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Titulo: Andlise genOmica e mapeamento cromossdmico da familia multigénica das

histonas em aves

Resumo: As histonas pertencem a uma familia multigénica composta pelos genes H1,
H2A, H2B, H3 e H4. As proteinas codificadas por estes genes compdem o nucleossomo,
unidade basica de compactacdo do DNA no nticleo da célula comum a todos os eucariotos.
Estudos tem demonstrado que uma série de modificacdes pds-traducionais e genéticas
originam variantes de histonas, e fung¢des adicionais como na regula¢do da transcri¢cdo, na
replicacdo, no reparo do DNA, e na manuteng¢do da estabilidade cromossomica. Apesar
desta importancia, a origem e a fun¢ao destas variantes em alguns grupos de vertebrados
sdo pouco exploradas. Nas aves por exemplo, apenas o galo doméstico tivera o cluster
histonas completamente caracterizado. Em geral, as aves possuem caracteristicas tinicas
no cariotipo, a maioria das espécies preserva numero diploide (2n) de 80 cromossomos.
No entanto, algumas espécies evoluiram para redugdo e outras para o aumento do 2n e
apesar de diversos estudos citogenéticos terem sido realizados, ainda ndo esta claro por
que alguns grupos apresentam esta variacdo no cariotipo. Em vista disso, é possivel que
variantes histonas estejam associadas a instabilidade da cromatina e a alteragdes
cromossOmicas numéricas e estruturais em aves. Para responder estas questdes este
projeto inclui uma abordagem gendmica, onde sera realizado a analise comparativa das
histonas e suas variantes em espécies de aves com genomas disponiveis em bancos de
dados. E citogenética, na qual serdo construidas sondas de DNA para os genes de histonas,
que serao mapeados no cariotipo de 12 espécies de aves. Com isso, espera-se que esta
pesquisa possa contribuir para o entendimento evolutivo e funcional das histonas e suas
variantes, para o desenvolvimento de novas metodologias, bem como aprofundar o
conhecimento sobre biodiversidade de aves que ocorrem no territério nacional. Além de

oportunizar ao bolsista integrar-se a novas ferramentas de pesquisa.

Palavras-chave: Genética Animal, Citogenética, Evolugao Cariotipica, DNAs Repetitivos,

FISH.
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Title: Genomic analysis and chromosomal mapping of histones multigenic family in

birds

Abstract: Histones belong to a multigene family composed of the H1, H2A, H2B, H3 and
H4 genes. The proteins encoded by these genes make up the nucleosome, the basic unit of
DNA compaction in the cell nucleus common to all eukaryotes. Studies have shown that a
series of post-translational and genetic modifications give rise to histone variants, and
additional functions such as transcriptional regulation, replication, DNA repair, and
maintenance of chromosomal stability. Despite this importance, the origin and function
of these variants in some vertebrate groups are poorly explored. In birds, for example,
only the domestic chicken had the histone cluster fully characterized. In general, birds
have unique characteristics in the karyotype, where most species preserve a diploid
number (2n) of 80 chromosomes. However, some species evolved to decrease and others
to increase 2n and despite several cytogenetic studies have been performed, it is still
unclear why some groups show this variation in karyotype. In view of this, it is possible
that histone variants are associated with chromatin instability and numerical and
structural chromosomal alterations in birds. To answer these questions, this project
includes a genomic approach, where a comparative analysis of histones and their variants
will be carried out in bird species with genomes available in databases. And cytogenetics,
in which DNA probes will be built for histone genes, which will be mapped in the
karyotype of 12 bird species. With this, it is expected that this research can contribute to
the evolutionary and functional understanding of histones and their variants, to the
development of new methodologies, as well as to deepen the knowledge about the
biodiversity of birds that occur in the national territory. In addition to providing

opportunities for the scholarship holder to integrate with new research tools.

Keywords: Animal Genetics, Cytogenetics, Karyotype Evolution, Repetitive DNAs, FISH.
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Introduc¢ao

As histonas pertencem a uma familia multigénica composta por cinco genes (H2A,
H2B, H3, H4 e H1) que podem estar dispostos em clusters no genoma ou dispersos em
diferentes loci cromossomicos (NEI e ROONEY, 2005). As proteinas histonas, codificadas
por estes genes, compdem o nucleossomo, que é a unidade basica de compactacdo do DNA
no nucleo da célula comum a todos os eucariotos (TALBERT e HENIKOFF, 2010).
Estruturalmente, o nucleossomo consiste em ~ 147 pares de bases de DNA envolvidos em
um octdmero de proteinas histonas (um tetramero de H3/H4 e dois dimeros de
H2A/H2B) (RAMIREZ et al., 2005). Cada nucleossomo est4 ligado um ao outro, por um
segmento de DNA ligante de 20-80 pb que interage com histonas ligantes (H1), formando
uma matriz de nucleossomos (LUGER et al., 1997; BUSTIN et al., 2005).

Além de compactar o DNA em cromatina, as histonas também exercem funcdes na
regulacdo da transcricdo, na replicacdo, no reparo do DNA, e na manuten¢do da
estabilidade cromossémica (RAMIREZ et al,, 2005). Estas fun¢des podem ser conferidas
por uma série de modificagdes pos-traducionais como metilagdo, acetilagdo, fosforilacao,
ubiquitilacdo, e também modificacbes genéticas, originando as variantes de histonas
(TALBERT e HENIKOFF, 2010; OZTURK et al., 2018). Sendo assim, os nucleossomos
também constituem um importante elemento do epigenoma, pois limitam o acesso ao
DNA das “maquinas” celulares que requerem DNA como molde (TALBERT e HENIKOFF,
2010).

Quanto a classificagao, as histonas sao geralmente categorizadas em "canonicas” e
"ndao canodnicas". As histonas canonicas, sdo também definidas como isoformas de
histonas, e estao localizadas em agrupamentos de genes e sdo expressas exclusivamente
na fase S do ciclo celular com organizacao de haste-alga 3 '(WANG et al.,, 2012). Enquanto

as histonas nao candnicas ou também chamadas de variantes histonas sdo genes
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solitarios, expressos de maneira independente da replicagdo ao longo do ciclo celular com
cauda poli-A. As isoformas variam entre si apenas por alguns aminoacidos, enquanto as
variantes diferem significativamente das histonas candnicas, bem como entre si (SHAH et
al,, 2020).

As variantes genéticas das histonas tém especial importancia, pois sdo codificadas
no genoma e assim podem ser herdadas. A origem destas variantes no genoma, tem sido
debatida no dmbito de estudos de evolucdo das familias multigénicas (KOWALSKI e
PALYGA, 2011). Uma familia multigénica é caracterizada por um grupo de genes que
descendem de um gene ancestral comum e, portanto, possuem funcdes semelhantes e
sequéncias de DNA semelhantes. Estes estudos tém demonstrado que a sequéncia
nucleotidica dos genes de histona sdo altamente conservadas entre as espécies, e dois
modelos evolutivos foram propostos. No modelo de “nascimento e morte” (Birth-and-
Death) postula-se que apds a duplicacdo destes genes, alguns tornam-se pseudogenes ou
mesmo sdo deletados do genoma, no entanto para as histonas, devido sua importante
funcdo, eles sdo fortemente selecionados (PIONTKIVSKA et al., 2002). Enquanto que no
modelo de evolug¢ao em concerto, explica que a semelhanga observada entre as sequéncias
é dada por mecanismos de conversao génica, que tende a homogeneizar estas sequéncias
(KOWALSKI e PALYGA, 2011).

Evolutivamente a histona H4 é a mais conservada e nao ha evidencias de variantes
para essa histona em eucariotos superiores. Enquanto a histona H3 ja apresenta algumas
variantes e esta associada principalmente a regides centroméricas em diversos
organismos. A histona H2A é a que possui o maior niumero de variantes entre as histonas
e esta envolvida em processos distintos, podendo atuar tanto na ativagdo como no
silenciamento génico, compactacao da cromatina e na viabilidade celular. Variantes de

H2B, sao menos frequentes, possuem minimas variacdes e aparentemente nao causam
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alteracgoes estruturais na cromatina. A histona H1 contém mais variantes sendo a menos
conservada entre as histonas. Em humanos, por exemplo, ha 11 variantes de H1, e seis
delas sdo consideradas tecido-especificas (SEVERO, 2018).

No genoma do Gallus gallus (frango doméstico) por exemplo, o cluster das histonas
compreende 110 kb, onde sao encontrados 39 genes de histonas repetidos em tandem,
sendo 6 de H1, 9 de H2A, 8 de H2B, 8 de H3, e 8 de H4 (TAKAMI et al,, 1996). Destes 39
genes, trés sdo variantes de H1, quatro sdo variantes H2A, trés variantes H3 e nenhuma
variante tem sido observada em H2B e H4 (DRAIZEN et al., 2016). No entanto, as fungdes
e o estado de conservacdo destas variantes entre espécies de aves filogeneticamente
relacionadas ainda permanecem desconhecidas.

As aves em geral, constituem um importante modelo bioloégico de estudos de
diversidade, comportamentais e também genéticos (STILLER e ZHANG, 2019). Nos
ultimos anos, um grande nimero de espécies de aves (754 espécies) tivera seu genoma
completamente sequenciado no projeto B10K coordenado pelo prof. Dr. Guojie Zhang. As
analises destes genomas, evidenciaram caracteristicas Uinicas das aves, como uma baixa
fracdo de DNA repetitivos (menos de 10%), e uma impressionante conserva¢dao no
tamanho total do genoma entre espécies de diferentes grupos, variando de 1,0 pg em
Amadina fasciata a 2.2 pg Struthio camelus (JARVIS et al., 2014).

Esta conservagdo gendmica também se estende as caracteristicas citogenéticas (os
Cromossomos), nas quais é visto que a 50,7 % das aves cariotipadas preservam o formato
bimodal do caridtipo, composto por macrocromossomos € microcromossomos, € 0
numero diploide (2n) variando entre 78 e 82 cromossomos (DEGRANDI et al., 2020a). No
entanto, ao considerar toda a diversidade da classe aves, é observado uma ampla variacao,
incluindo tanto espécies com nimero reduzido de cromossomos (2n= 40), quanto um

numero mais elevado, com até 142 cromossomos (DEGRANDI et al, 2020a).
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Interessantemente, para algumas ordens, é observado que o niimero cromossomico é
pouco variavel entre as espécies (Tinamiformes) (GARNERO et al., 2006). Enquanto que
para outras (Accipitriformes, Bucerotiformes, Charadriiformes, Coraciiformes,
Falconiformes, Piciformes e Psittaciformes) existe uma grande variagdo interespecifica,
ocorrendo tanto para reducao quanto para o aumento do 2n (DE OLIVEIRA et al.,, 2010;
DEGRANDI et al., 2018).

Para entender a origem destas varia¢Oes, estudos que envolvem a pintura
cromossOmica comparativa, utilizando as sondas cromossémicas do Gallus gallus vem
sendo realizados em grupos alvos (GRIFFIN et al., 1999). Os resultados destes estudos
sugerem que 0s macrocromossomos podem sofrer fissdes resultando no aumento do 2n
e/ou fusdes de macrocromossomos e microcromossomos, reduzindo o 2n (DE OLIVEIRA
et al,, 2005; 2010; NISHIDA-UMEHARA et al., 2007; KRETSCHMER et al., 2014; DOS
SANTOS et al., 2015; DEGRANDI et al., 2017). Além disso, analises do cluster 45S rDNA,
que também pertence a uma familia multigénica, evidenciou que este cluster tem
participado de multiplos rearranjos cromossdémicos como fusdes, duplicacdes e inversoes
cromossomicas, sendo um elemento com bastante mobilidade dentro do genoma das aves
(DEGRANDI et al., 2020b).

Considerando a organizacdo estrutural do cluster das histonas no genoma, a
presenca de inimeras variantes e os recursos gendmicos disponiveis em aves, algumas
questdes agora podem ser abordadas tais como: O cluster das histonas € um hotspot para
alteracbes cromossdémicas numeéricas e estruturais? Espécies filogeneticamente
relacionadas podem compartilhar variantes de histonas? Estas variantes podem atuar
como protecao em cariotipos conservados? E ainda caso sejam exclusivas, estas variantes

poderiam ser utilizadas como caracteristicas para a diagnose de espécies?
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Hipoétese
Variantes de histonas estdo relacionadas a instabilidade cromoss6mica e a
variagdes no numero e na morfologia dos cromossomos entre espécies de aves

filogeneticamente relacionadas.

Objetivos

Objetivo geral

Analisar se variantes de histonas podem estar relacionadas a instabilidade da

cromatina e a alteracdes cromossdmicas numéricas e estruturais em aves.

Objetivos especificos

Analisar a correlagdo de variantes das histonas com alteracdes no nimero de

cromossomos e no cariotipo entre espécies filogeneticamente relacionadas;

e Isolar e construir sondas para os genes das histonas para aplicagdes em
experimentos de Hibridizacgdo in situ fluorescente;

e Realizar o mapeamento cromossémico dos genes das histonas, e identificar se o
cluster é um hotspot para alteragdes cromossOmicas numéricas e estruturais;

e (Criar um banco de amostras de DNA, e contribuir para o sequenciamento do
genoma das aves por meio de uma cooperacgao internacional com o projeto B10K;

e Integrar-se a novas ferramentas de pesquisas, e promover o desenvolvimento

técnico e cientifico nacional por meio do treinamento de estudantes de graduagdo

e pos-graduacao;

e Contribuir para o conhecimento da biodiversidade de aves no Brasil;
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Metodologia

Atividade 1: Analise in silico de variantes histonas

Objetivo: Analisar a correlagdo de variantes das histonas com alteracées no nimero de
cromossomos e no cariotipo entre espécies filogeneticamente relacionadas.

Na abordagem gendmica, sera realizado uma analise comparativa dos genes das
histonas (H1, H2A, H2B, H3 e H4) e suas variantes nos genomas das aves que se
encontram disponiveis nos bancos de dados: HistoneDB 2.0 -National Center for
Biotechnology Information (NCBI) e Avian Genomics Database. As andlises serdo realizadas
utilizando o supercomputador PARAM Shavak, personalizado para analises genéticas
disponibilizado pelo projeto NAPI Bioinformatica (Novos Arranjos de Pesquisa e Inovagao
em Bioinformatica, Fundacao Araucaria), coordenado pelo supervisor desta proposta.

Os métodos desta andlise serdo realizados de acordo com Molaro and Drinnenberg,
(2018), com modificagdes. Para realizar a busca nas bases de dados sera utilizado a
ferramenta BLAST utilizando como referéncia as sequéncias obtidas para o G. gallus (galo
doméstico). Apds serao adotados critérios eletivos tanto para as sequéncias quanto para
as espécies que serao incluidas no estudo, considerando a qualidade da sequéncia, o
tamanho e a espécie possuir numero diploide de cromossomos conhecido. A informacgao
do niimero cromossémico e do cari6tipo das espécies serao obtidas no Bird Chromosome
Database (DEGRANDI et al., 2020a). Ap6s sera realizado o download de todas sequéncias
selecionadas.

Nas analises seguintes, as histonas serao divididas quanto aos grupos H1, H2A,
H2B, H3 e H4 e o alinhamento destas sera realizado com o Clustal W. A partir desta etapa
sera possivel elaborar uma lista das variantes encontradas, estimar os indices de
diversidade e similaridade entre as sequéncias, mutagdes, assim como observar os

residuos da variagao. Nesta etapa contaremos com a parceria do Prof. Dr. Alexandre Rossi
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Pascoal, pesquisador em Bioinformatica da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
e integrante do NAPI-Bioinformatica., com expertise em Inteligéncia Artificial e analises
de sequéncias repetitivas do genoma.

Na etapa seguinte, serdo realizadas analises filogenéticas. E importante destacar
que o objetivo nao é estabelecer relacoes filogenética entre as espécies de aves, e sim
obter as relacdes entre as histonas e suas variantes. As relagdes filogenéticas entre as
espécies serdo observadas de acordo com a proposta de Jarvis et al.,, (2014) e Prun et al,,

(2015).

Atividade 2: Isolamento e construcio das sondas das histonas
Objetivo: Isolar e construir sondas para os genes das histonas para aplicagdes em
experimentos de Hibridizac¢ao in situ fluorescente;

Neste projeto também serdo produzidas sondas de DNA para os genes das histonas
H1, H2, H3 e H4, isolados do genoma do G. gallus. Para isso, o DNA genomico do G. gallus
sera extraido a partir de uma amostra de sangue e/ou tecido, utilizando kit de extracao
DNA QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (QUIAGEN), seguindo as instruc¢des do fabricante. A
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), sera realizada utilizando o DNA gendmico e os
primers:  H1  (5’-ATGGCAGAARYCGMCCAG-3’;  5’-TACTTCTTCTTGGGSGCTGC-3")
(HASHIMOTO et al, 2011), H2 (5-AAGGGCTCCAAGAAGGCGG-3’, 5'-
GACGTGATGGTCGAGCGCTTG-3") (KRASIKOVA et  al, 2012), H3 (5-
ATGGCTCGTACCAAGCAGACVGC-3’, 5-ATATCCTTRGGCATRATRGTGAC-3") (COLGAN et
al.,, 1998), H4 (5'-TSCGIGAYAACATYCAGGGIATCAC-3’, 5’-
CKYTTIAGIGCRTAIACCACRTCCAT-3’) (PINEAU et al., 2005).

As sequéncias isoladas serdo clonadas em vetor plasmidial utilizando o kit pGEM

(PROMEGA) no Laboratoério de Genética e Evolucdo (LabGEv) da UEPG que possui
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extensdo de Certificado de Qualidade conferido pela CTNBio para esta finalidade
(Processo SEI n2: 01245.013964/2021-41; 7848/2021, publicado no Diario Oficial da
Unido em 25/08/2021), seguindo as instru¢des do fabricante. As sequéncias clonadas
serdo enviadas para o sequenciamento do DNA, e as leituras obtidas serdao checadas por
meio da ferramenta BLASTn no NCBI, onde sera resgatada a homologia com o genoma do
G. gallus. Ao final, os clones serdo estocados em freezer -802C para serem utilizados nos

experimentos de hibridizacao in situ fluorescente.

Atividade 3: Mapeamento cromossomico das histonas
Objetivo: Realizar o mapeamento cromossomico dos genes das histonas, e identificar se
o cluster é um hotspot para alteracdes cromossdémicas numéricas e estruturais.

Nesta etapa, sera realizado o mapeamento cromossdmico dos genes das histonas
no cariotipo de doze espécies de aves previamente selecionadas (Tabela 1). Desta lista,
sete espécies ja possuem preparagcdes cromossOmicas disponiveis para o estudo e
armazenadas no banco de preparac¢des do LabGEv, enquanto outras devem ser coletadas
em missdes a campo.

Tabela 2: Espécies pré-selecionadas para os ensaios de hibridizacdo in situ
fluorescente com as sondas das histonas

Ordem Familia Espécie 2n**
Galliformes Phasianidae Gallus gallus* 78
Meleagris gallopavo 80
Apodiformes Apodidae Streptoprocne zonaris* 68
Streptoprocne biscutata 66
Coraciiformes Alcedinidae Chloroceryle americana* 94
Megaceryle torquata 84
Cuculiformes Cuculidae Guira guira* 76
Piaya cayana* 90
Columbiformes Columbidae Columba livia 80
Columbina picui 76
Passeriformes Turdidae Turdus rufiventris* 78
Turdus albicollis* 78
*preparacao cromossOmica ja disponivel para o estudo. ** fonte Bird Chromosome
Database
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Para a coleta das espécies serdo realizadas missdes a campo no parque Estadual de
Vila Velha, localizado em Ponta Grossa/Parana. A captura das espécies sera realizada
utilizando redes de neblina e todos os procedimentos de captura e coleta de amostras
serdo realizados conforme as regras estabelecidas na licenga do SISBIO n? 44173-1 e no
CEUA 019/2020. Durante estas missoes, serdo tomadas amostras de tecido/penas em
crescimento para realizar o cultivo de fibroblastos e obter os cromossomos mitéticos.

Para a obtencdo de cromossomos mitéticos, sera realizado o cultivo de fibroblastos
conforme Sasaki et al., (1968). Para cada espécime, sera coletado uma biépsia de tecido,
que sera armazenada para transporte em meio de cultivo DMEM contendo antibidticos.
No laboratério, esta bidpsia sera cortada em pedagos pequenos e transferida para um
novo tubo contendo 3 ml de Colagenase tipo IV 1%, que serd incubado por um tempo
variavel de 1 a 3 horas a 379C. A suspensao celular obtida, serd adicionada em garrafa de
cultivo contendo 5 ml de meio de cultura suplementado com 20% de soro fetal bovino e
antibioticos. Apds as células serdo incubadas a 372C até obter-se um nivel satisfatorio de
células em divisao. Ao final as células serao tratadas com Colchicina 0,05% por 1 hora, e
os procedimentos de fixacao das células serao realizados com solu¢ao hipotonica (KCI
0,75M) e metanol/acido acético (3:1).

Para determinar o nimero diploide de cada espécie, serdo produzidas laminas em
coloracdo convencional. Serdo analisadas aproximadamente 40 metafases em
microscopio dptico, observando a morfologia e numero de cromossomos. O cariotipo sera
montado ordenando os cromossomos em ordem decrescente de tamanho. O
comprimento do brago curto, do brago longo e comprimento total de cada par de
macrocromossomos serao estimados no software Image J. Estes valores serdo utilizados

para calcular o valor do indice centromérico (razao entre o brago curto e o comprimento
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total do cromossomo) e determinar a morfologia dos cromossomos conforme método
proposto por Guerra, (1986).

As sondas dos genes de histonas, produzidas na atividade 2 deste projeto, serdao
utilizadas para mapeamento cromossOmico pela técnica de Hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH). A marcacao destas sondas sera realizada através de uma reacdo de
PCR, na qual o dUTP-Cy3, Biotina, ou fluoresceina sdo adicionados ao mix da PCR, e
incorporadas ao DNA durante a sintese. Os procedimentos da FISH serdo realizados de
acordo com de Oliveira et al.,, (2005), como segue: As preparagdes cromossomicas serdao
fixadas no centro da lamina e tratadas com solu¢do de Pepsina 1% e RNase 10mg. Logo
sera realizado os procedimentos de desidratacdo em séries de etanol 70%, 90% e 100%.
Apoés, as laminas serdo incubadas over nigth a 37°C em estufa. Para a hibridizacdo os
cromossomos serdo desnaturados em Formamida 70% a 652C. Logo sera produzido o mix
de hibridiza¢do contendo 1pl da sonda sintetizada em 14 pL de tampao de hibridizacao. A
solucao de hibridizacdo sera desnaturada a 752C em Banho Maria, aplicada na lamina e
selada com laminula para incuba¢do em camara imida a 37°C por 24 horas. Apds, as
laminas serdo submetidas a uma série de lavagens em Formamida 50%, 2xSSC e 4xSSC
Tween. Ao final sera realizada a coloracao dos cromossomos com 10uL de DAPI/antifade.

A andlise das laminas sera feita em Microscopio de fluorescéncia. Em cada espécie,
sera observado o nimero de sitios cromossémicos marcados pela sonda, e também
caracterizado a posicdo e localizagdo do cromossomo portador no cariotipo. Quando a
localizacdo da sonda for em macrocromossomos, sera possivel determinar a homologia
cromossOdmica com o cariétipo do G. gallus, utilizando os dados de pintura cromossémica
comparativa, disponiveis no Bird Chromosome Database. Para caracterizar os rearranjos
observados, serdo realizadas analises comparativas ancoradas nas relagdes filogenéticas,

proposta por Jarvis et al., (2014) e Prun et al,, (2015).
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Atividade 4: Cooperacao internacional para o sequenciamento do genoma das aves
Objetivo: Criar um banco de amostras de DNA, e contribuir para o sequenciamento do
genoma das aves por meio de uma cooperagao internacional com o projeto B10K.

Este projeto também inclui um acordo de cooperacdo internacional para o
sequenciamento do genoma das aves que foi previamente estabelecido com o professor
Guojie Zhang da University of Copenhagen. Assim, o proponente deste projeto também ira
fornecer suporte ao projeto B10K atuando na extracdo de DNA e preparo de amostras de
diversas espécies de aves para o sequenciamento do genoma. Para isso sera criado um
banco de amostras de DNA de aves que incluira todas as espécies de aves coletadas nas
missdes de campo em anos anteriores e também amostras que se encontram depositadas
no Museu de Histéria Natural Capao da Imbuia/Curitiba-Parand. O DNA sera extraido
utilizando tampao salino de acordo com Aljanabi e Martinez, (1997). Apés o DNA extraido
sera armazenado em freezer -802C e uma aliquota sera enviada para o sequenciamento.
Destaca-se ainda que o custeio para o sequenciamento do genoma sera oriundo do projeto

B10K.

Originalidade e contribuicao do projeto para a genética de aves

O projeto apresenta varios aspectos inovadores, destacando-se a aplicacdo de
bioinformatica para analise de genes das histonas integrando genoma e citogenética.
Ambas as metodologias visam elucidar questdes ainda obscuras relacionadas a evolugdo
cariotipica das aves, assim como suportar o entendimento amplo de rearranjos
cromossOdmicos em vertebrados, possivelmente associados ao cluster das histonas no
DNA e suas variantes.

Além disso, este projeto conta com uma iniciativa pioneira para criacdo de um

banco de DNA para espécies de aves brasileiras, que ira fornecer suporte técnico tanto
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para o desenvolvimento de pesquisas nacionais quanto internacionais, como por exemplo
uma cooperacdo para o sequenciamento do genoma das aves que sera realizada junto ao
projeto B10K, fundamental para a conservacio destes animais. E importante salientar que
no Brasil ainda existe uma grande lacuna de pesquisadores capacitados em analises
genoOmicas e de bioinformatica. Assim a possibilidade de participar dessas acgoes
cooperando internacionalmente oportunizara uma formacao diferenciada ao proponente
e a equipe envolvida, e colocara a genética de aves do Brasil em destaque no cendario

mundial.

Resultados esperados

Espera-se, com as analises do cluster das histonas no genoma das aves, contribuir
para o entendimento evolutivo desta familia multigénica e também encontrar evidéncias
de outras fungdes que as histonas podem desempenhar na cromatina. Estes resultados
serdo importantes para desenvolver novas abordagens no futuro, como por exemplo,
estudos de imunolocalizagdo de variantes de histonas e analises de expressdao em
diferentes tecidos. Com a abordagem do mapeamento cromossdomico do cluster das
histonas, espera-se cobrir uma importante lacuna nos estudos cromossomico evolutivo
das aves, visto que estes cluster nao tem sido estudado no grupo e podem constituir um
importante hotspot para rearranjos cromossdémicos.

Com a criagao do banco de DNA de aves brasileiras, sdo esperadas muitas
oportunidades de cooperacao, tanto pelo fornecimento de material quanto no apoio
técnico cientifico. No Brasil esta demanda é crescente e visa também atender o ministério
publico e policia ambiental no que se refere a genética forense de aves oriundas de caca

e/ou contrabando. Além disso, esta atividade também é importante para o acordo de
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cooperacdo internacional que objetiva o sequenciamento do genoma das aves,
estabelecido com o professor Dr. Guojie Zhang.

Do ponto de vista da formacgao cientifica, espera-se que o p6s-doutorando possa
ampliar suas experiéncias profissionais integrando-se a novas ferramentas de pesquisa,
como a gendmica e assim melhorar consideravelmente a qualidade e o impacto das
publicagdes em sua linha de pesquisa, dando continuidade a formacao qualificada de

recursos humanos na area.

Infraestrutura disponivel no LabGEv-UEPG

O Laboratério de Genética e evolucao (LabGEv) da UEPG possui area de 150 m?
distribuidos em seis ambientes cobertos por rede elétrica limpa com gerador elétrico de
emergéncia e estabilizadores nobreak. Os principais equipamentos disponibilizados sao:
Microscopio confocal de varredura a laser Leica MDi8 TCS SP8; Microscopio de
epifluorescéncia Olympus BX41 com camera de captura DP71; Microscopio de
epifluorescéncia Zeiss Axio Imager A2 com captura de imagem monocromatica AxioCam
MRm; Microscépio invertido com contraste de fase e epifluorescéncia Olympus IX 51-I1
equipado com micromanipulador Narishigui; Microscopio Esteroscopio Leica M205C
motorizada com captura digital de alta resolucdo; 02 microscopios estereoscopios; 05
microscépios para analise de rotina; Ultrafreezer -80C com back up de COz; 02 freezers -
20C vertical; 02 refrigeradores; Sistema de agua ultrapura; Balanca eletronica de
precisdao; pHmetro de bancada; Plataforma shaeker; Forno de hibridacdo; 02 estufas
bacterioldgicas; Banho Maria com agitacao; Estufa CO2; Termobloco para laminas de
hibridacdo; Estacdo para microarranjos de DNA; Estacdo para wetern blot; 04
termocicladores; Termociclador para PCR em Tempo Real; Espectrofotémetro;

Transiluminador UV visivel; Digitalizador de imagem ImageQuant; Eletroforese
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microfluidica LabChip GXII Touch HT; Centrifuga refrigerada com varios rotores;
Centrifuga para microtubos; duas capelas de fluxo laminar e equipamentos de rotina. Para
o trabalho de Campo, o LabGEv conta com uma caminhonete S10 cabine dupla turbodiesel
4x4. Para as analises de bioinformatica, conta com um HPC PARAM Shavak alimentado
com duas CPUs multicore com 24 ntcleos e 2 placas aceleradoras, capazes de desenvolver
uma poténcia de 3 Tera-Flops com 8 TB de armazenamento, personalizado para analises

genéticas.

PLANO DE ATIVIDADES E CRONOGRAMA
Descricao da atividade Més

12[3[4[5]6[7[8|9 101112

Atividade 1: Analise in silico de variantes histonas
Triagem de sequéncias de histonas anotadas
Andlises de bioinformatica

Atividade 2: [solamento e construg¢do das sondas
das histonas

Extracido de DNA *
PCR dos genes de histonas

Clonagem

Sequenciamento dos genes de histonas
Atividade 3: Mapeamento cromossomico da familia
multigénica das histonas

Coleta das espécies

Cultivo Celular

Analise do caridtipo

Sintese e marcac¢ao das sondas
FISH

Andlise dos resultados
Atividade 4: Cooperacao internacional para o
sequenciamento do genoma das aves

Coleta das espécies
Extracido de DNA ol il el
Envio das amostras para o sequenciamento

*| *

*
*

¥ | *| % | %
¥ | ¥ %[ %

Andlise e tratamento dos resultados

Adaptacado de experimentos adicionais
Redacao de artigos cientificos

Outras colaboragdes cientificas
Submissao de artigos

*| %[ ¥| *
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ACTIVITY PLAN AND SCHEDULE ~—
Activity description Month

12[3|4[5]6(7 (8|9 [10[11[12

Activity 1: In silico analysis of histone variants
Screening of histones sequences in genome
Bioinformatics analysis

Activity 2: Isolation and construction of histone
probes

DNA extraction *
PCR of histone genes
Cloning

Sequencing of histone genes

Activity 3: Chromosomal mapping of the
multigenic histone family

Species collection
Cell Culture % | % |% [% [% |[® |® [% [ | *x | * | *

Karyotype ana]ysis * | % |k [k [k |k |k [k |k | x | Kk |k
Synthesis and labeling of probes *
FISH *

Analysis of results
Activity 4: International cooperation for bird
genome sequencing

Species collection
DNA extraction el bl el el el el el el Bl Bl B
Sending samples for sequencing
Analysis and treatment of results
Adaptation of additional experiments
Writing scientific articles

Other scientific collaborations

Submission of articles
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