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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Os recifes de coral estdo entre os ecossistemas mais diversos do planeta. Apesar da &rea total dos
recifes de coral ser muito inferior a 1% de todo o ambiente marinho, algumas estimativas colocam a
diversidade total de vida associada aos recifes de corais em até 2 milhdes de espécies, perto de 25% de
toda a vida marinha (Mulhall, 2007; Wilkinson, 2008). Portanto, os recifes de corais desempenham um
papel fundamental na renovacdo dos estoques pesqueiros que sustentam milhares de comunidades
humanas em todo o mundo. Além disso, facilitam a fixacdo de nitrogénio, a regulacdo do carbono e
funcionam como barreiras naturais que protegem as areas costeiras. Os corais sd0 organismos
eucarioticos chave gque possuem relagdes intricadas com um conjunto de micro-organismos, incluindo
dinoflagelados endossimbidticos (zooxantelas), fungos, bactérias e archaea.

Nos ultimos 20 anos, os impactos antrépicos locais e globais tém sido de grande preocupacéo,
sendo este Ultimo particularmente preocupante devido ao cenario atual de eventos de mudancas
climaticas (Hughes et al., 2003; Baker et al., 2008). O estresse térmico, causado pelo aumento da
temperatura da superficie do oceano (NOAA, 2016) rompe a simbiose entre as microalgas
(zooxantelas) que vivem no tecido dos corais e que ddo ao coral seu alimento (glicose, glicerol,
aminoécidos, etc.), tornando-os brancos — o chamado branqueamento. Dependendo da intensidade do
estresse, 0s corais ndo se recuperam e morrem. Em 2016, a temperatura recorde dos oceanos levou a
um branqueamento massivo nos recifes de corais australianos. Dados de monitoramentos subaquéticos
mostraram que a mortalidade média foi de 22% para toda a Grande Barreira de Corais, chegando a
67% em algumas regides (AIMS, 2016; Hughes et al., 2016). As previsdes indicam que esses eventos
se tornardo ainda mais frequentes (Heron et al., 2016), diminuindo a resiliéncia dos corais e ameagando
0s ecossistemas recifais em todo o planeta.

Os Unicos recifes de adguas rasas verdadeiros do Oceano Atlantico Sul estdo ao longo da costa
brasileira e abrigam 16 espécies de corais pétreos, com cinco delas endémicas do Brasil (Castro e
Zilberberg, 2016). O coral-cérebro Mussismilia harttii esta entre os principais construtores dos recifes
brasileiros, ja foi afetado por eventos de branqueamento e doencas (Castro e Pires, 1999; Ledo et al.,
2016) e encontra-se ameagado de extin¢cdo (MMA, 2014).

Enquanto préaticas de conservagdo in situ como as areas marinhas protegidas podem ajudar a
diminuir os impactos locais, 0s impactos antropicos como o aquecimento global continuardo causando
declinios populacionais em taxas ainda mais rapidas. Grandes mortalidades sem recuperacéo levam a
uma diminuicdo na diversidade genética das populacdes de corais e a possibilidade de extin¢do de
espécies € alta, uma vez que a persisténcia de uma populagéo ou espécie é amplamente depende da sua

diversidade genética (Laikre et al., 2010).
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Uma maneira segura de conservar a existéncia de corais é através da preservacao de seus gametas
(espermatozoide e 06cito) em baixas temperaturas (criopreservacdo), permitindo o uso futuro dessas
células para a formacéo de novos corais. Embora seja um método comprovado para manutencao de
células a longo prazo (Mazur, 1984) e conservacgédo de espécies (Rawson et al., 2011), estudos sobre
criopreservacdo de gametas de coral sdo recentes e limitados a poucos relatos na literatura. Os
espermatozoides de trés espécies de corais australianos (Acropora tenuis, Acropora millepora e
Acropora digitifera) e um caribenho (Fungia scutaria) foram congelados com sucesso (Hagedorn et
al., 2006; 2012; Ohki et al., 2014), sendo eficientes na fecundacdo dos odcitos e gerando larvas
saudaveis capazes de assentar e se desenvolver (Hagedorn et al. 2017).

Esse projeto traz uma proposta inédita de pesquisa no Brasil, buscando aplicar ferramentas
tecnoldgicas em prol da conservacdo do coral M. harttii. O estabelecimento dessas tecnologias
permitira a criacdo do primeiro banco de gametas de corais do Atlantico Sul, permitindo a estocagem
desses gametas por tempo indeterminado, sendo descongelados quando desejado, promovendo a
fecundacéo e o crescimento de novos recrutas de corais, que poderdo ser utilizados na restauracdo de
recifes degradados.

2. OBJETIVOS
Objetivo geral:

Usar a reproducdo in vitro e o congelamento como tecnologias para alcangar sucesso no
armazenamento dos gametas do coral-cérebro por tempo indeterminado, dando origem a corais que
poderdo ser utilizados na recuperacéo de recifes degradados.

Obijetivos especificos:

- Caracterizar a estrutura morfoldgica dos gametas de M. harttii;

- Avaliar a sensibilidade dos gametas ao resfriamento;

- Avaliar a toxicidade dos agentes crioprotetores aos gametas de M. harttii,

- Desenvolver um protocolo de congelamento para os gametas de M. harttii;

- Avaliar a viabilidade dos gametas pos-descongelamento;

- Estabelecer um protocolo para reproducéo in vitro de M. harttii;

- Avaliar o desenvolvimento de larvas e recrutas oriundos de gametas congelados;

- Criar o primeiro banco de gametas de coral do Atlantico Sul utilizando como modelo a espécie
M. harttii.

- Se aproximar da sociedade e falar de ciéncia ambiental e recifes de corais de uma forma simples

e interativa por meio das redes sociais do projeto (Projeto ReefBank).
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3. METODOLOGIA A SER UTILIZADA E ATIVIDADES PREVISTAS

3.1 Local e autorizacdes legais

Os experimentos serdo conduzidos na Base de Pesquisas do Projeto Coral Vivo, situada em Arraial
D’Ajuda, Porto Seguro (BA).

Trinta colénias de Mussismilia harttii serdo coletadas nos arredores do Parque Natural Municipal
do Recife de Fora (16°24°31"S; 038°58°39"W) e transportadas até a Base de Pesquisa. As colbnias
serdo identificadas e mantidas durante todo o periodo de desova em viveiros (1000 L) de circulacéo
aberta, com renovacdo constante da dgua captada do mar.

A execucdo dessa pesquisa foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade - ICMBIio (SISBIO N° 63368-1) e pela Secretaria Municipal de Meio Ambiente da
Prefeitura de Porto Seguro (Autorizagdo N° 02/2017).

3.2 Coleta dos gametas

No momento da liberacdo, os pacotes de odcitos + espermatozoides serdo coletados da superficie
da &gua dos viveiros com auxilio de uma pipeta e transferidos para tubos conicos de 50 mL. Nesses
tubos com os pacotes separados, 0s odcitos flutuantes ocupardo o topo enquanto o sémen estara
concentrado no fundo do tubo. Ambos os gametas serdo entdo separados e transferidos para outros
tudos contendo agua marinha filtrada (0,2 um), onde permanecerdo até o momento das analises.

3.3 Caracterizacao dos gametas

A taxa de motilidade espermadtica sera determinada colocando uma aliquota de 10 pL do
concentrado de espermatozoides sobre lamina de vidro, adicionando uma laminula e visualizando a
amostra em um microscopio optico (magnificacdo 40x). A taxa serd expressa por quatro escores
arbitrarios (Gwo et al., 2002), com 0 representando auséncia de motilidade espermatica e os escores 1-
4 representando >0-25, >25-50, >50-75, >75%, respectivamente. As células moveis serdo identificadas
como aquelas que nadam progressivamente e deslocam o liquido. Essa avaliacdo sera repetida com
duas aliquotas (10 pL) adicionais, totalizando trés avaliacfes para cada tubo.

A integridade estrutural da membrana plasmatica dos espermatozoides sera avaliada por coloracdo
vital utilizando solucéo de eosina (5%) e nigrosina (10%) (Blom, 1950). Em uma lamina histologica
serdo colocados separadamente o sémen, eosina e nigrosina na razdo de 1:2:4. O sémen sera misturado
aos corantes e realizado um esfregaco. O esfregaco sera seco sobre uma chama e a leitura realizada em
microscopio éptico, em objetiva de imersdo. Os espermatozoides corados em vermelho serdo
considerados ndo viaveis, enquanto aqueles ndo corados serdo considerados como viaveis, ou seja, com
membrana integra, impermeavel aos corantes. A integridade da membrana espermatica seré calculada
como porcentagem de espermatozoides ndo corados em um total de duzentos espermatozoides

contados, sendo analisados trés esfregacos de cada amostra coletada.
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A concentracdo espermatica sera determinada utilizando a metodologia padrdo de contagem em
camara hematimétrica de Neubauer (Imade et al., 1993), com amostras de sémen (triplicata)
previamente fixadas em solucéo de formol-salina tamponada.

Para avaliar a morfologia do espermatozoide, uma aliquota de 10 uL de sémen fixado sera colocada
sobre uma lamina de vidro, coberta com uma laminula e visualizada sob campo de contraste de fase
em microscopio optico equipado com sistema de captura de imagens (magnificagdo 100x). As imagens
digitais serdo capturadas e o didmetro da cabeca e comprimento do flagelo dos espermatozoides seréo
medidos usando o software Image J. A morfologia celular sera avaliada com base nas caracteristicas
descritas por Hagedorn et al. (2006) e o padrdo de movimento (natacdo) do espermatozoide sera
caracterizado a partir dos videos registrados durante a anélise de motilidade.

A integridade da membrana dos od6citos serd avaliada utilizando coloragdo vital com azul de
tripan (TB). Para realizar o ensaio, uma solucdo estoque de TB (0,4%) sera diluida para 0,2% em agua
do mar filtrada (AMF). Os odcitos serdo incubados por 2 min em temperatura ambiente e, em seguida,
lavados trés vezes com AMF. Os odcitos ndo corados serdo considerados com membrana intacta,
enquanto os corados em azul serdo considerados com membrana lesionada. Essa avaliacdo sera
realizada sob microscopia de luz. Cinco aliquotas de odcitos (= 20) de cada col6nia serdo fixadas em
solucdo de formol-salina tamponada e posteriormente avaliadas sob campo de contraste de fase em
microscopio optico equipado com sistema de captura de imagens. As imagens serdo capturadas e o
didmetro dos odcitos serd medido usando o software Image J.

Essa caracterizacdo sera crucial na definicdo de um padréo de qualidade dos gametas de M. harttii,
que servird como guia comparativo para todos 0s experimentos subsequentes.

3.4 Avaliagéo da sensibilidade dos gametas ao resfriamento

Para determinar a sensibilidade dos espermatozoides ao resfriamento, o sémen de M. harttii sera
estocado sob refrigeracdo (5 °C) por uma semana. As amostras de sémen serdo distribuidas ao acaso
em trés meios diluidores: &gua marinha filtrada (AMF), AMF+5% glicose, AMF+5% citrato de sodio.
A unidade experimental sera caracterizada por um microtubo de 1,5 mL contendo 500 pL de solugdo
(sémen + diluidor), com 20 réplicas por tratamento. A viabilidade das amostras serd analisada em
intervalos de 12 horas, sendo expostas a temperatura ambiente por 5 min e em seguida avaliadas quanto
a motilidade, integridade da membrana espermatica e morfologia dos espermatozoides, conforme
descrito no item 3.3.

A sensibilidade dos odcitos ao resfriamento sera avaliada ao longo de uma semana utilizando
refrigeracdo (5 °C). As amostras de o0citos serdo distribuidas ao acaso em cinco meios de resfriamento:
agua marinha filtrada (AMF), AMF+5% sacarose, AMF+10% sacarose, AMF+5% glicose e

AMF+10% glicose. Os oocitos serdo acondicionados em placas de cultura de 6 pocos (= 20
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oocitos/pogo), com 20 réplicas por tratamento. A viabilidade dos odcitos seré analisada em intervalos
de 12 horas, sendo expostos a temperatura ambiente por 5 min e em seguida avaliados quanto a
integridade da membrana, conforme descrito no item 3.3.

3.5 Avaliacéo da toxicidade dos agentes crioprotetores

Os agentes crioprotetores (CPAs) a serem testados foram selecionados com base no seu uso na
criopreservagdo de gametas de outros invertebrados marinhos (Paredes, 2015; Gwo, 2000). Seréo
testadas solucbes de metanol (MET), propilenoglicol (PG), dimetilsulfoxido (DMSO), etilenoglicol
(EG) e dimetilacetamida (DMA) com concentracGes variando de 0,5 a 5 M. As solugdes crioprotetoras
serdo originalmente preparadas em dupla concentragéo (vol / vol) e diluidas 1:1 com a suspensao de
gametas (espermatozoides ou o6citos) em agua de mar filtrada para atingir a concentracédo final a ser
testada. A unidade experimental sera caracterizada por um microtubo de 1,5 mL contendo 500 uL de
solucdo (sémen + crioprotetor), com cinco réplicas por tratamento. J& 0s odcitos serdo acondicionados
em placas de cultura de 6 pogos (= 20 odcitos/poco) e imersos na solugdo crioprotetora. Serd utilizado
um tratamento controle contendo apenas 0s gametas, sem adicéo de crioprotetores.

Os gametas serdo incubados nas solugdes crioprotetoras por 20 min em temperatura ambiente.
Apds esse periodo, a viabilidade sera avaliada por meio da motilidade, integridade de membrana e
morfologia das células, conforme descrito no item 3.3. As solucdes crioprotetoras que apresentarem os
melhores resultados nesses testes serdo selecionadas para o protocolo de congelamento.

3.6 Protocolo para congelamento dos gametas

Os gametas serdo previamente avaliados para quantificar a taxa inicial de motilidade, integridade
de membrana e morfologia celular. A unidade experimental sera caracterizada por um criotubo de 2
mL contendo a solucdo de congelamento (gameta + crioprotetor). Serdo utilizadas 15 réplicas por
tratamento. As amostras serdo equilibradas em temperatura ambiente durante 20 min e em seguida
submetidas a duas técnicas de criopreservacao:

Congelamento lento: Seréa utilizada uma caixa de isopor preenchida parcialmente com nitrogénio
liquido, equipada com uma grade metalica instalada 1 cm acima do nivel do nitrogénio liquido. Os
criotubos serdo colocados sobre a grade metalica, permanecendo expostos ao vapor do nitrogénio
liquido por cerca de 7 min, atingindo uma temperatura de transigcdo entre -70 e -80 °C. Em seguida
serdo mergulhados no nitrogénio liquido, onde permanecerdo por pelo menos 30 min, sendo entdo
transferidos para o botijdo de estocagem onde permanecerdo até o momento das analises. Para o
descongelamento, os criotubos serdo retirados do nitrogénio liquido e expostos a um banho-maria (30
°C) por 1 min.

Vitrificacdo / Congelamento ultrarrépido: Nessa técnica, apés o periodo de equilibrio os criotubos

serdo imediatamente mergulhados em nitrogénio liquido (sem exposicdo prévia ao vapor), e
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permanecerao estocados até o momento das analises. As amostras serdo aquecidas em banho-maria (70
°C) por 30 segundos.

3.7 Avaliacéo da viabilidade dos gametas pds-descongelamento

A viabilidade dos gametas pos-descongelamento seré avaliada pelas caracteristicas morfoldgicas
(descritas no item 3.3) e levara em consideracdo também o status fisioldgico dos gametas, empregando
testes com sondas fluorescentes:

Integridade funcional da membrana: Para esse teste seré utilizada a coloracao dupla de Diacetato

de Fluoresceina (FDA) + lodeto de Propidium (PI). Uma solugdo estoque de FDA sera preparada
dissolvendo 5 mg/mL em acetona. A solucdo FDA de trabalho serd preparada no momento do teste,
adicionando 0,04 mL da solugéo estoque em 10 mL de tampdo fosfato-salino (PBS). A solucdo de Pl
sera preparada dissolvendo 1 mg em 50 mL de PBS. Para a coloragdo, 0,1 mL (2 mg) da solucdo de
trabalho de FDA e 0,03 mL (0,6 mg) da solucdo estoque serdo adicionados diretamente aos gametas.
Os gametas serdo mantidos no escuro por 3 minutos e a avaliacdo da viabilidade serd conduzida
utilizando microscopio de fluorescéncia (Tsai et al., 2009). Os gametas corados em verde brilhante
serdo considerados viaveis, ao passo que 0s ndo viaveis serdo corados em vermelho brilhante. A
coloracdo FDA + Pl informa ao mesmo tempo o estado fisioldgico e a integridade de membrana, visto
que o FDA requer atividade de esterase celular além de uma membrana intacta, e o Pl é conhecido por
passar apenas através das membranas das células mortas ou danificadas (Wallace e Selman, 1981;
Jones e Senft, 1985).

Integridade mitocondrial: As mitocéndrias sdo organelas muito sensiveis a exposicdo a baixa

temperatura. Para avaliar a distribuicdo e atividade mitocondrial nos espermatozoides e oécitos apds a
criopreservacao sera utilizado o JC-1 (5,5%,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethyl-imidacarbocyanine
iodide), uma sonda sensivel ao potencial de membrana (AWn). JC-1 forma mondmeros fluorescentes
verdes (despolarizados) ou agregados fluorescentes vermelhos (polarizados) dependendo do estado das
mitocéndrias. Aliquotas de 10 pL do sémen e 20 odcitos descongelados serdo coradas com JC-1 de
acordo com o protocolo descrito por Godoy et al. (2013). Os gametas serdo expostos a 5 uM de JC-1
diluidos em agua marinha filtrada durante 30 min a temperatura ambiente. Em seguida, a amostra sera
lavada trés vezes em dgua do mar filtrada e levada para observacdo em microscopio de fluorescéncia.
A atividade mitocondrial bem como a distribuicdo das mitocondrias serd avaliada em trés amostras
(criotubos) de cada tratamento.

Determinacdo da concentracdo de ATP: O conteddo de ATP nos gametas sera medido

imediatamente apos descongelamento. Para a preparagdo do extrato, sera seguido o procedimento
descrito por Guan et al. (2008). Resumidamente, serdo adicionadas aliquotas dos gametas a 1 mL de

solucdo resfriada contendo 0,5 M de &cido perclorico + 4 mM EDTA e homogeneizados. O
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homogeneizado sera centrifugado a 17.000 X g durante 10 min em centrifuga refrigerada (4 °C). O
sobrenadante sera separado e neutralizado com 2,5 M KOH para ajustar o valor de pH entre 6 e 7. O
sobrenadante neutralizado sera entdo centrifugado durante 5 min a 8000 X g e 0 novo sobrenadante
sera novamente recolhido. Este extrato serd colocado em tubos Eppendorf e armazenado a -20 °C até
a determinacdo do ATP. O ATP liberado dos gametas sera mensurado utilizando um kit de ensaio de
bioluminescéncia baseado na reacdo de luciferina-luciferase (FL-AA, Sigma-Aldrich) de acordo com
as instrugbes do fabricante. Um lumindmetro sera utilizado para as medi¢des. A luz de fundo
(Background) serda mensurada e subtraida correndo um branco contendo dgua deionizada. Uma curva
de calibracdo padrédo de sete pontos sera rotineiramente incluida em cada ensaio. A concentracéo de
ATP seré determinada pela formula da regressdo linear da curva padrdo. Gametas do grupo controle
(mantidos em agua do mar filtrada) e grupos congelados serdo analisados em triplicatas.

3.8 Reproducao in vitro do coral-cérebro e desenvolvimento larval

O estabelecimento de um protocolo de reproducéo in vitro é fundamental quando se trata de uma
espécie ameacgada de extingdo. Nesse experimento nds iremos determinar a dose inseminante, ou seja,
a concentracdo 6tima de espermatozoides necessarios para fecundar os o6citos. Esse conhecimento
sera essencial e tera aplicacdo em todos os demais experimentos a fim de comprovar a capacidade dos
gametas em fecundar e ser fecundado.

Tubos de vidro contendo 5 mL de AMF e 20 od6citos serdo distribuidos ao acaso, com tratamentos
dispostos em esquema fatorial 5 x 2 x 2, sendo o primeiro fator referente as concentracdes espermaticas
(103,104, 10°, 108 e 107 espermatozoides/mL), o segundo fator correspondente aos tempos de exposi¢ao
dos o6citos aos espermatozoides (5 e 10 min) e o terceiro fator correspondente aos procedimentos pds
fecundacdo (enxaguar os ovos em AMF e ndo enxagué-los). Serdo utilizadas cinco réplicas (tubos) por
tratamento. A taxa de fertilizacdo seré avaliada apds 12 horas. A partir do estabelecimento do melhor
protocolo para reproducdo in vitro, a capacidade de fecundacdo dos gametas descongelados sera
avaliada.

O desenvolvimento da prole oriunda dos gametas congelados sera integralmente avaliado. Para
cada tratamento de uma determinada data de fecundacao, um namero igual de larvas (larvas produzidas
a partir de gametas frescos ou congelados) sera colocado em tanques de 20 L. O ndmero total
adicionado aos tanques de assentamento dependerd do sucesso da fertilizacdo e do nimero de larvas
ao final do periodo de avaliacdo. Ap6s uma semana, 0 nimero total de recrutas sera contado, utilizando
um estereomicroscopio. O sucesso do assentamento sera determinado pela razéo entre o nimero total
de recrutas assentados dividido pelo nimero total de larvas colocadas no tanque. Dessa forma, sera
possivel determinar o nimero de recrutas de corais aptos para povoar areas de recifes degradados.

3.9 Criagéo do banco de gametas do coral-cérebro
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Nessa etapa da pesquisa sera possivel criarmos o primeiro banco de gametas de coral do Atlantico
Sul utilizando a espécie M. harttii como modelo.

Objetivamos estabelecer um banco com pelo menos 1000 (mil) amostras de gametas congelados.
O banco sera gerenciado de forma a ter o controle digital do niUmero de amostras estocadas, as quais
serdo identificadas por meio de um cddigo que permitird saber o tipo de gameta (masculino ou
feminino), data do congelamento e a diversidade genética do lote (verificada por genotipagem).

3.10 Plano de comunicacéo do projeto

O andamento do projeto e seus resultados serdo divulgados na fanpage (Projeto ReefBank) no
Facebook e no perfil no Instagram, com o objetivo de se aproximar da sociedade e falar de ciéncia
ambiental e recifes de corais de uma forma simples e interativa. Para tal, um membro da equipe sera
responsavel por postagens semanais. O Coral Vivo, por meio de sua assessoria de comunicagdo e

fanpage com mais de 274 mil seguidores sera um forte parceiro na divulgacdo do nosso projeto.

4. DETALHAMENTO DA INFRAESTRUTURA FISICA E TECNOLOGICA A SER
UTILIZADA

- Base de Pesquisas do Projeto Coral Vivo:

O Projeto Coral Vivo (http://coralvivo.org.br/) por meio de sua Base de Pesquisas localizada

em Arraial D’Ajuda (Porto Seguro — BA) dard o apoio logistico e de infraestrutura. A base conta
com um mesocosmo marinho capaz de simular as condi¢des do mar, viveiros de circulacdo aberta
para manutencdo das coldnias de corais, data loggers para monitoramento dos parametros fisico-
quimicos da agua, equipamentos de mergulho e de microscopia Optica.

- Laboratdrio de Aquacultura — UFRGS:

O Laboratorio de Aquacultura da UFRGS conta com 150 m? equipados para realizacio de

pesquisas com reproducdo e larvicultura de organismos aquaticos. Dispde de sala de microscopia
equipada com dois (3) microscopios opticos, um (1) microscopio de fluorescéncia (1), dois (2)
estereomicroscopios e uma (1) cdmera de captura de imagens. Possui uma sala para comportar o
banco de germoplasma, contendo quatro (4) botijdes de nitrogénio liquido e um botijao Dry shipper.
Uma sala para manipulacdo de amostras bioldgicas contendo uma cadmara de fluxo laminar e uma
estufa para cultura celular com controle de CO2. Possui ainda uma sala para permanéncia dos alunos
com mesas de trabalho e 2 computadores desktop.

- Centro de Microscopia Eletrénica - UFRGS

O Centro de Microscopia Eletronica e Microanalise dispde de laboratorio para preparagao
de amostras e estd equipado com 3 microscopios eletrénicos de varredura, 2 microscépios

eletrbnicos de transmissao e 1 microscopio confocal.


http://coralvivo.org.br/
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5. CRONOGRAMA A SER CUMPRIDO

ANO / QUADRIMESTRES
2020

ATIVIDADES PREVISTAS 2019

Reunides mensais da equipe

Aquisi¢do de equipamentos

Aquisicao de reagentes

Caracterizacdo morfologica dos gametas

Avaliacdo da sensibilidade dos gametas ao resfriamento
Avaliacdo da toxicidade dos crioprotetores

Protocolo de congelamento dos gametas

Avaliacdo da viabilidade dos gametas p6s-descongelamento
Protocolo de reprodugéo in vitro -

Avaliagdo de desenvolvimento de larvas e recrutas
Avaliacdo da diversidade genética dos gametas e prole
Criagdo do banco de gametas congelados

Anadlise estatistica e processamento dos dados

Redac&o e submissdo de artigos cientificos

Relatdrios parciais

Participacdo em eventos técnico/cientificos
Treinamento e qualificacdo de recursos humanos
Interacdo com a sociedade via redes sociais do projeto
Relatorio final

2021
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6. ORCAMENTO COM ESTIMATIVA DOS GASTOS PREVISTOS

Orgcamento da Pesquisa

Material sera
dia;zisrel.:a Descricdao dos itens CI(::::&; ZLa Quantidade | Unidade Valor(ll: ;\)ltarlo Valc(:;;’)otal
(Sim ou N&o)
Ponteira micropipeta s/ filtro 0,1-10 pl Sim 8 Pct ¢/ 1000 56,45 451,60
Ponteira micropipeta s/ filtro1-200 pl Sim 8 Pct ¢/ 1000 49,40 395,20
Ponteira micropipeta s/filtro 1000-5000 pl Sim 6 Pct ¢/ 100 39,81 238,86
Estante dupla face p/ 96 microtubos 0,5-2 ml Sim 8 lun 23,82 190,56
Microtubo graduado 1,5 ml ¢/ tampa Sim 10 Pct ¢/ 500 28,31 283,10
Tubo tipo Falcon 15 ml fundo conico Sim 8 Pct ¢/ 100 50,34 402,72
Tubo tipo Falcon 50 ml fundo conico Sim 15 Pct ¢/ 50 33,25 498,75
Tubo criogénico 2 ml ¢/ tampa rosca externa Sim Pct ¢/ 500 60,32 180,96
Uso e Pipeta Pasteur descartavel 1 ml Sim Pct ¢/ 500 52,00 52,00
consumo | Pipeta Pasteur descartavel 3 ml Sim Pct ¢/ 500 35,25 35,25
(descrever |Luva de Latex p/ procedimento c/ talco Sim 15 Cx ¢/ 100 33,53 502,95
cada item) |L&mina lisa p/microscopia 26x76 mm Sim 10 Cx ¢/ 50 10,00 100,00
Laminula p/ microscopia 18x18 mm Sim 2 Cx ¢/ 1000 23,77 47,54
Palheta pléastica 0,25 ml Sim 1 Pct ¢/ 2000 537,26 537,26
Esfera de metal p/ lacrar palheta de 0,25 ml Sim 10 Pct ¢/ 100 11,58 115,80
Caixa térmica de isopor 5 L Sim 1 X 34,90 34,90
Seringa descartavel 10 ml s/ agulha Sim 1 Cx ¢/ 100 31,41 31,41
Seringa descartavel 1 ml insulina ¢/ agulha Sim 1 Cx ¢/ 100 37,40 37,40
Filtro 0,2 um p/ seringa Sim 1 Pct ¢/ 100 426,25 426,25
Glicose Frasco Sim 1 100g 145,00 145,00
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Sulfato de gentamicina Frasco Sim 1 250mg 276,00 276,00
JC-1 Dye - Frasco Sim 1 5mg 3.115,00 3.115,00
Tubo criogénico 2 ml ¢/ tampa rosca externa Sim 10 Pct ¢/ 100 45,00 450,00
Eosina Y - Frasco Sim 1 5g 319,00 319,00
Nigrosina - Frasco Sim 1 25g 212,00 212,00
Citrato trissodico dihidratado - Frasco Sim 1 500g 171,00 171,00
Propilenoglicol - Frasco Sim 1 500ml 1.336,00 1.336,00
Dimetilsulfoxido - Frasco Sim 1 500ml 688,00 688,00
Dimetilacetamida - Frasco Sim 1 1L 439,00 439,00
Etilenoglicol - Frasco Sim 1 1L 445,00 445,00
Abastecimento de nitrogénio liquido Sim 150 L 37,00 5.550,00
Servico de
tigcsi';;’s 1 1.723,57 1.723,57
Fisica
Passagem aérea Porto Alegre/Porto ~
Viagens Segur% Porte Alegre g N3o 6 1.007,00 6.042,00
Hospedagem + Alimentacéo N3o 20 Diaria 300,00 6.000,00
Ej“'pame”t Botijdo Dry shipper 8 L Sim 1 Unidade 4.525,92 4.525,92
Outros
(e;r;i?:co cl\j/éa;:;gaigszo hidraulica dos viveiros da base Sim 1 4.000,00 4.000,00
projeto)
TOTAL 40.000,00
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7. RESULTADOS ESPERADOS E IMPACTO PREVISTO

Contribuicio Tecnoldgica e de Inovacdo para Conservacio da Natureza:

" Estabelecer um protocolo para congelamento dos espermatozoides e o6citos do coral-
cérebro, permitindo sua estocagem por tempo indeterminado.

" Criar o primeiro banco de gametas de coral do Atlantico Sul utilizando como modelo
a espécie M. Harttii. O banco com pelo menos 1000 amostras tera controle digital das informagdes,
como o tipo de gameta, data do congelamento e a diversidade genética do lote.

" Estabelecer um protocolo para reproducdo in vitro do coral-cérebro, permitindo a
manipulacdo dos gametas.

" Descongelar os gametas quando desejado, gerando novos recrutas de corais que
poderdo ser utilizados na recuperacao de recifes degradados.

Contribuicio cientifica:

" Beneficiar a comunidade cientifica por meio da publicacdo de quatro artigos
cientificos em periodicos de alto impacto nas areas de Conservacao, Recifes de Corais,
Criobiologia, Biologia & Fisiologia Reprodutiva.

. Formagdo de recursos humanos, prezando pela capacitagdo e iniciacdo a ciéncia de
alunos de graduacdo e qualificacdo em nivel de pés-graduacdo. Serdo fruto desse projeto: uma tese
de doutorado e trés TCCs.

. Divulgacdo dos resultados em importantes congressos cientificos, promovendo

networking e interacdo dos membros da equipe com a comunidade cientifica da area.

Impactos na sociedade:

" Se aproximar da sociedade e falar de ciéncia ambiental e recifes de coral de uma forma
simples e interativa.

" Criar uma fanpage (Projeto ReefBank) no Facebook e um perfil no Instagram para
transmitir informag0es acerca da conservacdo dos ambientes marinhos e divulgar as acdes e
resultados do projeto.

" Um membro da equipe serd responsavel por fazer postagens semanais e interagir

diretamente com os seguidores.
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