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ANEXO | — PLANO DE TRABALHO

O presente Plano de Trabalho é parte integrante do Acordo de Cooperacdo n? 01/2022, n?

processo UEL 10512.2021.83.

[ Estudos biolégicos e genéticos no bicho-da-seda Bombyx mori
(Linnaeus, 1758)

O Bicho-da-seda, Bombyx mori L., € um inseto de grande
importancia econdmica, sendo a sua criagdo uma das atividades
comerciais mais antigas da humanidade. Os fios de seda sdo
extraidos a partir dos casulos produzidos pelo bicho-da-seda, o
qual é domesticado ha pelo menos 5 mil anos e depende
inteiramente da intervencdo humana para sua manutencéo e
reproducgdo. O fio de seda brasileiro tem ganhado notoriedade
internacional pela excelente qualidade e ¢é considerado
atualmente o melhor fio de seda do mundo (IBGE, 2018). A
Resumo do projeto qualidade dos fios de seda esta relacionada primordialmente a
saide e aos fatores nutricionais, isto é, com a alimentacdo
adequada das larvas e ao manejo apropriado das arvores de
amoreira, as quais representam a Unica fonte de alimento do
bicho-da-seda. Neste sentido, estudos biolégicos relacionados a
andlise genética de lagartas do bicho-da-seda podem fornecer
importantes pardmetros e respostas, permitindo que novas
estratégias possam ser desenvolvidas em prol do aumento da
producio de casulos, da produtividade industrial e valorizagdo da
sericicultura.
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Periodo de vigéncia | 47 meses




1. Identificacdo da proposta
1.1.Titulo da proposta
Estudos biolégicos e genéticos no bicho-da-seda Bombyx mori (Linnaeus, 1758)

1.2.Valor do repasse financeiro, se houver
Fiacdo de Seda Bratac S.A. : R$27.000,00 (vinte e sete mil reais), divididos em 18
(dezoito) parcelas de R$1.500,00 (hum mil e quinhentos reais) mensais, a titulo de
bolsa de incentivo a inovacdo.

1.3.Nome do coordenador

Coordenadora Geral do projeto “Seda o fio que transforma”: Profa Dra Cristianne
Cordeiro Nascimento

Coordenadora desta proposta: Prof.2 Dr.2 Renata da Rosa

1.4.Nome dos participes (pesquisadores)

s Renata da Rosa — Docente do Departamento de Biologia Geral — CCB;

e Santino Aleandro da Silva — Aluno de doutorado do Programa de Pos-
graduacdo em Genética e Biologia Molecular;

e Rachel Colauto Milanezi Aguiar — Aluna de doutorado do Programa de P6s-
graduacdo em Genética e Biologia Molecular;

e Matheus de Moura e Silva— Aluno de mestrado do Programa de POs-
graduacdo em Genética e Biologia Molecular;

 Jaqueline Fernanda Dionisio — Pés-doutoranda da Universidade Estadual de
Londrina e bolsista do projeto Seda.

1.5.Setor/Area
Setor: Matéria Prima
Area: Genética Animal / Entomologia Molecular

1.6.Periodo previsto para execugdo do projeto: 47 meses

2. lustificativa da proposta

A seda é considerada um dos tecidos mais antigos e nobres comercializados no mundo.
E uma fibra ecolégica de alta resisténcia, sendo utilizada além da confeccgao de tecidos, como a
elaboracdo de materiais eletronicos, aeronduticos e médicos (Nagaraju & Goldsmith, 2002; Liu
et al., 2010). A sericicultura é a atividade agricola que caracteriza a criacdo do bicho-da-seda,
Bombyx mori (Linnaeus, 1758), o qual durante a fase de pupa/crisalida produz os casulos de
onde s3o retirados os fios de seda (Roy et al., 2012).

A fibra de seda natural é um filamento continuo de proteina, produzido pelas lagartas
do bicho-da-seda. Através das glandulas sericigenas, elas expelem o liguido da seda (fibroina),
envolvido por uma goma (sericina), que se solidificam imediatamente quando em contato com :
//

o ar. A fibra da seda é confeccionada em forma de casulos, que proporcionam uma prote¢do
que eleva as chances de sobrevivéncia do bicho-da-seda no ambiente, evitando temperaturas

extremas. (Secretaria da Agricultura e do Abastecimento, 2005; Hussain et al., 2011).



A qualidade dos fios estd diretamente relacionada ao desenvolvimento dos casulos, uma
vez que estes constituem a matéria-prima base da producdo de seda. O objetivo da sericicultura
é promover o aumento da produtividade e a melhoria da qualidade do casulo. Diante disso,
nosso laboratdrio tem por objetivo realizar pesquisas que envolvam as andlises bioldgicas
relacionadas a: (1) Genética e Biologia Molecular do bicho-da-seda; (2) Desenvolvimento de
processos biotecnoldgicos para o controle de pragas e neutralizacdo de agrodefensivos; (3)
Estudo de processos de anestesia no bicho-da-seda; e (4) Utilizacdo de nanotecnologia na
suplementacdo alimentar animal. Esses estudos sdo importantes para o conhecimento biolégico
do bicho-da-seda, permitindo que novas estratégias possam ser desenvolvidas em prol do
aumento da produgdo de casulos, da produtividade industrial e da valorizagdo da sericicultura.

A Fiac3o de Seda Bratac é uma empresa brasileira que atua ha mais de 70 anos no ramo
de fiac3o de seda natural e atualmente é a Unica empresa nacional produtora dos fios de seda.
No ano de 2018, o projeto da UEL, “Seda o fio que transforma”, formalizou convénio com o
Governo do Estado do Parand (TC n? 55/2018 — SETI/UGF) para o financiamento de pesquisas
relacionadas ao processo de producdo da seda, visando apoiar ag@es voltadas a melhoria do
setor produtivo e agricultura familiar vinculadas a seda paranaense. Atualmente, conseguimos
a renovacio do projeto, com um novo financiamento pela UGF. Para a execugdo do convénio, a
empresa Bratac se tornou parceira do projeto, se dispondo a fornecer as larvas para os testes,
casulos para os experimentos, mudas de amoreiras para a alimentagdo das larvas e auxilio
técnico nos experimentos e andlises de qualidade do fio, além de financiar a bolsa de um
estudante de mestrado. A Universidade Estadual de Londrina, dentro do grupo de Entomologia
Molecular (situado no Laboratdrio de Citogenética Animal) desenvolvera todos os experimentos
relacionados ao isolamento de microrganismos, selecdo dos organismos com propriedades
neutralizadoras, testes com as moléculas quimicas adsorventes, alimentagdo das larvas com as
amoreiras testadas, as andlises de saude animal, andlises da producdc de casulos e
acompanhara diretamente as anélises da qualidade do fio realizadas pela Fiacao de Seda Bratac.
O trabalho sera desenvolvido por mestrandos e doutorandos do Programa de Pds-graduagao
em Genética e Biologia Molecular e por estudantes do curso de Agronomia. Além disso, algumas
analises, cujos equipamentos ndo estdo no Laboratdrio de Citogenética Animal, serdo realizadas

em laboratérios com equipamentos multiusuarios alocados na prépria UEL.

3. Objetivo geral

Essa proposta tem por objetivo geral o desenvolvimento de analises e processos no bicho-da-
seda e producdo de casulos.

3.1.0bjetivos especificos

a. Realizar andlises genéticas e de biologia molecular;

b. Avaliar a toxicidade dos principais agroquimicos relacionados a deriva em
folhas de amoreira e testar diferentes moléculas adsorventes de compostos
quimicos ja conhecidas como neutralizantes de agroquimicos;

c. Realizar a bioprospeccdo de bactérias degradadores de agrodefensivos;
Desenvolver uma estratégia de controle de pragas que atacam as amoreiras;
Desenvolver um método de anestesia para crisélidas do bicho-da-seda;



f.  Avaliar a aplicagdo de nanoparticulas e outros suplementos na alimentacao do
bicho-da-seda;

g. Avaliar a saide animal por técnicas de genética, biologia molecular e
morfologia celular;

h. Analisar a producao de casulos.

4. Maétodos de atuagde
4.1. Metodologia

4.1.1. Teste e sele¢do dos métodos quimicos de degradacdo de agrodefensivos

Nessa etapa serdo selecionados, ap6s teste de tolerancia no bicho-da-seda, produtos quimicos
cientificamente comprovados como neutralizantes/adsorventes de moléculas toxicas
(Bicarbonato de sédio, carbonato de célcio, carvdo ativado, semente de moringa). Esses
produtos serdo selecionados, aplicados em folhas de amoreiras e ofertados a lagartas do bicho-
da-seda para avaliagdo da tolerdncia do animal a esses produtos. Em seguida esses produtos
serdo aplicados em folhas de amoreiras contaminadas com agroquimicos, para verificacdo da
neutralizaco. Esses testes serdo validados com a oferta das folhas ao bicho-da-seda, avaliagdo
da satde animal e producdo de casulos. Esses experimentos serdo realizados na UEL.

4.1.2. Bioprospeccdo de bactérias degradadoras de agrotoxicos

Serdo utilizadas estirpes de bactérias dos géneros Bacillus, Burkholderia e Pseudomonas da
colecio de bactérias Laboratério de Genética de Microrganismos (LAGEM) da Universidade
Estadual de Londrina. As bactérias serdo cultivadas. Ser3o selecionadas as bactérias capazes de
crescer de modo eficiente e em menor tempo de incubacdo em meio de cultura contendo as
doses mais elevadas dos diferentes agrotoxicos. Esses experimentos serdo realizados na UEL. As
bactérias com degradadoras de agrotéxicos serdo cultivadas, selecionadas e testadas em folhas
de amoreira. Os ensaios promissores serdo reproduzidos em condicdes experimentais de campo
em plantacdes de amoreira na regido do Parand. Essa parte do trabalho sera realizada pela
Fiac3o de Seda Bratac. Apds tratamento, as folhas serdo coletadas e usadas na alimentagao das
lagartas.

4.1.3 Suplementacdo foliar com nanotecnologia

O suplemento contendo nanoparticulas e outras fontes alternativas de aminoécidos,
seré diluido em 4gua e diariamente pulverizado sobre as folhas frescas, conforme o protocolo
descrito por Polycarpo et al. (2012) e Nicodemo et al. (2014), durante todo o 5% instar (quinta
idade).

4.1.4. Desenvolvimento de métodos de anestesia em crisdlidas encasuladas

As crisalidas encasuladas ser3o submetidas a diferentes testes com produtos naturais (6leos
essenciais) para a verificagdo da atividade corporal e contracdo muscular. Os produtos serdo
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aplicados de forma a anestesiar o animal sem causar a morte, de forma que o animal n3o sinta
dor ou sofrimento.

4.1.5 Criagdo e alimentacdo das larvas de Bombyx mori

O cruzamento das mariposas, a incubacdo dos ovos e 0 nascimento das larvas de B. mori serdo
promovidos e monitorados pela empresa de fiacdo de seda Bratac, localizada em Londrina-PR.
As larvas a partir do 32 estagio de desenvolvimento larval (~ 9 dias de idade), serdo conduzidas
ao Laboratdrio de Citogenética Animal da UEL e mantidas em sala de criacdo com temperatura,
umidade e fotoperiodo controlados sob as seguintes condigdes: ~27°C, £80% UR e 14h claro
/10h escuro. As lagartas serdo mantidas em bandejas plasticas e alimentadas com folhas frescas
de amoreira (Morus alba) 5 vezes ao dia (8:30, 11:00, 14:30, 17:00 e 19:30h) com guantidades
recomendadas por Takahashi et al. (2009), até completarem o ciclo larval e atingirem o estagio
de pupa (encasulamento). As bordas das bandejas serdo cobertas com tecido de tule para
permitir a aeragdo. A limpeza dos recipientes e a remogao das fezes serdo realizadas diariamente
no inicio da manh3, antes do primeiro trato alimentar.

Essas etapas serdo desenvolvidas na UEL, com as seguintes anélises nos animais tratados
e controle:
(1) Anadlises histoldgicas do intestino e da gldndula sericigea;
(2) Andlises da expressdo dos genes de fibroina e sericina;
(3) Analise da expressdo de genes de resposta imune;
(4) Andlise da constitui¢do quimica dos casulos;
(5) Anélises dos pardmetros econdmicos dos casulos;

4.2. Acbes de responsabilidade da UEL
A UEL se responsabilizara por todo o experimento, desde o cuidado das larvas a partir da
terceira idade; aplicacdo das folhas tratadas; anélises do peso e estrutura dos casulos;
andlises histolégicas, proteicas e genéticas das glandulas.

4.3. Acbes de responsabilidade da Fia¢do de Seda Bratac

A Bratac ficara responsavel pelo fornecimento das larvas da raga comercial do bicho-da-
seda (Bombyx mori) para os testes de nematicidas (insumo); apoio técnico em duvidas
sobre a aplicacdo dos nematicidas em campo (capital intelectual); analise da resisténcia e
qualidade dos casulos gerados ao final dos testes; apoio técnico na resolugdo de algumas
davidas que surgirdo ao longo do projeto e o pagamento de uma bolsa de incentivo a
inovac3o para um aluno de pés-graduacao.

5. Resultados esperados
Espera-se, com o desenvolvimento desta proposta que: (1) o tratamento aplicado as
amoreiras seja eficiente na neutralizagdo dos agrotéxicos, resultando na diminui¢ao da
morte das lagartas; (2) seja desenvolvido um processo de anestesia animal; (3) novas
metodologias de suplementagdo alimentar sejam desenvolvidas; (3) estudos genéticos e
biolégicos no bicho-da-seda tragam a luz diversas dividas sobre a organizacdo gendmica da
espécie. Consequentemente, espera-se que esse tratamento seja benéfico para a satde do
animal e que haja uma boa produg&o de seda por ele.



Na parte de formagdo de recursos humanos, espera-se o desenvolvimento de uma
dissertagdo de mestrado, iniciagdes cientificas e trabalhos de conclusdo de cursos de
graduacdo; publicacdo de artigos cientificos em periddicos de relevancia internacional,
protecdo da propriedade intelectual resultante da pesquisa como patente compartilhada e
eventual licenciamento, se viavel.

Alguns riscos podem atrasar as etapas do projeto, bem como o desenvolvimento esperado
da proposta: insuficiéncia de recursos; atraso na compra de materiais pela UEL; rejeicao das
folhas tratadas pelos bichos-da-seda; resultado insatisfatorio ou ndo protegivel pelos
direitos da propriedade intelectual; inexisténcia de alteracdes genéticas e/ou estruturais —
bem como auséncia de resposta ao tratamento; impossibilidade de utilizagdo da amoreira
por evento fortuito ou de forga maior.
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7. Infraestrutura e contrapartida econémica/financeira

7.1 Contrapartida da Universidade Estadual de Londrina

Este acordo de cooperacdo esta alocado dentro do projeto “Seda o fio que transforma”.
Para o desenvolvimento desta proposta a UEL iréd fornecer o espaco fisico (laboratérios e sala de
criagdo), parte dos recursos humanos, com a participagdo de docentes pesquisadores do CNPq
(1 docentes) com expertise na area, dois bolsistas doutorandos do programa de pds-graduagao
em Genética e Biologia Molecular e uma bolsista de p6s-doutorado.

A Universidade Estadual de Londrina possui os seguintes equipamentos alocados em
diferentes laboratdrios (Laboratdrio de Citogenética Animal, Laboratério de Genética
Microbiana, Laboratdrio de Bioinformatica, Laboratdrio de Genética Toxicoldgica): cabines de
seguranca bioldgica, autoclaves incubadora com agitacdo orbital (“shaker”), estufas B.O.D.,
estufas para secagem e esterilizacdo de materiais, freezeres -20°C, refrigeradores, balanga
analitica, pHmetro, destilador de dgua, centrifuga refrigerada, microcentrifuga, microcentrifuga
(mini spin), fontes para eletroforese (400 volts), cubas para eletroforese horizontal,
termocicladores com gradiente de temperatura, equipamento para eletroforese em campo
pulsado (PFGE), forno para hibridizacdo, esteromicroscopios, microscopios de luz comum
acoplado a um sistema de captura de imagens, microscépio de fluorescéncia acoplado a um
sistema de captura de imagens. Além desses equipamentos alocados em laboratdrios de
pesquisa, temos 0s seguintes equipamentos multiusudrios alocados na Central Multiusudria de
Laboratérios de Pesquisa da UEL: microdissector, termocicladores, equipamentos de
fotodocumentacdo de géis, cubas de eletroforese, fontes de eletroforese, pipetadores
multicanais eletrénicos, pipetadores de repetigdo, estufas, aparato de eletroforese de campo
pulsado, centrifuga refrigerada de placas, microcentrifugas, autoclaves, fluxos laminares,
aparelhos de purificagdo de dgua grau Milli Q, freezer —80°C, equipamento para eletroforese
bidimensional, scanner e sistema de captura de imagens, PCR em tempo real, HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), ultra-centrifuga, microscopio de fluorescéncia,
sistema de quantificacdo NanoDrop, equipamentos para edi¢cdo de videos para os treinamentos,
estufa a gas, maquina de lavar roupas, centrifuga de roupas, secadora de roupas, prensa térmica
pneumatica.

7.2 Contrapartida da Fiagdo de Seda Bratac

A Fiac3o de Seda Bratac entrara na parceria com o fornecimento de alguns insumos, bolsa e

apoio técnico nos seguintes aspectos:

a) Fornecimento de 2.000 larvas da raca comercial para os testes com neutralizantes;

b) 60 horas para anélise da resisténcia e qualidade dos casulos gerados ao final dos testes;

c) Bolsa de estudos para aluno de mestrado do programa de pés-graduagdo em Genetica

e Biologia Molecular da UEL;

d) Apoio técnico na resolugdo de algumas dividas que surgirdo ao longo do projeto;

8. Impactos e beneficios

O desenvolvimento desta proposta trard impactos e beneficios nos seguintes aspectos: (K \/7
a) Espera-se que o uso dos neutralizantes seja benéfico para o amoreiral, bem como para

a saude do bicho-da-seda, evitando a morte animal e consequentemente aumentando a ( //

/)
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producdo do sericicultor. Além disso, espera-se que o uso novas tecnologias de analise genética,
de biologia molecular e analises estruturais dos casulos poderao ser desenvolvidas e divulgadas,
havendo, consequentemente, a promogdo de novas metodologias e estudos cientificos;

b) Com essa proposta, haverd o intercambio de formagdo, mobilizando recursos humanos
envolvidos nos programas de graduacdao e pos-graduagao das instituicdes participantes,
consolidando ainda mais o grupo. Além disso haverd a consolidagdo de parcerias entre os
pesquisadores da UEL e da Fiacdo de Seda Bratac, voltadas ao estudo da genética e biologia
molecular do bicho-da-seda, de forma a fortalecer as linhas e grupos de pesquisa envolvidos;
c) Transferéncia do conhecimento produzido para a sociedade, entre eles sericicultores,
por meio de transferéncia de tecnologia, eventos, palestras, cursos, publicagbes, aumento da
producdo cientifica e incremento na qualidade dos trabalhos produzidos com consequente
fortalecimento dos Programas de Pés-Graduagdo, aos quais estes estdo vinculados;

d) Desenvolvimento de tecnologias de neutralizagdo de agrodefensivos gque possam ser
futuramente aplicadas em campo, de forma gue haja melhoramento no processo da sericultura
e aumento da produtividade das amoreiras;

e) Desenvolvimento de uma metodologia de anestesia do bicho-da-seda a ser aplicada na
inddstria.

9. Percentual de participagédo

De acordo com a contribui¢do das partes no desenvolvimento do objeto desta cooperacdo, a
UEL tera 50% (cinquenta por cento) e a cooperadora 50% (cinquenta por cento) da titularidade
da propriedade intelectual resultante.

10. Se houver recursos

O valor total do projeto sera de RS 27.000,00 (vinte e sete mil reais) a serem pagos em 18
parcelas de R$ 1.500,00 (um mil e quinhentos reais) mensais a titulo de bolsa de incentivo a
inovacdo, j4 inclusas as taxas de administragdo da fundagdo de apoio.

O repasse sera feito mensalmente, no valor de RS 1.500,00 por meio de boleto ou transferéncia
bancéria.

10.1. Justificativa entre os custos e os resultados
Para a execucio deste projeto temos pesquisadores que sao custeados pela UEL,
entretanto um estudante de mestrado, que ird diretamente desenvolver este plano, nao
possui bolsa de pés-graduagdo. O pagamento desta bolsa ird custear as despesas do
estudante com moradia e alimentacdo durante o projeto, permitindo que o estudante se
dedique em tempo integral. Sem a dedicagdo do estudante ao projeto, ndo havera pessoal
para o desenvolvimento da proposta.

10.2.  Orgamento detalhado em planilha
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Valor total do projete RS 27.000,00

Gestdo FAUEL - Despesas RS 2.700,00
operacionais

Valor total bolsa RS 24.300,00

Valor total mensal RS 1.500,00

Gestdo FAUEL - Despesas RS 150,00
operacionais

Valor mensai bolsa RS 1.350,00

10.3. Plano de aplicac¢do dos recursos financeiros
Os recursos serdo aplicados na forma de Bolsa de incentivo a inovagao.
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