologicos de que fazem parte; compreendendo ainda a diversidade dentro
das espécies, entre espécies e de ecossistemas” (Dias, 2000). A diversidade dentro das
espécies aqui apresentada deve ser entendida como toda a variagdo existente entre
individuos de uma populacgdo e entre populagdes de uma mesma espécie a qual pode ser
designada como diversidade genética. Assim, a diversidade genética foi oficialmente
reconhecida como uma forma de biodiversidade que engloba toda variabilidade

encontrada dentro de cada espécie (BEGON et al., 2006, MAGURRAN, 2010).
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Desta forma, o estudo da diversidade bioldgica se expandiu, sendo considerados
diferentes aspectos de sua complexidade. A Figura 2 mostra, de maneira esquematica, os
diferentes niveis de diversidade bioldgica. Assim, um ecologo tradicional, pode estudar a
diversidade bioldgica focando desde as populacdes de uma determinada espécie até as
intrincadas interagdes existentes no nivel do ecossistema. Da mesma forma, com o avango
das técnicas moleculares e o reconhecimento do nivel genético/molecular da
biodiversidade, um ecologo molecular pode estudar os niveis mais basais da diversidade
biologica, que compreendem a variabilidade de genes e alelos existentes em uma
populagdo ou espécie, mas também pode estudar comunidades, ecossistemas e as
intrincadas relagdes ecologicas, utilizando-se de ferramentas moleculares, que acessam
informagdes ndo possiveis aos métodos tradicionais. Desta forma, cada vez mais, analises
integradas, cldssicas e moleculares, tém sido aplicadas na tentativa, com sucesso, de

compreender melhor a diversidade biologica.

Figura 2 - Esquema simplificado representando os diferentes niveis da diversidade
biologica

Biosfera

Ecossistemas

Neste sentido, estudos que visam analisar e compreender a biodiversidade em seus
diferentes niveis e de forma integrada mostram-se promissores para a obten¢ao de uma
compreensdo mais global e completa da biodiversidade.

Este fato se torna relevante se considerarmos que os diferentes niveis da
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biodiversidade podem responder de forma diferente aos estressores ambientais tanto no
tempo como no espaco. Assim, em ambientes impactados, onde as espécies estdo
submetidas aos diferentes estressores ambientais de forma cronica, espera-se que o
primeiro nivel de reposta seja o molecular. Neste nivel, podem haver, dependendo do
estressor, a inducdo de mutagéneses e/ou alteracdes histologicas/fisiologicas, até a perda
de diversidade genética com ou sem a selecdo de variantes mais adaptaveis as novas
condi¢des. Tais alteragdes levam a diminuicao do potencial de sobrevivéncia da espécie
podendo acarretar na diminui¢do da populagdo e alterar as interacdes ecologicas ali pré-
existentes. Mantendo-se o estressor, as repostas em nivel genético acabam por alterar a
dindmica da comunidade, a qual por sua vez, leva a alteragdes no ecossistema local. A
figura 2, representa, de forma esquematica tais relagdes. Embora, em alguns casos e
dependendo do nivel do estressor ambiental, tais alteragdes podem acometer diferentes
niveis de biodiversidade de forma simultanea, em outros, as consequéncias parecem
seguir a escala presente na Figura 3, principalmente, quando os estressores sdo mais
ténues, mas estdo presentes de forma continua (exposi¢do cronica), como ¢ o caso dos
micropoluentes. Com isso, 0 biomonitoramento nos diferentes niveis da biodiversidade
podem revelar como cada nivel estd respondendo ao estressor e a gravidade do impacto.
Quanto maior o nivel da biodiversidade afetado, maior o impacto e mais complexa e

dificil sua recuperacao.

Figura 3 - Esquema simplificado representando a sequéncia hipotética dos efeitos dos
estressores ambientais nos diferentes niveis da diversidade bioldgica.

Cronica

| |

Efeito
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por apresentar a sequéncia do maior para o menor nivel, pois os primeiros sdo 0s mais

classicos e amplamente aplicados em estudos de biodiversidade e biomonitoramento.

8.1.1 Ecologia de comunidades — Anadlises cldssica e por DNA ambiental (eDNA)

A ecologia de comunidades visa compreender os mecanismos que determinam os
padrdes de distribui¢do das espécies, suas abundancias e suas diversas possibilidades de
interagdo (FIELD et al. 2009, LOGUE et al. 2011). Tais padrdes podem variar conforme
a escala espacial, sugerindo que diferentes principios podem ser aplicados a diferentes
escalas (LEIBOLD et al. 2004). Em escala local, geralmente os fatores ambientais (por
exemplo, pH, velocidade de correnteza, etc) sdo os principais fatores estruturadores das
comunidades. Entretanto, a medida que aumentamos a escala de estudo as varidveis
ambientais locais ja ndo sao suficientes para explicar a distribuicao das espécies, pois os
organismos estdo sujeitos a alteragdes na paisagem e aos processos de dispersao
(SOININEN 2007, PERES-NETO & LEGENDRE 2010). Tais efeitos espaciais podem
ser acessados utilizando-se informagdes sobre o uso e ocupagdo do solo na bacia de
drenagem e através de coordenadas geograficas, que atuam como proxies de dispersao
das espécies (BARTOZEK et al. 2019).

Outro tema importante em ecologia de comunidades ¢ compreender a diversidade
de espécies e sua organizacdo no espago, através dos niveis alfa, beta e gama de
diversidade em comunidades naturais (WHITTAKER 1960, 1972). Para isso, dentro de
uma abordagem classica sdo amostrados os fatores bioticos (individuos, espécies) e
abidticos (varidveis fisico-quimicas, estruturais, da paisagem, etc) em cada ambiente ou
local de estudo os quais compordo o banco de dados para as anélises acima citadas.

Por outro lado, com o avango das técnicas de biologia molecular, tem surgido uma
gama de ferramentas altamente interessantes para os estudos de biodiversidade, ecologia
de comunidades e biomonitoramento. Dentre estas, tem se destacado, nos altimos anos,
as técnicas de DNA ambiental (eDNA) associadas ao metabarcoding, comumente
chamadas de eDNA metabarcoding. O eDNA se refere a obtengao de fragmentos de DNA
a partir da extracdo de amostras ambientais, como agua, solo, fezes, dentre outros,
permitindo o acesso a uma gama de informagdes sem precedentes (VALDEZ-MORENO
et al. 2019). O eDNA se justifica pelo fato de que todos os organismos perdem células a

todo momento, ficando esse material, incluindo o DNA, no ambiente pelo qual passou
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formando um verdadeiro rastro (FICETOLA et al., 2008; BARNES & TURNER, 2016;
VALDEZ-MORENO et al. 2019; RUPPERT et al. 2019). J4 o metabarcoding se utiliza
de técnicas de sequenciamento de nova geracao (NGS), as quais permitem amplificar por
PCR, com o uso de primers universais, ¢ sequenciar milhdes de sequéncias de DNA
presentes em uma amostra complexa (por possuir fragmentos de DNA de diversos tdxons
diferentes) e aplica ferramentas poderosas de bioinformatica para identificar, separar e
quantificar cada sequéncia obtida associando-a a um taxon em um banco de dados
(RUPPERT et el. 2019).

As vantagens da utilizacdo deste método sdo inimeras e suas aplicacdes
extremamente relevantes. Dentre as vantagens, vamos destacar duas: 1. se apresenta
como um método ndo invasivo e que requer menor esforco de coleta (RUPPERT et al.

2019; VALDEZ-MORENO et al. 2019). Os métodos convencionais de estudos em

biomonitoramento exigem um extensivo esfor¢co a campo para coleta do material
bioldgico (espécies) com amostragens repetidas ao longo do tempo e do espago. Tais
métodos de amostragens tradicionais exigem coleta ativa, instalagdo e manuseio de
armadilhas e apetrechos de coleta e a amostragem de uma area relativamente extensa,
sendo um método completamente invasivo e que pode causar algum tipo de impacto,
ainda que pequeno, ao ambiente amostrado (VALDEZ-MORENO et al. 2019; RUPPERT
et al. 2019). Por outro lado, o uso do eDNA, exige apenas que se obtenha, com qualidade,
uma amostra de dgua, solo, fezes, etc, na qual existem milhares de fragmentos de DNA
das espécies ali presentes, as quais deixam esse material (rastro) no ambiente
(FICETOLA etal., 2008; BARNES & TURNER, 2016; VALDEZ-MORENO et al. 2019;

RUPPERT et al. 2019). 2. identificacdo de um grande numero de tixons em uma mesma

amostra, incluindo espécies raras. Os estudos de ecologia de comunidades e

biomonitoramento, utilizando-se os métodos tradicionais, sdo muitas vezes focados na
comunidade de apenas um grupo taxondmico ou poucos grupos, Como peixes ou aves,
por exemplo, dado que cada grupo possui particularidades nos métodos de coleta que
devem ser empregados, exigindo um esfor¢o de coleta elevado, como apontado no item
“vantagem 1” (VALDEZ-MORENO et al. 2019; RUPPERT et al. 2019). Além disso, os
métodos tradicionais dificilmente amostram a totalidade de espécies ali presentes,
principalmente as espécies raras e em pequena abundancia (RUPPERT et al. 2019). Por

outro lado, em uma amostra bem coletada de eDNA, ¢ possivel identificar fragmentos de
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DNA de quase todas as espécies ali presentes, incluindo as raras, e de varios grupos
taxonomicos de forma simultanea, conhecendo assim a composic¢ao de toda a comunidade
e nao restrita a um unico grupo taxondomico (VALDEZ-MORENO et al. 2019; RUPPERT
et al. 2019).

Na amostra eDNA de um riacho, por exemplo, estdo presentes fragmentos de
DNA de peixes, algas, macroinvertebrados, bactérias, fungos, anfibios e de qualquer
outro ser vivo que tenha passado por ali. Além disso, o nimero de sequéncias associadas
a cada taxon permite ainda quantificar sua abundancia relativa no ambiente (maior
numero de individuos, maior numero de fragmentos de DNA), permitindo-se trabalhar
com os diferentes niveis de diversidade em comunidades naturais, alfa, beta e gama
(VALDEZ-MORENO et al. 2019; RUPPERT et al. 2019). Desta forma, com uma unica
amostra de eDNA, obtida de forma ndo invasiva e com menor esforco amostral, € possivel
identificar, aplicando-se as técnicas da metabarcoding, toda gama de organismos vivos
ali presentes, dos mais variados taxons. Tais vantagens e resultados tem revolucionado os
estudos e ecologia de comunidades e biomonitoramento revelando uma gama enorme de
informacdes sem precedentes e tempo quase real alavancando os estudos de
biodiversidade, ecologia de comunidades e biomonitamento (VALDEZ-MORENO et al.
2019; RUPPERT et al. 2019).

8.1.2 Diversidade genética

A diversidade genética aumenta as possibilidades de sobrevivéncia das espécies,
uma vez que facilita as respostas das populacdes as perturbacdes ambientais
(TEMPLETON, 2011, REDLEY, 2013). Assim, a diversidade genética constitui um
elemento importante para as espécies, pois reflete as diferengas adaptativas das
populacdes, sendo que a perda dessa diversidade estd normalmente associada com a
diminuicao das populagdes, devido, principalmente, ao aumento da endogamia (KELLER
& WALLER, 2002, TEMPLETON, 2011). Como consequéncia, as populagdes
apresentam dificuldades de suportar novos processos de sele¢gdo como os ocasionados
pelas mudancas climaticas e/ou a contaminagdo do ambiente, por exemplo
(FRANKHAM et al., 2008, TEMPLETON, 2011). No nivel do ecossistema, a perda de

diversidade poderia ter efeitos generalizados em seu desenvolvimento e capacidade de
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recuperacdo, uma vez que a diversidade genética estd intimamente ligada as fungdes dos
ecossistemas (JOHANNESSON & ANDRE, 2006; REUSCH et al., 2005). Assim, a perda
da diversidade genética contida em populacdes adaptadas localmente, pode ser tdo
irreversivel quanto a perda de espécies (CARVALHO & HAUSER, 1994), pois da mesma
forma que uma espécie extinta ndo aparecera novamente, uma linhagem também nao
(MORITZ, 2002). De modo geral, a perda ou diminui¢do de diversidade genética ¢ um
dos primeiros indicios de que uma populagdo e/ou espécie possa estar sob ameaca. Assim,
estudos que visem identificar os niveis de diversidade genética contidas dentro e entre
populagdes sdo fundamentais para auxiliar na defini¢do do status de ameaca desses
organismos e entender como essas espécies respondem geneticamente as perturbagdes e
alteragdes ambientais.

Os biomarcadores de diversidade genética ainda podem ser divididos em dois
grupos, visando buscar respostas distintas e complementares que refletem o potencial de
sobrevivéncia da populagdo ou espécie. Os marcadores de evolucdo neutra permitem
avaliar os efeitos dos diferentes estressores ambientais nos niveis de diversidade genética
das espécies, o qual se correlaciona diretamente ao potencial evolutivo de cada populagao
e em seu potencial de sobrevivéncia, mostrando o quanto se perde de diversidade genética
frente aos estressores analisados (FRANKHAM et al., 2008, TEMPLETON, 2011). Esses
dados podem ainda, mostrar eventos de redu¢do populacional (“gargalos de garrafas™)
que estas espécies/populagdes sofreram ou estao sofrendo (FRANKHAM et al., 2008,
TEMPLETON, 2011). Por outro lado, os marcadores nao neutros, ou seja, que estao sob
pressdo de selecdo, permitem avaliar como cada populacdo ou espécie responde aos
estressores ambientais no que se refere a sua "adaptacdo” aos mesmos. Uma vez
identificado tais marcadores, estudos de associagcdo, permitem identificar qual ou quais
genes estao sob selegdo e entender quais os efeitos na fisiologia e/ou biologia das espécies
que podem levar a uma adaptagao local (FRANKHAM et al., 2008, TEMPLETON, 2011).

Dentro do nivel genético de diversidade bioldgica, podemos trabalhar com
diferentes tipos de biomarcadores. Assim, além dos biomarcadores que visam quantificar
a avaliar os niveis de diversidade genética contida dentro e entre as diferentes populagdes,
podemos utilizar também marcadores mutagénicos e histoldgicos. Estes dois tltimos, sdo
amplamente empregados em estudos de ecotoxicologia (VALENT, 1998), pois refletem

de maneira direta e indireta alteracdes e/ou contaminantes presentes no ambiente.
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8.1.3 Mutagénese

O Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (2000) reconhece a
insuficiéncia e ineficdcia de respostas diante aos problemas ambientais desencadeados
pelos micropoluentes, e em alguns casos, a dificuldade de implantar as agdes necessarias
para evitar possiveis problemas ambientais. As substancias toxicas (micropoluentes)
apresentam propriedades persistentes que podem gerar danos ao meio ambiente € aos
organismos. Estes contaminantes estdao presentes em muitos produtos que sdo consumidos
diariamente, como cosméticos, medicamentos, produtos fitossanitarios, alimentos, agua
e etc. Como o proprio nome sugere sao compostos que estdo presentes em niveis trago e
ultra traco e atualmente pouco se sabe os efeitos destes compostos no ecossistema e para
a saude publica. No Brasil, os testes de ecogenotoxicidade tém sido empregados desde a
década de 1980, para avaliagdes ambientais (VALENT, 1998).

Nos ultimos 20 anos, tem sido observado que os testes de toxicidade com
organismos aquaticos constituem uma ferramenta efetiva para avaliagdo dos efeitos de
poluentes sobre os organismos vivos. Estes testes possibilitam uma avaliagdo dos riscos
bem como da periculosidade dos agentes quimicos, no monitoramento da qualidade da
agua e no estabelecimento de limites permissiveis de lancamento de efluentes liquidos
nos corpos hidricos (ZAGATTO, 1998). O estabelecimento de protocolos de seguranca
que biomonitorem os ambientes expostos aos agrotoxicos, bem como o desenvolvimento
de protocolos mais eficientes e rapidos para uma andlise in loco sobre as condigdes
ambientais ¢ extremamente necessario.

Andlises de genotoxicidade s3ao uma alternativa para execucdo do
biomonitoamento e os bioindicadores de toxicidade, ou de efeitos adversos, que podem
ser definidos como: “qualquer resposta biologica, ao nivel do individuo ou a um nivel
inferior, a um ambiente quimico, que traduz a exposicdo a esse ambiente”; alteracdes
bioquimicas, fisiologicas e comportamentais incluem-se nesta (W.H.O., 1993; CAPELA,
2001). Atualmente uma das metodologias utilizadas para avaliar danos causados por
substancias xenobioticas nos organismos € o Teste do Microntcleo (MN). Esse tipo de
teste tem sido recomendado para estudos de biomonitoramento ambiental, principalmente

por sua capacidade de detectar agentes clastogénicos (quebra de cromossomos), e de
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agentes aneugénicos (segregacdo cromossOmica anormal) requerendo, no entanto,
proliferacdo celular para a observa¢do do biomarcador de efeito. (FENECH, 2000;
RIBEIRO et al., 2003). Em estudos realizados por Biicker & Conceig¢ao (2004), o Teste
do MN foi utilizado para biomonitoramento ecotoxicologico nos Rios Itajai-Act e Itajai-
Mirim, no Estado de Santa Catarina-BR. Porto ¢ colaboradores (2005) utilizou o Teste
MN, nos peixes da bacia Amazobnica, para avaliar a a¢do mutagénica de altas
concentragdes de mercurio.

A utilizacao dos testes de mutagénese, associados as analises extrinsecas e
intrinsecas ecoldgicas dos ambientes de riachos, possibilitam ter um panorama dos efeitos
ecogenotoxicos causados por micropoluentes e outros estressores ambientais. Por
conseguinte, ¢ possivel desenvolver protocolos de biomonitoramento baseados nas
técnicas de mutagénese, tais como o teste do micronucleo e o ensaio cometa, utilizando
as analises genéticas dos eritrocitos e das branquias como biomarcadores de efeitos da

acao genotoxica dos agrotdxicos na agua.

8.1.4 Histologia

O uso de diferentes ferramentas de biomonitoramento produzem respostas mais
robustas que corroboram entre si, € que podem servir de base para um planejamento mais
criterioso das atividades humanas no ambiente.

A contaminagdo em ecossistemas pode ser monitorada por agdes de
ecotoxicologia. O termo Ecotoxicologia pode ser definido como o estudo do destino e dos
efeitos de substancias quimicas sobre os componentes de um ecossistema, baseado no
emprego de métodos de laboratdrio e de campo (SISISNO & OLIVEIRA, 2013). A biota,
principalmente os animais, podem servir de sentinela para explicar o modo de agdao que
ndo foi identificado em humanos. Por exemplo, as infec¢cdes oportunistas em mamiferos
marinhos parecem estar relacionadas a acumulacdo de bifenilas policloradas, que causam
imunossupressao (AZEVEDO & CHASIM, 2004). As avaliagdes de toxicidade por
biomarcadores incluem diversas abordagens de analise: seja em nivel molecular,
fisioldgico, histopatologico ou comportamental. (RODRIGUES, 2016).

Alguns organismos, especificamente, vém sendo utilizados em testes de

ecotoxicidade. A sua escolha, baseia-se em inumeros parametros, como sua
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representatividade no ecossistema a ser avaliado, sensibilidade, facilidade de cultivo e
conhecimento da espécie. Para andlise de ambientes aquaticos, sdo utilizados,
principalmente, os peixes, que atuam como bioconcentradores de substancias presentes
em concentragdes muitos reduzidas na agua (OGA et al.,, 2008). Os peixes sao
bioindicadores confidveis devido ao fato de ocuparem diversos niveis troficos,
acumularem contaminantes e refletirem impactos a longo prazo, tendo em conta o
tamanho de seu ciclo de vida (JORGENSEN, 2011).

Orgdos como as branquias e o figado, por filtrarem e/ou metabolizarem tudo que
¢ ingerido pelos peixes, se tornam 6rgados-alvos para avaliar os efeitos dos estressores
ambientais. O figado, por exemplo, devido a sua fun¢do no metabolismo de poluentes e
sua sensibilidade, tem recebido aten¢do especial em estudos toxicoldgicos relacionados a
contaminagdo de diferentes espécies de peixes, por agentes quimicos organicos e
inorganicos. Assim, os efeitos hepatotoxicos dos diversos agentes quimicos podem ser
utilizados como biomarcadores de contaminagao aquatica (HINTON et al., 1992).

Muitos sdo os motivos que justificam o uso do figado como 6rgdo indicador do
status de saude do peixe e consequentemente do grupo, o que consequentemente reflete
como resposta na qualidade do ambiente aquatico e apresenta o figado como um 6rgao
chave no metabolismo e armazenamento de metais. Valon et al. (2014) consideram o
figado como o 6rgdo mais importante do corpo realizando intimeras fungdes fisioldgicas,
mesmo nao tendo contato direto com os poluentes dissolvidos na agua. A Histopatologia
¢ um biomarcador que pode revelar os danos que um xenobidtico pode causar no
organismo, tanto no nivel celular quanto no tecido, e que frequentemente tem como
resultado um provavel disturbio no metabolismo celular (MELA et al., 2013).

As analises histologicas nos figados podem indicar a ocorréncia de lesdes
histopatologicas que podem alterar ou at¢ comprometer o funcionamento do 6rgado e
assim interferir diretamente em processos fundamentais para a manutengdo da
homeostase dos peixes. As altera¢des no tecido hepatdcito de peixes descritas sobre efeito
de micropoluentes incluem: perda da integridade citoplasmatica, perda do limite celular,
deformacao nuclear, citoplasma vacuolizado, desorganiza¢ao do tecido e degeneragao
hidropica, necrose, nucleos picnéticos, acumulo lipidico, decréscimo de glicogénio e
inflamagao (SILVA, 2004; RICHARDSON et al. 2010; ANTUNES, 2013; SILVA, 2015;
CECCON, 2016).
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Neste contexto, estudos histopatologicos envolvendo 6rgdos como branquias e
figado, mostram-se 6timos bioindicadores da presenca e dos efeitos dos estressores
ambientais no ambiente, configurando uma ferramenta extremamente relevante em

estudos de monitoramento da qualidade da 4gua e da satide dos organismos ali presentes.

8.2 Algas de ambientes loticos

As algas bentonicas (presas a substratos) constituem os principais produtores
primarios nos ambientes 10ticos, ja que neste tipo de ambiente os organismos planctonicos
sdo escassos devido a grande movimentagdo da 4gua (LAMBERTI, 1996). Entre as algas
ocorrentes nesses ambientes, podemos reconhecer dois grupos principais, as macroalgas
e microalgas, sendo estas ultimas representadas, principalmente, por diatomaceas. As
macroalgas tém sido investigadas utilizando-se a defini¢ao de Sheath & Cole (1992) que
define como “tipicamente, macroalgas de riachos sdo bentonicas e formam um talo
maduro que ¢ uma estrutura discreta e reconhecivel a olho nu, a identificagdo
microscopica ¢ geralmente necessaria e frequentemente microalgas estdo associadas ao
talo”. Assim, muitos trabalhos taxondmicos e ecologicos enfocando estas comunidades
podem ser encontrados na literatura em varias partes do Brasil e do mundo (PERES et al.,
2009; AURICCHIO et al., 2019).

As diatomdceas estdo entre as microalgas com maior abundancia e riqueza nos
ambientes aquaticos (com estimativa de mais de 10 mil espécies atuais). Este grupo de
algas vem sendo amplamente utilizadas como bioindicadoras da qualidade da dgua em
vérias partes da Europa, América do Norte, Australia, Asia e Africa do Sul (BATE et al.,
2004), pois algumas espécies sdo muito sensiveis as mudangas ambientais, enquanto
outras sao tolerantes. O uso das diatomaceas também vem sendo incorporado a programas
de gerenciamento, a exemplo do WFD - European Council Water Framework Directive
(European Union, 2000), que visa caracterizar as condi¢des de referéncia e de qualidade
ecologica de grande espectro de ambientes aquaticos buscando, com isto, estabelecer
medidas mitigadoras e metas de recuperacao (BENNION et al., 2004; SMOL, 2008).

Especificamente sobre o uso de diatomaceas para biomonitoramento no Brasil,
destacamos o trabalho de Lobo et al. (2016), que visa o uso de diatomaceas epiliticas

(aderidas a rochas) para o biomonitoramento dos niveis de eutrofizacdo de riachos
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subtropicais e temperados. Neste trabalho, os autores utilizam as espécies de diatoméceas
para se estimar o Indice Tréfico de Qualidade da Agua (ITQA), que classifica os riachos
em: oligotroficos (poluicao desprezivel), B-mesosaprobico (poluicdo moderada), o-
mesosaprobico (poluicao forte) e eutrofico (poluicdo excessiva). Vale ressaltar que
indices biologicos de qualidade da 4gua devem ser adaptados e calibrados para distintas
ecorregides, uma vez que as preferéncias e tolerdncias das espécies podem variar
espacialmente.

Assim, o estudo dos ambientes aquaticos associando-se analises fisicas, quimicas
e bioldgicas constitui base consistente para a avaliacdo ecologica do ambiente, pois
permite o conhecimento de condi¢des da 4gua no momento em que sdo feitas as medigdes
(andlises fisicas e quimicas) e informagdes de efeitos mais prolongados (analises
biologicas), as quais podem refletir estados ndo mais existentes no momento da

verificacao (LOBO et al., 2002).

8.3 Macroinvertebrados bentonicos

A comunidade de macroinvertebrados bentonicos de agua doce ¢ composta por
organismos com tamanho superior a 0,5 mm, portanto, visiveis a olho nu (PEREZ, 1996).
Os organismos bentonicos possuem grande diversidade de espécies, diversas formas e
modos de vida, podendo habitar fundos de corredeiras, riachos, rios, lagos e represas. Em
geral, se situam numa posicao intermedidria na cadeia alimentar, tendo como principal
alimentag¢do algas e microorganismos, sendo os peixes e outros vertebrados seus
principais predadores (ALLAN & CASTILLO, 2007).

Estes organismos desempenham um importante papel na dindmica de nutrientes,
transformando matéria organica em energia (CALLISTO & ESTEVES, 1995). Por outro
lado, a qualidade do habitat ¢ um dos fatores mais importantes no sucesso e
estabelecimento das comunidades biologicas em ambientes Iénticos ou loticos
(MARQUES & BARBOSA, 2001). As comunidades de macroinvertebrados bentonicos
geralmente se relacionam com variagdes nas caracteristicas ambientais dos rios. Tais
analises sdo usadas para gerar e testar hipdteses sobre os possiveis fatores que influenciam
a estrutura da comunidade de rios, e também modelar as respostas da biota as mudangas

naturais e antropicas no ambiente (BARBOUR et al., 1999).
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Assim sendo, a utilizagdo dos insetos aquaticos como bioindicadores de qualidade
de 4gua representa uma importante ferramenta para indicar a magnitude de impactos
ambientais em ecossistemas aquaticos, € ao longo da extensdao de toda sua bacia de

drenagem.

8.4 Ictiofauna de ambientes loticos

Os peixes sdo organismos essenciais nos ambientes 16ticos pelo seu efeito nas teias
alimentares e pela conexdo dos mesohabitats destes ambientes (GILLER &
MALMQVIST, 1998). Apesar de ocorrerem nos mais variados ambientes aquaticos, as
caracteristicas peculiares dos ambientes 16ticos permitem que, nestes ambientes, a
diversidade de peixes seja muito elevada (BOHLKE et al., 1978; LOWE-MCCONNELL,
1987, 1999; CASTRO, 1999; CASTRO et al., 2003; 2004; 2005).

A ictiofauna de dgua doce Neotropical ¢ a mais rica de todo o planeta com 6.000
espécies conhecidas (REIS et al. 2003) e 8.000 estimadas (SCHAEFER,1998). No Brasil
sao conhecidas aproximadamente 2.600 espécies e inimeras outras ja reconhecidas,
porém nao descritas (BUCKUP et al., 2007). Porém, este nimero tende a aumentar, pois
as amostragens ainda sdo insuficientes e muitas dareas permanecem inexploradas
(LANGEANTI et al., 2007; JUNK, 2007; GALVES, 2009), principalmente aquelas que
englobam pequenos riachos e regides de cabeceira que historicamente foram menos
estudados (SCHAEFER, 1998; VARI & MALABARBA, 1998; LANGEANTI et al., 2007,
CASTRO et al., 2003; 2004; 2005; GALVES et al., 2009). Como exemplo, LANGEANI
et al. (2007) realizaram um inventario das espécies de peixes encontradas na bacia do
Alto rio Parana, umas das mais bem estudadas da regido Neotropical, e encontraram
aproximadamente 50 (15% do total de espécies) espécies novas. Nesse contexto, cada
novo levantamento tem apontado a presenca de novas espécies, principalmente em
ambientes de riachos. Castro et al. (2003; 2004; 2005), em seus estudos, identificaram
6%, 10% e 15% de espécies novas para riachos das bacias dos rios Paranapanema, Grande
e Parand, respectivamente, e Galves et al. (2007) inventariando as espécies do rio Taquara
(bacia do rio Tibagi, Parand), identificaram aproximadamente 10% de novas espécies.

Por outro lado, a grande diversidade de espécies faz com que este seja o grupo de

vertebrados mais ameacado atualmente (DUDGEON, 2006; IUCN, 2016). A lista
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vermelha de espécies ameagadas de extingdao de 2016 publicada pela International Union
for Conservation of Nature (IUCN) aponta 7.967 vertebrados com algum grau de ameaga,
dos quais 2.343 sdo peixes (~30%). A lista brasileira de espécies com algum grau de
ameaca de exting¢ao inclui 409 espécies de peixes (portarias MMA n° 444 e 445, de 17 de
dezembro de 2014). Porém, estes nlimeros sdo subestimados, pois muitas espécies e/ou
regides ndo foram analisadas. Dentre as principais ameagas para a ictiofauna e a
biodiversidade aquatica como um todo estdo: a sobre-exploracdo, a poluicdo (por
defensivos agricolas e/ou esgoto urbano e industrial), a introducao de espécies exoticas
e/ou invasoras, a modificacdo dos regimes hidroldgicos naturais, e a destruicdo ou
degradacdo dos habitats (DUDGEON, 2006).

Riachos e regides de cabeceira sdo habitados principalmente por espécies de
peixes de pequeno porte (geralmente menos que 15 cm de comprimento padrao), com
distribuicdes geograficas restritas, pouco ou nenhum valor comercial e muito dependentes
da vegetagdo riparia para alimentagdo, abrigo e reprodugdo (BOHLKE et al., 1978;
LOWE-MCCONNELL, 1987; 1999). Espécies de peixes de pequeno porte correspondem
a aproximadamente 50% do total de espécies de peixes de dgua doce descritas da América
do Sul e seu tamanho reduzido impede a realizacao de grandes deslocamentos, tornando
as populacdes isoladas, o que favorece processos de especiacdo e endemismo (CASTRO,
1999). Por exemplo, comparando os levantamentos ictiofaunisticos realizados por Castro
et al. (2003; 2004; 2005) em ambientes de riachos das bacias dos rios Paranapanema,
Grande e Parana no estado de Sao Paulo verifica-se a existéncia de 14%, 23% e 7% de
espécies exclusivas para cada drenagem, respectivamente. As espécies de peixes que
habitam tais ambientes, por serem fortemente dependentes do material organico aloctone
importado da vegetagdo marginal para sobreviver (LOWE-MCCONNELL, 1987; 1999;
MENEZES et al., 1990; SABINO & CASTRO, 1990; ARAUJO-LIMA et al., 1995), sdo
fortemente ameacadas por atividades antrdpicas como o desmatamento, a percolagao de
pesticidas e fertilizantes associados a atividades agricolas intensivas, a emissdao de
efluentes e a introdugdo de espécies exdticas (AGOSTINHO et al., 2005). Assim, a
manutengdo das caracteristicas naturais desses ambientes ¢ imprescindivel devido a

grande dependéncia das espécies por esses peculiares ecossistemas.
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8.5 Determinacio de agrotoxicos em aguas superficiais

A ocorréncia de micropoluentes no ambiente se tornou um problema mundial,
basicamente em fun¢do das inumeras atividades antropicas que contribuirem com a
contaminagdo de praticamente todos os compartimentos ambientais (GAVRILESCU et
al, 2014; SILVA e COLLINS, 2011; GERONIMO et al, 2014). Agrotoxicos, incluindo
os de uso proibido, sdo continuamente detectados em aguas superficiais e subterraneas,
além de seus metabdlitos que também sdo biologicamente ativos e podem ser inclusive
mais toxicos que o composto inicial (GAVRILESCU et al, 2014).

O monitoramento ambiental de agrotdxicos ¢ bastante complexo, ndo apenas em
fun¢do da complexidade da matriz envolvida, mas também em razdo das baixas
concentracdes apresentadas (frequentemente na faixa de pg L' ang L).

Em uma compilagdo da presenca de micropoluentes em &agua subterraneas
realizada por Loos et al (2010) a partir de dados obtidos de 23 paises europeus, atrazina
e seu metabolito desetilatrazina (DEA), simazina, terbutilazina, propazina, bentazona,
diuron, metolaclor e isoproturon foram os agrotéxicos de maior frequéncia identificada
em 20% ou mais amostras, entre outros compostos como fiarmacos, plastificantes e
parabenos. A concentragio maxima de atrazina quantificada no estudo foi 253 ng L'

enquanto que DEA foi 487 ng L.

Figura 4 - Frequéncia de detec¢do de micropoluentes em aguas subterraneas a partir do

primeiro estudo pan-Europeu realizado por Loos et al (2010)

Freguency of detection (%)

Fonte: Adaptado de Stuart et al, 2012.
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O risco representado pela presenca desses poluentes em agua subterrdnea e,
consequentemente, para as aguas superficiais € evidente. No Brasil, entre os agrotdxicos
monitorados por Nogueira et al (2012) em agua superficial e subterranea na regiao centro-
oeste, atrazina foi detectada em 14% e 11% das amostras coletadas em Campo Verde e
Lucas do Rio Verde, respectivamente, em concentragdes que variaram entre nao
detectado (abaixo do limite de deteccio da técnica — 200 ng L-1) a 9,3 ng L. Outros
agrotoxicos e suas concentragdes médias foram quantificados nas aguas superficiais: o-
endosulfam (210 ng L"), B-endosulfam (90 ng L!), clorpirifés (10 ng L!), malathion (20
ng L) e metolaclor (70 ng L™).

Em um estudo desenvolvido por Ronco e colaboradores (2016) na bacia do do
Prata na Argentina, apenas 15% das amostras apresentaram quantidades detectaveis de
glifosato pelo método utilizado com média de concentragao de 0,60 pg L-1, enquanto que
AMPA nio foi observado.

Em trabalho desenvolvido na BP3 pelo projeto Micropoluentes fase I, cinquenta
e dois agrotoxicos e seis metabolitos foram detectados empregando GC-QTOF MS e LC-
QTOF MS (DELLA-FLORA et al, 2019). Em relagao a quantificacdo de atrazina e
metabdlitos, também desenvolvido no trabalho, atrazina foi detectada abaixo do limite de
quantificagdo em alguns pontos em cinco semanas da primeira campanha amostral (entre
janeiro e fevereiro). Na sexta semana concentra¢des entre 0,26 e 0,81 pg L' foram
quantificadas para atrazina e o metabolito DEA foi detectado. Apenas em uma amostra
coletada ap6s um episddio de chuva (final de fevereiro de 2017) apresentou concentragdo
superior a regulada pela CONAMA 357/2005 de 2 ug L' sendo quantificado 2,89 pug L™!
além de DEA e DIA (0,80 e 1,22 ng L™, respectivamente).

Com base nesses antecedentes, ¢ possivel notar que nem sempre nos locais onde
a presenca de agrotoxicos foi detectada ¢ possivel obter um valor quantitativo devido a
habitual incompatibilidade existente entre a concentragdo das espécies de interesse € a
sensibilidade das técnicas instrumentais disponiveis, mesmo com o emprego de métodos
de extracdo e pré-concentragdo. Com isso, se torna de extrema importancia,
particularmente quando se objetiva um monitoramento ambiental robustos, rapidos e de
baixo consumo de reagentes e solventes, o desenvolvimento de novos métodos de anélise

de agrotoxicos, quer seja pela introducdo de novas técnicas de preparo de amostras quer
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seja pela evolucdo instrumental.

8.6 Determinacao de agrotoxicos em peixes

O estudo da contaminagdo difusa devido a presenca de agrotoxicos ¢ uma tarefa
ampla e dificil pois depende de multiplas varidveis como persisténcia, toxicidade,
solubilidade dos compostos e das caracteristicas biologicas, fisicas e quimicas do meio
que se encontram. Além disso, ¢ praticamente impossivel prever se existem efeitos
sinérgicos quando se tem a presenca de varios compostos de forma simultanea em agua.
Inevitavelmente, organismos aquaticos estdo expostos a diferentes agrotdxicos ja
mundialmente detectados nessa matriz. Portanto, sdo necessarios estudos para entender
suas interagoes da presenca de agrotdxicos com o sistema vivo e estabelecer sua avaliagao
de risco.

A concentragdo de contaminantes nos peixes pode refletir o estado de polui¢cdo do
ambiente aquatico pois podem acumular tais micropoluentes diretamente da agua ou os
absorver através da sua dieta (BLOCKSOM et al., 2010; KACZYNSKI et al, 2017).

Assim, pesticidas podem ser encontrados em 6rgaos e tecidos bioldgicos, como
figado de peixe, especialmente em peixes de nivel trofico superior (bioacumulagdo)
(BARBUKHO, 2016; CALDAS et al 2013; GUO et al 2008). Devido a tais caracteristicas,
o figado de peixes pode ser considerado uma matriz adequada para a determinacao de
agrotoxicos (ASATI et al, 2018; KACZYNSKI et al, 2017; AGBOHESSI et al, 2015;
BARBUKHO, 2013).

De acordo com estudo realizado por Barbukho (2013) em figado de peixes do rio
Desna e lagos Volzhyn e Cherneche (Ucrania) o acimulo de agrotoxicos foi mais intenso
na primavera, especialmente em espécies predadoras, para as quais os niveis de
agrotoxicos determinados foram: glifosato (1,40-2,06 pg/g), carbendazim (0,34-1,97
pg/g), imidacloprid (0,15-1,90 ng/g), bentazona (0,30-1,61 pg/g) e metribuzina (0,56—
1,40 pg/g).

Kaczynski e colaboradores (2017) evidenciaram a presenga de agrotoxicos em 11
amostras de musculo e 13 amostras de figado de peixe entre peixes que pesavam mais de
1 kg. Os agrotoxicos encontrados foram os herbicidas atrazina e metolaclor e inseticidas

DDT e lindano, todos com concentracao abaixo do limite de residuo maximo (MRL). Os
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autores ainda comentam que a lipofilicidade ¢ a propriedade fisicoquimica com papel
fundamental na absor¢do, distribuicdo, metabolizagdo e elimina¢do dos agrotdxicos.
Apesar da atrazina e metolaclor possuirem natureza lipofilica moderada (log P 2,7 e 3,05,
respectivamente) se comparada com DDT (6,91), a baixa solubilidade em agua favorece
a adsor¢ao por tecido adiposo.

E importante ressaltar que a analise de residuo de pesticida em peixe é um desafio
devido a baixa concentra¢do e ao amplo nimero de compostos que precisa ser monitorado

e quantificado em uma matriz complexa.

9. ESTRUTURA DO PROJETO

O projeto esta dividido em 05 subprojetos. Os trés primeiros subprojetos estao sob
a responsabilidade de um pesquisador professor (a) doutor (a) da UNILA enquanto que

os subprojetos 4 e 5 sob responsabilidade do PTL

Figura 5 - Estrutura dos subprojetos.!

Fase 2: Estabelecendo protocolos de biomonitoramento por meio da integraciio de diferentes niveis da biodiversidade (genético ¢ des) e métodos de estudos
(classicos e moleculares)

Efeito de micropoluentes na biodiversidade de algas e peixes de riachos das microbacias do entorno do Reservatério de Itaipu — regi@o transfronteiri¢a (BR - PY). ‘

Subprojeto 1: =
Ecologia de ¢ idades. Efeitos de mic I ” Comportamento das diversidades alfa e beta de algas, macroinvertebrados e peixes frente aos agrotdxicos avaliados
na biod idade de algas, macroi trados e 2 bolsas pas-doutorado
peixes de rlachos das microbacias do entorno do | z;u:]ls?s ml';-ll - Variagdo da composicio de espécies de algas, macroinvertebrados e peixes frente aos agrotdxicos avaliados
olsas

Reservatério de Itaipu - regido transfronteirica (BR- Potenciais espécies indicadoras da presenca dos principais agrotoxicos avaliados

[ Diversidade critica de bactérias, fungos, algas, i e peixes exi nos riachas da regido
Subprojeto 2:
Biomonitoramento - Estudos com DNA ambiental 1 bolsas pés-doutorado Perfil das metacomunidades nos diferentes gradientes de uso e ocupagdo de solo e de presenga de agrotéxices avaliados
M (eDNA) e gendmica e populagbes em riachos das  —— 1belsas DTI-Il Protocolo de andlise de DNA ambiental na regifo para monitorar micropoluentes e qualidade da 3gua
microbacias do entornc do Reservatério de Itaipu — 1 bolsas IC

e = Resposta das espécies de algas, macroinvertebrados e peixes detectados em DNA ambiental frente aos agrotdxicos avaliados
regido transfronteiriga {BR-PY) P P g p &

| Quais os niveis de diversidade genética e estruturagio papulacional e como estas respondem aos micropoluentes

Subprojeto 3: fees = 2 = x; z . B & A
Mutagénese e Histologia de peixes & 1 boleas pés-doutorade Principais alteragdes nos tecidos de figado e branquias de peixes e associagdo com os ambientes com elevadas cargas de agrotoxicos avali
macroinvertebrados de riachos das microbacias do 1 bolsas DTI-II —| Relagdo de quais os indices mutagénicos em sangue de peixes e tecidos de invertebrados podem ser relacionados agrotdxicos avaliados
entarna do Reservatério de Itaipu - regido 1 bolsas IC
transfronteirica (BR-PY) Protocalo de andlise de da dgua e risco por ensaios mutagéni
“Subprojeto 4: g i y , -
Determinagiio de agrotdxicos em 4guas o 1 o Estabelecer e validar protocolo de anilise de agrotdxico em aguas superficiais
- dos riachos das microbacias do entorne do 2 analistas ~| Apresentar os niveis de concentracio dos agrotéxicos avaliados
Reservatorio de ltaipu 1bolsa IC Levantamento e determinagdo dos principais parametros de qualidade da agua (N e P total e cromatografia idnica)
Selacionar os agrotdxicos para determinagio em figade de peixe
Subprojeto 5: % 4 o b " W
|| Determinacdo de agrotdxicos em figado de peixe de 1 bolsas DTI-Il It iZar urm:mistoc cle; sxra 0.k asedd o a2, EChERS
riachos das microbacias do entorno do Reservatério 1 bolsas IC | Otimizar um método de determinag3o por GC-MS

de ltaipu

Estabelecer e validar os métodes analiticos para quantificagdo de agrotoxicos em figado de peixe
Monitoramento da concentracio quantificada nas campanhas amastrais

! Diagrama da estrutura do projeto impressa em folha A3 e anexo ao final
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10. OBJETIVOS

10.1 Objetivo Geral

O presente projeto ¢ proposto com o objetivo principal de analisar o efeito de
micropoluentes sobre a biodiversidade aquatica em riachos da regido da margem esquerda
do reservatdrio de Itaipu e buscar protocolos para o biomonitoramento. Para isso serdo
analisados, de forma integrada, trés dos mais importantes componentes da biota de
ambientes 16ticos. Um destes componentes estara representando os produtores primarios
e os outros dois sendo representando pelos consumidores sendo, comunidades de algas
(diatomaceas e macroalgas), macroinvertebrados bentonicos e de peixes, respectivamente.
Diferentes niveis da biodiversidade genética (mutagé€nese, histologia e diversidade
genética) e de comunidades serdo avaliados por metodologias classicas e moleculares em
conjunto com os dados obtidos para a presenca de micropoluentes em agua e figado de

peixes.

10.2 Objetivos especificos

Como objetivos especificos sdo propostos: 1) contribuir para o conhecimento da
biodiversidade de algas, macroinvertebrados e peixes dos ambientes 16ticos da regido; 2)
estimar a quantidade de agrotoxicos selecionados nas amostras de agua e figado de peixe;
3) analisar os possiveis impactos dos micropoluentes na diversidade e composicao de
espécies; 4) encontrar espécies, potencialmente bioindicadoras da presenca de
micropoluentes e outras condi¢cdes ambientais; 5) obter os dados de diversidade genética
de e buscar correlaciona-los com os micropoluentes; 6) obter dados de DNA ambiental e

buscar implementar um protocolo de andlise para a regiao.

11. METODOLOGIA

11.1 Detalhamento da proposta

De forma mais detalhada e baseando-se nos resultados promissores da fase 1 do

projeto (2018-2020) pretende-se:
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Amostrar mais um ciclo anual (coletas nas trés principais fases do calendario
agricola regional) nos 12 pontos de amostragem ja definidos, no entorno do reservatério
— margem esquerda.

O problema principal a ser investigado sera a relacao entre mudanga na paisagem
e a concentracdo de Atrazina (e seus derivados) e Glifosato ocorrentes na dgua, e demais
micropoluentes que serdo quantificados a partir dos resultados da analise de screening da
fase 1 do projeto, e que estiverem disponiveis neste novo ciclo (dados que serdo obtidos
com a equipe de quimicos do projeto). Os limites de quantificacdo obtidos pelo
desenvolvimento dos métodos serdo os menores permitidos pelo preparo de amostra e
técnica instrumental selecionada, com garantia de valores com exatiddo e precisdo
adequados para tais niveis de concentragao.

Sera abordada essa problematica através de variaveis resposta de multiplos niveis
da biodiversidade nos trés principais grupos de organismos aquaticos de ambientes 16ticos:
Algas perifiticas (diatomaceas e macroalgas), Macroinvertebrados bentonicos e Peixes.
Para tanto serdo avaliados trés eixos correspondentes aos diferentes niveis e subniveis da
biodiversidade propostos:

1-No eixo da ecologia de comunidades, serd avaliada a relagao da concentragao
desses micropoluentes com as diversidades alfa (aumento ou diminui¢do de espécies e
ocorréncia de extingdes locais), composicdo de espécies (presenga de espécies
indicadoras ou dominancia de espécies tolerantes) e diversidade beta (perda ou nao de
heterogeneidade entre comunidades). Para isso serdo aplicadas duas abordagens: uma
classica, que visa a coleta e identificagdo dos organismos in loco (permitindo também a
obtencdo de indices de diversidade funcional) e outra molecular, com a aplicagdo da
técnica do eDNA metabarcoding, que representa uma técnica nao invasiva € com
potencial de identificacdo de espécies raras e da totalidade da comunidade como
apresentado no topico respectivo na introdugdo. Serdo utilizados marcadores universais
para a identificacdo de algas (um ou alguns grupos), macroinvertebrados (principalmente
dos grupos EPT- Ephemeroptera, Plecoptera e Trichoptera), peixes, além de bactérias e
fungos cujas comunidades podem refletir grupos funcionais presentes no ambiente. Como
resultados potenciais, poderemos compreender os efeitos desses poluentes e das
mudangas ambientais na paisagem e na diversidade desses grupos e até chegar a

apresentar potenciais bioindicadores da presenca desses poluentes para uso no
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gerenciamento ambiental desses corpos hidricos;

2-No eixo da diversidade genética (ecologia/genomica de populagdes/evolugio),
serdo avaliados em grupos de algas, macroinvertebrados e peixes as modificagcdes
genéticas relacionadas com esses micropoluentes. Para isso serdo empregados dois tipos
de marcadores: A - os de evolugdo neutra, que permitem avaliar os efeitos de todas essas
variaveis na diversidade genética das espécies, refletindo diretamente no potencial
evolutivo de cada populagdo e em seu potencial de sobrevivéncia, mostrando o quanto se
perde de diversidade genética frente aos estressores analisados; B - marcadores nao
neutros, ou seja, sob pressao de selecdo, com o objetivo de avaliar como cada espécie
responde a esses estressores € se "adaptam" aos mesmos. Neste contexto, em comparagao
com a fase 1 do projeto, iremos estender a andlise para os outros 2 grupos de organismos
(algas e macroinvertebrados) para tracar esses mesmos efeitos nos diferentes niveis
troficos. No caso dos peixes, serd aplicada a abordagem por gendmica de populagdes,
acrescentando-se mais uma espécie com biologia diferente (temos uma piscivora e uma
herbivora, ambas de fundo; serd analisada agora uma onivora/oportunista (lambari) de
coluna d’agua); e para os outros dois grupos (pelo menos um macroinvertebrado e uma
espécie de alga), serdo aplicados apenas os marcadores moleculares neutros e de forma
mais simples, para tragar um perfil inicial das respostas nesses grupos, mas que fornecem
dados suficientes para correlacionar os trés grupos taxondmicos.

3- No eixo ecotoxicologico (histologia e mutagénese), buscaremos reportar os
possiveis efeitos toxicos relacionados a presenca destes micropoluentes, por meio da
continuidade do estudo do figado e das branquias dos peixes coletados. Para tanto, seriam
incluidas as andlises histoquimicas para glicogénio nas duas espécies que ja estdo sendo
estudadas (fase 1) e seria acrescida ainda uma terceira espécie (lambari), para a qual serao
aplicadas as andlises histologicas de figado e branquias, como também a andlise
histoquimica do glicogénio no figado. Desta forma, teremos dados de trés espécies com
habitos diferentes, sendo uma herbivora/pastadora de fundo (cascudo Ancistrus), uma
carnivora/piscivora de fundo (bagre Heptapterus) e uma onivora/oportunista de coluna
d’agua (um lambri). No caso da mutagénese, como para os marcadores genéticos, a
analise sera expandida para os outros dois grupos biologicos para correlacionar os dados.
Serdo analisados os efeitos (testes de micronucleo e cometa) na espécie de peixe que sera

incluida e sera desenvolvido um protocolo de teste cometa para, pelo menos, uma espécie
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de macroinvertebrado aquatico.

O foco maior nos niveis iniciais de biodiversidade (mutagénese, histologia e
molecular), se da pelo fato de que os efeitos podem demorar para aparecer nos niveis
ecologicos mais altos (embora sejam cumulativos). Desta forma, nesses niveis basais
podemos identificar potencias riscos ao ambiente, suas espécies e até mesmo para a nossa
espécie, em estadgios mais iniciais € com grande potencial de tempo para a aplicagdo de
medidas de recuperacio/preservacdo. Quando os efeitos aparecem nos niveis mais altos,
em geral, significa que os danos ja estdo em um estagio avangado e, muitas vezes, de
forma irreversivel ou de dificil remediacao.

Ainda, a determinagao de agrotoxicos em figado de peixe, de competéncia do PTI
em colaboragdo com a UNILA, além de verificar a possivel bioacumulagdo nos ambientes
de riacho, os valores contribuirdo para explicar a menor taxa de quantificagdo dos
agroquimicos selecionados em agua, apesar da sua identificagdo como suspeitos
(screening). O figado ¢ um o6rgao considerado crucial para o metabolismo de nutrientes e
desintoxicacdo de substancias nocivas sendo considerado 6timo indicador para o acimulo
de compostos lipofilicos. Além disso, as modificagdes funcionais estruturais e
histoldgicas investigadas poderao ser segregadas quanto a presenga de agrotoxicos e

possivel efeito causado por estes, ou auséncia de agrotoxicos e efeito da paisagem.

11.2 Area de estudo

A regido da margem esquerda do reservatério de Itaipu pertence a Ecorregido
Florestas do Alto Parané que, por sua vez, esta incluida no Complexo Mata Atlantica (Di
Bitetti et al., 2003). A topografia da regido varia desde areas relativamente planas, com
solos profundos, préximas ao rio Parana e a outros rios principais, em altitudes entre 150
e 250 m acima do nivel do mar (anm), a planaltos relativamente planos, com altitudes
entre 550 e 800 m anm. As areas localizadas entre os rios principais e o planalto, em
altitudes entre 300 ¢ 600 m anm, tém escarpas relativamente ingremes e s3o
extremamente expostas a erosao do solo quando a cobertura florestal € removida (LIGIER,
2000). Os solos da regido sdo relativamente ricos em nutrientes. Sdo geralmente
profundos e de cor avermelhada, quando proximos aos rios principais, tornando-se menos
profundos e mais pedregosos em maiores altitudes. Existe grande variacdo de tipos de

solos, com alteragdo da textura, composicao quimica e acidez (LIGIER, 2000). A
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precipitacdo fica na faixa de 1.000 a 2.200 mm por ano, mas nos anos em que ocorre o
fendomeno do El Nifio, o mesmo ocasiona grandes variagcdes na precipitacdo anual.

A vegetacgao natural da regido ¢ caracterizada pela floresta estacional semidecidua
(Dominio Mata Atlantica). O conceito ecologico deste tipo de vegetacdo estd
condicionado pela dupla estacionalidade climatica, que nesta regido esta ligada com a
seca fisioldgica provocada pelo intenso frio do inverno, com temperaturas médias
inferiores a 15°C. Neste tipo de vegetacdo a porcentagem das caducifélias, no conjunto
florestal situa-se entre 20 e 50% (IBGE, 1992). Porém, as variagdes locais no ambiente e
no tipo de solo permitem a ocorréncia de outras comunidades de plantas como florestas
de galeria, bambusais e palmitais. Entretanto, a maior parte da vegetacao natural na regido
estd degradada e tem sido substituida principalmente pelos sistemas agricolas. Tais
impactos tém colocado em risco eminente a preservacdo e manutencdo de sua
biodiversidade, ainda pouco conhecida, bem como a bacia como um todo do ponto de

vista hidrico, ambos os quais, patrimonios imensuraveis da humanidade.

11.3 Meétodos de amostragem

Serao amostrados os 12 pontos ja definidos no escopo do projeto micropoluentes,
no entorno do reservatério — margem esquerda e de acordo com as categorias a, b e c ja
definidas.

Em cada riacho sera demarcado um trecho de aproximadamente 50 metros onde
serdo conduzidas as amostragens do material biologico. As amostragens dos organismos
serdo conduzidas sempre em periodos de precipitagdo regular.

As macroalgas serdo amostradas seguindo a técnica da transecao (Sheath & Cole,
1992), onde o material serd coletado através de observagao visual com a ajuda de um
balde com fundo de vidro para melhorar a observagdo (e.g. Sheath & Cole, 1992; Hu &
Xie, 2006; Peres, 2011). O material biologico coletado sera acondicionado em frascos e
fixado em formaldeido 4%, posteriormente serd levado para o laboratério onde sera
armazenado.

Para amostragem das diatomaceas, de cinco a 10 pedras arredondadas serdao
amostradas de modo a compor a heterogeneidade de cada estagdo amostral. As
diatomadceas serdo raspadas das pedras com auxilio de escovas de dente e fixadas com

lugol 5% e formaldeido 4%.
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Para a coleta de macroinvertebrados bentdnicos sera utilizado um coletor do tipo
“hand net” (30x30cm), com malha de 500 pum. Serdo subamostrados 10 microhabitats,
com aproximadamente 1m2 cada um, totalizando uma area de 10m2 por trecho de rio,
buscando amostrar os principais substratos disponiveis para a fauna aquatica (cascalho,
folhas, gravetos, sedimentos finos, etc.) (Barbour et al., 1999). Todas as subamostras
serdo agrupadas em uma Unica amostra composta, representando cada localidade.

A coleta dos peixes ocorrerd no sentido jusante-montante utilizando a combinacdo
de diversos métodos de captura como pugés, redes de arrasto e equipamento de pesca
elétrica, visando amostrar a totalidade da ictiofauna de cada ponto de coleta. Os
exemplares coletados serdo fixados em etanol 96%. Cinco exemplares de cada espécie
terdo material biologico retirado (nadadeira ou musculo), o qual sera identificado e
preservado em etanol absoluto e acondicionados em freezer -20°C para a montagem de
um banco de tecidos que ficara disponivel para as analises moleculares.

Para as andlises de eDNA metabarcoding serdo coletadas amostras de agua e
sedimento em diferentes pontos do trecho previamente definido, as quais irdo formar uma
amostra composta. As amostras serao filtradas para concentracao dos fragmentos de DNA
para posterior extragao.

Serdo amostradas varidveis ambientais consideradas importantes para esses
organismos como: pH, condutividade elétrica, turbidez, velocidade da correnteza,
profundidade, etc. Todas essas variaveis serdo analisadas de acordo com métodos e

técnicas reconhecidas e utilizadas em importantes publicacdes da area.

11.4 Determinacio de agrotoxicos em agua

Os métodos de determinacdao de agrotdxicos em agua serao desenvolvidos no
ambito do projeto Micropoluentes II (Subprojeto 1). Os analitos serdo selecionados a
partir da compilagdo dos resultados qualitativos obtidos pelo screening das amostras
realizado entre 2019 e 2020.

Para as analises de atrazina e metabolitos o método ja estd implementado no
laboratorio: a extracao € realizada com emprego de cartuchos SPE Oasis® (200mg, 3 mL),
condicionado com 5,0 mL de uma solu¢do diclorometano: metanol (1:1) e 5, mL de 4gua
deionizada. 200 mL de amostra de dgua sdo percolados. O cartucho ¢ seco sob vacuo e

fluxo de nitrogénio. A eluicao ¢ seguida com 5,0 mL de diclorometano: metanol (1:1) e
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o extrato seco completamente sob fluxo 45de nitrogénio. A reconstitui¢ao ¢ feita com 200
pL de diclorometano e adigdo de padrio interno de trifenilfosfato (50 pg L™!). A anélise
cromatografica ¢ realizada no cromatografo gasoso GC-MS TRACE 1300
(ThermoScientific) com coluna capilar TR-5MS (30 m x 0,25 mm X 0,25 pum), também
da ThermoScientific.

Para atingir maior probabilidade de quantificacdo de glifosato ¢ AMPA, a
detectabilidade do método atual realizado por cromatografia idnica devera ser melhorada.
A melhor alternativa para esse caso ¢ empregar outra técnica cromatografica como a
cromatografia liquida com detec¢do por fluorescéncia e a etapa de derivatizacao das
amostras. O método poderd ser adaptado daqueles ja desenvolvidos pelas bolsistas do
projeto Micropoluentes II, para a realidade das amostras e equipamentos disponiveis.

Outros agrotoxicos de interesse, selecionados a partir do screening, como
metolaclor, imidacloprid, tiametoxan, fipronil, azoxistrobina, entre outros, terdo seus
métodos ainda desenvolvidos. O maior nimero de agrotoxicos passiveis de determinagao
por um mesmo método serd investigado, e os limites de quantificacdo a ser atingidos serdo
os menos permitidos pela técnica de analise utilizada.

Acompanhado da determinagdo de agrotoxicos em agua, a equipe do PTI com
colaboragdo com a UNILA ficara também responsavel pelas andlises de alguns
pardmetros da qualidade da 4gua como determinag¢do de anions (fluoreto, cloreto,
brometo, nitrito, nitrato, sulfato e fosfato) e cations (litio, sddio, potassio, amodnio, calcio
e magnésio) empregando um cromatografo id6nico da Itaipu (930 Compact Flex Metrohm)

bem como nitrogénio e fosforo total obtidos pelo método Valderrama.

11.5 Determinacio de agrotoxicos em figado de peixe

As amostras de figado de peixe serdo obtidas de exemplares de cada uma das trés
espécies a serem coletadas (cascudo Ancistrus, bagre Heptapterus e lambari). Apods
congelamento a -20 °C, as amostras de figado serdo liofilizadas em liofilizador de bancada
Christ (Alpha 1-2 LD Plus) por um periodo de 72h ou até verificagdo de completa
auséncia de agua. Isto permite um armazenamento de longo prazo de amostras secas, sem
causar uma mudanca de estado ou perda de propriedades quimicas.

Para a determinacdo de agrotoxicos em figado de peixe, a extracdo serd

investigada utilizando o método QuEChERS, desenvolvido por Anastassiades et al. (2003)
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para a determinagdo de agrotoxicos em alimentos. O método serd modificado e adequado
para as condic¢des e matriz de interesse. Para tanto, 0,25 a 0,50 g de amostras de figado
de peixe serdo transferidas para um tubo falcon de 15 mL, com adi¢ao de padrao interno
(atrazina deuterada ou trifenilfosfato) e volume a ser otimizado de acetonitrila. Apos
agitacdo manual, a etapa de extragdo em fase solida dispersiva sera realizada com
quantidade conveniente de etilenodiamino-n-propilsilano (PSA) e sulfato de magnésio.
Além das quantidades, serdo avaliadas o emprego de diferentes fases sorventes bem como
extracdo na presenga ou auséncia de agua e solugdes tampao. Outros métodos de extragao
alternativos poderdo ser investigados como dispersao de fase sélida na matriz (MSPD)
(CALDAS et al, 2013) ou ainda com auxilio de ultrassom.

E importante ressaltar que os dados obtidos para screening utilizaram um
equipamento do tipo UHPLC-QTOF MS que fornece resposta quanto a analitos mais
polares. O equipamento disponivel para realizar analises com mais seletividade ¢ um GC-
MS que possui como caracteristica principal a analise de compostos pouco polares e
volateis. Diante disso, podem haver algumas limitagdes quanto aos agrotoxicos
inicialmente identificados pela primeira técnica quando ndo se tem um equipamento

compativel. A principio, o maior nimero de agrotdxicos disponiveis sera investigado.

11.6 Analise de dados
11.6.1 Identificacdo das espécies

No laboratorio, os espécimes de algas, macroinvertebrados e peixes serao
analisados e identificados com um microscdpio/estereomicroscopio no menor nivel
taxonomico possivel, utilizando-se de literaturas especializadas de cada grupo.

Para andlise das diatomaceas, o material organico serd removido através do
método de oxidacdo de Moreira-Filho & Valente-Moreira (1981) utilizando-se
permanganato de potassio e acido cloridrico, de modo a permanecer apenas as frastulas
(parede celular) das diatomaceas. Laminas permanentes serdo montadas utilizando-se
Naphrax® como meio de inclusao (IR = 1,73). O estudo taxondmico sera baseado em
analise populacional, registrando a variabilidade morfoldgica dos taxons. A analise serd
realizada ao microscopio Optico sempre em aumento de 1000x. Os tadxons serdo
identificados em nivel especifico e infraespecifico, sempre que possivel. A analise

quantitativa sera realizada conforme Battarbee et al. (2001), com contagem dos
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individuos em transec¢des longitudinais nas laminas permanentes. O limite de contagem
sera determinado pela combinacdo de dois critérios: nimero minimo de 400 valvas em
cada amostra e eficiéncia de contagem minima de 90% (PAPPAS & STOERMER, 1996),
padronizando, assim, o esfor¢co de quantificacdo e permitindo a comparagao entre as
comunidades. Os dados quantitativos serdo expressos em abundancia relativa (%),
conforme recomendado e adotado na grande maioria dos estudos ecologicos sobre

diatomaceas.

11.6.2 eDNA metabarcoding

O eDNA sera extraido de acordo com protocolos disponiveis na literatura e que
serdo testados e adaptados, se necessario, as nossas condi¢des. Apds a extracdo os
fragmentos de DNA serdo amplificados por PCR com o uso de primers universais para
cada grupo alvo e os produtos de amplificagdo serdo enviados a empresa prestadora de
servigos que procederd a técnica sequenciamento com uso de sequenciadores de nova
geracdo (NGS) e o processamento inicial dos dados com ferramentas adequadas de
bioinformatica. Os dados brutos serdo retornados e se seguira as analises de ecologia de
comunidades, por meio de pacotes disponiveis no software R, além de outros especificos

para area

11.6.3 Diversidade genética

Para a obtencdo dos dados de diversidade genética, para a espécie de peixe
selecionada serd aplicada a técnica de gendmica de populagdes. Para isso, serdo
selecionados de cinco a oito individuos, os quais terdo do DNA total extraido com uso de
kits comerciais. O DNA extraido sera quantificado e preparado para envio a empresa
prestadora de servicos a qual procedera a obtencao e triagem de SNPs. Para as espécies
de macroinvertebrados e alga selecionada, o DNA total sera extraido com o uso de kits
comerciais. Serd amplificado, por PCR, um fragmento parcial de DNA comumente
utilizados em estudos de populagdes para grupo e que estao disponiveis na literatura. Com
os marcadores genéticos disponiveis (SNPs ou sequéncia de DNA) serdao obtidos os
indices riqueza alélica e heterozigosidade. Serdo obtidos também os indices de
estruturacdo e diferenciacdo populacional (andlise de variancia molecular, indices de

fixacdo interpopulacionais (Fst e Rsr) e fluxo gé€nico) para a comparagdo entre as
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populacdes. O programa Arlequin 3.1 (EXCOFFIER et al. 2005) seré utilizado para as
estimativas de variabilidade genética (riqueza alélica e heterozigosidade) e de estrutura
populacional (analise de variancia molecular, indices de fixagdo interpopulacionais (Fst

e Rsr) e fluxo génico).

11.6.4 Mutagénese
11.6.4.1 Teste do Micronucleo Eritrocitos Policromdticos Pisceo (MN)

Para anélise dos micronucleos (MN) serd empregada a técnica descrita por Heddle
(1973), com algumas modificagdes. Imediatamente apos se coletar o sangue do peixe,
utilizando capilares heparinizados, aproximadamente 5 pL de sangue serd pingado em
uma lamina de vidro limpa. Em seguida com o auxilio de uma lamina sera realizado um
esfregaco. As laminas serdo secas a temperatura ambiente por um periodo de no minimo
20 minutos. Transcorrido esse periodo, procede-se a fixacdo do material, com imersao
das laminas em Metanol por 20 minutos.

Antecedendo a andlise microscopica, as laminas serdo coradas com Giemsa 5%
(MERCK) diluida em agua destilada, por 8 minutos. Transcorrido este tempo as laminas
serdo lavadas suavemente com agua destilada para a retirada do excesso de Giemsa e
deixadas a temperatura ambiente para secar. Apds a secagem as laminas serdo analisadas
ou acondicionadas em caixas proprias, para serem analisadas posteriormente.

Para o Teste de Micronucleos, serdo contabilizados 1.000 eritrocitos
policromaticos. Todas as células que apresentarem microntcleos e/ou alteragdes

morfoldgicas nucleares serdo contabilizadas.

11.6.4.2 Analises de Eritrocitos com Laranja de Acridina (LA)

Estas andlises serdo realizadas segundo a técnica descrita por Ueda et al. (1992)
com pequenas alteragcdes. O sangue coletado serd mantido em tubo eppendorf. Serdo
retirados 20 pl e colocados sobre a mesma quantidade de soro bovino fetal previamente
colocado em uma lamina de microscopia. Com o auxilio de uma micropipeta o contetido
total sera gentilmente aspirado e retornado a lamina par uma melhor homogenizagao. Sera
realizado um esfregagco do material com o auxilio de uma laminula. O material sera seco
a temperatura ambiente por 12h. Posteriormente estas laminas serdo fixadas com Metanol

por 10 minutos. A coloracdo serd feita com uma solucdo de LA a 0,003% em tampao
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Sorensen’s pH 6,8. A analise sera feita imediatamente, uma vez que estas laminas nao
podem ser estocadas por muito tempo em fun¢ao da perda de fluorescéncia da LA. Serdo
computadas 1000 células de cada lamina anotando-se o nimero de eritrocitos jovens
(policromaticos) com e sem micronucleos e o de eritrocitos maduros (normocromaticos)

com e sem micronucleos.

11.6.4.3 Ensaio cometa em Eritrocitos Policromaticos

O ensaio cometa serd realizado de acordo com Singh e colaboradores. (1988), com
algumas modifica¢des. Amostras de eritrocitos policromaticos do sangue serdo coletadas.
Para a coleta se utilizara capilares heparinizados e 25ul de sangue serdo adicionados em
tubos conicos contendo 2ul de heparina e 50ul de Soro fetal bovino (SFB). Para as
andlises dos cometas dos eritrocitos, Sul da mistura (50ul SFB, 2ul heparina e 25ul de
sangue) serdo utilizados. Para realizacao da técnica de ensaio cometa, ldminas de vidro
26 x 76mm Knittel® (GlasbearbeitungsGmbH, Alemanha) serdo imersas em solucao de
agarose NMP (Normal Melting Point) Top Vision™ (Fermentas, Vilnius, Lituania) a
1,5%, diluida em tampdo PBS livre de Ca*’e Mg?"a 60°C, formando, assim, uma pelicula
de agarose e mantidas overnight. Cinco microlitros do material (mistura de eritrocitos)
serdo coletados e misturados a 250uL de agarose LMP (LowMelting Point) Top Vision
™ (Fermentas, Vilnius, Lituania) a 0,8% diluida em PBS livre de Ca*'e Mg®a 37°C. O
volume de 85uL serd transferido para a lamina pré-coberta com agarose NMP 1,5%. As
laminas com o material serdo cobertas com uma laminula e mantida a 4°C por 20 minutos.
ApOs este tempo, a laminula sera retirada e a lamina submersa em solucao de lise (NaCl
2,5M; EDTA 100mM; Tris-HCl 10mM) por 1 hora. Essa solugdo remove o citoplasma e
proteinas nucleares e, para evitar danos no DNA, o procedimento serd executado no
escuro (Collins 2001). Apds a lise, as laminas serdo lavadas em PBS, dispostas em um
equipamento horizontal de eletroforese contendo uma solucao tampao (NaOH e EDTA,
PH > 13,0) e incubadas a 4°C por 40 minutos nesta solucao.

Apbs o periodo de incubacado, serd realizada uma corrida eletroforética a 4°C, em
uma corrente de 25V e 300mA por 20 minutos. Posteriormente, as laminas serdo
colocadas em um borel e submersas em uma solugao neutralizadora (400mM, Tris-HCl
pH 7.,5). Em seguida, serdo lavadas em agua destilada por trés vezes em intervalos de 5
minutos e fixadas em alcool 100%. As laminas serdo acondicionadas em geladeira até
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serem coradas com 20uL de lodeto de Propideo (PI a 4pg/uL) e visualizadas em
microscopio de fluorescéncia Carl ZeissAxioScope. Os nucledides serdo analisados com
aumento de 400X. Serdo analisados 100 nucledides por lamina, os quais serdao
classificados como 0 (sem danos), 1 (dano minimo) ou 2 (dano maximo) de acordo com
o tamanho da calda. O nlimero de nucledides observados por classe serd multiplicado pelo
valor da classe, obtendo-se assim o score do cometa. As analises estatisticas serdo

baseadas no valor dos scores gerado.

11.6.4.4 Anadlise Estatistica
Sera realizada andlise estatistica para verificacdo do nivel clastogénico associado
ao efeito genotdxico causado pelos micropoluentes. Os resultados serdo analisados
utilizando os testes de varidncia ndo paramétricos para amostras independentes, Teste de
Kruskal-Wallis e o teste de variancia paramétrico, ANOVA, para amostras pareadas, base
Teste-T-Student. O nivel de significancia limite para inferir diferengas estatisticas sera de
5% (p<0,05). Para tanto, serd utilizado o software BioEstat versdo 5.0 e software

Instatplus + v3.36.

11.6.5 Histologia

Serdo obtidas amostras de branquias e figado para até cinco exemplares de cada
uma das trés espécies a serem analisadas, por ponto de coleta. Os tecidos serdo
submetidos a protocolos padrdes de fixagdo, emblocamento de historesina, corte em
microtomo e coloragdo para montagem das Laminas histologicas.

Para cada amostra de figado e branquia, uma ldmina seré analisada com a escolha
aleatoria de cinco cortes e para cada corte a escolha também aleatoria de uma area de
aproximadamente 10.000 um?. Todo o processo de analise das laminas se dara as cegas,
onde ndo serdo identificados o local de origem (pontos de coleta) das amostras, evitando-
se assim um viés tendencioso na analise.

Para a analise das imagens sera utilizado o equipamento de microscopia de luz
marca Zeiss — modelo: PrimoTech, com camera AXION Cam — Zeiss, utilizando-se nas
imagens a objetiva 50X e 100X.

Para avaliar os danos nos tecidos, serdo utilizados indices histopatologicos, em

que se aplicam formulas matematicas, permitindo assim uma avaliagdo numérica e
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comparagdo de diferentes estudos (ZENI, et al, 2016). Para isso, sera adotada,
inicialmente a metodologia proposta por Bernet, et al. (1999), a qual baseia-se na
extensdo e relevancia patoldgica da alteracdo. Esta metodologia classifica as alteragdes
em cinco “Padroes de Reacdo”: Distirbios Circulatérios; Mudangas Regressivas;
Mudangas Progressivas; Inflama¢des e Tumores. Para cada alteragdo encontrada ¢
atribuido um valor conforme seu valor de importancia (1: leve; 2: moderado e 3: marcado)
e um valor de ocorréncia conforme a extensao (score de 0 a 8).

Posteriormente os resultados serdo submetidos a testes estatisticos adequados para
se verificar a significancia das alteragdes encontradas comparando-se os diferentes grupos

de tratamento.

11.6.6 Analises ecoldgicas e integradas

Todas as andlises ecologicas serdo realizadas no o software R v.3.6.1 (R Core
Team, 2019). O R ¢ um software livre e gratuito que utiliza linguagem de programagao
semelhante a C++. Utilizaremos diversas analises exploratorias para visualizar as
caracteristicas e distribui¢do dos dados amostrados, encontrar possiveis outliers e testar a
presenca de multicolinearidade entre as variaveis (e.g., analise de normalidade,
homocedasticidade, fator de inflagdo da variancia, correlogramas e box plot).

Para as analises ecologicas, os dados biodticos de peixes, macroinvertebrados e
algas serao analisados em funcao de seus valores de diversidade alfa, diversidade beta e
composi¢ao das espécies. A diversidade alfa sera considerada como a riqueza especifica,
i.e. o numero de taxons por unidade amostral (MAGURRAN, 2013). A diversidade beta
sera estimada a partir da variancia total da composicdo da comunidade utilizando uma
matriz com as abundancias relativas das espécies transformadas pelo método Hellinger
(LEGENDRE & DE CACERES 2013). Assim, sera estimada a diversidade beta total e
para cada conjunto de riachos definidos. Posteriormente, a diversidade beta sera
particionada em seus componentes substituicdo de espécies (turnover) e aninhamento
(nestedness) de modo a identificar suas contribui¢des relativas para a diversidade beta
(LEGENDRE 2014). A composic¢ao das espécies sera analisada com a ordenagao nMDS
(Escalonamento Multidimensional Nao-Métrico) (CLARKE & WARWICK 1994). Além
disso, sera utilizada uma andlise de parti¢cdo da varidncia para identificar a contribui¢ado

relativa dos preditores ambientais e espaciais na estruturagao de cada assembleia.
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Além das anélises dentro de cada grupo de organismos, faremos uma andlise
integrando os grupos para testar o efeito de varidveis da paisagem, qualidade da agua e
estrutura dos riachos sobre a biodiversidade de algas, peixes e macroinvertebrados. Para
tanto, utilizaremos a analise chamada de Modelagem de Equag¢des Estruturais (Structural
Equation Modeling- SEM, SHIPLEY, 2002; LEFCHECK, 2016), andlise que tem sido
bastante utilizada para explorar sistemas ecolégicos complexos (e.g., GARCIA-
PALACIOS et al., 2016). Em resumo, a SEM incorpora diferentes modelos a analise de
rotas, permitindo avaliar a influéncia de multiplas varidveis em uma Unica rede de
causalidade e testar simultaneamente diferentes hipoteses (LEFCHECK, 2016). Neste
tipo de andlise as varidveis podem ser definidas tanto como preditoras quanto como
respostas o que nos permite quantificar tanto efeitos diretos quanto indiretos entre as rotas
de ligagdo. Alteragdes e inclusdo de outras analises numéricas poderdo ser incluidas ao

longo do projeto para melhor apresentar os resultados da pesquisa.

11.6.7 Parametrizacao dos dados

Diante da geracdo de inumeras informagdes relevantes, ¢ crucial a
descentralizacdo dos dados para que todos os participes tenham acesso ao conhecimento
adquirido. Dessa forma, o Nucleo de Inteligéncia Territorial (NIT) ficard responséavel pela
parametrizacdo, armazenamento e disponibiliza¢do da base de dados geradas ao longo do
projeto com o uso de ferramentas como Geonode e NITdocs. Ainda, os dados de campo
podem ser igualmente obtidos a partir da aquisicdo por formulérios construidos no
Giscloud. A principal vantagem ¢ a disponibilizagdo de informagdes, dados e estatisticas
sobre a realidade ambiental das regides estudadas, garantindo a discussdo sobre o
processo de desenvolvimento do territério € o monitoramento das agdes e projetos que
impactam o desenvolvimento — como o acompanhamento das metas e indicadores dos

Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS).

12. BENEFICIOS

e Ampliagdo da base de dados para algas perifiticas (diatomaceas e macroalgas),

macroinvertebrados bentonicos e peixes coletados na regido em 12 pontos definidos no
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projeto Micropoluentes II — margem esquerda;

e Ampliagdo da base de dados para o monitoramento quantitativo de atrazina e
metabolitos em aguas superficiais;

e Ampliagdo da base de dados ambientais coletados a campo além dos determinados
em laboratorio;

e Verificagdo da variacdo das respostas em multiplos niveis da biodiversidade dentro
dos trés principais grupos de organismos aquaticos de ambientes 16ticos;

e Avaliagdo da ecologia de comunidades com relagdo da concentracdo de
micropoluentes com diversidade alfa, composicao de espécies e diversidade beta em duas
abordagens: classica in loco e molecular;

e  Producgdo de um protocolo de eDNA para riachos da regido;

e  Monitoramento de agrotoxicos de outras classes em agua e em figado de peixe, para
a verificagao de bioacumulagdo nos ambientes de riacho;

e Reportar os possiveis efeitos toxicos relacionados a presenga destes micropoluentes,
por meio da continuidade do estudo do figado e das branquias dos peixes coletados;

e Consolidagdao de parcerias com universidades, centros de pesquisa e instituigoes
publicas e privadas;

e Continua melhora na gestdo dos recursos hidricos por meio da ampliagao do

conhecimento regional.

13. PREMISSAS

e As coletas acontecerdao no periodo estipulado para ndo prejudicar os resultados
gerados;

e As atividades serao executadas respeitando o cronograma do projeto, que podera ser
replanejado mediante necessidade, exemplo: problemas climaticos;

e Sera mantido registros das atividades desenvolvidas, com todos os dados referentes
ao detalhamento do Projeto;

e Disponibilidade orgamentaria por todo o periodo do convénio;

¢ O planejamento antecipado para as aquisi¢gdes (compra de insumos, cronograma de
viagem, viagens para congresso e eventos relacionados) incluindo a contratacdo de

servicos de terceiros e importagdes, deve ser respeitada para evitar atrasos;
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e Os equipamentos estardo disponiveis para a execucao das analises;
e Os métodos de quantificagdo de agrotoxicos selecionados a partir do screening serdo

estabelecidos a partir do Micropoluentes 1II.

14. RESTRICOES

e Processo de selegdo e a gestdo das bolsas e aquisicao serdo feitas somente pela FPTI-
BR em consonancia com as descrigdes e aptiddes necessarias ao desenvolvimento do
estudo atribuidas pelos parceiros, respeitando processos € normativas internas;

e Quaisquer publicacdes que contenham informag¢des demandam autorizagao prévia de

ambos os parceiros.
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15. RISCOS
Probabilidade Impacto no Crltlc.lc.lade ~ - ops .
Evento A . . (Probabilidade x Acao necessaria para mitigar o risco.
de ocorréncia projeto
Impacto)
Falta de recursos humanos Baixa (30%) Tempo Alta Contratacdo de bolsistas no inicio do projeto
Extravio no equipamento Baixa (30%) Escopo, Tempo Alta Documento de responsabilidade de uso
Riscos cambiais (depreciagdo da Meédia (50%) Custo Alta Realizar compras no inicio do projeto
moeda local)
Tempo habil para analise dos Alta (70%) Qualidade, Escopo, Alta Distribuicdo organizada de atividades
dados gerados Tempo
Notificar a equipe e lembrar
Contratagdo de PJ em tempo habil Alta (70%) Custo, Qualidade, Alta o gestor de cobr,ar a abertura Qe chamado. i
Escopo, Tempo Cobrar responséveis para realizar a contratagao
dentro do prazo estimado
Atrasos na obtencdo de resultados Alta (70%) Escopo, Tempo Alta Revisdo do cronograma
Qualidade, Tempo Manutengdes preventivas devem ser realizadas
Defeito no equipamento Meédia (50%) Cus’to po, Alta periodicamente. Treinamento adequado do
pessoal.
Re-planejamentos constantes Meédia (50%) Custo, Qualidade, Alta Alinhamento dos participes
Escopo, Tempo
Comumcag:aq ineficiente entre Média (50%) Custo, Qualidade, Média Reunides perloqlcas para verificagdo do
membros projeto Escopo, Tempo andamento e alinhamento
Alteracbes climaticas Baixa (30%) Escopo, Média ReE}hzar as cpletas com maior proximidade do
Tempo periodo previsto
Indisponibilidade de colaborador . o . ) Defini¢ao da equipe constituida, suas fungdes e
requerido para atividade Baixa (30%) Qualidade, Tempo Baixa responsabilidade de cada integrante do projeto
Nao cumprimento do cronograma Baixa (30%) Custo, Tempo Baixa Verificag¢do constante do andamento do projeto

inicial
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16. MATRIZ DE el S
INTERESSADOS
Nome/Instituicio Descri¢ao Categoria
Carlos Carboni (DC.CD) -Itaipu Diretor Coordenacgao - BR Patrocinador
Miguel Angel Gomez Acosta Diretor Coordenagao - PY Patrocinador
Irineu Mario Colombo — FPTI- Diretor Superintendente Patrocinador
BR
Alexandre Gongalves Leita — Diretor de Tecnologias Patrocinador
FPTI-BR
Diana Aratjo Pereira - UNILA Reitora Patrocinador
Wilson Jodo Zonin Superintendente MA.CD/IB Superintendente
Waldir Noronha Gerente do Departamento Gerente
MAR.CD/IB
Irineu Motter Gerente MARR.CD Gerente
Ana Carolina Gossen Siani Gerente MARR.CE e Gerente
Coordenadora técnica PY
Jussara Elias de Souza - Coordenadora Técnica Geral Gestora
DC/ITAIPU
Bruno Afonso Cassilha - Coordenadora Técnica Geral Suplente
DC/ITAIPU
Fabricio Baron Mussi - ITAIPU Coordenador Administrativo Gestor / ADM
Caroline Cristina Engel Gabriel Gerente IT. DT - PTI Gestora / ADM
FPTI-BR
Adriana de Oliveira Gularte Coordenadora Administrativa Coordenadora /
FPTI-BR ADM
Dr. Cleto Kaveski Peres - Coordenador Técnico Geral Equipe do
UNILA projeto
Dr. Luiz Henrique Garcia Coordenador Técnico Geral Equipe do
Pereira - UNILA projeto
Dra. Bianca do Amaral — FPTI- Coordenadora Técnica Geral Equipe do
BR projeto
Ms. Diego Alberto Tavares- Colaborador Equipe do
FPTI-BR projeto
Natalie Pereira Toyama — FPTI- Colaboradora Equipe do
BR projeto
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Caroline Henn (MARR.CD) Colaboradora Equipe do
projeto

Cristiane Fiorentin Dotto Veiga Colaboradora Equipe do
projeto

Maria Eva Lopez  Vera Colaboradora Equipe do

(MARR.CE) projeto

Prof. Pablo Henrique Nunes Colaborador Equipe do
projeto

Profa. Dra. Gilcelia Aparecida Colaboradora Equipe do

Cordeiro projeto

Profa. Dra. Rafaella Costa Colaboradora Equipe do

Bonugli Santos projeto

Professores colaboradores: Instituicao

Prof. Dr. Aurélio Fajar Tonetto |UNIP - campus de Jundiai

Prof. Dr. Claudio de Oliveira Instituto de Biociéncias — UNESP

Prof. Dr. Guilherme José da |Instituto de Biociéncias—UNESP

Costa Silva

17. EXCLUSAO DO ESCOPO

Excluem-se do escopo deste Projeto as acdes e/ou seus desdobramentos cujos
resultados diretos e/ou indiretos ndo corroboram para a as expectativas. Assim, nao
compoe o escopo deste Projeto:
¢ Financiamento de acdes e/ou solucdes levantadas pelos parceiros, que nao tenham
relagdo com objetivos e metas do projeto, salvo se a acdo influenciar no aprimoramento
das metodologias e desenvolvimento do projeto, ou quando houver interesse entre as

partes.

Este documento foi assinado digitalmente por Alexandre Goncalves Leite. Este documento foi assinado eletronicamente porEéANA
ARAUJO PEREIRA, CLETO KAVESKIPERES e Cristian Jair Paredes Aguilar.
Para verificar as assinaturas va ao site https://izisign.com.br e utilize o cédigo 0C18-1642-D581-FEF1.

Este documento foi assinado digitalmente por Alexandre Goncalves Leite. Este documento foi assinado eletronicamente por DIANA ARAUJO PEREIRA, CLETO KAVESKIPERES e Cristian Jair Paredes Aguilar.

Pata dediicerds fxisisatnea®o \digitalsitertiépso//iXidigorcdoabrootilizelo ssatig & D& Bel G4R:2681-FEF 1.



I
A& N ITAIPU

BINACIONAL

»PTI

Parque Tecnologico Itaipu

18. METAS E ENTREGAS

18.1 Meta 1 - Subprojeto 1: Ecologia de comunidades. Efeitos de
micropoluentes na biodiversidade de algas, macroinvertebrados e peixes de riachos

das microbacias do entorno do Reservatorio de Itaipu —margem esquerda.

Principais entregas:

- Comportamento das diversidades alfa e beta de algas, macroinvertebrados e peixes
frente aos agrotoxicos avaliados;

- Variagdo da composicao de espécies de algas, macroinvertebrados e peixes frente aos
agrotoxicos avaliados;

- Potenciais espécies indicadoras da presenca dos principais agrotoxicos avaliados;
18.2 Meta 2 - Subprojeto 2: Biomonitoramento - Estudos com DNA ambiental
(eDNA) e genomica e populacdes em riachos das microbacias do entorno do

Reservatorio de Itaipu —margem esquerda.

Principais entregas:

- Diversidade critica de bactérias, fungos, algas, macroinvertebrados e peixes existentes
nos riachos da regido;

- Perfil das metacomunidades nos diferentes gradientes de uso e ocupagao de solo e de
presenca de agrotdxicos avaliados;

- Protocolo de andlise de DNA ambiental na regido para monitorar micropoluentes e
qualidade da agua;

- Resposta das espécies de algas, macroinvertebrados e peixes detectados em DNA
ambiental frente aos agrotoxicos avaliados;

- Quais os niveis de diversidade genética e estruturacdo populacional e como estas

respondem aos micropoluentes;
18.3 Meta 3 - Subprojeto 3: Mutagénese e Histologia de peixes e
macroinvertebrados de riachos das microbacias do entorno do Reservatério de

Itaipu —margem esquerda.

Principais entregas:
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Principais alteragdes nos tecidos de figado e branquias de peixes

e associagao com os ambientes com elevadas cargas de agrotoxicos avaliados;

- Relagdes de quais os indices mutagénicos em sangue de peixes e tecidos de
invertebrados podem ser relacionadas agrotoxicos avaliados;

- Protocolo de andlise de qualidade da dgua e risco ambiental por ensaios mutagénicos;
18.4 Meta 4 - Subprojeto 4: Determinacio de agrotoxicos em aguas superficiais
dos riachos das microbacias do entorno do Reservatorio de Itaipu -margem

esquerda.

Principais entregas:

- Estabelecer e validar protocolo de analise de agrotoxico em dguas superficiais;
- Apresentar os niveis de concentragdo dos agrotdxicos avaliados;
- Levantamento e determinagdo dos principais parametros de qualidade da agua (N e P

total e cromatografia idnica).

18.5 Meta S - Subprojeto 5: Determinacio de agrotoxicos em figado de peixe de

riachos das microbacias do entorno do Reservatorio de Itaipu — margem esquerda.

Principais entregas:

- Selecionar os agrotdxicos para determinacdo em figado de peixe;

- Otimizar um método de extracao basecado em QuEChERS;

- Otimizar um método de determinagao por GC-MS;

- Estabelecer e validar os métodos analiticos para quantificacdo de agrotdxicos em figado
de peixe;

-Monitoramento da concentragcdo quantificada nas campanhas amostrais.

19. PRODUTO FINAL

Ao final do projeto, o que pretende-se entregar uma investigacdo cientifica
completa sobre os efeitos de micropoluentes sobre a biodiversidade aquatica em riachos
da regido do entorno do reservatorio — margem esquerda e também apresentar os

protocolos para o biomonitoramento.
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20. NiVEL DE MATURIDADE TECNOLOGICA (TRL)

/B PTI UNILA
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Universidade Federal

Com base na metodologia TRL (Technology Readiness Level), que avalia o nivel
de maturidade tecnologica dos projetos, este projeto tem seu inicio no TRL nivel 5
(cinco), sendo que até sua conclusdo, onde entregard o produto acima descrito, tera

alcancado o TRL nivel 7 (sete).

21. MECANISMOS GERENCIAIS DE CONTROLE DE METAS

Para facilitar a comunicagdo e execugao do projeto a coordenagao geral e técnica
junto com os coordenadores de cada sub-projeto, realizardo reunides trimestrais para
alinhamento das metas e atividades para atendimento dos objetivos. Semestralmente
serdo realizadas reunides com as equipes de cada sub-projeto para dialogar sobre as
pesquisas e o andamento das metas e atividades previstas cronograma.

Ferramentas de gerenciamento de projetos como o JIRA e Redmine serdo
utilizadas para o acompanhamento do andamento das atividades propostas, juntamente
com os relatorios trimestrais.

Sera utilizada a ferramenta NITDocs para a gestdo do conhecimento socializando
todos os resultados e relatorios produzidos durante o desenvolvimento do projeto.

22. QUADRO RESUMO ORCAMENTARIO

INSTITUIGAO VALOR
ITAIPU BINACIONAL — FINANCEIRO R$ 2.387.939,20
FPTI-BR — ECONOMICO R$374.528,31
UNILA - ECONOMICO R$2.015.800,00
TOTAL R$ 4.778.267,51
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23. CRONOGRAMA DE DESEMBOLSO FINANCEIRO

O primeiro pagamento (T1 —ano 1) ocorrera 10 dias apds a assinatura do convénio e pedido de repasse como forma de mobiliza¢ao orgamentari

HPTI

Parque Tecnoldgico Itaipu

e os pagamentos subsequentes ocorrerdo apos a prestagao de contas do trimestre anterior.

to foi assinalio eletronicamente por DIANA

c

23.1 Cronograma de Desembolso Trimestral 2

3

5

CRONOGRAMA DE DESEMBOLSO ITAIPU (R$)

TOTAL POR I/

RUBRICA Ano 1 Ano 2 Ano 3 RUBRICA ;

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 E

1. Recursos i

Humanos R$ - R$ R$ - R$ - R$ 129.915,00 [ R$ 129.624,88 | RS 171.687,40 | R$ 138.731,00 | R$ 138.731,00 | R$ 136.839,02 | R$ 845.528,30.%

=

2. Bolsas R$ = R$ 89.250,00 | R$  89.250,00 | R$  89.250,00 | R$  89.250,00 | R$  85.250,00 | R$  89.250,00 | R$  89.250,00 { R$  79.250,00 | R$ = R$ 700.000,00%

3 L

3. Material R$ 200.552,39 | R$ RS - |rs - |rs - |rs RS - |rs - |rs RS - | R$ 200.552,39F

Permanente =

. p<

Covaterialde IR 6237500 | RS 58.37500 | R§ 4037500 | RS 4037500 | RS  40.37500 |R$ 40.37500 | R§ 1537500 | R 1037500 RS 500000 | RS - | R 313.00000

5}

5. Passagense | Ry - |rs RS 3295640 | R$  29.76590 | R$ - |Rrs 17.00059 | RS - |rs - |rs RS - |rRs  Te72280F

$‘e rs:;‘:fs"s d |Rs 1494761 |Rs 2475000 | RS 3475000 | RS 57.94050 | RS 975000 | R$ 53.85553 | R$ 1275000 | R$  12.750,00 | R§ 22.750,00 | RS  4.891,98 | R§ 24913562

Total trimestral | R$ 277.875,00 [ R$ 172.375,00 | R$ 197.331,40 | RS 217.331,40 [ R$ 269.290,00 [ R$ 326.106,00 | R$ 289.062,40 | R$ 251.106,00 | R$ 245.731,00 [ R$  141.731,00 R$2.387.939,20;§>

o

o

2

A prestagdo de contas referente a execug¢do por natureza de gastos serd com base na planilha acima. %

20 detalhamento dos itens previstos no desembolso financeiro consta no Anexo 1 deste Plano de Trabalho, e se referem apenas a uma memorids

de calculo para compor os valores das rubricas, ndo sendo utilizada como base para as presta¢oes de contas. 2

(]

1S

3

[&]

o

©

]

7]

L
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23.2 Cronograma de Desembolso Financeiro - Final

o eletronicamente por DIANA

1. RECURSOS HUMANOS RS 779.490,00 RS 845.528,30 RS 845.528,30 RS 793.303,69
2. BOLSAS R$ 714.000,00 RS 704.000,00 RS 700.000,00 RS 669.342,33
3. MATERIAL PERMANENTE R$ 215.500,00 RS 200.552,39 RS 200.552,39 RS 200.552,39
4. MATERIAL DE CONSUMO R$ 313.000,00 RS 313.000,00 RS 313.000,00 RS 303.981,16
5. PASSAGENS E DIARIAS R$ 142.949,20 RS 71.828,42 RS 79.722,89 RS 79.722,89
6. SERVICOS DE TERCEIROS R$ 223.000,00 RS 253.030,09 RS 249.135,62 RS 245.642,26

RS 2.387.939,20 RS 42.205,19 RS 137.599,67 |

Pste decdiiceerds fxishisatnaao \digialsitertiépof/ixiignredoabrzontilize Jossatigd D& Bel 642:2681-FEF 1.
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24. CRONOGRAMA FiSICO

N°

21

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

2.8

2.9

2.10

2.1

2.12

BINACIONAL

ENTREGA

Selegéo dos bolsistas

Aquisicéo dos

per
Aquisicdo de reagentes, insumos e vidrarias
Coleta de campo

Analises laboratoriais (triagem, identificacao etc)
Andlises estatisticas

Entrega dos relatorios dos bolsistas

Relatoério parcial

Divulgagao dos resultados

Relatério final do coordenador

ENTREGA

Selegdo de bolsistas
Aquisicdo dos equipamentos permanentes

Aquisicéo de r e vidrarias

Analises laboratoriais (triagem, identificagao etc)
Padronizagéo da técnica de eDNA

Analise dos dados

Entrega dos relatérios dos bolsistas

Relatoério parcial

Contratagdo de PJ para analise de DNA

Producao de um protocolo de eDNA para riachos da regiao

Divulgagao dos resultados

Relatério final do coordenador

ITAIPU  UNILA
P,ALR NA
P N, A
P N
E,R N
E,R N
E,R N
ER  NA
ER  NA
P,A  PA
E,R N
ERA A
E,R A

ITAIPU  UNILA

META 2- Subprojeto 2: Biomonitoramento - Estudos c

FPTI

PTI

Parque Tecnolégico Itaipu

META 1 - Subprojeto 1: Ecologia de comunidades. Efeitos de micropoluentes na biodiversidade de algas, macroinvertebrados e peixes de riachos das microbacias do entorno do Reservatério de Itaipu - margem esquerda

o)

=
UNILA:
<

Universidade FederalEE

da Integragao
Latino-Americana

M7

M8

M9

m10

M1

m12

M13

M14

M15

Mm16

M17

m18

M19

M20

m21

M22

M23

M24 | M25 | M26 = M27 | M28 | M29 @ M30 M31

M32

FPTI

10 ano

om DNA ambiental (eDNA) e gendmica e po

pulag

Ges el

m riachos das microbacias do entorno

do Reservatério de It

20

ano

aipu - margem esquerda

30ano

M1

M2

M3

M4

M5

Mé M7

M8

M9

Mm10

M11

M12

M13

M14

M15

M16

Mm17

Mm18

M19

M20

M21

M22

M23

M24 | M25 | M26 = M27 | M28  M29 | M30 & M31

M32
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31

3.2

33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.10

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

BINACIONAL

PTI

Parque Tecnolégico Itaipu

META 3- Subprojeto 3: Mutagénese e Histologia de peixes e macroinvertebrados de riachos das microbacias do entorno do Reservatério de Itaipu - margem esquerda

ENTREGA

Selegéo de bolsistas

Aquisicao dos equi per

Aquisigao de reagentes, insumos e vidrarias
Analises laboratoriais (triagem, identificagéo etc)
Anélise dos dados

Entrega dos relatérios dos bolsistas

Protocolo de analise de qualidade da agua e risco ambiental por

ensaios mutagénicos

Relatério parcial
Divulgac&o dos resultados

Relatério final do coordenador

META 4- Subprojeto 4: Determinagao de agrotoxicos em aguas superficiais dos

ENTREGA

Selegdo de bolsistas
Aquisigao dos equipamentos permanentes

Aquisicdo de r

e vidrarias

Anélises laboratoriais

Entrega dos relatérios dos bolsistas

Validagéo de protocolo de analise de agrotoxico em aguas
superficiais

Relatério parcial
Divulgacéo dos Resultados

Relatério final do coordenador

ITAIPU  UNILA
P,A,R N,A
P N, A
P N
E,R N
E,R N
ELR  NA
E,R N
ER

ITAIPU  UNILA

FPTI

FPTI

10 ano

20 ano

30 ano

o)

=
UNILA:
<

Universidade FederalEE

da Integragao
Latino-Americana <
Pz

10 ano

das microbacias

do entorno do Reservatori

o de Itaipu

20 ano

- margem esquerda

30 ano

do eletronicamerdte po

ocumento fpi a“:.sm

Mm19

M20

Mm21

M22 | M23 | M24 | M25 | M26 | M27 | M28 | M29 | M30

M31

oncalvegLeit
s Aguilar:

L
-l

e

=
'

tamJ

a
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META 5- Subprojeto 5: Determinacio de agrotéxicos em figado de peixe de riachos das microbacias do entorno do Reservatdrio de Itaipu - regido transfronteirica (BR-PY)
N ENTREGA MTAIPU UNILA  FPT

[ L [ [ L= o e[ e [ [ [ e [ e
5.1 Seleg3o de bolsistas N NA ER

5.2 Jisic30 de resgentes, insumos e vidrarias N N, ER

53 Seleg3o de agrotéxicos N N ER

54 Anlises Lsborstoriais “ N ER

5.5 Entrega dos relatérios dos bolsistas “ N ER

56 Relatério parcial N NA ER r E

5.7 Divuigagso dos Resultados NA N ER

T Ty — « | % e ] | EEEEEEEE

(A) Aprova - (E) Executa - (I) Informa - (P) Participa - (N) Notificado - (R) Responsavel
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25. PRESTACAO DE CONTAS

Visto que a execu¢do do recurso financeiro repassado pela ITAIPU
BINACIONAL estara a cargo da FUNDACAO PTI-BR, a prestacio de contas serd
entregue até o 10° dia util de cada trimestre a ITAIPU, a fim de acompanhar as execugdes
da aplicabilidade regular do recurso.

A Prestagdo de Contas Final serd apresentada até 60 (sessenta) dias corridos

contados a partir da data final de vigéncia do convénio.
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ANEXO 1 - DETALHAMENTO DO
CRONOGRAMA DE DESEMBOLSO
FINANCEIRO E ECONOMICO

Este documento foi assinado digitalmente por Alexandre Goncalves Leite. Este documento foi assinado eletronicamente porgéANA

ARAUJO PEREIRA, CLETO KAVESKIPERES e Cristian Jair Paredes Aguilar.
Para verificar as assinaturas va ao site https://izisign.com.br e utilize o cédigo 0C18-1642-D581-FEF1.

Este documento foi assinado digitalmente por Alexandre Goncalves Leite. Este documento foi assinado eletronicamente por DIANA ARAUJO PEREIRA, CLETO KAVESKIPERES e Cristian Jair Paredes Aguilar.

Pata dediicaerds fusisstneao \digitalsitertiépsoffixidignrcdoabrZootili ze o sxmtig & a1 Bel 642:2681-FEF 1.



H
& WITAIPU C PTI UNILA

BINACIONAL Parque Tecnoldgico Itaipu

Universidade Federal
da Integracao
Latino-Americana

=
o
o
w2
o
=
o
=)
[
=
3
[
o
=)
w
o
=)
2
nte por DIANA ARAUJO

Os valores e quantitativos mencionados neste Anexo se referem apenas a uma memoria de calculo,
base para as prestacdes de contas, tendo em vista que podera haver pequenas alteragdes entre os itens, sem alterar, no entanto, o2
valor total previsto para cada uma das rubricas.

1.1 PLANO DE APLICACAO DOS RECURSOS FINANCEIROS - ITAIPU BINACIONAL

24. CRONOGRAMA FINANCEIRO DETALHADO DO PROJETO - ITAIPU

FINAL
. Custo (R$)
TIPO DE CUSTO | ITENS Descrigao QTE[ Periodo (meses) Unitario Total T T2 T3 T4 Ano 1

1.1 Pesquisador Pleno 1 18 R$ 22.388,96 | R$ 403.001,35 - - - - R$ -

155;::3‘8)28 1.2 |Analista Pleno 1 18 R$ 11.000,00 | R$ 217.801,46 R$ -

1.3 |Analista Pleno 1 18 R$ 11.000,00 | R$ 224.725,48 - - - - R$ -
2.1 Pds-doc 4 24 R$ 15.816,67 | R$ 379.600,00 - R$ 49.200,00 | R$ 49.200,00 | R$ 49.200,00 | R$ 147.600,00
2.BOLSAS 2.2 DT 5 24 R$ 2.190,00 | R$ 262.800,00 - R$ 32.850,00 | R$ 32.850,00 | R$ 32.850,00 | R$ 98.550,00
2.6 |Iniciacao cientifica 6 24 R$ 400,00 [ R$ 57.600,00 - R$ 7.200,00 | R$ 7.200,00 | R$ 7.200,00 | R$ 21.600,00

3.1_|Bomba peristaltica 2 R$ 18.000,00 | R$ __ 36.000,00 | R$ _ 36.000,00 - - - R$ __ 36.000,00

3.MATERIAL 3.p [|Microtomo para cortes e 1 NA R$ 145.052,39 | R$  145.052,39| R$ 145.052,39 - - - R$ 145.052,39
PERMANENTE tecidos

3.3 |Manifold vaccum SPE 1 NA R$ _ 6.500,00| R$ 6.500,00 | R$ __ 6.500,00 - N N RS 6.500,00

3.4 |Fluorimetro 1 NA R$ 13.000,00 | R$ __ 13.000,00 | R$ _ 13.000,00 - N N R$ _ 13.000,00

Este documento foi assinado digitalmente por Alexandre Goncalves Leite. Este documento foi assinado eletronica

PEREIRA, CLETO KAVESKIPERES e Cristian Jair Paredes Aguilar.

Reagentes(kits de extragao

4.1 e processamento DNA) 24 R$ 12.000,00 | R$ 96.000,00 | R$ 20.000,00 | R$ 16.000,00 | R$ 15.000,00 | R$ 15.000,00 | R$ 66.000,00
4.2 |Frascos, Filtros e reagentes NA R$ 20.000,00 | R$ 20.000,00 | R$ 10.000,00 | R$ 5.000,00 | R$ 5.000,00 - R$ 20.000,00
Reagentes para tratamento
4. MATERIAL DE 4.3 dos tecidos e testes cometa 24 R$ 8.000,00 | R$ 64.000,00 | R$ 12.000,00 | R$ 12.000,00 | R$ 10.000,00 | R$ 10.000,00 | R$ 44.000,00
CONsuUMo 4.4 |Reagentes e insumos para NA - R$  100.000,00 R$ 20.000,00| R$ 20.000,00( R$ 10.000,00| R$ 10.000,00 | R$  60.000,00
analise cromatografica
Despesas Néo Previstas de
4.5 Pequeno Valor (CPV) NA R$ 30.000,00 | R$ 30.000,00 R$ 5.000,00 R$ 5.000,00 | R$ 10.000,00
4.6 |Materiais de Escritério NA R$ 3.000,00 | R$ 3.000,00 | R$ 375,00 | R$ 375,00 R$ 375,00 | R$ 375,00| R$ 1.500,00
5.1 [|Diarias Nacionais para 120 | 2 €975 mem’(4 R$ 244,71 R$  29.364,68 - - R$ 14.574,68 | R$ 14.790,00 | R$ 29.364,68
) Coletas na BP3 diarias br) i ) i ) i ) ’ ) ’
Diarias Internacionais para 2 eq.*5 mem*(4
5.PASSAGENS E 5.2 Coletas no PY 120 diarias py) R$ 188,33 R$ 22.599,00 - - R$ 11.623,10 | R$ 10.975,90 | R$ 22.599,00
DIARIAS Diarias Nacionais para 1 mem * 4 dias * 2
5.3 Divulgacéo do Projeto 20 divulga * 5 metas R$ 355,69 R$ v.113.88 - - - - R -
Passagens Nacionais para . .
5.4 Divulgacio do Projeto 2 |2 diwlga * 5 metas R$ 3.000,00 R$ 20.645,33 - - R$ 6.758,62 | R$ 4.000,00 | R$ 10.758,62
6.1 |Sequenciamento _eDNA 8 24 R$ 130.000,00 [ R$ 126.105,53 - R$ 15.000,00 | R$ 25.000,00 | R$ 45.000,00 | R$ 85.000,00
Manutencao de
6.2 |Equipamentos / Pecas de NA 24 R$ 4.501,25 | R$ 108.030,09 | R$ 14.947,61 | R$ 9.750,00 | R$ 9.750,00 | R$ 12.940,50 | R$ 47.388,11
6.SERVICOS DE Reposicao
TERCEIROS Publicacdo em
6.3 |Sditavperiodicos/ 10 24 R$ 1.500,00 | R$  15.000,00 - - RS -

participagéo em eventos
ara divulgacéo

TOTAL GERAL / Desembolso trimestral R$ 2.387.939,20 | R$ 277.875,00 | R$ 172.375,00 | R$ 197.331,40 | R$ 217.331,40 | R$ 864.912,80

Este documento foi assinado digitalmente por Alexandre Goncalves Leite. Este documento foi assinado eletronicamente por DIANA ARAUJO PEREIRA, CLETO KAVESKIPERES e Cristian
Jair Paredes Aguilar.
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24. CRONOGRAMA FINANCEIRO DETALHADO DO PROJETO - ITAIPU

FINAL
. Custo (R$)
TIPO DE TO |ITEN D T T T7 T Ano 2
O DE CUSTO | ITENS sy QTE[ Periodo (meses) | Unitario Total s 6 8 ©
1.RECURSOS 1.1 |Pesquisador Pleno 1 18 R$ 22.388,96| R$ 403.001,35 R$ 63.91500| R 63.624,88| R$ 77.839,14| R$ 66.853,67 | RS  272.232,69
.HUMANOS 1.2 |Analista Pleno 1 18 R$ 11.000,00| R$ 217.801,46 R$ 33.000,00| R$ 33.000,00] R$ 46.924,13| R$ 35.938,67| RS  148.862,80
1.3 | Analista Pleno 1 18 R$ 11.000,00 [ R$  224.725,48 R$ 33.000,00 | R$  33.000,00 | R$ 46.924,13| R$  35.938,67 | RS  148.862,80
2.1 |Pdés-doc 4 24 R$ 15.816,67 | R$ 379.600,00| R$ 49.200,00| R$ 45.200,00 | R$ 49.200,00 | R$ 49.200,00| R$  192.800,00
2.BOLSAS 22 |DTII 5 24 R$ 2.190,00 R$ 262.800,00| R$ 32.850,00 | R$ 32.850,00 | R$ 32.850,00| R$ 32.850,00| R$  131.400,00
2.6 |Iniciacéo cientifica 6 24 R$ 400,00| R$  57.600,00 | R$ 7.200,00 [ R$ 7.200,00 | R$ 7.200,00 [ R$ 7.200,00| R$  28.800,00
3.1 |Bomba peristaltica 2 NA R$ 18.000,00 | R$ 36.000,00 - - - - R$ -
3.MATERIAL | 32 [Mcrotomo para cortes e 1 NA R$ 145.052,39 | R$  145.052,39 - - - - RS -
PERMANENTE tocidos
3.3 |Manifold vaccum SPE 1 NA R$  6.500,00 | R$ 6.500,00 - - - - R$ -
3.4 |Fluorimetro 1 NA R$ 13.000,00 [ R$  13.000,00 - - - - R$ -
Reagentes(kits de extragcdo
4.1 & processamento DNA) 24 R$ 12.000,00 ( R$  96.000,00 | R$ 15.000,00 | R$  15.000,00 - - R$  30.000,00
4.2 |Frascos, Filtros e reagentes NA R$ 20.000,00| R$ 20.000,00 - - - - R$ -
Reagentes para tratamento
4. MATERIAL DE 4.3 dos tecidos e testes cometa 24 R$ 8.000,00( R$  64.000,00 | R$ 10.000,00 | R$ 10.000,00 - - R$  20.000,00
CONSUMO |, 4 |Reagentes e insumos para NA - R$ 100.000,00| R$ 10.000,00| R$  10.000,00 | R$ 10.000,00 | R$  5.000,00| R§  35.000,00
analise cromatografica
Despesas N&o Previstas de
4.5 Pequeno Valor (CPV) NA R$ 30.000,00( R$  30.000,00 [ R$ 5.000,00 [ R$ 5.000,00 | R$ 5.000,00 | R$ 5.000,00f R$  20.000,00
4.6 |Materiais de Escritério NA R$  3.000,00| R$ 3.000,00 [ R$ 375,00 [ R$ 375,00 R$ 375,00 [ R$ 375,00 R$ 1.500,00
Didrias Nacionais para 2 eq.”*5 mem*(4
5.1 Coletas na BP3 120 diarias br) R$ 244,71 R$  29.364,68 - - R$ - - R$ -
Didrias Internacionais para 2 eq.”5 mem*(4
5.PASSAGENS E| 22 |Coletas no PY 120 diarias py) RS 188,33 R$  22.599,00 ) ) RS ] ) R$ ]
DIARIAS Diarias Nacionais para 1 mem * 4 dias * 2
53 Diwulgagao do Projeto 20 divulga * 5 metas R$ 355,69 R$ 7.113,88 - R$ 7.113,88| R$ - R$ - | R$ 7.113,88
Passagens Nacionais para . .
5.4 Divulgacso do Proieto 2 |2diwlga * 5 metas| R$ 3.000,00 R$  20.645,33 - R$ 9.886,71| R$ - R$ - | R$ 9.886,71
6.1 |Sequenciamento eDNA 8 24 R$ 130.000,00 | R$  126.105,53 - R$ 41.105,53 - - R$  41.105,53
Manutengéo de
6.2 |Equipamentos / Pecas de NA 24 R$ 4.501,25 | R$ 108.030,09 | R$ 9.750,00 | R$ 9.750,00| R$ 9.750,00 | R$ 9.750,00| R$ 39.000,00
6.SERVICOS DE Reposicéo
TERCEIROS Publicagéo em

edital/periédicos/

participag&o em eventos 10 24 R$  1.500,00 | R$ 15.000,00 R$ 3.000,00| R$ 3.000,00 [ R$ 3.000,00 | R$ 9.000,00

ara divulgacéo

TOTAL GERAL / Desembolso trimestral R$ 2.387.939,20 | R$ 269.290,00 | R$ 326.106,00 | R$ 289.062,40 | R$ 251.106,00 | R$ 1.135.564,40

Este documento foi assinado digitalmente por Alexandre Goncalves Leite. Este documento foi assinado eletronicamente por DIANA ARAUJO PEREIRA, CLETO KAVESKIPERES e Cristian
Jair Paredes Aguilar.
Para verificar as assinaturas va ao site https://izisign.com.br e utilize o cédigo 0C18-1642-D581-FEF1.
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Este documento foi assinado digitalmente por Alexandre Goncalves Leite. Este documento foi assinado eletronicamente por DIANA ARAUJO

PEREIRA, CLETO KAVESKIPERES e Cristian Jair Paredes Aguilar.
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24. CRONOGRAMA FINANCEIRO DETALHADO DO PROJETO - ITAIPU

FINAL
e Custo (R$)
TIPO DE CUSTO | ITENS Descricao QTE[ Periodo (meses) Unitario Total T9 T10 Ano 3
1.RECURSOS Pesquisador Pleno 1 18 R$ 22.388,96 | R$ 403.001,35 R$ 66.853,67 | R$ 63.915,00| R$ 130.768,67 | R$ 403.001,35
.HUMANOS Analista Pleno 1 18 R$ 11.000,00 | R$ 217.801,46 R$ 35.938,67 [ R$ 33.000,00 | R$ 68.938,67 | RS 217.801,46
Analista Pleno 1 18 R$ 11.000,00 | R$ 224.72548 R$ 35.938,67 [ R$ 39.924,02| R$ 75.862,69| RS 224.725,48
2.1 |Pdés-doc 4 24 R$ 15.816,67 | R$  379.600,00| R$  39.200,00 - R$ 39.200,00 | R$  379.600,00
2.BOLSAS 2.2 |DTI I 5 24 R$ 2.190,00| R$ 262.800,00| R$ 32.850,00 - R$ 32.850,00 | R$ 262.800,00
2.6 |Iniciacdo cientifica 6 24 R$ 400,00| R$ 57.600,00 | R$ 7.200,00 - R$ 7.200,00 | R$ 57.600,00
3.1 |Bomba peristaltica 2 NA R$ 18.000,00| R$ 36.000,00 - - R$ - | R$ 36.000,00
3.MATERIAL | 32 [Micrétomo para cortes e 1 NA RS 145.052,39 | R$ ~ 145.052,39 - - R$ - | R$  145.052,39
PERMANENTE tecidos
3.3 | Manifold vaccum SPE 1 NA R$ 6.500,00| R$ 6.500,00 - - R$ - | R$ 6.500,00
3.4 |Fluorimetro 1 NA R$ 13.000,00 | R$ 13.000,00 - - R$ - | R$ 13.000,00
Reagentes(kits de extracao B B _
4.1 & processamento DNA) 24 R$ 12.000,00| R$ 96.000,00 R$ R$ 96.000,00
4.2 |Frascos, Filtros e reagentes NA R$ 20.000,00| R$ 20.000,00 - - R$ - | R$ 20.000,00
Reagentes para tratamento
4. MATERIAL DE | *2 |dos tecidos e testes cometa 24 R$ 800000 R$  64.000,00 B B RS - |R$  64.000,00
CONSUMO |, 4 |Reagentes e insumos para NA - R$  100.000,00 R$  5.000,00 - R$  5000,00( RS 100.000,00
analise cromatografica
Despesas Nao Previstas de
4.5 Pequeno Valor (CPV) NA R$ 30.000,00| R$ 30.000,00 - - R$ - | R$ 30.000,00
4.6 | Materiais de Escritério NA R$  3.000,00| R$ 3.000,00 - - R$ - | R$ 3.000,00

Diarias Nacionais para 2 eq.*5 mem*(4

5.1 Coletas na BP3 120 diarias br) R$ 244,71 R$ 29.364,68 - - R$ - | R$ 29.364,68
Diarias Internacionais para 2 eq.*5 mem*(4
5.PASSAGENS E 5.2 Coletas no PY 120 diarias py) R$ 188,33 R$ 22.599,00 - - R$ - | R$ 22.599,00
DIARIAS Diarias Nacionais para 1 mem * 4 dias * 2
5.3 Diwlgacso do Projeto 20 divulga * 5 metas R$ 355,69 R$ 7.113,88 R$ - R$ - R$ - | R$ 7.113,88
5.4 |Passagens Nacionaispara | , |,y 100+ 5metas| R$3.000,00 | R$ 2064533 | RS - | RS - | re - |rRs 20.645,33

Diwulgacdo do Projeto

Este documento foi assinado digitalmente por Alexandre Goncalves Leite. Este documento foi assinado eletronicamente por DIANA ARAUJO

PEREIRA, CLETO KAVESKIPERES e Cristian Jair Paredes Aguilar.

6.1 |Sequenciamento eDNA 8 24 R$ 130.000,00 | R$  126.105,53 - - R$ - | RS 126.105,53
Manutengédo de
6.2 |Equipamentos / Pecas de | NA 24 R$ 4.501,25 | R$ 108.030,09 | R$ 19.750,00 | R$  1.891,98| R$ 21.641,98| R$ 108.030,09
6.SERVICOS DE Reposicéo
TERCEIROS Publicacdo em
.3 |editalpericdicos/ 10 24 R$ 1.500,00 | R$  15.000,00 | R$  3.000,00| R$  3.000,00|] R$  6.000,00| R$  15.000,00

participagdo em eventos
ara divulgacéo

TOTAL GERAL / Desembolso trimestral R$ 2.387.939,20 | R$ 245.731,00 | R$ 141.731,00 | R$ 387.462,00 | R$ 2.387.939,20

Este documento foi assinado digitalmente por Alexandre Goncalves Leite. Este documento foi assinado eletronicamente por DIANA ARAUJO PEREIRA, CLETO KAVESKIPERES e Cristian
Jair Paredes Aguilar.
Para verificar as assinaturas va ao site https://izisign.com.br e utilize o cédigo 0C18-1642-D581-FEF1.
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1.2 CONTRAPARTIDA

UNILA
Espacos

Laboratério de Biologia Molecular

Laboratorio de Limnologia

Colecao Cientifica

PTI

Parque Tecnologico Itaipu

Laboratorio de Mutagénese e Histologia

Laboratério de Ecologia da Paisagem

Laboratoério de Ciéncias Médicas

UNILA

Universidade Federal
da Integracdo
Latino-Americana

Equipamentos
Item Item Quantidade | Valor Unitario | Valor total

Termociclador 03 R$ 20.000,00 | R$ 60.000,00
Balang¢a semi analitica 01 R$ 1.500,00 | R$ 1.500,00
Vortex 01 R$ 800,00 | RS 800,00
Centrifuga mini spin 01 R$ 1.200,00 | R$ 1.200,00
Banho seco 01 R$ 1.200,00 | R$ 1.200,00
Agitador magnético 01 R$ 1.200,00 | R$ 1.200,00
Centrifuga refrigerada 01 R$ 35.000,00 | R$ 35.000,00
Centrifuga microtubos 01 R$ 20.000,00 | R$ 20.000,00
Autoclave 01 R$ 10.000,00 | R$ 10.000,00
Fonte de eletroforese 03 R$ 3.500,00 | R$ 10.500,00

o |Cuba deeletroforese 03 |R$ 1.600,00 | RS 4.800,00

= | horizontal

E Cuba de eletroforese vertical 01 R$  3.200,00 | R$ 3.200,00

Z | Micro-ondas 01 R$ 400,00 | R$ 400,00

5‘1 Capela 01 R$  4.000,00 | R$ 4.000,00

E Geladeiras 02 R$  2.000,00 | R$ 4.000,00

E Freezer -80 01 R$ 70.000,00 | R$ 70.000,00
Microscopio com captura de 01 RS 150.000,00 |RS 150.000,00
imagens
Microscopios Opticos 03 R$ 50.000,00 | R$150.000,00
Lupas 06 R$  5.000,00 | R$ 30.000,00
Estufa 01 R$  3.000,00 | R$ 3.000,00
Sonda multiparametros 01 R$ 25.000,00 | R$ 25.000,00
Horiba
Sequenciador de DNA
ABI3500 01 R$ 600.000,00 | R$600.000,00
Cromatografo GC-MS 01 R$500.000,00 | R$500.000,00
Cromatografo HPLC-DAD 01 R$200.000,00 | R$200.000,00

Este documento foi assinado digitalmente por Alexandre Goncalves Leite. Este documento foi assinado eletronicamente por

ARAUJO PEREIRA, CLETO KAVESKIPERES e Cristian Jair Paredes Aguilar.
Para verificar as assinaturas va ao site https://izisign.com.br e utilize o cédigo 0C18-1642-D581-FEF1.
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Cromatdgrafo GC-FID 01 R$100.000,00 | R$100.000,00
Purificador de 4gua ultrapura 01 R$30.000,00 R$30.000,00

TOTAL R$2.015.800,00
FPTI-BR
A contrapartida economica da FPTI-BR totaliza R$ 374.528,31. Sendo
corresponde a utilizagao dos equipamentos listados no Quadro a seguir:
Item Equipamento Qde Vel Valor total
quip unitario
Destilador de Nitrogénio (BP 01 R$2.778,26 R$2.778,26
021511)
Controlador de temperatura 01
(BPV000457 R$826,69 R$826,69
Agitador magnético com 01
aquecimento (BPV000456) R$2.005,89 | R$2.00589
Sistema manual de extragdo e pré- 01
concentra¢do de amostras R$2.320,04 R$2.320,04
(Manifold) (BP 021512)
8 Sggl;grg - Mesa agitadora orbital (BP 01 R$4.095,64 R$4.095,64
Z )
&= | Concentrador de amostras (BP 01
R$2.999,69 R$2.999,69
é 023409)
@2 | Chapa de aquecimento (BP 024900) 01 R$1.062,88 | R$1.062,88
2 | Agitador magnético ¢/ aquecimento 01
Z | e display digital (BP 24904) R$2.19662 | R$2196,62
Dispersador + haste (BP 024902 01
Haste 024903) R$7.373,21 R$7.373,21
pHmetro de bancada multiparametro | 01
(BP 024901) R$13.787,39 | R$13.787,39
Bloco microdigestor de Kjeldahl 01
microprocessado (BP 021551) R$2.066,72 R$2.066,72
Agitador para tubos tipo Vortex
(BPV000391 ¢ BPV000392) 02 R$1.776,43 R$3.552,86
TOTAL R$45.065,89

disponibilizard a sua estrutura organizacional, que compreende:

Além disso, para atender as necessidades administrativas do projeto, a FPTI-BR

e Gestdo de compras e licitagdes — apoiard o projeto nas questoes ligadas a compras,
despesas de viagens e de contratos com os fornecedores;
e Juridica — gestdo de contratos com os fornecedores;
Este documento foi assinado digitalmente por Alexandre Goncalves Leite. Este documento foi assinado eletronicamente por,?iANA

ARAUJO PEREIRA, CLETO KAVESKIPERES e Cristian Jair Paredes Aguilar.
Para verificar as assinaturas va ao site https://izisign.com.br e utilize o cédigo 0C18-1642-D581-FEF1.
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Infraestrutura, seguranca e servicos — provera infraestrutura da FPTI-BR,

necessaria para instalagao das equipes e dos equipamentos que serdo utilizados

pelo projeto e, viabilizard a utilizacdo dos espacos rotativos, como salas de

reunioes, videoconferéncias etc.

Planejamento e controle — atuara junto ao gerente e a equipe do projeto para que

o mesmo seja conduzido segundo a metodologia de gerenciamento de projetos do

PMI (Project Management Institute).

Area gestora

Descrigao

Critério de rateio

Custo

Unitario

Total p/ o periodo
do Projeto

Custeio

Custeio

IGT - Taxa de ocupacg&o espago no PTI m? R$ 1.158,54 | R$ 34.756,20
IGT - Depreciagdo de equipamentos Horas de utilizagéo R$ 1.048,02 | R$ 31.440,60
Planejamento e Controle Hora técnica/ mensal R! 680,00 | R$ 20.400,00
Custo com apoio das |Infraestrutura, Seguranca e Senvicos m? R$ 17,50 | R$ 525,00
areas Infraestrutura, Seguranga e Senvicos Unidade/ demanda R$ 13,35 | R$ 400,50
(mensal fixo) Tecnologia da Informag&o e Comunicagéo m? R$ 454,62 | R$ 13.638,60
Gest&o de Pessoas Unidade (funcionario) R$ 1.860,29 | R$ 55.808,70
Gestdo Econémica Financeira Linear R$ 385,86 | R$ 11.575,80
Gestao Econdmica Financeira Unidade R$ 765,63 | R$ 22.968,90
" Gastos de acordo com a estimativa de demanda L . Total p/ o periodo
Area gestora e n Critério de rateio - n
durante a execugao do Projeto Unitario do Projeto
Senigo da Central de Veiculos Km rodado R$ 1,81 | R$ 6.516,00
Senigo de apoio a viagens Unidade R$ 124,58 | R$ 44.848,80
Infraestrutura, seguranga [Senvcos de protocolo Unidade R$ 12,12 | R$ 436,32
e servigos Senigos de copa Unidade R$ 22,79 | R$ 16.408,80
Senvigo de coffe break Unidade R$ 6,27 | R$ 1.504,80
Senvico de planejamento de projetos (layout) Hora técnica R$ 70,51 | R$ 2.820,40
Tecnologia da
Informacgao e Senigos de senice desk/ atas de registro de pregos Unidade R$ 265,05 R$ 5.301,00
Comunicagao
Senvicos de compras diretas Unidade R$ 487,40 | R$ 9.748,00
Senigo de compra de pequeno valor Unidade R$ 254,71 | R$ 2.547,10
Compras e Licitagoes |[Senicos de licitagdo Unidade R$ 4.292,15 | R$ 21.460,75
Publicacao de editais de licitacdo Unidade R$ 66,00 | R$ 330,00
Senigos de importagdes Unidade R$ 1.909,77 [ R$ 19.097,70
Juridica Senicos consultivos Unidade R$ 404,56 | R$ 2.022,80
Senvigos de gest&o de contratos Unidade R$ 393,13 | R$ 1.965,65
Gestdo Econémica e |o. i e analise de custos Hora técnica R$ 42,19 | RS 126,57
Financeira
Comunicagdoe oo i) 4o apoio a eventos Diaria RS 347,98 R$ 2.087,88
Marketing
Planejamento e Controle | °50S de andlises/ apoio na metodologia de Unidade R$ 72555(R$ 725,55
gerenciamento de projetos.

TOTAL R$ 329.462,42

" Os valores acima mencionados se referem apenas a uma memoria de cdalculo estimada,
podendo haver alteragoes durante a execugdo do projeto.

Este documento foi assinado digitalmente por Alexandre Goncalves Leite. Este documento foi assinado eletronicamente por,?éANA

ARAUJO PEREIRA, CLETO KAVESKIPERES e Cristian Jair Paredes Aguilar.

Para verificar as assinaturas va ao site https://izisign.com.br e utilize o cédigo 0C18-1642-D581-FEF1.
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DECLARACAO DE CUMPRIMENTO DOS OBJETIVOS E APROVACAO DAS
CONTAS

Convénio No. Termo de Compromisso No.

Instrumento: 4500058863

Conveniada/Beneficiaria: | Fundagao Parque Tecnolégico de Itaipu e Universidade Federal da Integracio

Latino Americana

Objeto: | Desenvolvimento do projeto “Efeito de micropoluentes na
biodiversidade de riachos das microbacias do entorno do
Reservatoério de Itaipu - regido transfronteirica (BR - PY)”

Data da Celebragao: | 23/11/2020 Data da vigéncia: |22/07/2023

Valor dos repasses: | R$ 2.387.939,20 Contrapartida FPTI | R$ 374.528,31

Contrapartida Unila | R$ 2.015.800,00

Gestor da ITAIPU: | Jussara Elias de Souza

Considerando o parecer técnico conclusivo acerca das atividades realizadas e alcance
das metas pactuadas, bem como aprovacao da prestacao de contas final pela ITAIPU e efetiva
devolugéao do saldo, declara-se a concluséo de todas as obrigagdes assumidas entre as partes
no instrumento acima referido.

Foz do Iguagu, 28 de setembro de 2023.

Jussara Elias de Souza
Divisao de Reservatério - MARR.CD

Data: 28/09/2023

Piag.1del
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PARECER TECNICO CONCLUSIVO

Convénio n°

4500058863

Objeto: Desenvolvimento do projeto “Efeito de micropoluentes na
biodiversidade de riachos das microbacias do entorno do
Reservatorio de Itaipu - regido transfronteirica (BR - PY)”

Valor: RS 4.778.267,51

Vigéncia: 23/11/2020 3 22/07/2023

Execucao: 23/11/2020 3 22/07/2023

Convenente: Fundacao Parque Tecnologico de Itaipu - FPTI e

Universidade Federal da Integracao Latino Americana - Unila

Nosso Parecer:

Atendidos os objetivos propostos favoravel ao
encerramento e reversao de bens conforme solicitacao
apresentada

Em relacao a realizacao do Convénio de Cooperacao Técnica e Financeira para
desenvolvimento do projeto “Efeito de micropoluentes na biodiversidade de
riachos das microbacias do entorno do Reservatéorio de Itaipu - regiao
transfronteirica (BR - PY)”, firmado entre ITAIPU, FPTI e Unila, temos a

informar:

O convénio foi motivado por interesse de ITAIPU, como prosseguiento das
avaliacoes de impacto dos micropoluentes na biodiversidade e proposicao
de bioindicadores, resultante do segundo convénio de monitoramento de
micropoluentes.

A Meta 1 tinha o objetivo de avalaiar o efeito d presenca de micropoluentes
na biodiversidade de algas, macroinvertebrados e peixes de riachos das
microbacias do entorno do reservatorio da Itaipu - margem esquerda.
Observa-se o atendimento completo desta meta.

A meta 2, que consistia na avaliacao, utilizando a técnica de DNA
ambiental e genomica para o monitoramento ambiental e impacto na biota
com a presenca de micropoluentes. Considera-se esta meta cumprida,
conforme o proposto no plano de trabalho.

A meta 3 consiste no levantamento de bioindicadores nestes ambientes e
analise do impacto dos agrotoxicos nestes grupos de organismos. Para isso,
foi realizada o levantamento da flora de macroalgas, bem como a fauna de

peixes. Para avaliacao do impacto analizou-se variacées nas comunidades

Este documento foi assinado digitalmente por: BGhldos Gagloatonin e Jussara Elias De Souza.
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em cada microbacia, relacionando a presenca de maior ou menor nimero
de agrotoxicos. Além de analises de populacoes, foi avaliada variacoes
genéticas e histopatoldgicas. Considera-se que estas atividades foram
concluidas conforme previsto.

A meta 4 do projeto previa a determinacao e quantificacao de agrotdxicos
em aguas superficiais dos riachos das microbacias no entorno do
reservatorio, na margem esquerda e direita. Esta meta foi concluida
conforme previsto.

A meta 5 previa a analise da presenca dos micropoluentes mo figado de
peixes. Esta meta foi concluida conforme o plano de trabalho aprovado.
Os relatorios parciais, assim como o relatério final foram entregues
conforme cronograma de execucao contido no plano de trabalho.

A prestacao final de contas (Siscor 048374/23) foi aprovada pela Itaipu,
comprovando a correta aplicacao dos recursos nas finalidades para as quais

foram concedidos para a realizacao do objeto.

As conveniadas solicitaram, mediante oficio (Siscor 048374/23), a reversao
de bens patrimoniais adquiridos no escopo do convénio, nos termos do
Capitulo XII, clausula vigésima segunda, paragrafo primeiro do istrumento
contratual. Os equipamentos solicitados pelo PTI e Unila estao listados nas
Tabelas 1 e 2 abaixo, respectivamente. Considerando que estes
equipamentos serao utilizados na proxima fase do projeto, proposto

novamente por Itaipu, informamos que somos favoraveis ao pleito.

Este documento foi assinado digitalmente por: BGhldos Gagloatonin e Jussara Elias De Souza.
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Tabela 1: Bens adquiridos pelo projeto e solicitados pela Fundacao PTI.

A z 7 VALOR PRECO
PATRIMONIO DATA ESPECIFICACAD LOCALIZACAO ATUAL QTDE UNITARIO TOTAL
TOO1818 29/03/2021 MANIFOLD ITAIPU LABORATORIO AMBIENTAL CIH/NIT 1 RE 4.763,20 | RE 4.783,30
TOO2304 .
026766 25/07/2022 |AGITADOR PARA TUBC TIPD| ITAIPU LABORATORIO AMBIENTAL CIH/NIT 3 RS 1.920,23 | Rs 5.760,69
026765

Tabela 2: Bens adquiridos pelo projeto e solicitados pela Unila.

Equipamento Lab. De destino | Solicitante | Patrimonio

Lab. De Biologia Luiz H. G.

Bomba Peristéltica Portatil 2 Molecular Pereira T001891 e
T0O01892
Micrétomo rotative para Lab. De
P 1 Histologia Pablo H T001893
cortes de tecidos.
. . . Nunes
Marca: Leica Biosystems
Modelo: Histocore
Autocut
Fluorimetro 1 | Lab.DeBiologia | . p o | To01915

Molecular .
Pereira

Diante do exposto, e considerando que foi observado o fiel cumprimento do

objeto e das obrigacoes pactuadas;

Concluimos que:

Em consonancia com os compromissos estabelecidos no convenio 4500058863,
cumpridos com sucesso, com execucao total do cronograma fisico-financeiro e

prestacdo de contas final aprovada, somos FAVORAVEIS a realizacdo do Termo

de Encerramento do instrumento juridico firmado entre ITAIPU, FPTI e Unila.

Foz do Iguacu, 28 de setembro de 2023

Este documento foi assinado digitalmente por: BGhldos Gagloatonin e Jussara Elias De Souza.
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Parecer emitido por: Jussara Elias de Souza
MARR.CD
Gestor do Convénio pela ITAIPU

Wilson Joao Zonin
Superintendéncia de Gestao Ambiental

Carlos Carboni
Diretor de Coordenacao

Este documento foi assinado digitalmente por: Géidos Gadoationin e Jussara Elias De Souza.
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Foz do Iguacu, 12 de setembro de 2023.

A Senhora

JUSSARA ELIAS DE SOUzZA

Gerente do Convénio

Divisao de Reservatorio da Itaipu Binacional (MARR.CD)
Avenida Tancredo Neves, 6731

85867900 - Foz do Iguacu/PR

SOLICITACAO DE TRANSFERENCIA DE BENS CONVENIO N° 4500058863 -
EFEITO DE MICROPOLUENTES NA BIODIVERSIDADE DE RIACHOS DAS
MICROBACIAS DO ENTORNO DO RESERVATORIO DA ITAIPU - REGIAO
TRANSFRONTEIRICA (BR-PY)

Prezada Gerente,

A Clausula Vigésima Quarta do Capitulo XII, do convénio N° 4500058863 -
denominado "“Efeito de Micropoluentes na Biodiversidade de Riachos das
Microbacias do Entorno do Reservatdrio de Itaipu - Regido Transfronteirica
(BR-PY)”, menciona que “os bens patrimoniais adquiridos, produzidos,
transformados ou construidos com os recursos oriundos da ITAIPU
permanecerdo sob a guarda e responsabilidade das CONVENIADAS durante a
vigéncia deste Instrumento”. Por sua vez, o paragrafo primeiro rege “Findo o
presente CONVENIO, observado o fiel cumprimento do objeto e das obrigacdes
pactuadas, os bens patrimoniais acima referidos poderdao ser revertidos a
BENEFICIARIA, a critério da ITAIPU, desde que solicitado quando da prestacéo
de contas final e, mediante justificativa do gestor do CONVENIO no Parecer
Técnico Conclusivo acerca das atividades e metas realizadas, aprovado pelo
Diretor da area gestora”.

Em virtude do exposto, a Fundagdo Parque Tecnoldgico Itaipu-Brasil vem,
por meio desta, solicitar que os bens adquiridos, elencados no documento em
anexo, sejam revertidos a Fundacao.

(Assinado digitalmente) (Assinado digitalmente)
Adriana de Oliveira Gularte Alexandre Gongalves Leite
Representante do Convénio Diretoria de Tecnologias

Este doddieD i Foi assinado digitalmente por Alexandre Goncalves Leite. Este documento foi assinado eletrortirEhtopa gdeligérelin e
e Gestao Territorial.
Para verificar as assinaturas va ao site https://izisign.com.br e utilize o codigo AF04-D841-2DB4-E445.
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A tabela abaixo apresenta os bens patrimoniais que solicitamos para a Fundacdo Parque

Tecnoldgico Itaipu-Brasil:

o ~ ~ VALOR PRECO
PATRIMONIO DATA ESPECIFICACAO LOCALIZACAO ATUAL QTDE UNITARIO TOTAL
TO01816 29/03/2021 MANIFOLD ITAIPU LABORATORIO AMBIENTAL CIH/NIT 1 R$ 4.763,30 | R$ 4.763,30
T002904 )
026766 25/07/2022 |AGITADOR PARA TUBO TIPO| ITAIPU LABORATORIO AMBIENTAL CIH/NIT 3 R$ 1.920,23 | R$ 5.760,69
026765

Este documento foi assinado digitalmente por Alexandre Goncalves Leite. Este documento foi assinado eletronicamente por Inteligéncia
e Gesté&o Territorial.

Para verificar as assinaturas va ao site https://izisign.com.br e utilize o codigo AF04-D841-2DB4-E445.
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Fundagao Parque Tecnolégico Itaipu - Brasil
PTI Av. Presidente Tancredo Neves, 6731
85867-900 — Foz do lguagu, PR

Parque Tecnolégico Tel. (45) 3576.7200
Itaipu www.pti.org.br

OFI/FPTI-BR/DAF/CP/0002/2023

. Foz do Iguacgu, 12 de setembro de 2023
A Area
Orcamento e Finangcas - OF.DAF

Relatorio Patrimonial Referente Ao Convénio 4500058863 Efeito de
Micropoluentes na Biodiversidade de Riachos das Microbacias do
Entorno do Reservatorio de Itaipu - Regidao Transfronteirica (BR-PY)
(0302122)

Em atendimento a area de Orgamento e Finangas por meio do
chamado 2309050072, segue relacao dos bens registrados no controle
patrimonial referente ao Efeito de Micropoluentes na Biodiversidade de
Riachos das Microbacias do Entorno do Reservatério de Itaipu - Regido

Transfronteirica (BR-PY) vinculados a fonte de recurso 0302122.

Como também, informamos que os procedimentos adotados para
classificagdo de um bem patrimonial no controle de bens da FPTI-BR,
seguem a legislagao vigente, consistindo nas seguintes premissas: vida util
maior que um ano, valor total do custo de aquisicdao superior a R$ 1.200,001,
a possibilidade de assumir os riscos, beneficios e o controle do bem2. E
visando o cumprimento das normas definidas pelo Comité de
Pronunciamentos Contabeis - CPC (CPC 04 Ativo Intangivel, CPC 27 Ativo
Imobilizado), a que esta sujeita a Fundagdo PTI - Brasil, e em cumprimento
as politicas internas de imobilizagcao, de acordo com o Norma de Gestédo

Patrimonial da Fundagdo PTI-BR.

Os itens relacionados no anexo foram registrados no controle
patrimonial em conta contabil especifica de bens de terceiro em poder da
Fundacdo PTI-BR, uma vez que estes bens foram adquiridos com recursos

provenientes de convénio.

Sem mais, colocamo-nos a disposicdo para esclarecimentos.

Cristiane Oliveira Vasconcellos Nair Ines Piotrowski Rachow
Assistente Administrativo Gerente
Area Contabilidade e Patrim6nio Area Contabilidade e Patrimdnio

Pagina 1 de 3
Este documento foi assinado digitalmente por Nair Ines Piotrowski Rachow. Este documento foi assinado eletronicamente por
Cristiane Oliveira de Lima.
Para verificar as assinaturas va ao site https://izisign.com.br:443 e utilize o cédigo 14E8-55EC-0AAE-8BAB.
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Cristiane Oliveira de Lima.
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5 UNILA

Foz do Iguacu, 30 de agosto de 2023.

e
ki

A Senhora,
JUSSARA ELIAS DE SOUZA
Gestora do Projeto — ITAIPU BINACIONAL

SOLICITAGAO DE DESTINAGCAO DE BENS DO CONVENIO N°4500058863 —
MICROPOLUENTES Il

Prezada Gestora,

O presente documento tem como objetivo informar o completo
cumprimento do objeto, e das obrigacdes pactuadas no convénio n°
4500058863, “Efeito de micropoluentes na biodiversidade de riachos
das microbacias do entorno do reservatorio de itaipu — regido
transfronteirica (BR — PY). fase 2: estabelecendo protocolos de
biomonitoramento por meio da integracdo de diferentes niveis da
biodiversidade (genético e comunidades) e métodos de estudos
(classicos e moleculares)” (Projeto Micropoluentes Ill).

Para o desenvolvimento do projeto foram adquiridos equipamentos
(bens patrimoniais), utilizados nos laboratérios da universidade e do PTI,
visando atingir os objetivos propostos no projeto .

Quatro destes equipamentos serdo destinados a Unila, sob
responsabilidade dos Professores nominados na tabela abaixo. Estes
equipamentos foram utilizados no processo de desenvolvimento de
metodologias, e posterior andlise de dados, dentro do escopo do presente
projeto/convénio.

Considerando que a Clausula Vigésima segunda do Capitulo Xll do
convénio N° 4500058863 denominado “ Efeito de micropoluentes na
biodiversidade de riachos das microbacias do entorno do reservatorio
de itaipu — regido transfronteirica (br — py). fase 2: estabelecendo
protocolos de biomonitoramento por meio da integracdo de diferentes
niveis da biodiversidade (genético e comunidades) e métodos de
estudos (classicos e moleculares), menciona que “os bens patrimoniais
adquiridos, produzidos, transformados ou construidos com os recursos



oriundos da ITAIPU permanecerdo sob aguarda e responsabilidade das
CONVENIADAS durante a vigéncia deste Instrumento ”. Por sua vez, o
paragrafo primeiro rege “ Findo o presente CONVENIO, observado o fiel
cumprimento do objeto e das obrigacbes pactuadas, os bens
patrimoniais acima referidos poderdo ser revertidos &8 BENEFICIARIA-
UNILA, a critério da ITAIPU, desde que solicitado pela BENEFICIARIA,
guando da prestacao de contas final e, mediante justificativa do gestor do
convénio no parecer técnico conclusivo acerca das atividades e metas
realizadas, aprovado pelo Diretor da area gestora’.

A tabela abaixo apresenta os bens patrimoniais que
solicitamos a Universidade Federal da Integracdo Latino-Americana —
UNILA.

Equipamento Lab. De destino | Solicitante |Patrimonio
Lab. De Biologia LuizH. G
Bomba Peristaltica Portatil 2 Molecular Perei.ra ' TO01891 e
T001892
Micrétomo rotativo para Lab. De
) 1 Histologia Pablo H T001893
cortes de tecidos. Nunes

Marca: Leica Biosystems
Modelo: Histocore
Autocut

Lab. De Biologia

Luiz H. G. T001915
Molecular

Pereira

Fluorimetro 1

Cleto Kaveski Peres

Docente UNILA
WPE 2886303

Prof. Dr. Cleto Kaveski Peres

Gestor pelo projeto pela UNILA
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