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Resumo: O cluster de genes de histonas pode ser considerado um dos principais elementos
do genoma eucaridtico, uma vez que as proteinas codificadas por estes genes constituem
a unidade bésica de compactagdo do DNA, nucleossomo. Os recentes avangos no
conhecimento gendomico em aves podem contribuir para a compreensdo da arquitetura do
cluster, distribui¢do cromossdomica e evolucdo desses importantes elementos em
diferentes espécies. Neste projeto, foi realizado uma extensa andlise do cluster histonas
em aves com genomas montados ao nivel cromossdmico. Ao todo, foram analisadas 127
espécies, representantes de 33 ordens e 75 familias. Observamos que as aves no geral
possuem um unico cluster de histonas, porém, genes das histonas H1, H2A, H2B e H3,
podem ser encontrados em cOpias Unicas ou combinadas, dispersas em diferentes
cromossomos. A excecao da histona H4 que sempre esteve associada ao cluster e ndo
apresentou nenhuma variante. Para a maioria das espécies, o cluster estd localizado no
cromossomo 1 e sua posi¢do intracromossdmica ¢ variavel. Estas mudancas na posicao
intracromossOmica sugerem eventos de inversdes, com pontos de quebra distintos. Além
disso, em algumas espécies o cluster foi visto em cromossomos menores (2° ao 34°) e
podem ser atribuidas a quebras cromossOmicas que ocorreram no cromossomo 1
ancestral. Excepcionalmente, em duas espécies o cluster esta localizado nos cromossomos
Z e W, provavelmente originado por translocagdes com o cromossomo 1 ancestral.
Estudos futuros podem agora considerar andlises de expressdo e compensagdo de
dosagem, especialmente em machos (ZZ) e fémeas (ZW) apresentam numeros de copias
génicas distintos.



Atividades realizadas e resultados alcancados

Neste projeto, foi realizado a andlise in silico da localizagdo cromossdmica do
cluster de genes histonas (H1, H2A, H2B, H3 E H4) em aves. A inclusdo no estudo foi
restrita as espécies que possuiam genomas montados em nivel cromossémico, disponiveis
no National Center for Biotechnology Information (NCBI) até janeiro de 2024. Ao todo,
foram analisadas 127 espécies, representantes de 33 ordens e 75 familias (Figura 1). E
importante destacar, que este foi o primeiro estudo a realizar uma ampla anéalise do cluster
histonas em aves, o qual incluiu uma sele¢do de espécies que contempla quase que
completamente a filogenia das aves.

Os resultados demonstram, que as aves no geral possuem um Unico cluster
histonas onde sdo encontrados todos os 5 tipos de genes de histonas, incluindo suas
variantes. No entanto, genes das histonas H1, H2A, H2B, H3 também foram encontrados
fora do cluster, em copias isoladas no genoma ou em combinagdes aleatorias, dispersas
entre diferentes cromossomos. Para todas as espécies analisadas, foi observado que a
histona H4 sempre esteve localizada no cluster e nenhuma variante foi encontrada.

A andlise comparativa entre as espécies foi realizada considerando apenas o
cluster, caracterizado por apresentar todos os genes de histonas no mesmo cromossomo.
Foi observado que para a maioria das espécies este cluster esta localizado no cromossomo
1 do caridtipo (37,01% dos casos). Embora também tenha sido observado em
cromossomos menores, ranqueados entre o 2° (2,36% dos casos), como em Pterocles
gutturalis (Pterocliformes) ao 34° cromossomo (0,79% dos casos) como em Accipiter
gentilis (Accipitriformes). Além disso, em duas espécies, Podargus strigoides
(Podargiformes) e Poecile atricapillus (Passeriformes), o cluster histonas esté4 localizado

em ambos cromossomos sexuais, Z ¢ W.



A posicdo do cluster no cromossomo também foi analisada. Para isso, o
cromossomo portador foi dividido em quatro regides de igual tamanho, que chamamos
de regides A, B, C, D, permitindo assim realizar uma classificagdo qualitativa. Essas
regides foram delimitadas por linhas em trago no ideograma, e orientado no sentido 5°-3’
(esquerda para direita) (Figura 1, 2, 3). A partir disso, foi observado que a posi¢do do
cluster € bastante varidvel, mesmo em espécies com uma estreita relacao filogenética. Em
Falconiformes por exemplo, a posicdo do cluster foi divergente entre as espécies do
mesmo género. Por exemplo, em Falco rusticolus, Falco biarmicus, ¢ Falco peregrinus
o cluster encontra-se na regido definida como B, enquanto que em Falco cherrug, Falco
naumanni, ¢ Falco punctatus encontra-se na posi¢do regido C. Por outro lado, em
Anseriformes observou-se que o cluster localizado na regido A, encontra-se conservado
entre espécies de diferentes géneros (Anas platyrhynchos, Aythya baeri, Aythya fuligula,
Nettapus auratus, Somateria molissima, Stictonetta naevosa, Cygnus atratus, € Cygnus
olor). Em Cairina moschata (Anseriformes), os genes histonas, formam dois
agrupamentos no cromossomo 1, que sdo espacados entre si por 0,56 megabases. Do
mesmo modo em Podargus strigoides (Podargiformes), os cromossomos Z e¢ W,
apresentam dois agrupamentos igualmente separados por 2,5 megabases. E em Sturnus
vulgaris (Passeriformes), foi observado que os genes histonas localizados no cromossomo
1A, formam dois agrupamentos espagados por 14,71 megabases.

A analise comparativa entre os cromossomos portadores do cluster histonas,
também permitiu identificar que as variagdes de cromossomos portadores e da localizagdo
cromossOmica, sdo resultados de rearranjos cromossdmicos como fissdes, inversdes e
translocagdes. Além disso, nossos resultados demonstraram que o cluster histonas ocupa
uma regido altamente conservada no cromossomo 1, e que este cromossomo foi mantido

inteiramente conservado entre diversas espécies de aves, enquanto em outras ocorreram



inversdes e fissdes cromossdmicas, com pontos de quebras em diferentes regides. Os
resultados preliminares desta primeira etapa do projeto foram apresentados na VII
Reunido Brasileira de Citogenética. Os dados completos foram utilizados para a

elaboracdo do primeiro artigo cientifico que esta sendo finalizado.

Order Specie Chromosome | Histone cluster
Casuariiformes
Rheidae Rhea pennata Chr1 ¢ I I
Casuariidae Dromaius novaehollandiae Chr1 ¢ | [
Galliformes
Phasianidae Gallus gallus Chr1 ¢ i
Meleagris gallopavo Chr1 ¢ | )
Alectoris magna Chr1 ¢ i i ] )
Lagopus muta Chr1 [ I D]
Lophura swinhoii Chr1 ¢ I )
Tetrao urogallus Chrl ¢ T I
Coturnix japonica Chr1 « ]
Numididae Numida meleagris Chr1 ¢ T
Anseriformes
Anatidae Anser cygnoides chrt ¢ ]
Anas platyrhynchos Chr1 « I
Aythya baeri Chr1 [ [T T D
Aythya fuligula Chr1 [ I 1 I )
Aythya marila Chr1 ¢ I8 I )
Cairina moschata Chr1 ¢ ] 1 ]
Cygnus atratus Chr1 ¢ I
Cygnus olor Chr1 I
Nettapus auritus Chr1 ¢ JB
Somateria mollissima Chrt ¢ I ‘ T
Stictonetta naevosa Chr1 ¢ I
Phoenicopteriformes
Phoenicopteridae Phoenicopterus ruber Chr1 ¢ I
Columbiformes
Columbidae Streptopelia turtur Chr1 ¢ T T |
Nesoenas mayeri Chr1 ¢ I T
Columba livia Chrd T T ]
Pterocliformes
Pteroclidae Pterocles gutturalis Chr2 T [ T
Cuculiformes
Cuculidae Cuculus canorus Chr1 [

Phaenicophaeus curvirostris Chrt ¢
Musophagiformes

Musophagidae  Tauraco erythrolophus Chra T[T
Otidiformes
Otididae Otis tarda Chr1 [ I
Caprimulgiformes
Caprimulgidae  Caprimulgus europaeus Chrs ¢
Nyctibiiformes :
Nyctibiidae Nyctibius grandis Chr5 ¢ I
Podargiformes
Podargidae Podargus strigoides Chrz I | il
Chrw It 15
Apodiformes
Apodidae Apus apus Chrt ¢ I I
Hemiprocnidae Hemiprocne comata Chr1 [ 1
Trochilidae Archilochus colubris Chr1 i
Calypte anna Chr1 [ |
Opisthocomiformes
Opisthocomidae Opisthocomus hoazin Chrg |
Gruiformes
Rallidae Porphyrio hochstetteri Chr1 | I i )]
0 Size 231,542,106

Figura 1: Localizagdo cromossomica do cluster de histonas em aves (parte 1 de 3).



Order
Rallidae

Charadriiformes
Alcidae
Charadriidae
Laridae

Coliiformes
Coliidae

Eurypygiformes
Rhynochetidae

Gaviiformes
Gaviidae

Sphenisciformes
Spheniscidae

Pelecaniformes
Ardeidae
Pelecanidae

Specie
Grus americana

Balearica regulorum gibbericeps Chr1 ¢ |

Alca torda
Pluvialis apricaria
Rissa tridactyla

Coljus striatus
Rhynochetos jubatus
Gavia stellata
Spheniscus humboldti

Gorsachius magnificus
Pelecanus crispus

Threskiornithidae Theristicus caerulescens

Ciconiiformes
Ciconiidae
Suliformes

Ciconia maguari

Phalacrocoracidae Phalacrocorax aristotelis

Sulidae
Accipitriformes

Cathartidae

Accipitridae

Strigiformes
Strigidae
Trogoniformes
Trogonidae
Bucerotiformes
Bucorvidae
Piciformes
Picidae

Indicatoridae
Lybiidae
Coraciiformes
Meropidae
Cariamiformes
Cariamidae
Falconiformes
Falconidae

Psittaciformes
Psittacidae

Morus bassanus

Gymnogyps californianus
Aquila chrysaetos
Harpia harpyja
Haliaeetus albicilla
Accipiter gentilis
Gypaetus barbatus

Strix aluco
Trogon surrucura
Bucorvus abyssinicus

Colaptes auratus
Picus viridis
Dryobates pubescens

Indicator indicator
Pogoniulus pusillus

Merops nubicus
Cariama cristata

Falco rusticolus
Falco biarmicus
Falco peregrinus
Falco cherrug
Falco naumanni
Falco punctatus
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Figura 1: Localizagdo cromossdmica do cluster de histonas em aves (parte 2 de 3).



Order
Psittacidae

Psittaculidae
Strigopidae
Passeriformes
Acanthisttidae
Acrocephalidae
Certhiidae
Cinclidae
Cisticolidae
Corvidae

Estrildiae
Fringillidae

Hirundinidae
Icteridae
Maluridae
Meliphagidae

Motacillidae
Muscicapidae

Paridae

Parulidae
Passerellidae

Passeridae
Pipridae
Sittidae
Sturnidae

Sylviidae

Thamnophilidae
Thraupidae

Turdidae

Viduidae

Specie

Psittacula echo
Amazona aestiva
Myiopsitta monachus
Melopsittacus undulatus
Strigops habroptila

Acanthisitta chloris
Acrocephalus scirpaceus
Certhia americana
Cinclus cinclus

Prinia subflava

Coloeus monedula
Corvus cornix cornix
Corvus hawaiiensis
Corvus moneduloides
Taeniopygia guttata
Fringilla coelebs
Serinus canaria
Haemorhous mexicanus
Hirundo rustica
Agelaius phoeniceus
Molothrus ater

Malurus cyaneus samueli
Lichenostomus cassidix
Motacilla alba alba
Erithacus rubecula
Ficedula albicollis
Oenanthe melancleuca
Parus major

Periparus ater

Poecile atricapillus

Geothlypis trichas
Ammospiza caudacuta
Ammospiza nelsoni
Melospiza georgiana
Passerculus sandwichensis
Passer domesticus
Chiroxiphia lanceolata

Sitta carolinensis
Acridotheres tristis
Lamprotornis superbus
Sturnus vulgaris

Sylvia atricapilla

Sylvia borin
Rhegmatorhina hoffmannsi
Camarhynchus parvulus
Diglossa brunneiventris
Catharus ustulatus
Anomalospiza imberbis
Vidua chalybeata

Vidua macroura
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Figura 1: Localizagdo cromossdmica do cluster de histonas em aves (parte 3 de 3).

Neste projeto também foi realizado a producao de sondas de DNA especificas para

os genes das histonas H1 e H4, em aves. Nesta etapa, o genoma da espécie Gallus gallus

foi utilizado como molde. Para as reagoes de PCR foram selecionados, os primers H1 (5°-

ATGGCAGAARYCGMCCAG-3’;

5’-TACTTCTTCTTGGGSGCTGC-3")



(HASHIMOTO et al., 2011), e H4 (5'-TSCGIGAYAACATYCAGGGIATCAC-3’, 5’-
CKYTTIAGIGCRTAIACCACRTCCAT-3") (PINEAU et al.,, 2005). A histona H1
produziu dois fragmentos, um com 100 pares de base e outro com 600 pares de base,
aproximadamente. A sonda H4, amplificou um Unico fragmento com aproximadamente
200 pares de base.

Para realizar mapeamento in situ do cluster foi utilizado as sondas das histonas
H1 e H4. As preparagdes cromossomicas de (Galliformes- Gallus gallus, Meleagris
gallopavo), (Columbiformes- Columbina picui, Columba livia), (Caprimulgiformes-
Streptoprocne zonaris), (Trogoniformes- Trogon surrucura), (Cuculiformes, Guira
guira), (Piciformes- Melanerpes candidus), (Passeriformes- Taeniopygia guttata,
Schiffornis virescens) foram selecionadas para realizar a técnica de FISH. Diferentes
métodos de marcagao das sondas foram utilizados, incluindo: marcagdo direta por PCR,
com incorporagdo do dUTP-Cy3, método de marcagdo por Nick Translation utilizando
kits para Biotina e Atto 550. Diversas adaptacdes técnicas também foram empregadas.
No entanto ndo foram obtidos resultados das hibridizagdes, evidenciando que € necessario
realizar adaptacdes na técnica de FISH para uso destas sondas. Esta etapa ainda continua
em andamento mesmo o fim do projeto e continuaremos desenvolvendo o estudo.

Também avangamos para a criagdo de um banco de DNA de espécies de aves
Brasileiras, atividade considerada importante para a colaboragdo com o projeto B10K,
que visa sequenciar o genoma de todas as espécies de aves no mundo. Nesta fase do
projeto, buscamos nos laboratorios associados a este projeto espécies com tecidos
coletados, preservados em alcool e também amostras de espécies que vem sendo coletadas
nas atividades de rotina de campo. Ao todo foram selecionadas amostras de 83 espécies

e novas espécies ainda serdo adicionadas a cada atividade de campo realizada.



Outras atividades realizadas

Além das atividades especificas do projeto de pesquisa, também foram
desenvolvidas atividades relacionadas ao ensino, viabilizadas por meio do vinculo
estabelecido com o programa de Pos-Graduacao em Biologia Evolutiva da UEPG. Entre
estas atividades, destacam-se, colaboragdes em disciplinas, coorientagao de trabalhos de

conclusao de curso de graduagdo, participagdo em eventos e bancas de defesa.

Disciplinas ministrada no Programa de P6s-Graduagdao em Biologia Evolutiva
(PPGBioEvol)

e Disciplina “Fonte de Variabilidade”. Carga horaria 45 horas. Em colaboracdo com a

professora Dr®. Mara C.de Almeida (UEPG).

e Disciplina “Seminarios em Biologia Evolutiva”. Carga horaria 45 horas. Em colaboragao

com o professor Dr. Paulo Roberto da Silva (UNICENTRO).

Coorientacao de Trabalhos de Conclusao de Curso de Graduagao em Ciéncias
Biologicas

e Trabalhos de Conclusdo de Curso da académica lasmin Ieteka. Titulo: Caracterizagdo
citogenética do Andorinhdo de Coleira Branca (Streptoprocne zonaris, Apodidae).

Orientador: Roberto Ferreira Artoni

e Trabalhos de Conclusio de Curso da académica Leticia Nascimento. Titulo: Cultivo
celular como método ndo-invasivo para obtengdo de cromossomos mitoticos em peixes

modelo. Orientador: Roberto Ferreira Artoni

Participa¢do em bancas

e Participacdo em banca de Vanessa Isabel Batista De Morais. Titulo: o paradoxo
da variagao cariotipica em pequenas populagdes de peixes neotropicais: O modelo
dos Rineloricaria (Siluriformes: Loricariidae). Dissertacdo apresentada ao
Programa de Pos-Graduacdo em Biologia Evolutiva da Universidade Estadual de

Ponta Grossa.



Participagdo em banca de Jesus Maria Hernandez Gomez. Titulo: Drive meidtico
do cromossomo B em fémeas de Psalidodon scabripinnis (Teleostei: Characidae).
Dissertacao apresentada ao Programa de P6s-Graduagdo em Biologia Evolutiva
da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Participagdo em banca de Hallana Cristina Menezes da Silva. Titulo:
Caracterizag¢ao do Transcriptoma de figado do Tambaqui Amazonico (Colossoma
macropomum) de cativeiro exposto ao antiparasitario Triclorfon. Tese
apresentada ao Programa de P6s-Graduagao em Genética, Conservacgao e Biologia
Evolutiva.

Participacdo em banca de Suziane Alves Barcellos. Titulo: Padrdes de
organizagdo dos microcromossomos em espécies da Familia Picidae e novo
método de obtencao de cromossomos de aves. Tese apresentada ao Programa de

Po6s-Graduagao em Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Pampa.

Participagao em Eventos

Participacdo na “7° Reunido Brasileira de Citogenética”, organizada pela
Sociedade Brasileira de Genética.

Participacdo na “Mostra de Laboratorio de Ensino em Ciéncias e Biologia 14*
Edi¢ao”, organizada pela Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Participa¢do no Curso de Extensdo universitaria “Capacitacdo em ética, cuidado
e manejo de animais para pesquisa, ensino e extensdo”, organizado pela

Universidade Estadual de Ponta Grossa, UEPG, Brasil.

Resumos publicados em congressos

Degrandi, T. M.; leteka, I.; Gunski, R. J.; Garnero, A. V.; De Oliveira, E. H. C.;
Artoni, R. F. Chromosomal mapping of the histone cluster in birds: A evolution
not-so-parsimonious. VII* Reunido Brasileira de Citogenética e Citogendmica,
SBG, 2023.

Ieteka, I.; Castro, Jonathan P.; Ferreira Junior, A. L.; Garnero, A. V.; Gunski, R.
J.; Artoni, R. F.; Degrandi, T. M. Karyotype characterization of white-collared

swift (Streptoprocne zonaris) and distribution of telomeric sequence and



ribosomal gene 5s and 18s. VII* Reunido Brasileira de Citogenética e

Citogenomica, SBG, 2023.

Artigos em fase de finalizacao

e [n silico chromosomal mapping of the histone cluster in birds: A evolution not-
so-parsimonious. Tiago Marafiga Degrandi, Ricardo José Gunski, Analia del
Valle Garnero, Edivaldo Herculano Correia de Oliveira, Roberto Ferreira Artoni

e Chromosome evolution across whole vertebrates: The ancestral karyotypes and
dynamics of chromosome rearrangements. Martin Knytl, Livia do Vale Martins,
Tiago Degrandi, Radka Symonova, Lukas Kratochvil

e Gen¢ética de Populagdes na pratica. Tiago Marafiga Degrandi, [asmin leteka, Mara

Cristina de Almeida, Roberto Ferreira Artoni

Conclusao

Este foi o primeiro estudo a realizar uma ampla andlise do cluster histonas em
aves. O conjunto de espécies analisadas abrange praticamente toda a filogenia das aves,
proporcionando uma visdo detalhada das caracteristicas estruturais do cluster dos genes
histonas, da sua organizacdo no genoma e da localizacdo cromossOmica. A preservacao
de um unico cluster de histonas reforca uma caracteristica ancestral do grupo e sua
natureza monofilética. No entanto, apesar de muitas espécies manterem um Unico cluster,
observaram-se rearranjos cromossomicos associados, como inversdes, que podem ocorrer
e modificar a posi¢do cromossdmica do cluster, mesmo em espécies com uma estreita
relacdo filogenética. Além disso, eventos mais raros, como translocac¢des, podem alterar
a localizacdo do cluster de autossomos para os cromossomos sexuais Z ¢ W. Em tais casos
especificos, estudos futuros devem considerar a compensacdo de dosagem, uma vez que

machos (ZZ) e fémeas (ZW) devem apresentar numeros diferentes de copias génicas.
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