UNIVERSIDADE FEDERAL DO PAMPA

SUZIANE ALVES BARCELLOS

PADROES DE ORGANIZAGAO DOS MICROCROMOSSOMOS EM ESPECIES DA
FAMILIA PICIDAE E NOVO METODO DE OBTENGAO DE CROMOSSOMOS DE
AVES.

SAO GABRIEL
2022



SUZIANE ALVES BARCELLOS

PADROES DE ORGANIZAGAO DOS MICROCROMOSSOMOS EM ESPECIES DA
FAMILIA PICIDAE E NOVO METODO DE OBTENGAO DE CROMOSSOMOS DE
AVES.

Tese apresentada ao Programa de Pods-
Graduagdao em Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Pampa, como
requisito parcial para obtencdo do Titulo
de Doutora em Ciéncias Bioldgicas.

Orientadora: Prof®. Dr®. Analia del Valle
Garnero

Coorientador: Prof. Dr. Roberto Ferreira
Artoni

Sao Gabriel
2022



Ficha catalografica elaborada automaticamente com os dados fornecidos
pelo(a) autor(a) através do Mddulo de Biblioteca do
Sistema GURI (Gestédo Unificada de Recursos Institucionais).

Barcellos, Suziane Alves

Padrdes de organizagdo dos microcromossomos em espécies da
familia Picidae e novo método de obtencdo de cromossomos de aves /
Suziane Alves Barcellos. p 71.

Defesa (Doutorado) -- Universidade Federal do Pampa,
DOUTORADO EM CIENCIAS BIOLOGICAS, 2022.
“Orientacao: Analia del Valle Garnero”.

1. Caridtipo 2. FISH 3. Cultivo celular 4. Picidae 5. Evolugéao.
l. Titulo.




08/02/2023 10:36 SEI/UNIPAMPA - 1001928 - SISBI/Folha de Aprovagéo

SUZIANE ALVES BARCELLOS

PADROES DE ORGANIZAC},‘O DOS MICROCROMOSSOMOS EM ESPECIES DA FAMILIA
PICIDAE E NOVO METODO DE OBTENCAO DE CROMOSSOMOS DE AVES

Tese apresentada ao Programa de
Pés—Graduacao em Ciéncias Biolégicas
da Universidade Federal do Pampa,
como requisito parcial para obtencao
do Titulo de Doutor em Ciéncias
Bioldgicas.

Dissertacdo defendida e aprovada em: 12, dezembro de 2022.

Banca examinadora:

Profa. Dr2. Analia del Valle Garnero
Orientador

UNIPAMPA

Prof. Dr. Rafael Kretschmer

UFPel

Prof. Dr. Tiago Marafiga Degrandi

LIFPG



08/02/2023 10:36

il
Sel
assinatura
eletrénica

1
Sel
assinatura
eletrénica

1
Sel

assinatura
( eletronica

&
&

&

il
sel!
assinatura
eletrénica

0

SEI/UNIPAMPA - 1001928 - SISBI/Folha de Aprovagao

Prof. Dr. Ricardo José Gunski

UNIPAMPA

Assinado eletronicamente por ANALIA DEL VALLE GARNERO, PROFESSOR DO MAGISTERIO
SUPERIOR, em 13/12/2022, as 13:39, conforme horario oficial de Brasilia, de acordo com as
normativas legais aplicaveis.

Assinado eletronicamente por RAFAEL KRETSCHMER, PESSOAL VOLUNTARIO, em 13/12/2022, as
13:47, conforme hordrio oficial de Brasilia, de acordo com as normativas legais aplicaveis.

Assinado eletronicamente por Tiago Marafiga Degrandi, Usuario Externo, em 13/12/2022, as 15:00,
conforme hordrio oficial de Brasilia, de acordo com as normativas legais aplicaveis.

Assinado eletronicamente por RICARDO JOSE GUNSKI, PROFESSOR DO MAGISTERIO SUPERIOR, em
13/12/2022, as 15:38, conforme horario oficial de Brasilia, de acordo com as normativas legais
aplicaveis.

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site

= https://sei.unipampa.edu.br/sei/controlador_externo.php?

2 acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cédigo verificador 1001928 e
¥ o codigo CRC 63A82E37.




Dedico esta tese aos meus pais Sénia e
Amilton, e aos meus avés Marcia e
Gabriel.



AGRADECIMENTOS

Gratidao é a palavra que define minha trajetéria durante o doutorado.

Agradeco a minha familia, principalmente aos meus pais por todo amor, apoio e
compreensao.

Agradeco a professora Analia por ter me apresentado ao mundo da citogenética,
pela confianga, incentivo, orientagcao, apoio e amizade.

Ao professor Ricardo pela motivagao, disponibilidade de ajudar, pelas inumeras
saidas de campo e por todos os conselhos que sé acrescentaram na minha trajetoria
como pesquisadora.

Ao Marcelo e Victoria, amigos e companheiros de todas as horas, irmaos de coragao
que a vida me deu.

Ao Tiago, pela amizade, ensinamentos, incentivo, pela disponibilidade impar em
sempre me ajudar, por tudo que fez e ainda faz por mim.

Ao Rafael, pela amizade, por compartilhar seu conhecimento, pelos incentivos, pela
disponibilidade e imensuravel ajuda.

Ao Professor Fabiano pelos conselhos e ensinamentos.

Agradeco também pelo apoio dos meus colegas e amigos do Laboratério de
Diversidade Genética Animal.

Ao Professor Roberto Artoni, pela co-orientacdo, por abrir as portas de seu
laboratério e possibilitar a aprendizagem de novas técnicas.

A CAPES e ao CNPq pelos auxilios financeiros.

A Lauren e Simona pela amizade, apoio e incontaveis conselhos.

Ao Dr. Erich Jarvis por me receber em seu laboratério, por todo apoio e amizade.

Ao Giulio pela paciéncia e disponibilidade em me ensinar bioinformatica.

Ao Leandro pela amizade e auxilio no projeto de doutorado sanduiche.

A Gabi e Carol pelo apoio, amizade e por deixar mais leve a soliddo de viver fora do
meu pais.

Aos integrantes do VGL e do Laboratdrio de Neurogenética que me acolheram e

fizeram sentir parte dos grupos desde o primeiro dia de trabalho.



“I was taught that the way of progress

was neither swift nor easy”

Marie Curie



RESUMO

Nas ultimas décadas, a citogenética vem agregando importantes resultados no
estudo evolutivo do caridtipo das aves. A familia Picidae, que inclui os pica-paus,
compreende cerca de 217 espécies distribuidas em quase todos os ambientes
terrestres do planeta. Apesar dos poucos estudos citogenéticos em espécies de
pica-paus, foram observados resultados interessantes, como o cromossomo sexual
Z sendo o maior elemento do cariétipo, alta variacdo do numero dipléide e da
proporcao de sequéncias repetitivas. Estas caracteristicas influenciaram na escolha
da familia Picidae para o desenvolvimento desta Tese. Considerando que os
estudos citogenéticos necessitam de preparagdes cromossdémicas de alta qualidade,
no Capitulo | foi desenvolvido um novo método de obtengcdo de cromossomos a
partir de embrides de aves, do qual propde uma técnica barata e rapida para a
producao de amostras de alta qualidade para a utilizagdo na citogenética classica e
molecular. No Capitulo |IlI, foi realizada a caracterizacdo do complemento
cromossOmico de quatro pica-paus, sendo descrita pela primeira vez a espécie
Picumnus nebulosus. Além disso, descreveu-se a organizagdo dos
microcromossomos dessas espécies através de analises de hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH) com sondas de microcromossomos de Gallus gallus, onde pode
ser observado um rearranjo inédito em Veniliornis spilogaster, uma fusdo de um
microcromossomo, seguida de uma quebra e inversdo. Multiplas fusdées envolvendo
microcromossomos em Melanerpes candidus, a conservagao desses elementos em
Picumnus nebulosus e poucas fusbes em Colaptes campestris. E por ultimo, no
Capitulo 1ll, foram descritas as contribuicbes e experiéncias vivenciadas durante o

estagio de doutorado sanduiche no exterior.

Palavras-Chave: Cariétipo; FISH; Cultivo celular; Picidae; Evolugao.



ABSTRACT

In the last decades, cytogenetics has added important results for the evolutionary
study of the karyotype of birds. The Picidae family, which includes woodpeckers,
comprises about 217 species distributed in almost all terrestrial environments on the
planet. Despite the few cytogenetic studies in woodpecker species, interesting results
were observed, such as the Z sex chromosome being the largest element of the
karyotype, high variation in the diploid number and in the proportion of repetitive
sequences. These characteristics influenced the choice of the Picidae family for the
development of this thesis. Considering that cytogenetic studies require high quality
chromosomal preparations, in Chapter | a new method for chromosome harvesting
from avian embryos was developed, which proposes a cheap and fast technique for
the production of high quality samples for classical and molecular cytogenetics. In
Chapter Il was carried out the characterization of the chromosomal complement of
four woodpeckers, and Picumnus nebulosus species was described for the first time.
In addition, the organization of microchromosomes of these species was described
through Fluorescent in situ Hybridization (FISH) analysis with microchromosome
probes from Gallus gallus, where an unprecedented rearrangement can be observed
in Veniliornis spilogaster, a fusion of a microchromosome followed by a break and
inversion. Multiple fusions involving microchromosomes in Melanerpes candidus, the
conservation of these elements in Picumnus nebulosus and a few fusions in Colaptes
campestris. In the last one, Chapter Ill, were described contributions and

experiences during the internship doctoral abroad.

Keywords: Karyotype; FISH; Cell culture; Picidae; Evolution.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Classe Aves

As aves pertencem ao clado Archosauriformes e representam um dos grupos
de vertebrados mais bem sucedidos, sendo representadas por aproximadamente
10.770 espécies divididas em 40 ordens (PINHEIRO; SIMAO-OLIVEIRA; BUTLER,
2020; GILL; DONSKER; RASMUSSEN, 2020). De acordo com a classificagao atual,
os Neornithes (aves modernas) sao representadas por trés grupos monofiléticos:
Paleognatas, Galloanserae e as Neoaves (JARVIS et al., 2014).

Os membros dessa Classe sdo consideradas excelentes modelos animais
para pesquisas de diversas areas: neurobiologia, conservagdo, genética
populacional, especiagao, filogeografia, biogeografia e macroecologia (JUNG et al.,
2019; WILEY; MILLER, 2020). Nos ultimos anos, o mandarim (Taeniopygia guttata)
vem sendo utilizado em estudos de aprendizagem vocal para tentar desvendar os
mecanismos envolvidos na linguagem humana (JUNG et al., 2019). Outro exemplo,
sdo os membros da familia Picidae (pica-paus), que possuem varias adaptagcdes
anatbmicas evolutivas para mitigar os impactos no cérebro enquanto bicam,
servindo como modelo de investigagao para o desenvolvimento de equipamentos de
seguranga (FARAH; SIWEK; CUMMINGS, 2018; SMOLIGA; WANG, 2019).

Embora a Classe Aves apresente uma grande diversidade de espécies e seja
objeto de estudo de diversas pesquisas, pouco se sabe sobre a organizagao
genbmica e evolugdo cariotipica desta classe (DEGRANDI et al., 2020). Desse
modo, cientistas tém utilizado distintas abordagens, tais como a citogenética, com o
objetivo de mitigar essa lacuna nos estudos da area. A citogenética possui foco no
estudo dos cromossomos e cariotipos, na observacido do numero dipléide, padroes
de bandas cromossOmicas, morfologia e também nas homologias. Essas
caracteristicas quando analisadas em conjunto podem fornecer importantes

informacgdes relacionadas a questdes evolutivas (DOBIGNY et al., 2004).

1.2 Cultivo celular para estudos de citogenética em aves

Para o estudo da citogenética de aves é necessario a obtengdo de
preparagdes cromossOmicas de alta qualidade, devido a grande quantidade de
microcromossomos presentes no cariotipo desses animais. Amostras ideais para

estudos citogenéticos devem ter um grande numero de metafases, cromossomos
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com morfologia distinguiveis e pouca quantidade de citoplasma (KRETSCHMER et
al., 2022). Os cromossomos podem ser obtidos através de varios métodos e de
diferentes tecidos, tais como pulmbes, bulbo de pena, pele, medula dssea, embrides
e também por meio de cultivo de linfécitos (MOORHEAD et al.,, 1960; SASAKI,;
IKEUCHI; MAKINO, 1968; GARNERO; GUNSKI, 2000; BARCELLOS et al., 2022;
KRETSCHMER et al., 2022). Atualmente, o método mais utilizado para as
preparacdes cromossémicas de aves € o cultivo de fibroblastos, no entanto essa
técnica demanda muitos reagentes, equipamentos e varios dias de manutencgao até
a extracdo (SASAKI; IKEUCHI; MAKINO, 1968).

1.3 Citogenética de aves

Atualmente, existe uma escassez muito grande relacionada a estudos
citogenéticos, onde apenas 1.067 espécies de aves, dentre mais de 10.000,
possuem cariétipos descritos. Em relagdo a citogenética molecular, esses numeros
sao ainda mais baixos, onde menos de 1% de todas as espécies pertencentes a

Classe Aves possuem estudos com pintura cromossdmica (DEGRANDI et al., 2020).

Através da citogenética classica é possivel identificar o numero dipldide,
padrées de bandeamentos cromossémicos e morfologia dos cromossomos, fatores
importantes para a organizagao e descri¢gao cariotipica das espécies (LIEHR, 2022).
As aves sao consideradas peculiares quanto a sua estrutura cariotipica, sendo o
grupo que apresenta o maior numero de cromossomos (em geral 2n=80) dentre
todos os vertebrados (DAMAS et al., 2019). O cariétipo dos membros desse grupo
possui formato bimodal, composto por muitos pares de microcromossomos € poucos
pares de macrocromossomos (KRETSCHMER; FERGUSON-SMITH; DE OLIVEIRA,
2018a; DAMAS et al., 2019; DEGRANDI et al., 2020). O numero cromossOGmico
elevado esta relacionado a presenga dos microcromossomos, elementos que
surgiram no ancestral desses animais, originados pelos eventos de fissdes de
macrocromossomos € cromossomos médios (GRIFFIN; LARKIN; O’CONNOR,
2019). Além disso, estudos cromossémicos sugerem que o cariotipo é mais
conservado entre as linhagens de aves do que entre outros grupos (DE OLIVEIRA et
al., 2017; KRETSCHMER; FERGUSON-SMITH; DE OLIVEIRA, 2018a). Como
consequéncia, pressupde-se um modelo de evolugdo gendmico onde existe uma
baixa taxa de mudangas evolutivas em genomas menores, como observado no

genoma das aves (ELLEGREN, 2010). No entanto, nas ultimas décadas, através da
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citogenética foi possivel observar variagbes no complemento cromossémico, fato
que demonstra que o genoma das aves nao é tdo conservado como acreditava-se
anteriormente (KRETSCHMER; FERGUSON-SMITH; DE OLIVEIRA, 2018a).

1.4 Cromossomos sexuais

Os membros da Classe aves exibem um sistema de cromossomos sexuais
ZZ/ZW, onde a fémea é heterogamética (ZW) e o macho homogamético (Z2)
(SCHARTL; SCHMID, 2016). O cromossomo Z possui tamanho relativamente
conservado (equivalente em tamanho ao terceiro ou quarto par autossémico),
enquanto o cromossomo W possui uma variagao significante, € usualmente pequeno
e heterocromatico (DAMAS et al., 2019). Porém, existem exce¢des como Gallinula
melanops, Myiopsitta monachus, Nyctibius griseus e algumas espécies de
andorinhas, que apresentam um cromossomo W maior do que o normalmente
observado (NIETO et al., 2012; FURO et al., 2017; BARCELLOS et al., 2019;
GUNSKI et al., 2019). Em contraste, na familia Picidae as espécies apresentam um
enorme cromossomo Z, que apresenta um acumulo de sequéncias repetitivas (DE
OLIVEIRA et al., 2017).

1.5 Microcromossomos

Os microcromossomos sao importantes elementos do genoma e altamente
conservados que estdo presentes na historia evolutiva em linhagens de mamiferos,
répteis e aves. No passado, esses pequenos cromossomos eram vistos somente
como acessorios, ou elementos de heterocromatina (NEWCOMER, 1955). No
entanto, com estudos citogenéticos juntamente com gendmica, foi possivel
determinar a importancia fundamental dos microcromossomos no genoma
(WATERS et al., 2021).

Em geral, as aves possuem aproximadamente 30 pares de
microcromossomos extremamente pequenos e indistinguiveis morfologicamente
(CHRISTIDIS, 1990; GRIFFIN et al., 2007). Outra caracteristica dos
microcromossomos € a alta densidade de genes e taxa de recombinagéo. Apesar da
importancia no cariétipo das aves, os estudos envolvendo microcromossomos ainda
sao escassos. Um dos motivos para essa lacuna de dados € a falta de técnicas
adequadas para as analises, pois devido ao seu tamanho reduzido & praticamente

impossivel distingui-los através das de citogenética classica (CHRISTIDIS, 1990).
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1.6 Citogenética molecular

A citogenética molecular auxilia na compreensao da organizagdo e estrutura
cromossdmica, bem como nas fungdes evolutivas e de hereditariedade. Nos ultimos
anos, estudos de pintura cromossdmica comparativa em aves utilizando hibridizacao
in situ fluorescente (FISH) tem sido feitos para identificar homologias cromossémicas
em espécies proximas ou distantemente aparentadas (KRETSCHMER,;
FERGUSON-SMITH; DE OLIVEIRA, 2018a). Esta técnica destaca-se pela sua
eficacia em estudos de biologia evolutiva (FERGUSON-SMITH et al., 2005;
ELLEGREN, 2010). Atualmente, as sondas de cromossomos inteiros mais utilizadas
em pintura cromossdmica sao: Gallus gallus (GGA) e Leucopternis albicollis (LAL)
(GRIFFIN et al., 2007; DE OLIVEIRA et al., 2010). Em 2018, desenvolveu-se um
novo conjunto de sondas a partir da espécie Zenaida auriculata (ZAU), que possui
um alto grau sinténico com os macrocromossomos do ancestral hipotético das aves
(PAK) e de G. gallus, além de demonstrar sinais mais claros de hibridizagcdo quando
utilizadas em espécies derivadas (KRETSCHMER et al., 2018b).

A pintura cromossdémica com sondas de cromossomos inteiros cobre
principalmente os macrocromossomos das aves, criando uma lacuna nos estudos
dos microcromossomos (KRETSCHMER; FERGUSON-SMITH; DE OLIVEIRA,
2018a). Além disso, dentre os trabalhos com pintura cromossémica, espécies de
Picidae ainda ndo tiveram seu complemento cromossdmico analisado através dessa

técnica.

1.7 Sondas de cromossomos artificiais bacterianos (BACs)

Com os avangos da citogenética molecular juntamente com a genémica foi
possivel desenvolver técnicas para analisar os microcromossomos das aves, como 0
BAC-FISH. As sondas de microcromossomos de G. gallus permitem a identificagao
de possiveis rearranjos cromossdmicos envolvidos na evolugao cariotipica da classe
Aves (LITHGOW et al., 2014; DAMAS et al., 2017).

Estudos recentes demonstraram que, apesar de conservados, o0s
microcromossomos também sofreram rearranjos cromossdémicos em 7 ordens de
aves, apresentando-se como fusdes entre microcromossomos e também fusdes
entre macro e microcromossomos. No entanto, nenhuma fissdo desses elementos
foi observada (O’'CONNOR et al., 2019; KRETSCHMER et al., 2021; DOS SANTOS
et al., 2022).
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1.8 A Ordem Piciformes e a familia Picidae

Os piciformes compreendem uma grande variedade de espécies, dentre elas
estdo os pica-paus, jodo-bobos, capitdes, arirambas e tucanos (MOOREA;
MIGLIAB, 2009; JARVIS et al., 2014). Os pica-paus (Picidae) constituem um grupo
muito diverso e intrigante de aves, pertencendo ao clado Coraciimorphae, do qual
incluem também as ordens Trogoniformes, Bucerotiformes e Coraciiformes (JARVIS
et al., 2014). Essas aves estao dispersas por quase todo o globo terrestre, exceto na
Antartica e Australasia (SCHUPPE et al.,, 2021). A familia Picidae, compreende
aproximadamente 217 espécies distribuidas em 33 géneros (DICKINSON;
RENSEM, 2013). Apesar dos esforgos recentes para clarificar a filogenia dessa
familia, ainda existem duvidas sobre como essas espécies se relacionam,
principalmente no género Picumnus, pois esses individuos geralmente sdo mais
raros e varias espécies nao estao presentes em estudos filogenéticos (SHAKYA et
al., 2017).

Do ponto de vista citogenético, os Piciformes costumam apresentar cariotipos
atipicos, como por exemplo, mais de 100 cromossomos em tucanos (CASTRO;
RECCO-PIMENTEL; ROCHA, 2002; KRETSCHMER et al., 2020). Essa variagao
pode ocorrer até mesmo entre espécies da mesma familia, como no caso dos
Picidae, onde M. candidus possui 2n=64, enquanto espécies do género Colaptes e
Veniliornis possuem 80 cromossomos ou mais (DE OLIVEIRA et al.,, 2017;
BERTOCCHI et al., 2018). Além disso, apresentam o cromossomo Z como 0 maior
elemento do caridtipo e um acumulo de sequéncias repetitivas incomum para as
aves, podendo conter mais de 25% dessa sequéncias em seus genomas (ZHANG et
al., 2014; WILEY; MILLER, 2020).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Contribuir na expansao dos estudos citogenéticos em espécies da familia

Picidae e desenvolver um novo método para obtengcdo de cromossomos.

2.2 Objetivos especificos

- Desenvolver um novo método para a obtencdo de cromossomos a partir de

embrides de aves para estudos citogenéticos;

- Identificar a ocorréncia de rearranjos cromossdmicos através de hibridizagao in situ
fluorescente com sondas de microcromossomos (BACs) de G. gallus nas espécies:
Melanerpes candidus, Colaptes campestris, Veniliornis spilogaster e Picumnus

nebulosus.

- Adquirir conhecimento na area de gendmica e bioinformatica por meio de estagio

de doutorado no exterior.
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ABSTRACT

Avian cell culture is widely applied for cytogenetic studies, the improvement of which
increasingly allows for the production of high quality chromosomes, essential to
perform both classical and molecular cytogenetic studies. Among these approaches,
there are two main types: fibroblast and bone marrow culture. Despite its high cost
and complexity, fibroblast culture is considered the superior approach due to the
quality metaphases produced. Short-term bone marrow cultivation provides more
condensed chromosomes but nonetheless is quicker and easier. In the search for a
quicker, cheaper way to prepare metaphases without losing quality, the present work
developed a novel, widely applicable protocol for avian chromosome
preparation. Twenty-one bird embryos from distinct families were sampled: Icteridae,
Columbidae, Furnariidae, Estrildidae, Thraupidae, Troglodytidae and Ardeidae. The
protocol was based on a combination of modified fibroblast culture and bone marrow
cultivation, taking the advantages of both. The results show that all species
consistently presented good mitotic indexes and high quality chromosomes. Overall,
the application of this protocol for bird cytogenetics can optimize the time,
considering that most fibroblast cultures take at least 3 days and often much longer.

However, our protocol can be performed in 3 hours with much reduced cost of

reagents and equipment.
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INTRODUCTION

Since the early 1900s bird chromosomes have been investigated by classical
and molecular approaches. In spite of avian cytogenetics playing an important role in
evolutionary studies, less than 10% of all bird species have a karyotype description
so far and nearly all of these are only partial karyotypes [1]. Birds have a bimodal
karyotype and a ZZ/ZW sex chromosome system [2]. One of the most remarkable
characteristics in their karyotypes is the large number of microchromosomes, which
encode a high rate of important genes [3]. Regarding diploid numbers, they display a
wide range, from 40 to 142. Despite this variation, more than 50% of birds have
between 78 and 82 chromosomes [1].

Working with wild birds is always challenging, due to the limitations associated
with animal sampling [4]. Even though some samples can be collected from birds in
captivity, it is still hard to do this in some species without negatively affecting their
health [5].

Avian cytogenetic studies require cell cultures that provide high quality
metaphases for chromosomes analysis, as well as the application of classical and
molecular techniques, such as karyotyping, chromosome banding and fluorescent in
situ hybridization (FISH). In recent years, FISH analysis has played an important role
in evolutionary studies, revealing chromosomal homologies and rearrangements [6].
Due to the large amount of microchromosomes and the difficulty in distinguishing
them, cells need to be free from residual content such as cytoplasm, which could
cause analysis issues. In general, fibroblast culture is the most applied protocol to
get high quality avian metaphases [7-12]. However, some authors use short-term
bone marrow cultivation to perform cytogenetic experiments [13-16].

In 1968, Sasaki, lkeuchi and Makino [17] developed a fibroblast cell culture
protocol in order to get bird metaphases. Although this protocol has been widely
used, there are limiting factors for its application, such as expensive reagents and
equipment, contamination risk and long-term culture, which can last several weeks.
In addition, cell culture protocols with a few modifications such as temperature and
time of cultivation have also been used [7-10]. On the other hand, the short-term
bone marrow culture is a low cost technique in comparison, however, the metaphase
quality is typically poorer due to the accumulation of residual content such as

cytoplasm and typically short, condensed chromosomes [18]. Another short-term cell
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culture that can be applied for this approach is the colchicinized embryo technique

developed by Bloom and Buss (1966) [19] and Bloom (1969) with modifications [20].
The purpose of this study was to develop a low cost, short-term cell culture for

avian cytogenetic studies that combined the ease of bone marrow culture with the

quality of fibroblast culture using fertilized eggs as a starting material.

MATERIALS AND METHODS

BIRD-EMBRYO CELL CULTURE PREPARATION

For this technique, it was used 3 fertile bird eggs from individuals of distinct
families of birds i.e. Icteridae (Molothrus bonariensis), Columbidae (Columbina picui),
Furnariidae (Synallaxis frontalis), Estrildidae (Estrilda astrild), Thraupidae (Sporophila
caerulescens), Troglodytidae (Troglodytes musculus), and Ardeidae (Butorides
Striata), ranging from 10 to 15 days old. All samples were collected following the
protocols approved by the Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA
019/2020) and Biodiversity Authorization and Information System (SISBIO 61047-
3/33860-2).

To begin with, the eggs were examined by candling, holding them in front of a
bright light. Shells were cleaned wiping with 70% ethanol and allowing it to air-dry.
Then, the egg air sac was found and marked with a pencil. Subsequently, the shell
above the air sac was removed with sterile forceps, without touching the egg
membrane. Then, the membrane was removed, exposing the embryo, which was
placed into a sterile petri dish with egg content. After that, the embryo was removed
to another sterile petri dish. To prepare cell suspension, the embryo was washed with
2 ml of Hanks’ balanced salt solution 1x and then we dissected the embryo head
using a sterile scissor. The Hanks’ solution was discarded, and it was macerated
(shown in Figure 1a). Subsequently, a 5 ml syringe with a needle and pipette were
used in order to help mixing the embryo with the 2 ml of trypsin 0.25% EDTA (shown
in Figures 1b, c). Using a sterile pipette, the sample was placed into a 15 ml conical
tube with 2 ml of trypsin 0.25% EDTA and mixed until the complete tissue
disaggregation, for approximately 10 minutes. Afterwards, it was added 1 ml of fetal
bovine serum to inactivate the trypsin solution. The content was placed into a new

tube containing 10 ml of RPMI 1640 medium pre warmed at 37°C and mixed. Then, 3
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drops of colchicine 0.01% was added. The sample was incubated at 37°C for 1 hour,
and then subsequently centrifuged for 10 minutes at 1000 rpm (room temperature).
The supernatant was removed and suspended the cell pellet into 10 ml of hypotonic
solution (0.075 M KCI) at 37°C for 20 minutes. Finally, 1 ml of methanol and acetic
acid (3:1) solution was added in order to fix the samples. The process was repeated
3 times with 10 ml of methanol and acetic acid (3:1) each at 1000 rpm for 10 minutes
before storage at -20°C (shown in Figure d). From start to finish, the whole protocol
took less than 3 hours.

Metaphases were stained with Giemsa 5% in phosphate buffer pH 6.8 for 5
min. Figures were photographed with an optical microscope (OLYMPUS DP53) and
cellSens Imaging software (OLYMPUS).

Figure 1 — Some of the steps in preparing embryos for short-term culture. The embryo was replaced to
a sterile petri dish and dissect the head, then it was macerated using sterile scissors and tweezers (A);
2ml trypsin 0.25% EDTA was transferred into the petri dish using a sterile pipette (B); The embryo and
the solution were mixed by a 5ml syringe with needle (C); After incubation and washes, the sample
was ready to be stored (D).
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FLUORESCENT /N SITU HYBRIDIZATION (FISH)

In order to test the effectiveness of FISH analysis in these chromosomal
preparations, we chose two sets of probes. Bacterial artificial chromosomes (BACs)
from G. gallus microchromosomes (GGA12) and the sex chromosome Z (GGAZ)
were respectively applied in the B. striata and T. musculus species. FISH
experiments were performed according to O’Connor et al. (2019). The results were

photographed using an epifluorescence microscope (Olympus BX61).

RESULTS

Overall, all bird species sampled by this new embryo short-term protocol
presented high quality metaphases. Figure 2 displays three individuals sampled by
this protocol. The chromosomal number found in these species was the same as
previously cited in literature, S. caerulecens 2n= 78, E. astrild 2n= 78 and B. striata
2n= 60 [22-26].

Figure 2 — Conventional staining with Giemsa 5%. S. caerulescens (a); E. astrild (b); B. striata (c).
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Although we did not perform specific statistical analysis of mitotic indexes,
they were nonetheless high in all samples and more than good enough for our
purposes. Several metaphases were present in each field of view for all samples.

The estimated time for all process, from the embryo disassociation to slide
preparation was less than 3 hours with extra time necessary for staining, FISH and
microscopy.

The BAC probes were successfully hybridized, GGA12 in one
microchromosome pair of B. striata, as well as GGAZ in the Z chromosome of T.

musculus. FISH results are shown in Figure 3.

Figure 3 — Fluorescent in situ hybridization analysis using BAC probes. (a) GGAZ (TGMCBA-27019
Texas red) in T. musculus. (b) GGA12 (60P3 Texas red and 4M5 Fluorescein isothiocyanate) in B.
striata.

DISCUSSION

Generating suitable quality metaphases in a reasonable time frame is the
basis for all cytogenetic experiments. In this study, we combined the benefits of bone
marrow cultivation techniques with fibroblast culture.

Long-term fibroblast culture, from embryonic and non-embryonic cells such as
muscle, liver, skin, and lungs have been the most applied technique to getting bird

chromosomes [7,8,27,29]. However, these protocols require extensive time
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cultivation, large quantity of reagents and specific equipment, for instance a CO,
incubator [9,10]. The colchicinized embryo technique is also a good option for
obtaining bird metaphases, however as the bone marrow cell culture, it contains
residual cytoplasm, which can cause hybridization issues for FISH analysis [19, 20,
30, 31].

This new method presents several benefits when compared to other types of
cell cultures used for avian cytogenetics: (1) it is easier, cheaper and quicker than
fibroblast cell culture protocols. Most of the previous fibroblast culture methods take
more than 3 days, some of them more than 2 weeks, to obtain good quality
metaphases [7-9, 27,28]. By contrast, the method described here takes around 3
hours in total; (2) One bird embryo provides numerous metaphases of high quality;
(3) The method requires only a few equipment and reagents; (4) Low contamination
rate. For fibroblast cultures, one of the major challenges is to avoid the contamination
that can cause the lost of the samples. In contrast, our protocol can cope this issue
due to the short amount of cultivation time. A comparison table (Table 1) shows more

closely the advantages and disadvantages of most common cell culture techniques.

Table 1- Comparison table between cell culture methods for bird cytogenetics.

Techniques Advantages Disadvantages
Colchicinized embryo | - Good quality | - Accumulation of residual
technique developed by | chromosomes content in the metaphases
Bloom and Buss | - Short-term  cultivation
(1966)[19] (approximately 2h)
- Requires only a few
reagents
Fibroblast cell culture | - High quality | - Long term cultivation
developed by Sasaki, | chromosomes (weeks)
Ikeuchi and Makino | - Metaphases free of |- Requires many
(1968)[17] cytoplasm equipment and reagents
- Risk of contamination
Colchicinized embryo | - Good quality | - Accumulation of residual
technique developed by | chromosomes content in the metaphases
Bloom (1969)[20] - Short-term  cultivation | -Limited number of
(approximately 1h) metaphases per embryo
- Requires only a few |due to the absence of
reagents passages
Bone marrow developed | - Short-term cultivation | - Accumulation of residual
by Garnero and Gunski | (approximately 1h) content in the metaphases
(2000)[18] - Requires only a few |- Condensed
reagents chromosomes
- Limited number of
metaphases per individual
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due to the absence of
passages

Fibroblast (skin and liver)
developed by Itoh and
Arnold (2005)[9]

- High
chromosomes
- Possibility of increasing
the metaphases amount
by the passages

quality

Long term cultivation (one
week)

- Requires many
equipment and reagents

- Risk of contamination

Cell culture developed by
Tsuda and Umehara
(2007)[10]

- High
chromosomes
- Possibility of increasing
the metaphases amount
by the passages

quality

Long term cultivation
(more than 48h)
- Requires many

equipment and reagents
- Risk of contamination

Method described in this
paper

- Short-term
(1h)

- Requires only a few
reagents and equipment

cultivation

-Limited number of
metaphases per embryo
due to the absence of
passages

- High quality
chromosomes
- Contamination issues

don’t affect the quality of
the culture

Bone marrow or fibroblast cultures that use organs of adult individuals need to
sacrifice the bird, which can be problematic if these animals were in the reproductive
season [8-16]. Considering that more than 80% of all bird species both parents
provide care, if one of the parents were sacrificed its progeny will probably die
[29,32]. Furthermore, there is no guarantee that the offspring will survive until
adulthood, due to nest predation and all difficulties in the growing process [33-35].
Besides the high energy expenditure during reproduction, most females are still able
to re-lay eggs in the same season, in case of the first attempt didn’t succeed [33,35-
37]. Thus, this is another advantage for bird embryo short-term culture protocol that
tries to mitigate the environmental impact. Furthermore, the metaphases present
better quality than those obtained by short-term bone marrow culture [18].

Avian cytogenetics is concerned with genome reconstruction and comparative
genomics [6]. Molecular cytogenetics has to keep pace with the number of species
that are being sequenced and rapid methods such as this for chromosome
preparation are increasingly essential [38,39]. High quality preparations with longer

chromosomes allow for the mapping of predicted chromosome fragments (PCFs)
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more accurately and cleaner preparations mean that cross species hybridizations are
more likely to work.
Towards this end, the present study provided a new method for cell culture

that can be widely applied for cytogenetic studies in bird species
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CAPITULO I

ORGANIZAGAO DE MICROCROMOSSOMOS EM ESPECIES DE PICA-PAUS
ATRAVES DE HIBRIDIZAGAO IN SITU FLUORESCENTE COM BACs

Artigo sera submetido a revista Genes

RESUMO

Os pica-paus possuem caracteristicas citogenéticas interessantes, tais como
uma grande variagdo no numero dipldide, onde algumas espécies podem ter mais
de 100 cromossomos, além do incomum acumulo de sequéncias repetitivas no
genoma e o cromossomo Z sendo o maior elemento do cariétipo. Apesar da
importancia e diversidade de espécies existe uma enorme escassez relacionada aos
estudos gendmicos dos membros da familia Picidae. Portanto, o objetivo desse
trabalho foi descrever os padrdes da organizacdo dos microcromossomos das
espécies Colaptes campestris, Veniliornis spilogaster, Melanerpes candidus e
Picumnus nebulosus através da hibridizagao in situ fluorescente (FISH) com sondas
de cromossomos artificiais bacterianos (BACs) de microcromossomos de Gallus
gallus. P. nebulosus, a espécie mais basal dentre as analisadas, teve seu cariétipo
descrito pela primeira vez onde apresentou 110 cromossomos. Os resultados
demonstraram que apesar da conservagcao dos microcromossomos ser observada
em varias linhagens de aves, os Picidae apresentaram diversos rearranjos
intercromossOmicos envolvendo esses elementos. A espécie V. spilogaster
apresentou um rearranjo unico nunca observado em aves através de BAC-FISH, a
fissdo de um microcromossomo. Também foi possivel observar que o baixo numero
dipléide de M. candidus ocorreu devido as fusdes de microcromossomos. No
entanto, P. nebulosus nao apresentou nenhum tipo de rearranjo, sugerindo que
possam ter ocorrido fissoes de macrocromossomos ancestrais nessa espécie devido
ao elevado numero de microcromossomos. Em suma, o presente estudo
caracterizou pela primeira vez a organizagdo de microcromossomos por meio de
BAC-FISH em de quatro espécies de Picidae. Adicionalmente, os resultados
contribuiram para a expansao dos estudos na area de citogendmica de aves,
revelando que os microcromossomos apesar de serem considerados conservados,

podem estar envolvidos em rearranjos cromossdmicos em distintas ordens de aves.
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Palavras-Chave: Rearranjos; Citogenética; Evolugao; Cromossomo, BAC-FISH.

1 INTRODUCAO

Os Piciformes representam um grupo de aves de pequeno e médio porte que
habitam areas arbéreas, utilizando este ambiente para sua sobrevivéncia, bem como
para nidificagao e esconderijo. Esta ordem é composta por oito familias, das quais
cinco podem ser encontradas no continente americano: Picidae (pica-paus),
Buconidae (jodo-bobo), Capitonidae (capitdes), Galbulidae (arirambas) e
Rhamphastidae (tucanos) (MOOREA; MIGLIAB, 2009). A familia Picidae é altamente
diversa e composta por 236 espécies amplamente distribuidas ao redor do mundo,
possuindo importancia em modelos de estudos nas areas de filogeografia,
macroecologia e biogeografia (Bl et al., 2019; WILEY; MILLER, 2020). Apesar dos
recentes avangos nos estudos filogenéticos, ainda existem algumas relacdes
incertas em Picidae, especialmente na subfamilia Picumninae (DUFORT, 2016;
SHAKYA et al., 2017).

Do ponto de vista citogenético, apresentam uma grande variagdo no numero
dipléide, de 64 a 108 cromossomos, e também destacam-se devido a presenca de
um enorme cromossomo sexual Z, sendo o maior elemento do cariotipo (SHIELDS,
1982; DE OLIVEIRA et al.,, 2017). Em geral, possuem um numero cromossémico
elevado podendo ultrapassar de 100 cromossomos em algumas espécies. No
entanto, existem excegdes como a espécie Melanerpes candidus que possui 2n= 64.
Além disso, espécies de Picidae como Colaptes campestris, Colaptes melanochloros
e Melanerpes candidus apresentaram uma variabilidade morfolégica dos
macrocromossomos quando comparados com o caridtipo ancestral hipotético das
aves (DE OLIVEIRA et al, 2017). Os membros dessa familia possuem
caracteristicas gend6micas peculiares quando comparados a outras espécies da
classe Aves. Em relagdo a quantidade de DNA repetitivo, a familia Picidae
demonstra a maior proporgdo desses elementos entre o genoma das aves, com
mais de 25,8% na espécie Melanerpes aurifrons (ZHANG et al., 2014; WILEY;
MILLER, 2020). Além disso, apresentaram um acumulo incomum de sequéncias
repetitivas no cromossomo Z (DE OLIVEIRA et al., 2017).

A presenga de microcromossomos € uma caracteristica universal em todas as

aves. Esses cromossomos também podem ser observados no cariétipo de varias
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espécies de répteis e anfibios primitivos (BURT, 2002; ELLEGREN, 2010; WATERS
et al., 2021 ). Nas fémeas da espécie Gallus gallus, 23% de seu genoma é
constituido por microcromossomos (KRETSCHMER; FERGUSON-SMITH; DE
OLIVEIRA, 2018). Durante muito tempo, os microcromossomos foram considerados
componentes nao essenciais do genoma das aves. No entanto, com o avango dos
trabalhos em organizacdo genbmica observou-se que esses Cromossomos
desempenham fungdes importantes, como a codificagdo de até 50% dos genes
(SMITH et al., 2000). Além disso, possuem uma taxa de recombinagao quase cinco
vezes maior do que em mamiferos (BURT, 2002). Por esses motivos, estudos
envolvendo os microcromossomos das aves sao de extrema importancia para
compreender a organizagao e fungado desses elementos na evolugdo do genoma
(GRAVES; SHETTY, 2000; ELLEGREN, 2010).

Uma alternativa para uma melhor cobertura nos estudos do complemento
cromossOmico € a utilizagcao de ferramentas moleculares, como a hibridizagao in situ
fluorescente (FISH) com sondas de cromossomos artificiais bacterianos (BACs)
(DAMAS et al.,, 2017). Essa técnica permite identificar os microcromossomos
ancestrais envolvidos nos rearranjos inter-microcromossémicos e até mesmo fusdées
entre micro e macrocromosomos. Como consequéncia, a aplicacdo de FISH com
BACs vem sendo considerada um avancgo para os estudos citogenéticos, visto que a
identificacdo de rearranjos envolvendo microcromossomos ndo era possivel de ser
realizada devido a falta de ferramentas e protocolos adequados (LITHGOW et al.,
2014).

De modo geral, a organizagdo dos microcromossomos em aves demonstra
um alto grau de conservacado (LITHGOW et al., 2014; O'CONNOR et al., 2019;
KRETSCHMER et al.,, 2021a). Dentre as ordens de aves analisadas através de
BAC-FISH de microcromossomos de G. gallus (GGA) e até o presente momento,
somente Falconiformes, Psittaciformes, Caprimulgiformes, Cuculiformes, Suliformes,
Charadriiformes e Passeriformes apresentaram rearranjos envolvendo esses

pequenos elementos genémicos (DOS SANTOS et al., 2022).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
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Identificar e compreender os rearranjos cromossdmicos envolvendo
microcromossomos que atuaram na evolugdo do caridtipo de quatro espécies da

familia Picidae.

2.2 Objetivos especificos

- Analisar e comparar os cariotipos de 4 espécies: Melanerpes candidus, Colaptes
campestris, Veniliornis spilogaster e Picumnus nebulosus visando compreender os

processos de diferenciagao cariotipica que atuaram no grupo durante a evolugéo;

- Identificar a ocorréncia de rearranjos cromossdmicos através de hibridizagao in situ
fluorescente com sondas de microcromossomos (BACs) de G. gallus e sua

contribuicdo para os eventos de especiacao;

- Contribuir para a compreensdo da organizagdo dos microcromossomos em

diferentes espécies da familia Picidae.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Amostragem de espécies

Foram analisadas quatro espécies pertencentes a familia Picidae: Melanerpes
candidus (1 macho), Colaptes campestris (1 fémea), Veniliornis spilogaster (1
fémea) e Picumnus nebulosus (1 macho). Os individuos foram coletados por meio
da utilizacado de redes do tipo mist net, nos municipios de Porto Vera Cruz e Sao
Gabriel - Rio Grande do Sul, Brasil. Todos os procedimentos de captura e coleta de
amostras foram realizados sob condi¢cdes estabelecidas na licenga do SISBIO
previamente aprovada sob numero 33860-1 e 44173—-1 e também em conformidade
ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA - Universidade Federal do Pampa,
010/2018).

3.2 Obtencao dos cromossomos

Para obtencdo dos cromossomos mitéticos, foram aplicados dois métodos
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distintos: cultivo de fibroblastos (SASAKI; IKEUCHI; MAKINO, 1968) e cultura direta
de medula 6ssea de curta duragédo (GARNERO; GUNSKI, 2000).

O cultivo de fibroblastos, realizou-se a partir da retirada de uma biépsia do
pulmao e rins dos espécimes, que posteriormente foram lavadas com solugao salina
(Hank's) e fracionadas em uma placa de petri com auxilio de uma pinga e tesoura
estéreis. Em seguida, colocou-se o tecido em um tubo de centrifuga de 15 ml com 2
ml de colagenase tipo IV, onde foram incubadas a 37°C por 1 hora em estufa. Apds
a dissociagao dos tecidos foi acrescentado 5 ml de meio DMEM e centrifugado por
10 minutos a 1000 rpm, esta etapa repetiu-se por duas vezes. O pellet foi transferido
para garrafas de cultivo celular (25 cm?) contendo 8ml de meio DMEM acrescido de
antibidticos e fungicida e 2 ml soro bovino fetal, ambos em temperatura ambiente.
Apés alguns dias de cultivo, observou-se um 6timo nivel de crescimento celular, e
entdo foi dado inicio aos procedimentos para a extragao dos cromossomos. Foram
adicionados 100 ul de colchicina 0,05% em cada garrafa de cultivo, que foram
incubadas por 4 horas a 37°C. Apds incubacao, adicionou-se 1 ml de solugao salina
(Hanks) que ficou em contato com a amostra por aproximadamente 5 minutos, em
seguida verteu-se a solugdo para um tubo de centrifuga de 15 ml. Logo apds, foram
adicionadas 2 ml de solucéo de tripsina EDTA 0,25% e as células soltaram-se das
garrafas sendo transferidas para o tubo. Posteriormente, o material foi centrifugado
por 10 minutos a 1000 rpm, descartou-se o sobrenadante e as células sedimentadas
e iniciou-se o tratamento com solugao hipotdnica (KCI 0,075M) durante 9 minutos a
37°C, em seguida acrescentou-se 1 ml de fixador (metanol e acido acético na
proporgao 3:1) ao tubo. As células foram ressuspendidas cuidadosamente por 20
vezes e centrifugadas por 10 minutos a 1100 rpm. Apds a centrifugagdo, o
sobrenadante foi retirado, adicionou-se 8 ml de fixador para dar inicio a etapa de
fixagdo da amostra. Apds a ressuspensédo, o material foi centrifugado por 10 minutos
a 1100 rpm, repetiu-se esse processo por mais 3 vezes e o pellet foi armazenado
em freezer até o momento de sua utilizagao.

Para a realizacdo da cultura direta de curta duracao, retirou-se da medula
ossea do fémur do exemplar com o auxilio de uma seringa hipodérmica de 5ml com

agulha estéril que foi colocado em uma placa de Petri com 5ml meio RPMI

previamente aquecido a 37°C, a mesma foi dissociada com auxilio da seringa, o

material foi transferido para um tubo de centrifuga de 15 ml e incubado com 3 gotas
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de colchicina (0,05%) por 1h em banho maria a 37"C. Em seguida, o material foi
centrifugado por 10 minutos a 1100 rpm, descartou-se o sobrenadante e as células

sedimentadas foram tratadas com solug¢ao hipoténica (KCI, 0,075M) por 20 minutos

a 3777 C, apos foi acrescentada 1 ml de solucdo fixadora. A amostra foi
ressuspendida cuidadosamente e centrifugada por 10 minutos a 1100 rpm, o
sobrenadante foi retirado, este processo foi realizado durante 3 vezes e

posteriormente a amostra foi armazenada no freezer até o momento do uso.

3.3 Citogenética classica

Para as andlises foram utilizadas laminas novas e lavadas. As amostras
foram ressuspendidas cuidadosamente varias vezes em seus tubos, com o auxilio
de pipetas de Pasteur. Posteriormente, despejou-se uma gota de material por lamina
a cerca de 30 - 40 cm de altura da mesma, deixando-a secar em temperatura
ambiente.

As amostras foram coradas com Giemsa 5% em tampao fosfato por 5
minutos e posteriormente lavadas com agua destilada. Depois de secas, as laminas
foram observadas em microscoépio optico onde foi identificado o numero dipldide. As
melhores metafases foram fotografadas, a partir destas imagens foi realizada a
biometria cromossdmica com o auxilio do software Micromeasure e realizada a
montagem dos caridtipos utilizando o Paint Pro. Os cromossomos foram

classificados de acordo com Guerra (2004).

3.4 Hibridizagao in situ fluorescente com BACs

Para a identificagdo das homologias cromossOmicas entre as diferentes
espécies de pica-pau, foram realizadas analises de FISH utilizando 36 clones de
BACs para os cromossomos GGA10-28 (exceto cromossomo 16), os quais foram
desenvolvidos pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Darren Karl Griffin da University
of Kent e sua equipe (DAMAS et al., 2017; O'CONNOR et al, 2019). Para o
isolamento, amplificagdo e marcagao dos clones (BACs) foi seguido o protocolo
descrito em O’Connor et al. (2019). Os cromossomos foram fixados em laminas e

desidratados através de uma série de etandis (2 minutos cada em 2 x SSC, 70%,
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85% e 100% de etanol a temperatura ambiente). Para a dissolugdo das sondas, foi
usado um tampdo de hibridizacdo (Cytocell) com Cot-1 DNA (Insight Biotech) e
aplicadas em laminas que posteriormente foram seladas com cola. A mistura da
sonda foi desnaturada simultaneamente por 2 minutos em uma placa de
aquecimento a 75° C. O processo de hibridizagdo ocorreu em uma camara umida
por 72 horas a 37° C. As lavagens das laminas ocorreram apos a hibridizagao,
seguindo os seguintes passos: 30 segundos em 2xSSC com 0,05% de Tween 20 a
temperatura ambiente, posteriormente contrastadas com 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI). As laminas dos experimentos de FISH foram fotografadas usando um

microscopio de epifluorescéncia com camera acoplada (Olympus BX61).

4 RESULTADOS

As espécies analisadas apresentaram os seguintes nUmeros cromossOmicos:
84 em C. campestris (Figura 1A), 80 em V. spilogaster (Figura 1B), 64 em M.
candidus (Figura 1C) e 110 em P. nebulosus (Figura 1D). A morfologia
cromossOmica esta descrita na tabela 1. A partir do 18° par, todos os cromossomos
restantes apresentaram morfologia telocéntrica em C. campestris , V. spilogaster e
em M. candidus.

P. nebulosus apresenta morfologia acrocéntrica do 19° ao 30° par
cromossOmico, exceto nos pares 20° e 22°. A partir do 31° par até o 54°, todos os
cromossomos apresentam-se telocéntricos.

O cromossomo Z apresentou o maior tamanho entre os cromossomos do

complemento em todos os pica-paus analisados.

Tabela 1 - Descrigdo da morfologia cromossémica de quatro espécies de pica-paus.

Cromossomos C. campestris V. spilogaster M. candidus P. nebulosus
1 Metacéntrico Submetacéntrico Metacéntrico Acrocéntrico
2 Submetacéntrico Acrocéntrico Metacéntrico Acrocéntrico

3 Submetacéntrico Acrocéntrico Submetacéntrico | Acrocéntrico
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4 Acrocéntrico Acrocéntrico Acrocéntrico Telocéntrico
5 Submetacéntrico Acrocéntrico Metacéntrico Telocéntrico
6 Acrocéntrico Acrocéntrico Submetacéntrico | Telocéntrico
7 Acrocéntrico Acrocéntrico Acrocéntrico Telocéntrico
8 Acrocéntrico Acrocéntrico Acrocéntrico Acrocéntrico
9 Acrocéntrico Acrocéntrico Acrocéntrico Acrocéntrico
10 Acrocéntrico Acrocéntrico Acrocéntrico Acrocéntrico
1 Telocéntrico Acrocéntrico Acrocéntrico Telocéntrico
12 Telocéntrico Acrocéntrico Acrocéntrico Acrocéntrico
13 Telocéntrico Acrocéntrico Acrocéntrico Acrocéntrico
14 Telocéntrico Acrocéntrico Acrocéntrico Acrocéntrico
15 Telocéntrico Telocéntrico Acrocéntrico Telocéntrico
16 Telocéntrico Telocéntrico Acrocéntrico Telocéntrico
17 Telocéntrico Telocéntrico Acrocéntrico Acrocéntrico
18 Telocéntrico Telocéntrico Metacéntrico Telocéntrico
Z Acrocéntrico Metacéntrico Acrocéntrico Metacéntrico
w Acrocéntrico Submetacéntrico - -

Sinal negativo (-) = auséncia de dados.

Fonte: Elaborada pela autora desta pesquisa.
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Figura 1 — Cariétipos das espécies: Colaptes campestris (A), Veniliornis spilogaster (B), Melanerpes
candidus e Picumnus nebulosus (D).
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Todas as sondas de BACs utilizadas demonstraram sinais de hibridizagdo nas
quatro espécies de pica-paus. Na tabela 2 estdo descritos os resultados dos
experimentos de FISH. Em C. campestris observou-se uma fusdo entre
microcromossomos e outra fusdo entre GGA14 e o braco p do 2° par de
macrocromossomos (Figura 3A e Figura 5A). Em contraste, V. spilogaster
apresentou 3 fusbGes entre macro e microcromossomos. Os rearranjos
intercromossémicos ocorreram entre GGA12 e o 2° par de macrocromossomos de
V. spilogaster, e apds a fusdo ocorreu uma quebra seguida de inversao (Figura 2 e
Figura 4B).

Figura 2 — Esquema dos rearranjos ocorridos no 2° par cromossdmico da espécie Veniliornis

spilogaster.
m ] Inversao

GGA13 esta fusionado com o 1° par de macrocromossomos (brago p) € o

VSP2  GGA12

VSP2: 2° par cromossémico da espécie Veniliornis spilogaster
GGA 12: 12°par cromossémico da espécie Gallus gallus
Fonte: Elaborada pela autora desta pesquisa.

GGA19 fusionou-se com um par de macrocromosomos (brago q), o qual nao foi
possivel ser identificado devido ao cariétipo uniforme de V. spilogaster (Figura 3C-D
e 4B). Além das fusbes entre macro e microcromossomos, essa espécie também
apresentou uma fusdo entre GGA23 e um par de microcromossomos (Figura 5C). A
espécie M. candidus apresentou 10 fusbes, sendo uma delas entre GGA13 e o
braco p do 3° par cromossdmico (Figura 3E). As 9 fusdes restantes ocorreram entre

microcromossomos (Figura 5D-E). P. nebulosus nao apresentou nenhuma fusao.

Tabela 2 — Padrdes de organizagdo dos microcromossomos em quatro espécies de pica-paus.

BACs de GGA Colaptes Veniliornis Melanerpes Picumnus

(Cromossomo) campestris spilogaster candidus nebulosus
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10 Conservado Conservado Fusao (Micro) Conservado
11 Conservado Conservado Conservado Conservado
12 Conservado Fuséo Conservado Conservado
(Macro)
13 Conservado Fuséo Fuséo Conservado
(Macro) (Macro)
14 Fuséo (Macro) Conservado Conservado Conservado
15 Conservado Conservado Fusao (Micro) Conservado
16 - - - -
17 Conservado Conservado Conservado Conservado
18 Conservado Conservado Conservado Conservado
19 Conservado Fusao Fusao (Micro) Conservado
(Macro)
20 Conservado Conservado Conservado Conservado
21 Conservado Conservado Fusao (Micro) Conservado
22 Conservado Conservado Fusao (Micro) Conservado
23 Conservado Fusao (Micro) Fusao (Micro) Conservado
24 Conservado Conservado Fusao (Micro) Conservado
25 Conservado Conservado Conservado Conservado
26 Conservado Conservado Conservado Conservado
27 Conservado Conservado Fusao (Micro) Conservado
28 Conservado Conservado Fusao (Micro) Conservado
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BACs= Cromossomos artificiais bacterianos; GGA = Gallus gallus; Macro= Macrocromossomos;
Micro= Microcromossomos; Sinal negativo (-) = auséncia da sonda.
Fonte: Elaborada pela autora desta pesquisa.

Figura 3 — FISH de BACs nas espécies Colaptes campestris (A-B), Veniliornis spilogaster (C-D),
Melanerpes candidus (E-F) e Picumnus nebulosus (G-H). GGA14 69D20 FITC e 122H14 Texas Red
(A); GGA17 42P16 FITC e 375I5 Texas Red (B); GGA13 115112 FITC e 321B13 Texas Red (C);
GGA19 50H12 FITC e 10F1 Texas Red (D); GGA13 115112 FITC e 321B13 Texas Red (E); GGA21
122K8 FITC e 83120 Texas Red (F); GGA12 4M5 FITC e 60P3 Texas Red (G); GGA17 37515 FITC e
42P16 Texas Red (H).

FITC= Fluorescein isothiocyanate.
GGA = Gallus gallus
Fonte: Elaborada pela autora desta pesquisa.
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Figura 4 — Representagido esquematica das fusGes entre microcromossomos de Gallus gallus (GGA)
e macrocromossomos das espécies de pica-paus. GGA14 e CCA2 (A); GGA13 e VSP1, GGA12 e
VSP2, GGA19 e um macrocromossomo nio identificado de VSP, respectivamente (B); GGA13 e
MCA3 (C).

° par cromossdmico de 14° par cromossdmico de
Colaptes campestris(CCA2) Gallus gallus (GGA14)

1° par cromossémico de . 13° par cromossdmico de
Veniliornis spilogaster (VSP1) Gallus gallus (GGA13)

2° par cromossdmico de . 12° par cromossémico de
Veniliornis spilogaster (VSP2) Gallus gallus(GGA12)

Macrocromossomo nao 19° par cromossdmico de

identificado de Gallus gallus(GGA19)
Veniliornis spilogaster

3° par cromossomico de 13° par cromossémico de
Melanerpes candidus (MCA3) Gallus gallus (GGA13)

Fonte: Elaborada pela autora desta pesquisa.
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Figura 5 — Experimentos de FISH evidenciando os rearranjos intercromossémicos envolvendo
microcromossomos em Colaptes campestris (A), Veniliornis spilogaster (B) e Melanerpes candidus
(C-D). GGA13 115112 FITC e 321B13 Texas Red (A); GGA23 191G17 FITC e 49F3 Texas Red (B);
GGA19 50H12 FITC e 10F1 Texas Red (C); GGA24 103F4 FITC e 6504 Texas Red (D).

FITC= Fluorescein isothiocyanate.
Fonte: Elaborada pela autora desta pesquisa.

5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo, relacionados ao numero dipldide e
morfologia cromossémica das espécies C. campestris, V. spilogaster e M. candidus
corroboram com de Oliveira et al. (2017) e Bertocchi et al. (2018). No presente
estudo, foi descrito pela primeira vez o cariétipo de P. nebulosos, 2n=110. Essa
espécie apresentou muitos pares de cromossomos acrocéntricos e telocéntricos,
somente o cromossomo Z apresentou-se metacéntrico. Além disso, observou-se
uma reducgao do tamanho dos macrocrossomos em comparagao com as outras trés
especies. Os pica-paus possuem uma grande variedade de numeros
cromossdmicos, podendo apresentar 64 ou até mais de 100 cromossomos, como no
caso de duas espécies do género Dendrocopos (2n=108) (SHIELDS, 1982; de
Oliveira et al. 2017). Portanto, pode-se afirmar que as quatro espécies de pica-paus
analisadas apresentam uma variagao de numeros dipldides ja conhecida na familia
Picidae.

O cromossomo Z das espécies analisadas nesse estudo apresentou-se como
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o0 maior elemento do cariétipo, resultado ja esperado, tendo em vista que essa é a
caracteristica mais marcante dos Piciformes. Os possiveis motivos desse
cromossomo ter se tornado o maior elemento do complemento s&o diversos, dentre
eles estdo o acumulo de sequéncias repetitivas e/ou rearranjos cromossémicos,
como fissdes de macrocromossomos (DE OLIVEIRA et al., 2017; KRETSCHMER et
al., 2020; KRETSCHMER et al., 2021a). O acumulo de sequéncias repetitivas no
cromossomo Z, apesar de ser muito incomum, foi reportado em espécies da familia
Rhampastidae  (Piciformes) que também  apresentaram  fissbes de
macrocromossomos (KRETSCHMER et al., 2020). Através da utilizacdo de sondas
de microcromossomos de GGA em C. campestris, V, spilogaster, M. candidus e P.
nebulosus foi possivel descartar a hipétese de que o aumento do cromossomo Z
poderia ter ocorrido através de fusbes entre esse cromossomo e
MIiCrocromossomos.

Os estudos de citogenética molecular wusando BAC-FISH de
microcromossomos de GGA em metafases de quatro espécies de pica-paus
confirmaram que a maioria dos microcromossomos sao conservados, como ja
relatado em estudos prévios que demonstraram o alto grau de conservagao de
microcromossomos em aves (O'CONNOR et al., 2019; WATERS et al., 2021). No
entanto, apesar da alta conservacao, somente a espécie P. nebulosus apresentou-
se conservada. As outras trés espécies restantes ilustraram diferentes rearranjos
envolvendo microcromossomos.

M. candidus, que possui 0 menor numero dipldide dentre as espécies de pica-
paus analisadas, apresentou grande numero de fusdes envolvendo
microcromossomos. Através do estudo utilizando BAC-FISH nessa espécie,
concluiu-se que o baixo numero cromossOmico é devido as fusbes entre
microcromossomos. Apesar de raros, rearranjos envolvendo microcromossomos
podem ocorrer, como descrito em sete ordens de aves (O'CONNOR et al., 2019;
KRETSCHMER et al., 2021a; KRETSCHMER et al., 2021b; DE SOUZA et al., 2022).
O baixo numero cromossOmico pode estar relacionado a fusdes envolvendo
macrocromossomos, ou microcromossomos como observado em Falconiformes que
apresentam caridtipos altamente rearranjados e com numero de Cromossomos
relativamente baixo, assim como na espécie Tolmomyias sulphurescens
(Passeriformes) (JOSEPH et al., 2018; O'CONNOR et al., 2019; KRETSCHMER et
al., 2021b).
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O presente trabalho demonstrou que ocorreu apenas uma fusao entre o
microcromossomo ancestral GGA14 e o 2° par cromossémico de C. campestris, nao
sendo observado fusbes de microcromossomos nos pares 1 e 3. No
entanto, ocorreu uma fusdo entre um par de microcromossomos. Dessa forma,
podemos sugerir que a diminuicdo do numero diploide dessa espécie em relagao a
espécie mais ancestral, Colaptes auratus (2n=90), ndo ocorreu devido as fusdes de
Microcromossomos € 0s primeiros pares de macrocromossomos. Contudo, é
importante ressaltar que nao foi possivel detectar possiveis fusdes entre os
microcromossomos GGA16, GGA29-38 devido a auséncia de sondas
cromossOmicas para esses pares. Além disso, analises complementares utilizando
sondas de macrocromossomos de GGA (1-9) sao indicadas para verificar se existem
outros rearranjos envolvendo macrocromossos nessa espécie como sugerido na
hipétese de Oliveira et al. (2017) que propds que a espécie C. campestris poderia ter
sofrido fusdes devido ao acumulo de sequéncias teloméricas intersticiais nas regides
centroméricas dos 3 primeiros pares de macrocromossomos.

V. spilogaster apresentou um rearranjo intercromossémico nunca descrito em
espécies de aves por meio de BAC-FISH, sendo uma fusdo entre um
microcromossomo ancestral (GGA12) e um macrocromossomo (VSP2), seguida de
uma quebra e inversdo. Esse fendbmeno pode ser observado no experimento de
FISH onde as duas sondas de BACs de GGA12 hibridizam separadamente nas
extremidades de um dos maiores macrocromossomos da espécie. Ao contrario das
fusdes, as inversdes cromossdmicas caracterizam um tipo mais comum, mas
também muito importante de rearranjo que podem atuar nos mecanismos de
segregacao de polimorfismos, evolugdo dos cromossomos sexuais, formagéo de
super genes e também no isolamento reprodutivo (HOOPER; PRICE, 2017). Esse
tipo de rearranjo, ja foi descrito em varias espécies de aves, como por exemplo em
Elaenia spectabilis e duas espécies do género Turdus que caracterizaram as
inversdes ocorridas como apomorfias (SKINNER; GRIFFIN 2012; KRETSCHMER et
al., 2015). Apesar de raras, fusdes de microcromossomos Com macrocromossomos
foram relatadas em algumas espécies, como Falconiformes, no entanto os
microcromossomos se mativeram intactos apds a ocorréncia dos eventos de fusdes
(O'CONNOR et al., 2019). Uma possivel explicagdo para esse fato seria o alto
percentual de genes nos microcromossomos € 0s poucos pontos de quebras.

Diferentemente das outras aves, os Piciformes apresentam uma grande quantidade
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de sequencias repetitivas em seus genomas, o que poderia ter facilidado a
ocorréncia desse rearranjo incomum. Em suma, V. spilogaster demonstrou uma
atipica reorganizagdo cromossOmica, evidenciando o importante papel dos
mecanismos de rearranjos na evolugao cariotipica dessa espécie.

Dentre os rearranjos intercromossdmicos observados em pica-paus, apenas a
fusdo do GGA13 ocorreu em trés espécies das quatro espécies observadas.
Sugerindo que GGA13 esta mais propenso a sofrer rearranjos cromossémicos do
que os outros microcromossomos observados no presente estudo. Essa maior
propensao de rearranjos envolvendo esse microcromossomo também foi observada
em espécies das ordens Psittaciformes, Falconiformes, Passeriformes,
Caprimulgiformes e Suliformes (JOSEPH et al.,, 2018; O'CONNOR et al., 2018;
O’'CONNOR et al., 2019; KRETSCHMER et al., 2021b; DE SOUZA et al., 2022).

De acordo com a filogenia descrita por Shakya et al. (2017), dentre as
espécies analisadas no presente estudo, P. nebulosus é o mais basal seguido das
C. campestris, V. spilogaster e M. candidus como a mais derivada. Baseado nessa
informacdo, podemos observar que os Picidae possivelmente possuiam um
ancestral com numero elevado de cromossomos, tendo em vista que Jynix torquila
(2n=90) espécie mais basal do que P. nebulosus também apresenta essa
caracteristica. Um exemplo de espécie basal que nao possui cariétipo similar ao do
ancestral hipotético da Classe Aves (2n=80), é o Casuarius casuarius
(Struthioniformes), aves Paleognatas que possuem 92 cromossomos. Uma das
possiveis explicacbes para o elevado numero diploide dessa espécie seria a
ocorréncia de fissbes envolvendo os microcromossomos (KRETSCHMER,;
FERGUSON-SMITH; DE OLIVEIRA, 2018). No entanto, na espécie P. nebulosus
nao foi identificado esse tipo de rearranjo, sugerindo que possam ter ocorrido fissoes
de macrocromossomos ancestrais devido ao elevado numero de microcromossomos
e também ao tamanho reduzido dos macrocromossomos. Adicionalmente, pode-se
inferir que o ancestral dos Piciformes possivelmente apresentava esse mesmo
padrao, elevado numero dipléide, pois estudos de BAC-FISH na familia
Ramphastidae = demontraram a auséncia de rearranjos  envolvendo
microcromossomos (KRETSCHMER et al., 2021a)

6 CONSIDERAGOES FINAIS
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Em suma, o presente trabalho descreveu pela primeira vez a organizagao dos
microcromossomos em espécies da familia Picidae, o cariétipo da espécie P.
nebulosus e também um rearranjo inédito através de experimentos de BAC-FISH na
espécie V. spilogaster, fusdo de um microcromossomo ancestral, seguida de uma
fissdo e uma inversao.

P. nebulosus demonstrou um cariétipo com um numero dipléide elevado, 110
cromossomos, caracteristica que é bastante comum em Piciformes. No entanto, o
tamanho dos macrocromossomos déssa espécie, incluindo o cromossomo Z, é
reduzido quando comparado com os outros pica-paus analisados nesse estudo.
Essa reducdo de tamanho, juntamente com a auséncia de rearranjos envolvendo
microcromossomos e o alto numero cromossOmico pode estar associada a quebras
de macrocromossomos.

Dessa forma, conclui-se que apesar de raros em espécies de aves, 0s
rearranjos envolvendo microcromossomos desempenham um importante papel no
processo evolutivo e de especiagao, como observado em trés das quatro espécies
analisadas nesse estudo. Adicionalmente, estudos futuros envolvendo mais
espécies de Picidae e também sondas de macrocromossomos de GGA (1-9) sao
necessarios para expandir o conhecimento sobre os processos de evolucdo e

diferenciagcao desses cromossomos.
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CAPITULO III

ESTAGIO NO EXTERIOR: EXPERIENCIAS E CONTRIBUIGOES DO
DOUTORADO SANDUICHE NA TRAJETORIA ACADEMICA

1 INTRODUGCAO

Este capitulo tem como propdsito apresentar as contribuigcbes do estagio de
doutorado sanduiche no exterior na trajetoria académica. A experiéncia do estagio
no exterior tem como objetivo possibilitar o aprofundamento da pesquisa de
doutorado através da aprendizagem de novas metodologias e promover a
internacionalizagcao entre as instituicbes. As cooperacdes internacionais entre as
universidades do exterior possibilitam o apoio aos grupos de pesquisa brasileiros,
intercambio de docentes, bem como o intercAmbio de alunos através da concessao
de bolsas de estudo. Os fomentos governamentais brasileiros, tais como Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) e Coordenagao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) proporcionam anualmente
a oportunidade para que estudantes brasileiros possam realizar estagios de

pesquisa no exterior.
1.1 Universidade estrangeira

A escolha da universidade para a realizagdo do estagio realizou-se devido ao
prestigio da instituicado e também a relagdo do coorientador no exterior com estudos
em aves. A universidade Rockefeller possui um dos melhores programas de
pesquisas do mundo, do qual conquistou 26 prémios Nobel, sendo o ultimo obtido no
ano de 2020. A instituicdo também possui 23 prémios Lasker e 20 medalhas
nacionais de Ciéncia. Os estudos coordenados pelo Dr. Erich Jarvis (citacbes =
20,608; h-index = 65) sao realizados em grande parte no campo da gendbmica e
evolucdo das aves providenciando uma imensuravel contribuicdo cientifica.
Atualmente, o Dr. Jarvis e seus colaboradores almejam sequenciar o genoma
completo de todas as espécies de aves existentes do planeta terra (Projeto B10K), e
eventualmente todas ~70.000 espécies de vertebrados no programa Projeto de
Genoma de Vertebrados (VGP). O grupo também tem interesse em estudos sobre
aprendizagem vocal, componente da aquisi¢ao da fala humana. Adicionalmente, Dr.

Jarvis tem trabalhado na area de evolucédo das aves por mais de 20 anos, onde em
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2014 liderou o estudo que utilizou genomas completos para gerar a arvore da vida
das aves modernas resolvendo muitos problemas filogenéticos. Adicionalmente, no
ano de 2020, Dr. Jarvis e seus colaboradores publicaram um estudo com 363
genomas completos e de alta qualidade, do qual representa mais de 92% das
familias de aves (JARVIS et al., 2014; FENG et al., 2020).

1.2 Plano de atividades

O projeto desenvolvido durante o estagio no exterior objetivou analisar
genomas de aves através de técnicas de bioinformatica. Esse estudo também
propds uma colaboracdo inédita entre o Laboratdrio de Diversidade Genética Animal
- DGA (UNIPAMPA) e o Laboratério de Neurogenética da Linguagem (Rockefeller
University) (Figura 1).

Figura 1 — Prédio onde esta localizado o laboratério de neurogenética.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Sob a supervisdo do Prof. Dr. Erich Jarvis, foram aplicadas técnicas de
bioinformatica para o estudo da evolugao dos genes Microtubule Associated Protein
Tau (MAPT) e Contactin-associated protein-like 2 (CNTNAP2) e suas mutagdes na
tentativa de inferir os possiveis mecanismos que poderiam estar relacionados ao
desenvolvimento de tracos especializados nas aves, como espécies de pica-paus.

Os genes escolhidos para a realizagdo do projeto de estagio foram
selecionados devido sua importancia e relevancia para estudos em doencas que
acometem humanos. O mapeamento genético de locus génicos polimorficos € uma
ferramenta extraordinaria para identificar doengas genéticas nessas regides, como
mutagbes patolégicas que podem estar associadas a condigdes clinicas como
deméncia (NAKAMURA et al., 1987; PONOMARENKQO et al., 2016). Os médicos tém
enfrentado dificuldades no diagnéstico, devido as semelhangas entre as
manifestagcdes clinicas das deméncias, incluindo o Alzheimer, que exige um exame
clinico e neuropsicoldgico meticuloso do paciente por meio de testes bioquimicos e
de neuroimagem. Portanto, com o objetivo de auxiliar no diagnéstico de doengas
neuroldgicas, marcadores genéticos distintos tém sido testados nos ultimos anos. O
gene MAPT atua na estabilizagdo de microtubulos e codifica a proteina Tau
(JOSVIAK et al., 2015). O acumulo dessa proteina estd associado a disturbios
neurocognitivos, como deméncia frontotemporal (DFT) e também tem sido
associado a encefalopatia traumatica crénica (CTE) (FORNARI et al., 2010; MCKEE
et al., 2016). Assim, a identificacdo de mutagdes neste gene pode auxiliar no
diagndstico devido a associagao de taupatia na neurodegeneragao.

Mutagdes no fator de transcricdo Forkhead FOXP2, que pertence a familia
FOX altamente conservada, estao relacionadas a deficiéncias especificas de fala e
linguagem. O FOXP2 desempenha um papel importante na fala humana e contribui
para o aprendizado do canto das aves (DAY et al.,, 2019). Devido as diversas
semelhancas entre o aprendizado vocal e a fala, as aves canoras sdo consideradas
um modelo excepcional de organismo para estudos de neurobiologia e analises
moleculares de genes envolvidos na comunicagao vocal (JARVIS, 2004; BOLHUIS;
OKANOYA; SCHARFF, 2010; MENDOZA; SCHARFF, 2017). O gene CNTNAP2
liga-se ao FOXP2 e, considerando que as mutagdes no gene CNTNAP2 estdo
ligadas a disturbios especificos de fala e linguagem, anadlises genéticas sao

necessarias para esclarecer a dinamica dessas mutagdes e como esses genes
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evoluem em espécies distintas, como por exemplo, no grupo das aves (MENDOZA,;
SCHARFF, 2017).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

- Realizar treinamento e desenvolver conhecimento na area de genOmica e

bioinformatica em espécies de aves.

2.2 Objetivos especificos

- Identificar e comparar a diversidade intragénica (mutagdes) dos genes MAPT e

CNTNAPZ2 na espécie Dryobates pubescens em relagao a outras espécies de aves;
- Treinamento nas metodologias utilizadas na The Rockefeller University;

- Fortalecimento das relacbes entre pesquisadores do DGA/UNIPAMPA e da

Rockefeller University;

- Troca de conhecimentos técnicos entre as Instituicoes.
3 MATERIAL E METODOS

Na primeira fase do projeto, foi feito o levantamento das espécies
disponiveis contendo os genes de interesse para que fosse realizado o alinhamento
multiplo. Para o alinhamento dos genes foram utilizadas as sequéncias de 71
espécies de aves para o gene MAPT e 66 para o gene CNTNAP2, das quais foram
extraidas através das plataformas NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov), GenomeArk
(https://vgp.github.io/genomeark/) e UCSC (https://genome.ucsc.edu). As espécies
que continham sequéncias com tamanhos muito desproporcionais foram alinhadas
com a sequéncia referéncia, Dryobates pubescens, através do programa Minimap?2.
Subsequentemente essas sequéncias foram recortadas com os softwares Samtools
e Bedtools. Somente apds esse processo foram feitos os alinhamentos.

Para o alinhamento multiplo de genes foi utilizado o software ClustalOmega.

Foram feitos alinhamentos do gene MAPT inteiro, dos éxons, da isoforma 1 e
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também das sequéncias de aminoacidos. Para o gene CNTNAP2, foram feitos os
alinhamentos dos éxons e também das sequéncias de aminoacidos. Todos os
alinhamentos foram visualizados no programa SeaView.

O alinhamento multiplo do gene MARPT inteiro também foi feito com o
programa MAFFT, do qual foi utilizado para as analises de regides conservadas e
aceleradas.

As arvores filogenéticas que foram utilizadas para as analises de regides
neutras no programa PhyloFit foram geradas pela Timetree, uma arvore para o gene
MAPT e outra para o gene CNTNAPZ2. O gréfico referente aos resultados dessas
analises foi visualizado no programa IGV 2.14.1.

Para a ancoragem dos genes foi utilizado o programa Liftoff e a visualizagao
foi feita no Geneious Prime. A espécie D. pubescens (pica-pau) foi utilizada como
referéncia para a ancoragem do gene MAPT em relagdo a 70 espécies de aves.
Posteriormente, foi feita a extracao e alinhamento dos éxons.

Foram analisados os genomas de trés espécies de pica-paus: Melanerpes
formicivorus, Campera cardi e Campephilus melanoleucos produzidos através do
consorcio B10K através do software BWA e MUMMER para a identificagdo dos
genes MAPT e CNTNAP2.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experiéncias de estagio na Rockefeller University

O estagio ocorreu pelo o periodo de 12 meses (Setembro de 2021 a
Setembro de 2022). Durante o doutorado sanduiche as atividades propostas foram
realizadas em dois laboratorios de pesquisa: Neurogenetics of Language e
Vertebrate Genome Lab, ambos liderados pelo Dr. Erich Jarvis. Além disso, ocorriam
reunides semanais em ambos os laboratorios. Nas sextas-feiras, também eram

realizadas reunides de montagem de genomas do Vertebrate Genome Project.

4.1.2 DESAFIOS
Os desafios do estagio no exterior, comegam desde a chegada no pais
estrangeiro devido as diferengas culturais, clima e inser¢gdo em um novo grupo de

pesquisa. Apos o periodo de adaptacao, do qual foi primordial o apoio do Dr. Jarvis,
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os desafios ficam mais evidentes em relagcao ao aprofundamento teérico e atividades
praticas.

Com relacédo a execugao do projeto, inumeros desafios foram enfrentados. O
primeiro deles foi a auséncia de dados genomas de diferentes espécies pica-paus.
Os genomas de espécies de Picidae disponibilizados, através do consércio B10K,
estavam muito fragmentados ndo sendo possivel a extragdo dos genes de interesse.
Desse modo as anadlises tiveram apenas uma espécie de pica-pau, Dryobates
pubescens, disponivel para ser comparada em relagao a outras espécies de aves.

As sequéncias dos genes de interesse, em sua maioria, tiveram que ser
obtidas através do banco de dados NCBI, pois apenas alguns genomas de alta
qualidade gerados pelo projeto Vertebrate Genome possuiam anotagdes dos genes
MAPT e CNTNAP2. Apds, o download das sequéncias, ocorreram problemas para o
alinhamento multiplo desses genes, devido as anotagdes erradas para o gene MAPT
e pelo tamanho elevado do gene CNTNAP2. Somente, apds inumeras tentativas,
mapeamento e recorte do gene MAPT foi possivel obter o alinhamento. Ja no caso
do gene CNTNAP2 néo foi possivel alinha-lo, e dessa forma alinhou-se somente os
éxons e as sequéncias de aminoacidos.

Outro obstaculo que impactou o desenvolvimento do projeto foi a pandemia.
Durante o més de Dezembro, os numeros de contaminados pela COVID-19
aumentaram, e a universidade fechou por quase dois meses (Janeiro e Fevereiro de
2022). Dessa forma as coorientagdes ocorriam de maneira remota, o que dificultava
muito o aprendizado. Somente em meados de mar¢co de 2022 as atividades
puderam ser retomadas e os laboratérios retornaram com capacidade maxima de
alunos.

O ancoramento dos genes, teve que ser refeito. Inicialmente foram utilizadas
as coordenadas dos genes disponibilizadas no arquivo de anotagdo. No entanto,
somente ao final das analises percebeu-se que as coordenadas nao estavam de
acordo com o esperado, foi nesse momento que as analises foram refeitas usando
as coordenadas do scaffold onde os genes estavam localizados.

Para as analises de regides aceleradas e conservadas no genoma também
ocorrem problemas, pois o alinhamento multiplo feito no programa Clustal Omega
nao pobde ser utilizado para esse tipo de analise. Dessa forma foi feito outro
alinhamento utilizando MAFFT do qual pode gerar alinhamentos com sequéncia de

referéncia. No entanto, para performar as analises no programa PhyloFit ocorreram
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dificuldades para gerar o modelo neutro, pois os comandos usados ndo estavam de
acordo com as analises. Somente em Setembro de 2022 que o problema foi
parcialmente resolvido e foi possivel obter resultados parciais para os estudos de
evolugdo do gene MAPT. Dessa forma, analises complementares serao feitas para a

finalizagao do projeto.

4.1.3 Resultados parciais

Os resultados demonstraram 17,439 regides aceleradas no gene MAPT em
Dryobates pubescens em comparagao com outras 70 espécies de aves, sugerindo
que a selegcao positiva esta atuando e que talvez essas regides possam estar
associadas as adaptagdes relacionadas aos tragos especificos cognitivos dos pica-
paus. No entanto, testes estatisticos complementares serdo feitos para polir os
resultados. O grafico referente aos resultados dessas analises foi visualizado no
programa IGV 2.14.1. e esta representado na Figura 2.

Figura 2 — Parte ampliada demonstra algumas das regides aceleradas encontradas no gene MAPT
em Dryobates pubescens.
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.4 Outras atividades realizadas

Em 3 de novembro de 2021 realizou-se o evento “Quarterly”, onde

participaram todos os integrantes dos laboratérios coordenados pelo Dr. Jarvis.



62

Nessa reunido, foram apresentados os trabalhos desenvolvidos durante o ano de
2021, resultados alcancados e também as perspectivas para pesquisas futuras.

No més de abril de 2022, foi feita uma saida a campo no Field Center da
Rockefeller University localizado em Millbrook, onde foram realizadas atividades
cientificas variadas.

Juntamente com seu supervisor Dr. Jarvis foi revisado um artigo submetido a
revista BMC Biology.

Em Julho de 2022, foram realizados o workshop “Manual curation and
submission” e o curso “Preventing Workplace Harassment (Annual)” na
Rockefeller University.

Ocorreu a participacdo no evento “Student/Postdoc Summer Seminars”
nas apresentagbes do Dr. Giulio Formenti (High-quality reference genomes and
pangenomes for a new era in biology) e Cesar Vargas (Influence of Mouse Motor
Cortex on Vocal Musculature).

Em 10 de junho de 2022, atendeu-se a palestra intitulada “Natalia Pasternak:
Trajetoria da sua defesa pela democracia e a ciéncia brasileira” organizada pelo
PubNY (grupo de pesquisadores brasileiros que moram em Nova lorque - Estados

Unidos) no Consulado Brasileiro.

5 CONSIDERACOES

O periodo de estagio no exterior foi muito favoravel para a trajetéria
académica, pois através das atividades pode-se ampliar experiéncias profissionais,
pessoais e a rede de contatos académicos. Além disso, o treinamento em gendmica
e bioinformatica foi enriquecedor, possibilitando a aplicacdo dessas técnicas em
projetos futuros.

Com relagdo a internacionalizagdo das instituicbes, o periodo de estagio
proporcionou uma excelente parceria internacional e inédita entre os pesquisadores
do laboratorio de Diversidade Genética Animal - UNIPAMPA e a Rockefeller
University.

Em suma, conclui-se que sao incontaveis contribuicdes que o estagio no
exterior pode proporcionar para a construcdo da carreira de um pesquisador.
Determinacgéo, resiliéncia, paciéncia e coragem sao os pilares para o melhor

aproveitamento dessa experiéncia unica.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo apresentado no capitulo | demonstra o desenvolvimento de uma
técnica para a obtencdo de cromossomos a partir de embrides de aves. Esse novo
método foi testado em distintas espécies e demonstrou-se ser muito eficiente para a
obtencdo de metafases de alta qualidade, das quais poderdo ser utilizadas
posteriormente em estudos de citogenética classica e molecular. Além disso, essa
metodologia apresenta-se mais barata e rapida do que as outras comumente

utilizadas, como por exemplo, o cultivo de fibroblastos.

O capitulo Il destacou a importancia da utilizagao das técnicas de hibridizagao
in situ fluorescente (FISH) com sondas de BAC-FISH, pois elas permitiram identificar
varios rearranjos de microcromossomos que ocorreram durante a evolugao
cariotipica de quatro espécies da familia Picidae. Neste capitulo é levantada a
hipétese de que o ancestral dos pica-paus sofreu fissdes de macrocromossomos
ocasionando o alto numero dipléide, pois ndo foram encontrados nenhum rearranjo
envolvendo microcromossomos na espécie mais basal analisada nesse capitulo, P.
nebulosus. Além disso, V. spilogaster demonstrou uma fusdo de um
MICrocromossomo em um macrocromossomo, seguida de uma quebra e inversao,
rearranjo inédito em estudos que utilizaram BAC-FISH em aves. Adicionalmente,
conclui-se que a redugao do 2n de M. candidus esta relacionada ao grande numero
de fusdes de microcromossomos.

No capitulo Il esta descrito o relato de experiéncias do estagio de doutorado
sanduiche no exterior, do qual foi extremamente enriquecedor e proporcionou o

desenvolvimento de atividades na area de gendmica utilizando espécies de aves.
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