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I. DESCRICAOQ DO PROJETO
[.  JUSTIFICATIVA DO PROJETO

As aves exibem uma extraordinaria diversidade de espécies e uma gama de caracteristicas
ecoldgicas, morfoldgicas, comportamentais e genéticas, que durante anos tém inspirado pesquisadores de
diferentes areas (STILLER e ZHANG, 2019). No entanto, foi somente nesta ultima década que tivemos um
grande avango no conhecimento sobre 0 genoma e a evolugéo do grupo (JARVIS et al., 2014; ZHANG et
al., 2014). Caracteristicas Unicas, como uma baixa fragdo de DNA repetitivos, correspondendo a menos de
10% do genoma, e uma impressionante conservagdo no tamanho do total, mesmo entre espécies
distantemente aparentadas, intrigam ainda mais os estudos genédmicos em aves (JARVIS et al., 2014).

Interessantemente, esta “conservacdo do genoma”’ também se estende as caracteristicas
citogenéticas, os cromossomos, nas quais € visto que a 50,7 % das espécies de aves cariotipadas
preservam o formato bimodal do cariétipo, composto por macrocromossomos € microcromossomos, com
numero diploide (2n) entre 78 e 82 cromossomos (DEGRANDI et al., 2020a). Apesar disso, uma ampla
variagao do numero diploide é observada quando considerarmos todo conhecimento citogenético das aves,
incluindo tanto espécies com numero reduzido de cromossomos (2n= 40), quanto espécies com ndmero
mais elevado, com até 142 cromossomos (DEGRANDI et al., 2020a). Para algumas ordens, como 0s
Tinamiformes, é observado que o nimero cromossémico é pouco variavel entre as espécies, embora
alteragdes na morfologia sejam frequentes (GARNERO et al., 2006). Enquanto que para os Accipitriformes,
Bucerotiformes, Charadriiformes, Coraciiformes, Falconiformes, Piciformes e Psittaciformes é visto que
existe uma grande variagdo interespecifica, ocorrendo tanto para redugao quanto para 0 aumento do 2n (DE
OLIVEIRA et al., 2010; DEGRANDI et al., 2018, DEGRANDI et al., 2020a).

Para entender a origem das variagdes numéricas e morfologicas dos cromossomos, estudos que
envolvem a pintura cromossdmica comparativa, utilizando as sondas cromossémicas do Gallus gallus vem
sendo conduzidos em grupos alvos (GRIFFIN et al., 1999). Em geral, os resultados destes estudos tém
demonstrado, que os macrocromossomos podem sofrer multiplas 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 ribossomal 45S rDNA, evidenciaram que este cluster é um
hotspots para rearranjos cromossémicos como translocagao, fusdes, duplicagdes e inversdes, levando a
mudangas rapidas na distribuicdo e na localizagdo cromossdémica mesmo em espécies estreitamente
relacionadas (DATSON e MURRAY, 2006; DEGRANDI et al., 2014; DEGRANDI et al., 2020b). Esta
susceptibilidade a rearranjos pode ser atribuida a natureza repetitiva do cluster ou mesmo de sua intensa
atividade de expressao génica (Huang e colaboradores, 2008).

Uma outra classe interessante de DNAs repetitivos sdo os DNA satélites (satDNA), os quais cobrem

uma grande variedade de sequéncias distribuidas dentro do genoma. Os satDNA podem ser localizados em
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regides centroméricas, pericentromérias, subteloméricas em regides intersticiais e também em regides
eucromaticas (RUIZ-RUANO et al., 2016). Eles podem ser cromossomos especificos, como no caso de
cromossomos sexuais (PALOMEQUE; LORITE, 2008). Os satDNA, assim como a maioria dos DNA
repetitivos, possuem diversas fungdes como: organiza¢do cromossomica, emparelhamento cromossoémico,
podem ser sexo especifico, atuar em alguns processos como na modulagdo da cromatina e estabelecimento
de centrémeros (PALOMEQUE; LORITE, 2008, GARRIDO, 2017). Com isso, os DNA sat sdo considerados
importantes para caracterizag@o de genomas e estudos de diversidade de espécies.

No passado o projeto de sequenciamento do genoma humano promoveu grandes avangos
cientificos e tecnolégicos que hoje sdo celebrados através de varios projetos de sequenciamento de
genomas que estdo em desenvolvimento. Neste sentido, um projeto bastante audacioso que vem sendo
desenvolvido € o B10K, que tem o objetivo sequenciar o genoma completo de mais de 10 mil espécies de
aves (STILLER e ZHANG, 2019). Para o seu desenvolvimento, um gigantesco consorcio internacional foi
estabelecido e o Brasil tem fundamental importancia nessa participagéo, visto que inclui uma grande
diversidade de espécies com distribuicdo em seu territorio (aproximadamente 1.919 espécies) (PIACENTINI
et al., 2015). Em vista disso, estamos num momento chave para avangar no conhecimento sobre a
biodiversidade de aves no brasil, unindo duas ferramentas importantes como a citogenética e a genémica.
Neste sentido, este projeto visa além de contribuir com espécies de interesse para desenvolvimento do
BK10, também buscamos entender a contribui¢do dos rearranjos cromossémicos e DNAs repetitivos para a
diversificacdo das aves. As analises citogenéticas e a associagcao com o estudo dos genomas, podem assim
contribuir para melhorar nossa compreenséo sobre a evolugao, biodiversidade, padrdes de distribuigéo de
espécies, e no planejamento estratégico para a conservacdo das espécies ameagadas, uma vez que as
aves sdo fundamentais para a manutencao de ecossistemas e a saude de diversas atividades humanas.

Il. OBJETIVOS

Objetivo geral

e Promover o conhecimento citogenético e genémico acerca da biodiversidade de aves no
Brasil, visando o entendimento da historia de evolutiva deste grupo de vertebrados, e a
conservacgao.

Objetivos especificos
e Projetar, executar e implantar um banco de amostras de DNA de aves, para estudos de longo
prazo e contribuir ativamente junto ao projeto de sequenciamento do genoma das aves
(B10K);
e Analisar citogeneticamente espécies de interesse, identificando o papel dos rearranjos
cromossémicos e da distribuicdo de DNAs repetitivos e familias multigénicas na estruturagéo
do cariotipo e evolugao das aves;

o Contribuir para o conhecimento da biodiversidade e aspectos evolutivos das aves;

e Integrar-se a novas ferramentas de pesquisas, e promover o desenvolvimento técnico e
cientifico nacional por meio do treinamento de estudantes de graduacgéo e pds-graduacgao.
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[Il. METODOLOGIA

Atividade 1: Criar um banco de amostras de DNA de aves, para estudos de longo prazo;

Uma das primeiras atividades deste projeto sera criar um banco de DNA de aves brasileiras,
visando impulsionar o conhecimento sobre a biodiversidade de aves no brasil, e também ofertar
apoio técnico cientifico para pesquisadores de outras instituicbes de pesquisa internacionais e
nacionais que trabalham com aves, mas que carecem de analises genéticas. Para a criagéo deste
banco de DNA, sera inicialmente elaborado um protocolo de procedimentos que incluira boas praticas
para coleta e fixagdo de material bioldgico, seguindo para identificacdo correta da espécie por meio
do uso de genes mitocondriais (DNA barcoding), do devido depésito do espécime em museus e
cadastramento da amostra no banco de DNA. Para compor este banco de DNA, as amostras de
espécies serdo obtidas de diferentes agdes. A principal delas sera advinda de atividades de coleta,
na qual serdo realizadas missdes no parque Estadual de Vila Velha, localizado em Ponta
Grossa/Parana, e no Parque Estadual do Palmito, localizado em Paranagua.

Para a captura de aves, serdo utilizadas redes de neblina, uma técnica amplamente utilizada
por ornitologos e bidlogos para estudos de aves. Cada rede de neblina (Mist Net) possui 3 metros de
altura por 8 a 10 metros de comprimento e € esticada em bastdes de aluminio, presos com cordas
em pontos fixos. As redes possuem varias bolsas ou "sacos" que ajudam a capturar as aves quando
elas voam para dentro da rede. As redes sdo revisadas com frequéncia (a cada 10-20 minutos) para
minimizar o tempo que as aves passam presas. Todos os pesquisadores sao treinados para o
manuseio das aves, a fim de minimizar o estresse e o risco de lesdes ao animal. Primeiramente, é
identificado o lado da rede em que a ave foi presa; ela é imobilizada manualmente, os pés sédo
liberados dos fios, seguidos das asas e da cabeca. Apds o0 espécime serad contido em um saco de
tecido, seu bico € amarrado brevemente para evitar lesdes e fuga. Ao retirar a ave do saco, em um
laboratério montado perto da area da coleta, o espécime sera identificado utilizando um guia de
campo e se anota qualquer outra informagao importante como sexo e idade (quando for possivel).
Logo apo6s o processo de captura do espécime, os animais sdo eutanasiados e séo retiradas as
amostras biologicas. Todos os pesquisadores utilizam equipamentos de protecao individual, como
mascaras e luvas, e alcool 70%, evitando contaminagdes e transmissdo de doencgas. Todos o0s
procedimentos de captura e coleta de amostras serdo realizados em conformidade as licengas do
SISBIO (Numero: 94084-1), e autorizagdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (Processo SEI UEPG : 24.000037927-3).

E importante salientar que neste projeto ndo é possivel definir quais espécies de aves serdo
coletadas, uma vez que o conjunto de espécies depende das capturas que serdo realizadas nas
missGes a campo. No entanto, € considerado que as espécies ameagadas de extingdo que venham a
ser apanhadas na rede de neblina, ndo serdo consideradas no estudo e seréo soltas ainda no local.
Para as espécies consideradas no estudo, sera realizado a coleta de biépsias de pele, pulméo e rim
serdo coletadas apds realizada o procedimento de eutanasia. O procedimento de eutanasia sera
realizado conforme estabelecido no CONCEA, utilizando o método quimico com super dosagem de
Cetamina/Xilazina (Cetamina 200 a 500 mg/kg e Xilazina 10 a 50 mg/kg). Apds confirmado a perda
do reflexo corneal. A compresséo toracica podera ser utilizada em aves de pequeno porte (menos de
50 g de massa). Todos procedimentos serdo realizados com a superviséo do veterinario Dr. Denilton
Vidolin CRMV/PR - 17349. Os espécimes eutanasiados serdo armazenados em caixa térmica
refrigerada para transporte do local de coleta até o laboratério de Zoologia da UEPG onde seréo
depositados em freezer onde ficardo armazenados até o momento de realizar a taxidermia.

O numero de espécies estimados que podem ser capturadas é de 100, e para cada espécie, 2
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machos e 2 fémeas serdo utilizados no estudo, totalizando: 400 aves (200 machos e 200 fémeas)
conforme estabelecido na autorizagdo CEUA/UEPG 24.000037927-3. Adicionalmente espécies de
aves que possuem tecidos coletados e depositadas em museus, como o Museu de Histdria Natural
Capéo da Imbuia/Curitiba-Parand, poderao ser utilizadas para alimentar o banco de DNA, desde que
as informagdes de coletas estejam de acordo com os padrdes cientificos. Para a extragdo do DNA
gendmico serdo utilizados diferentes métodos, sendo um deles o método salino conforme protocolo
de Aljanabi e Martinez, (1997). O DNA gendmico extraido sera armazenado em freezer -80°C.

Atividade 2: Contribuir ativamente junto ao projeto de sequenciamento do genoma das aves
(B10K);

Outra importante fungdo do banco de DNA, sera a cooperagdo internacional para o
sequenciamento do genoma das aves, estabelecida com o professor Guojie Zhang da University of
Copenhagen. Esta colaboragao prevé o envio de amostras de espécies de aves brasileiras para o
sequenciamento do genoma. Sendo assim, a equipe brasileira ird atuar diretamente no suporte ao
projeto B10K realizando a coleta de espécies, extragdo do DNA gendmico, armazenamento e envio
das amostras para o sequenciamento. Esta parceria faz se importante para o coordenador do projeto,
especialmente pela oportunidade de adentrar em novas ferramentas de pesquisa como analises e
montagem de genomas, além de participar de publicagbes com a equipe internacional. Faz-se
importante salientar que do custeio para o sequenciamento, que atualmente custa em torno de 3 mil
dolares por amostra, sera de responsabilidade da equipe do projeto B10K.

Atividade 3: Isolamento e anélise do Satelitoma (sat DNA) em grupos alvo;

Nesta etapa, o projeto busca analisar comparativamente espécies de grupos alvos como
Accipitriformes, Bucerotiformes, Charadriiformes, Coraciiformes, Falconiformes, Piciformes e
Psittaciformes que apresentam uma ampla varia¢ao do caridtipo. O DNA gendmico de cada espécie
coletada sera extraido utilizando tampédo salino de acordo com Aljanabi e Martinez, (1997). O
sequenciamento de nova geracdo (Next Generation Sequencing - NGS) serd realizado com a
utilizacdo da plataforma lllumina HiSeq2500 (paired-end 2x125pb). Todas as bibliotecas obtidas
serdo sequenciadas em equipamento HiSeq2500. A cobertura de pelo menos 5 vezes para cada
biblioteca sequenciada serd observada conforme recomendado por Ruiz-Ruano et al. (2016) para
acessar as sequéncias repetitivas do genoma de interesse. Para as analises serdo empregadas as
metodologias de sequenciamento de novo e identificacdo por homologia com o software
RepeatExplorer (NOVAK et al., 2013). As sequéncias repetitivas serdo anotadas contra o banco de
dados RepBase com o software RepetMasker e por BLAST contra outros bancos de dados. A busca
de satDNA seré otimizada com as ferramentas satMiner (RUIZ-RUANO et al., 2016). A anotagéo do
satelitoma de cada espécie sera utilizada para comparagdes e a filogenia das aves proposta em
Jarvis et al., (2014) sera utilizada como referéncia. Espécies com genoma ja sequenciado também
poderdo compor esta etapa do projeto.

Atividade 4: Analisar citogeneticamente espécies de interesse, identificando o papel dos
rearranjos cromossémicos e da distribuigdo de DNAs repetitivos na evolugdo e estruturagdo do
cariétipo das aves;

Durante as missdes de campo previstas na atividade 1, também serdo tomadas amostras de
tecido para realizar o cultivo de fibroblastos conforme Sasaki et al., (1968). Para cada espécime, sera
coletado uma biopsia de tecido, que serd armazenada para transporte em meio de cultivo DMEM
contendo antibiéticos. Os procedimentos de coleta e eutanasia estdo descritos na atividade 1 deste
projeto. No laboratdrio, esta bidpsia sera cortada em pequenos pedagos e transferida para um novo
tubo contendo 3 ml de Colagenase tipo IV 1%, que sera incubado por um tempo variavel de 1 a 3
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horas a 37°C. A suspensé@o celular obtida, sera adicionada em garrafa de cultivo contendo 5 ml de
meio de cultura suplementado com 20% de soro fetal bovino e antibiéticos. Apds as células serao
incubadas a 37°C em frascos de cultivo até obter-se um nivel satisfatorio de células em diviséo.

Para a obtengdo de cromossomos mitdticos as células serdo tratadas com Colchicina 0,05%
por 1 hora, e os procedimentos de fixagdo das células serdo realizados com solugdo hipoténica (KCl
0,75M) e metanol/acido acético (3:1). O numero diploide de cada espécie, sera determinado por meio
da analise de aproximadamente 40 metafases em microscopio déptico, observando a morfologia e
numero de cromossomos. O cariétipo sera montado ordenando 0s 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 serao utilizados para
calcular o valor do indice centromérico (razéo entre o brago curto e o comprimento total do
cromossomo) e determinar a morfologia dos cromossomos conforme método proposto por Guerra,
(1986).

As analises comparativas entre espécies serdo realizadas através da Hibridizagdo in situ

fluorescente (FISH) utilizando sondas dos macrocromossomos da espécie Gallus gallus (GGA1 ao
10) de acordo com GRIFFIN et al., 1999. Além destas, sera realizado o mapeamento de DNAs
repetitivos, do rDNA 18S e 5S e Histonas H1, H2, H3 e H4. A marcagéo destas sondas sera realizada
através de uma reagédo de PCR, na qual o dUTP-Cy3, Biotina, ou fluoresceina sdo adicionados ao
mix da PCR, e incorporadas ao DNA durante a sintese.
As hibridizagdes serdo realizadas de acordo com os procedimentos descritos por de Oliveira et al.,
(2005). As preparagdes cromossdmicas serdo fixadas no centro da lamina e tratadas com solugdo de
Pepsina 1% e RNase 10mg. Logo sera realizado os procedimentos de desidratacédo em séries de
etanol 70%, 90% e 100%. Apos, as laminas serdo incubadas over nigth a 37°C em estufa. Para a
hibridizagdo os cromossomos serdo desnaturados em Formamida 70% a 65°C. Logo sera produzido o
mix de hibridizacdo contendo 1ul da sonda sintetizada em 14 yL de tamp&o de hibridizacdo. A
solugdo de hibridizagdo sera desnaturada a 75°C em Banho Maria, aplicada na lamina e selada com
laminula para incubagdo em camara umida a 37°C por 24 horas. Ap6s, as ldminas seréo submetidas
a uma série de lavagens em Formamida 50%, 2xSSC e 4xSSC Tween. Ao final sera realizada a
coloragao dos cromossomos com 10uL de DAPI/antifade.

A anadlise das laminas sera feita em Microscopio de fluorescéncia. Em cada espécie, sera
observado o numero de cromossémicos marcados pela sonda, e também caracterizado a posi¢do e
localizagdo do cromossomo portador no cariétipo. Os mapas de homologias cromossémicas entre as
diferentes espécies serdo criados. Serdo realizadas analises comparativas ancoradas nas relagdes
filogenéticas, proposta por Jarvis et al., (2014) e Prun et al., (2015).

IV. RESULTADOS ESPERADOS

Espera-se que com a execugdo deste projeto, as parcerias estabelecidas entre os
laboratérios de pesquisa nacionais e internacionais envolvidos sejam fortalecidas, facilitando trocas
de experiéncias, de recursos e pessoal. Além disso, espera-se que o projeto possa conferir uma
oportunidade para alunos de iniciagéo cientifica e pds-graduagdo em desenvolver suas pesquisas no
grupo das aves, no qual as pesquisas sdo bastante limitadas e poucos sdo os pesquisadores
brasileiros dedicados a genética de aves.

Na Pesquisa:
E esperado que desta cooperagdo internacional para o sequenciamento do genoma das aves, seja
produzido um artigo de alto impacto sobre a filogenia completa das aves. Com os resultados das
pesquisas na area da citogenética, espera-se que sejam formatados pelo menos 10 artigos durante o
5
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periodo do projeto. Estes artigos serdo direcionados ao conhecimento da avifauna brasileira,
comparagdes evolutivas e analises de estruturagao do cariétipo e do genoma das aves, entre outras
tematicas.

No ensino:

No ensino, espera-se que este projeto também possa conferir uma oportunidade em
atividades docente. Dentre elas, as colaboragfes e ofertas de disciplinas optativas nos cursos de
graduagdo Ciéncias Biologicas e de Pds-graduacdo. Além de orientagdes e co-orientagdes de
trabalho de concluséo de curso, nos quais os alunos irdo desenvolver seus subprojetos a partir deste
projeto.

Na extensdo

Espera-se ainda que os pesquisadores envolvidos possam compartilhar suas experiéncias
promovendo atividades de extensdo na comunidade local. Incluindo a realizagdo de exposigoes,
minicursos e palestras que visam informar a comunidade sobre a importancia da preservagdo da
diversidade avifauna brasileira.
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