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RESUMO

Os elementos transponiveis (ETs) sdo sequéncias de DNA encontradas
repetidamente nos genomas, que possuem como particularidade a capacidade de
mudarem de posic¢ao tanto dentro como entre genomas. Sao classificados de acordo
com suas moléculas intermediarias de transposicdo em classe | (RNA) ou classe |l
(DNA). Sao encontrados no genoma hospedeiro nas formas autbnomas, que
possuem toda a estrutura para sua transposi¢ao, e nao- autbnomas (defectivas) que
nao a possuem. As aves formam um grupo de animais vertebrados bastante
diversificado e amplamente distribuido, porém ainda pouco estudado em relacao a
genomas e ETs. Dentre os pouco elementos anotados no genoma de Gallus gallus
(galinha) esta o galluhop, classificado como sendo de classe Il e pertencente a
familia mariner, provavelmente defectivo e inativo. Este trabalho tem por objetivo
contribuir para o conhecimento sobre a presenca, dinamica e evolucdo de elementos
transponiveis (mariner-like) nos genomas das aves, identificando e analisando o
elemento galluhop nos genomas sequenciados de aves, por meio de abordagens in
silico; e identificando elementos mariner-like em aves passeriformes do bioma
Pampa. No primeiro trabalho, foram encontradas cépias do elemento galluhop em
Buceros rhinoceros, Coturnix japonica, Colinus virginianus, Lyrurus tetrix e Meleagris
gallopavo. Nas primeiras quatro espécies foram analisadas copias do elemento
quanto a quantidade, tamanho, identidade, existéncia de repeticdes terminais e
atividade do elemento através da existéncia de uma fase aberta de leitura (ORF).
Com as espécies identificadas com galluhop reconstruiu-se a relacédo filogenética do
elemento com outros elementos da familia mariner. As primeiras analises indicaram
se tratar de um elemento ndo autdénomo, possivelmente MITE( Miniature Inverted-
repeat Transposable Elements) devido as suas caracteristicas, e a filogenia mostrou
se tratar de um elemento mariner de uma subfamilia ainda ndo descrita. No segundo
trabalho foi identificada, por dot blot, a presenca de elementos mariner-like em
algumas familias de aves existentes no bioma Pampa, projetando uma distribuicao

mais ampla dessa familia de elementos.

Palavras — chave: galluhop, mariner-like, elementos transponiveis, aves



ABSTRACT

The transposable elements (TEs) are DNA sequences repeatedly found in the
genomes, which have the particularity the ability to change position both within and
between genomes. They are classified according to their intermediary molecules
transposition into class | (RNA) or class Il (DNA). They are found in the host genome
in autonomous forms, which have the whole structure for their transposition, and non-
autonomous (defective) not autonomous transposition. The birds form a vertebrate
group rather diverse and widely distributed, but still poor studied in relation to
genomes and TEs. Among the some elements annotated the genome of Gallus
gallus (chicken) is the galluhop, classified as Class Il and belongs to the mariner
family, probably defective and inactive. This work aims to contribute to the knowledge
about the presence, dynamics and evolution of transposable elements (mariner-like)
at bird genomes, identifying and analyzing the galluhop element in sequenced
genomes of birds, through approaches in silico; and identifying mariner-like elements
in Passeriformes birds of the Pampa biome. In the first study, the galluhop element
copies were found in Buceros rhinoceros, Coturnix japonica, Colinus virginianus,
Meleagris gallopavo and Lyrurus tetrix. In the first four species were examined copies
of the element to the quantity, size, identity, presence and activity terminal repeats of
the copies and activity of the element by the provision of ORF. With the species
identified with galluhop sequences was reconstructed the phylogeny respect to the
element with the mariner family. The first analysis indicated it is a not autonomous
element, possibly MITE due to their characteristics and phylogeny showed it is a
mariner element of a subfamily still not described. In the second study was identified
by dot blot, the presence of mariner-like elements in some families of birds occurring

in the Pampa biome, projecting a wider distribution of this family of elements.

Keywords: galluhop, mariner-like, transposable elements, birds
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1 INTRODUCAO GERAL

Elementos transponiveis (ETs) sdo sequéncias de DNA que possuem a
capacidade de se mobilizar dentro do genoma hospedeiro ou entre genomas (Capy,
1998). Além da mobilidade, estes elementos possuem caracteristicas que o0s
distinguem do restante do genoma, como: variabilidade na quantidade, tamanho e
integridade das copias dentro e entre hospedeiros; ao se transporem geram
duplicacdo do sitio alvo de insercdo; e apresentam polimorfismos dos sitios de
insercao (Capy, 1998).

Os elementos tranponiveis foram descobertos na década de 40, no estudo
dos cromossomos de milho (Zea mays L.), pela geneticista Barbara McClintock,
contradizendo os preceitos da época sobre a estacidade dos genomas (Jones,
2005). Contradizia principalmente a ideia de que todos os genes estavam presentes
nos cromossomos de forma linear (Kass & Chomet, 2009). A sua descoberta s6 foi
acreditada depois do desenvolvimento das técnicas de biologia molecular com a
descoberta de transposons em levedura através da clonagem molecular (Jones
2005). Desde entdo os estudos na area s6 aumentaram e mostraram a grande
diversidade de elementos transponiveis nos mais diversos genomas, podendo
constituir a maior parte de DNA repetitivo nos genomas hospedeiros (Capy, 1998).

Devido a grande variedade e quantidade de elementos transponiveis tornou-
se necessaria uma classificacdo. A qual consiste em dividi-los em duas classes
conforme a molécula intermediaria gerada no processo de transposicéo: Classe | -
molécula intermediaria de RNA (retrotransposons) e Classe I — de DNA
(transposons). E, dentro de cada classe, organizar os elementos de forma similar
com a taxonbmica levando em consideracdo as relacdes estruturais, enzimaticas e
similaridade das sequéncias (Wicker et al., 2007). Os niveis taxondmicos incluem:
subclasse, ordem, superfamilia, familia e subfamilia. Subfamilias sdo definidas por
similaridade de sequéncias de aminoacido e nucleotidica de, no minimo,
40%.(Robertson & MacLeod, 1993).

Em todos os grupos de vertebrados evidenciou-se a existéncia de rearranjos
gendmicos como insercdes, delecbes, inversdes e duplicacbes mediadas por

elementos transponiveis (Bohne et al., 2007). Em consequéncia destes rearranjos,
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de forma geral, os elementos transponiveis sdo motores de diversidade genémica
em vertebrados (B6hne et al, 2007). Dada essa importancia, os conhecimentos
sobre ETs em aves ainda € muito limitado, contudo novos projetos de
sequenciamento de genomas estdo possibilitando um novo panorama sobre esse
conhecimento (Kordis, 2009).

Com a anotacdo da fracdo repetitiva do genoma de Gallus gallus foi
identificado um elemento de classe Il denominado galluhop, pertencente a uma
superfamilia de elementos amplamente distribuida chamada Tcl-mariner (Wicker et
al., 2005). A familia mariner foi descrita em Drosophila mauritiana, subgrupo da
Drosophila melanogaster por Jacobson et al, (1986) e, desde entéo, foi identificada
em diversos organismos como vermes, insetos, peixes, répteis e mamiferos (Kordis,
2009). Elementos transponiveis da familia mariner geralmente s&o de
aproximadamente 1,3 kb de tamanho, possuem repeticdes terminais invertidas
(TIRs) de 28 a 30 pb, uma fase aberta de leitura (ORF) que codifica uma
transposase de, aproximadamente, 345 aminoacidos e duplicacdo dos nucleotidios
TA no local de insercdo. Com base na filogenia das transposases de diversos
elementos mariner-like, a familia mariner € dividida em nove subfamilias: mauritiana,
capitata, cecropia, melifera, irritans (bytmar-like e himar-like), elegans, marmoratus,

vertumnana e drosophila (Wallau et al., 2014).
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2 OBJETIVOS
Objetivo geral:

e contribuir para o conhecimento sobre a presenca, dinamica e evolucao de
elementos transponiveis (mariner-like) nos genomas das aves.

Objetivos especificos:

e identificar e analisar um elemento da familia mariner, denominado galluhop,

nos genomas sequenciados de aves, por meio de abordagens in silico;

¢ identificar elementos mariner-like em aves passeriformes do bioma Pampa.
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3 PRIMEIRO MANUSCRITO A SER SUBMETIDO

Andlise e identificacdo do elemento galluhop (mariner-like transposon) nos
genomas de aves

3.1 Resumo

Introducao: Os ETs séao sequéncias de DNA encontradas nos genomas, que
possuem como particularidade a capacidade de mudarem de posicédo tanto dentro
como entre genomas. Podem ser classificados de acordo com a molécula
intermediaria para sua transposicao classe | (RNA) ou classe 1l (DNA). Séo
encontrados de duas formas no genoma hospedeiro: os autbhomos que possuem
toda a estrutura para sua transposicado e os ndo- autbnomos (defectivos) que ndo a
possuem. As aves formam um grupo de animais vertebrados bastante diversificado e
amplamente distribuido, porém ainda pouco estudado. Dentre o0s elementos
anotados no genoma de Gallus gallus esta o galluhop, classificado como sendo de
classe Il e pertencente a familia mariner, provavelmente inativo e defectivo. Este
trabalho teve por objetivo identificar e analisar in silico um elemento mariner-like —

galluhop — nos genomas de aves disponiveis nos bancos de dados.

Resultados: galluhop foi encontrado também nos genomas de Buceros
rhinoceros, Coturnix japonica, Colinus virginianus, Lyrurus tetrix e Meleagris
gallopavo. Nos quatro primeiros genomas as copias variaram de 200 a 1500 pb de
tamanho, possuiam TIRs imperfeitas e dele¢cdes das ORFs, ndo havendo cépias
completas (autbnomas) nos genomas. Analises filogenéticas mostraram se tratar de

elementos mariner-like de uma subfamilia ainda néo descrita para a familia mariner.

Conclusao: Conclui-se que as copias identificadas nos genomas de aves
pertencem a familia mariner em uma subfamilia ndo descrita anteriormente. E a alta
degeneracdo das sequéncias indica se tratar de um elemento ndo auténomo

possivelmente um MITE dessa familia.

Palavras- chave: galluhop, familia mariner, aves
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3.2 Abstract

Background: The transposable elements (TEs) are DNA sequences
repeatedly found in the genomes, which have the particularity the ability to change
position both within and between genomes. They are classified according to their
intermediary molecules transposition into class | (RNA) or class Il (DNA). They are
found in the host genome in autonomous forms, which have the whole structure for
their transposition, and non-autonomous (defective) not autonomous transposition.
The birds form a vertebrate group rather diverse and widely distributed, but still poor
studied in relation to genomes and TEs. Among the some elements annotated the
genome of Gallus gallus (chicken) is the galluhop, classified as Class Il and belongs
to the mariner family, probably defective and inactive. This work aims to contribute to
the knowledge about the presence, dynamics and evolution of transposable elements
(mariner-like) at bird genomes, identifying and analyzing the galluhop element in

sequenced genomes of birds, through approaches in silico.

Results: galluhop was also found in Buceros rhinoceros genomes, Coturnix
japonica, Colinus virginianus, Meleagris gallopavo and Lyrurus tetrix. In the first four
genomes copies ranged 200-1500 bp in size, had imperfect TIRs and deletions of
ORFs, with no complete copies (autonomous) in the genomes. Phylogenetic
analyzes have shown the case of mariner-like elements of a subfamily not described

for the mariner family.

Conclusion: It follows that the copies identified in the genomes of birds
belong to a subfamily of mariner family not previously described. And high
degeneration of the sequences indicates it is a not autonomous element possibly a
MITE this family.

Keywords: galluhop, familia mariner, birds
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3.3 Introducéao

Os elementos transponiveis (ETs) sdo sequéncias de DNA geralmente
encontradas repetidamente nos genomas, que possuem como particularidade a
capacidade de mudarem de posicéo tanto dentro como entre genomas. De acordo
com a molécula intermediaria para sua transposicédo (RNA ou DNA), os ETs podem
ser divididos, em duas classes: Classe | (retrotransposon - utilizam um intermediario
de RNA na sua mobilizacédo) e Classe Il (transposons - utilizam um intermediario de
DNA na sua mobilizacdo) (Capy, 1998; Finnegan, 1989). Os ETs também sé&o
divididos em outros grupos similar com os taxonémicos como ordem, superfamilia,

familia e subfamilia.

E possivel encontrar dois tipos de elementos nos genomas: 0s autbnomos,
que conseguem produzir as proteinas necessarias para sua propria transposicao, e
0S nao autbnomos, que sao elementos degenerados que ndo conseguem se
transpor autonomamente, mas podem possuir sequéncias de reconhecimento
conservadas suficientemente para suas mobilidades (Gonzalez & Petrov, 2009;
Fattash et al, 2013). Um exemplo é o elemento hoboVA que mesmo ndao autbnomo
sofreu mobilizacdo (Torres et al., 2006). Estes ultimos podem dar origem a um
grupo particular de ETs denominado MITEs (Miniature Inverted-repeat Transposable
Elements). Os MITEs caracterizam-se por serem elementos heterogéneos, de
poucas centenas de pares de base, que possuem TIRs (repeticdes terminais
invertidas) conservadas, muitas alteracbes internas, nenhuma capacidade
codificante e um alto numero de copias (Wicker et al, 2007). Os MITEs
possivelmente sdo derivados de elementos autbnomos que, devido a insercédo no
hospedeiro hd muito tempo, acabaram acumulando muta¢des impossibilitando a
transposicao independente (Wicker et al, 2007). Por manterem TIRs conservadas e
ainda serem reconhecidos pelas enzimas de transposi¢cdo, competem com as cépias
autbnomas pela mobilizacdo. Por isso, podem ser encontrados em quantidade
consideravel nos genomas e também estabelecerem homologias entre as copias
formando novas subfamilias (Fattash et al, 2013; Gonzalez & Petrov; 2009; Wicker,
2007).

Os ETs possuem uma grande influéncia na estrutura, funcéo e evolucao dos

genomas dos seus hospedeiros, poréem o conhecimento sobre esses agentes é
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bastante limitado no grupo das aves (Kordis, 2009). A classe aves possui duas
grandes divises inicialmente morfolégicas que foram corroboradas pelas analises
de filogenia molecular (Jarvis et al., 2014; Tuinen, 2009). A primeira separa em duas
subclasses: Paleognathae (as aves mais basais e com pouca ou sem capacidade de
v0o) e Neognathae que inclui todas as outras aves (Tuinen, 2009). A segunda divide
a subclasse das neognathas em dois clados: Galloanserae e Neoaves (Tuinen,
2009). As aves galloanserae sao formadas pela ordem Anseriformes (0os patos) e a
ordem Galliformes (galinhas, perus), sendo esta superordem o elo de ligacdo entre
as paleognathas e as neoaves (Jarvis et al., 2014; Tuinen, 2009). E as neoaves sao
constituidas de todas as outras aves formando o clado mais diversificado das aves
(Figura 1).

Na classe aves observou-se uma tendéncia na diminuicdo de DNA repetitivo
nos seus genomas, provavelmente ocasionado pela otimizacdo do metabolismo
(Wicker et al., 2005). Assim, os elementos de classe Il facilmente encontrados em
eucariotos (invertebrados ou vertebrados), ndo sdo comuns em sauropsidas (aves e
répteis) (Kordis, 2009).

Dentre os ETs de DNA (classe II), encontrados nas aves, estdo elementos da
familia mariner. Este elemento foi descrito primeiramente em Drosophila mauritiana,
subgrupo de Drosophila melanogaster (Jacobson et al., 1986), € amplamente
distribuida nos mais diversos organismos como, vermes, insetos, peixes, répteis e
mamiferos. Os elementos mariner-like como aqueles encontrados em aves - formam
um grupo homogéneo, ou seja, possuem as mesmas caracteristicas, como: copias
de aproximadamente 1,3 Kb de tamanho, duas repeti¢cdes terminais invertidas (TIRS)
de 28-30 pb que flanqueiam o elemento, uma Unica fase aberta de leitura (ORF) que
codifica para uma transposase de, aproximadamente, 345 aminoacidos (revisdo em
Wallau et al., 2014). Esta transposase é responsavel pela transposicdo do elemento
e duplicacdo do dinucleotideo TA no local de insercdo. Com base na filogenia da
transposase, elementos mariner-like podem ser divididos em subfamilias, cujas
copias necessitam ter no minimo 40% de identidade em nivel de aminoacidos e
entre 40 e 56% em nivel de nucleotideos (Robertson & MacLeod, 1993).

A partir da andlise da fracdo repetitiva do genoma de Gallus gallus por Hillier
et al. (2004), foi descoberto um novo elemento da familia mariner, denominado
galluhop. Este elemento tem, provavelmente, uma unica origem de dispersao no

genoma de G. gallus, como também é um elemento ndo-autbnomo (sem a
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capacidade de se transpor sozinho) (Wicker et al., 2005). Possui caracteristicas de
um elemento mariner-like como TIRs de 25 pb flanqueando o elemento, uma ORF
que codifica para a transposase de aproximadamente 340 aminoacidos e ser um
elemento relativamente pequeno de, aproximadamente, 1,2 kb (Wicker et al., 2005).

Galluhop foi identificado também na anotacdo do genoma de Meleagris
gallopavo (peru) que, até pouco tempo, era um dos poucos genomas sequenciados
de aves (Rami et al., 2010). No entanto, nos ultimos anos, o nUmero de genomas
sequenciados (ou em sequenciamento) disponiveis, das mais diversas ordens,
aumentou consideravelmente.

O pouco conhecimento sobre elementos transponiveis na classe Aves,
somado ao constante aumento e disponibilidade de genomas sequenciados desse
grupo, além da importancia da presenca de ETs nos genomasobjetivou esse
trabalho a identificar e analisar in silico um elemento mariner-like — galluhop — nos

genomas de aves disponiveis nos bancos de dados.
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3.4 Material e métodos

3.4.1 Fluxograma do trabalho

A obtencéo e analise dos s resultados foram desenvolvidas conforme a Figura
2, utilizando duas abordagens diferentes. Uma, foi caracterizar o elemento quanto a
sua estrutura e atividade nos genomas onde foi detectado (Tabelas 1 e 2). Outra,
consistiu em confirmar o elemento galluhop como integrante da familia mariner e sua

posicdo na filogenia da familia.

3.4.20btencéo do elemento transponivel galluhop
A sequéncia nucleotidica de galluhop consenso descrita por Hillier et al.
(2004) foi obtida através do banco de dados Repbase (Jurka et al., 2005).

3.4.3Selecao dos genomas de aves analisados

No banco de dados Genbank (NCBI) estavam disponiveis 60 genomas de
aves (Tabela 5), até outubro de 2014. Uma selecdo de genomas contendo o
elemento galluhop foi realizada através da ferramenta BLAST online disponibilizada
pela plataforma online do NCBI, nesses 60 genomas, com as especificacdes default

Os resultados com E-value inferiores a e™° foram considerados significativos.

3.4.4 Sequéncias de galluhop nos genomas de interesse

Foram selecionadas cépias de galluhop nos genomas selecionados através
do BLAST (Altschul et al., 1990), realizando busca por similaridade de nucleotideos
com as especificacdes default.

As sequéncias de galluhop encontradas foram alinhadas pela plataforma
MAFFT v.7 (Katoh & Standley, 2013) e, posteriormente, o alinhamento foi avaliado e

refinado manualmente.

3.4.5 Andlises das copias

As coépias do elemento encontradas nos genomas foram analisadas quanto a
sua capacidade de transposicdo atraves da sua possivel codificagcdo para uma
transposase e presencal/integridade das TIRs. Com o software UGENE
(Okonechnikov et al., 2012) delimitou-se a busca por ORFs de, no minimo 900 pb,

condizente com o elemento consenso. As TIRs foram estabelecidas por analise



22

visual a partir da descricdo de Wicker et al. (2005), e a conservacao das sequéncias
foi estabelecida pela ferramenta Weblogo (Crooks et al., 2004).

Identificou-se, também, a similaridade entre as coépias de cada genoma
através da matriz de distancias com o software UGENE (Okonechnikov et al., 2012).
Estimou-se, ainda, a variacdo de tamanho das cépias nas escalas de 0 a 500pb, 501
a 1000pb e mais que 1000 pb.

3.4.6 Andlise filogenética do elemento galluhop

Com o banco de dados de transposases de elementos de diferentes
subfamilias de mariner (Wallau et al., 2014), sequéncias protéicas foram alinhadas
juntamente com a sequéncia protéica putativa de galluho (obtida a partir da
sequéncia nulceotidica). Utilizando o software PHYML (Guindon & Gascuel, 2003),
através do teste de maxima verossimilhanca, buscou-se primeiramente estabelecer
as relacdes filogenéticas de galluhop consenso e a familia mariner. Posteriormente,
com as mesmas especificagcbes, mas agora com a sequéncia mais completa de
galluhop de cada um dos genomas estabeleceu-se as relagbes dos elementos com
a familia mariner. A analise de suporte de ramo foi realizada com o teste de
aproximacao de probabilidade aLRT (Anisimova et al Approximate likelihood-ratio
test for branches: A fast, accurate, and powerful alternative.)
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3.5 Resultados

3.5.1 Galluhop em espécies da ordem Galliformes

Dos 60 genomas disponiveis no Genbank (citar Tabela 5 novamente) apenas
seis apresentaram o elemento transponivel galluhop (Tabela 1 e 2). Os genomas de
Colinus virginianus, Coturnix japonica, Lyrurus tetrix, Gallus gallus e Meleagris
gallopavo séo representantes da ordem Galliformes na classe Aves. Os Galliformes,
juntamente com a ordem anseriformes, constituem o clado Galloanserae, que séo as
aves mais basais da subclasse das neognathas (Jarvis et al., 2014; Tuinen, 2009),
no entanto, inesperadamente, identificou-se coépias do elemento galluhop em
Buceros rhinoceros. A espécie pertence a ordem Bucerotiformes que estd incluida
em outro clado das neognathas denominado Neoaves conforme pode ser observado
na Figura 1), considerado o grupo mais derivado das aves (Jarvis et al., 2014;
Tuinen, 2009).

3.5.2 Copias de galluhop em Galliformes

Observou-se uma variacdo consideravel no numero de cépias encontradas
inicialmente. No genoma de G. gallus foram 10.309 cépias e M. gallopavo 9.269,
guantidade consideravelmente superior quando comparada aos outros genomas que
apresentaram no maximo 147 cépias no caso de C. virginianus e apenas cinco
copias em C. japonica (Tabela 2). Com o refinamento e ajuste manual do
alinhamento houve a diminuicdo do nimero de cOpias em algumas espécies por nao
possuirem sequéncias completamente seqlienciadas ou por se tratarem da
duplicacdo de uma mesma coépia (Tabela 2). Devido ao alto nUmero de cépias muito
distintas em G. gallus e M. gallopavo nao foi possivel concluir, até o fechamento
desse trabalho as andlises das caracteristicas funcionais e estruturais.

As copias identificadas de galluhop eram fragmentos que variaram de 200 pb
a 1500 pb (Tabela 3), ndo sendo encontradas copias completas do elemento nas
espécies C. virginianus, C. japonica, L. tetrix e B. rhinoceros. Em B. rhinoceros as
copias representam apenas 0,00076% do seu genoma total seqienciado, em C.
japbnica representam 0,00041% do genoma, em C. virginianus representam
0,0072% do genoma e em L. tetrix 0,007% do genoma. Assim, as copias constituem

parte infima desses genomas. Dos quatro genomas analisados, 0s que possuiam
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maior numero de copias apresentaram maior variagdo de identidade entre as copias
(C.virgianus e L. tetrix).

As repeticdes terminais (TIRs) foram identificadas visualmente e consideradas
imperfeitas como descritas por Wicker (2005), nas quatro espécies. Evidenciou-se
diferengas consideraveis nas TIRs entre as coOpias de cada um dos genomas
analisados, o que pode ser observado na Figura 3. Em nenhum dos quatro genomas
foram identificadas ORFs completas nas sequéncias do elemento analisado (Tabela
2) devido a delecdes internas do mesmo em cada uma das espécies. Visualizou-se a
duplicacéo do sitio de inser¢cao TA nos genomas, como esperado para elementos da

superfamilia mariner.

3.5.3 Posicédo de galluhop na filogenia da familia mariner

Para estabelecer a relacdo de galluhop e a familia mariner utilizou-se a
sequéncia consenso da transposase do elemento e das cépias encontradas nos
genomas juntamente com transposases de subfamilias de mariner fornecidas por
Wallau et al. (2014). A primeira analise filogenética, somente com galluhop
consenso de G. gallus, revelou que o elemento ndo se alocou em nenhuma
subfamilia conhecida de mariner indicando possivelmente se tratar de uma nova
subfamilia (Figura 4). A analise posterior (Figura 5), incluindo agora as sequéncias
protéicas preditas das cépias de galluhop presentes nos outros quatro genomas de
aves, revelou que as mesmas agrupam-se todas juntas e ndo se inserem em
nenhuma subfamilia conhecida de mariner como na figura 4, reforcando a ideia de

se tratar de uma nova subfamilia.

3.6 Discussao

Com a primeira abordagem do trabalho (Figura 2) a busca nos genomas das
aves por copias do elemento galluhop resultou em seis genomas selecionados para
a presenca desse elemento. Trés desses genomas - C. virginianus, C. japonica e L.
tetrix - da ordem Galliformes (clado Galloanserae), bem como G. gallus e M.
gallopavo, onde galluhop ja havia sido encontrado e brevemente descrito (Rami et
al., 2010 e Wicker et al.,2005). O sexto genoma — B. rhinoceros - no entanto,

pertence a ordem dos Bucerotiformes (clado das Neoaves). O elemento néo foi
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identificado em nenhuma outra ordem das Neoaves e nem em Anseriformes (outra
ordem dos galloanserae) (Figura 1). Isso indica que, possivelmente, galluhop inseriu-
se nos genomas dessas aves apoOs a diversificacdo das ordens Galliformes e
Anseriformes ha 65-55 milhdes de anos (Jarvis et al, 2014). Segundo Wicker et al.
(2005) deve ter ocorrido uma unica dispersao de galluhop em G. gallus e este fato
reforca a hipétese de insercao pos diversificacdo de Galliformes e Anseriformes.

Dada a diversificacdo de Galliformes e Bucerotiformes ha 95-85 milhdes de
anos, aproximadamente (Jarvis et al., 2014), n&o ter sido encontrado vestigios do
elemento em outra ordem intermedidria, somado ao fato de serem espécies
distantemente relacionadas e, além disso, ter sido identificado um numero baixo de
cOpias com alta porcentagem de identidade entre elas no genoma de B. rhinoceros
(Tabelas 2 e 4), pode ser indicativo de possivel caso de transferéncia horizontal de
galluhop dentro da classe Aves. Ha casos bem documentados de transferéncias
horizontais entre vertebrados distantemente relacionados, como no caso do
transposon SPIN, que foi encontrado em cinco linhagens de mamiferos, em um sapo
africano e em um lagarto (Gilbert et al., 2009), mas ndo em espécies/grupos
relacionados a estes onde foi identificado, apresentando uma distribuicdo muito
descontinua, com alta similaridade de cépias nos organismos citados anteriormente.

As cobpias encontradas em B. rhinoceros, C. jap6nica, C.vriginianus e L. tetrix
ndo eram completas, ou seja, eram cOpias degeneradas do elemento galluhop
devido as delecdes/perdas da ORF que codifica a transposase do elemento
(Tabelas 2 e 3). Outra caracteristica estrutural e funcional de um elemento € a
presenca de repeticdes nas extremidades da sequéncia, no caso de transposons as
repeticbes sdo invertidas e necessarias para reconhecimento da transposase, por
isso devem ser altamente conservadas (Capy, 1998). Nos quatro genomas
analisados foi dificil definir uma sequéncia consenso de TIRs para cada espécie,
devido as alteracdes nessas copias, incluindo essas regides, o grafico para as TIRs,
apresentado na Figura 3, representa os tamanhos e sequéncias mais usuais de TIRs
de galluhop em cada espécie/genoma.

As caracteristicas evidenciadas de galluhop nesses genomas como: cépias
degeneradas, sem ORF devido a delec¢des internas, mas com TIRs flanqueando tais
copias, condizem com elementos ndo autbnomos como descrito por Gonzéalez &
Petrov (2009). Por sua vez, elementos ndo autbnomos podem dar origem a um

grupo de elementos denominados MITEs. Os MITEs sdo elementos inseridos ha
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muito tempo nos genomas, de forma que j& agregaram tantas alteracfes
(insercbes/delecdes, rearranjos) que perderam a capacidade de se mobilizarem
sozinhos. Além disso, vao se tornando cada vez menos parecidos com seu elemento
autbnomo de origem, mantendo, porém, conservacao nas regides das TIRs (Wicker
et al, 2007). Nesse contexto, considerando as caracteristicas estruturais das copias
de galluhop descritas neste trabalho, podemos sugerir que esse elemento, seja,
possivelmente, um MITE dos genomas das aves. E, se esse for o caso, nos quatro
genomas analisados neste trabalho, parece que esses MITEs estariam num estagio
avancado de degeneracao, visto que, além do baixo numero de coépias, as TIRs
também ja ndo apresentam conservacdo esperada para um MITE ativo, bem como
ha muita divergéncia entre as cépias de um mesmo genoma como, por exemplo, em
L. tetrix (Tabelas 3 e 4). E importante lembrar que, embora ndo tenham sido
incluidas neste trabalho, analises preliminares apontaram para um alto numero de
copias de galluhop nos genomas de G. gallus e M. gallopavo, reforcando uma
caracteristica dos MITEs. MITEs originados pela familia TC1l/mariner ja foram
descritos em plantas, insetos e anfibios (Fattash et al., 2013; Wallau et al., 2014).
Com a segunda abordagem proposta e esquematizada no fluxograma (Figura
1) foi possivel estabelecer as relacbes evolutivas de galluhop com elementos da
familia mariner. Primeiramente, com a transposase putativa de galluhop consenso
em G. gallus, observou-se que a sequéncia ndo se inseriu em nenhuma subfamilia ja
descrita de mariner, indicando tratar de uma subfamilia ainda ndo descrita (Figura 4).
Posteriormente, confirmou-se esse fato quando foi construida outra filogenia
inserindo, agora, as possiveis transposases (preditas) das copias de galluhop dos
outros quatro genomas. Todas as sequéncias protéicas dos quatro genomas
analisados agruparam-se juntas com a sequéncia de G. gallus e, as mesmas néo se
agruparam com nenhuma subfamilia conhecida, reforcando a ideia de pertenceram a

uma nova subfamilia de mariner (Figura 5).

3.7 Conclusao

Com este trabalho conclui-se que o elemento galluhop esta presente em seis
genomas de aves, sendo apenas em B. rhinoceros uma ocorréncia em uma espécie
mais derivada das classes das aves. As copias encontradas em B. rhinoceros, C.

japonica, C. virginianus, L. tetrix sdo incompletas, degeneradas e com sinais de
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perda da conservacdo das TIRs. Tratando assim possivelmente de um elemento
MITE ou até mesmo se encaminhando para ser completamente inativo. Os dados
obtidos neste trabalho SUGEREM, também, que gallluhop constitui uma subfamilia

ainda nao descrita de mariner.
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3.8 Figuras do primeiro manuscrito
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Figura 1: Filogenia das Aves. Filogenia das aves em escala genémica, retirado de Jarvis et al, 2014
(Whole-genome analyses resolve early branches in the tree of life of modern birds).



Tabela 1: Genomas de aves analisados e identificagcdo de acesso

29

Espécie

Identificac&o

GenBank Assembly ID

Buceros rhinoceros

Colinus virginianus

y<4— Coturnix japonica
Gallus gallus
P Lyrurus tetrix
p Meleagris gallopavo

32403
12817
113
111
31278
112

GCA_000710305.1 (latest)

GCA_000599465.1 (latest)
GCA_000511605.1 (latest)
GCA_000002315.2 (latest)
GCA_000586395.1 (latest)
GCA_000146605.2 (latest)—>§

Tabela 2: Genomas de aves que possuem galluhop e as caracteristicas das copias

Espécie Nome popular Tamanho Sexo N° de N° de ORFs
Megabase copias copias

Iniciais  pds/anélise
Buceros rhinoceros Calau-rinoceronte 1065.78 Macho 14 14 ’t\éartr?
Colinus virginianus Perdiz-da-Virginia 1171.86 Fémea 147 99 t'\(la?ﬁ
Coturnix japodnica Codorna japonesa 531.96 _ ¥ 5 4 tNe?]?
Gallus gallus Galo 1046.93 Fémea 10309 _x _x*
Lyrurus tetrix Galo-lira 657.025 _* 96 96 tNearlr?
Meleagris gallopavo Peru 1061.82 Fémea 9269 o xx _x

*Estes dados néo foram disponibilizados

** Analises ainda ndo concluidas
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Figura 2: Fluxograma da metodologia utilizada para realizar as andlises. Fluxograma das etapas,
software, ferramentas e andlises desenvolvidas no presente trabalho.
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Figura 3: Representagdo grafica da conservagdao (consenso) das TIRs 5 e 3’ dos
elementos galluhop de cada genoma analisado. A e A’- TIRs de B. rhinoceros, 5 e 3,
respectivamente; B e B’- TIRs de C. japbnica, 5 e 3', respectivamente; C e C’- TIRs de C.
virginianus, 5’ e 3’, respectivamente; D e D’ TIRs de L. tetrix, 5’ e 3’, respectivamente.



Tabela 3: Tamanho das cépias de galluhop nos genomas

Tamanho (pb)

Especie Até 500 501 a 1000 > 1000
Buceros rhinoceros 0 14 0
Colinus virginianus 5 69 25

Coturnix japonica 1 3 0
Lyrurus tetrix 59 34 3

Tabela 4: Identidade minima e maxima encontrada entre as copias

% minimade % méxima de
Espécie identidade entre as identidade entre as
copias copias
Buceros rhinoceros 57 91
Colinus virginianus 10 86
Coturnix japonica 24 85

Lyrurus tetrix 10 89
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Figura 4:
Filogenia de
galluhop
consenso de G.
gallus baseada
na transposase.
A filogenia foi
construida com
as transposases
de elementos da
familia mariner,
que inclui as
subfamilias
destacadas por
cor (no sentido
topo-base da
arvore):
mauritiana,
capitata,
cecropia,
elegans,
melifera,
galluhop, irritans
(bytmar-like,
himar-like),
drosophila,
vertumnana,
marmoraturs. E
galluhop
consenso (em
vermelho).
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Figura 5: Filogenia de galluhop baseda em transposases. Esta filogenia incluiu, além das subfamilas de mariner destacadas por cor (no sentido topo-
base da arvore): mauritiana, capitata, cecropia, elegans, melifera, galluhop, irritans (bytmar-like, himar-like), drosophila, vertumnana, marmoraturs,
também as putativas transposases de galluhop em cada um dos genomas analisados (B. rhinoceros, C. japonica, C. virginianus, L. tetri e M.
gallopavo).G gallus foi representado pelo préprio galluhop consenso. Todas as sequéncias agruparam-se juntas indicando se tratar de um mesmo
elemento e possivelmente uma nova subfamilia.
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4 SEGUNDO MANUSCRITO A SER SUBMETIDO

Identificacdo de elementos mariner-like em aves passeriformes do bioma

Pampa

4.1 Resumo

Introducéo: A avifauna do bioma Pampa em termos de diversidade genética
ainda é pouco estudada e investigada em nivel gendmico, principalmente em
relacdo a marcadores moleculares. Um dos possiveis estudos sobre os genomas diz
respeito a existéncia e caracterizacdo dos elementos transponiveis. Os elementos
transponiveis foram analisados nos genomas de algumas aves, como Gallus gallus,
sendo identificado elementos mariner-like. A superfamilia Tcl-mariner, é
amplamente distribuida entre invertebrados e vertebrados, possui trés familias,
sendo uma delas a familia mariner. A familia mariner possui algumas caracteristicas
que a define, como: tamanho de aproximadamente 1300 pb, duplicacdo da
sequéncia TA no sitio alvo de insercdo, repeticdes terminais invertidas de,
aproximadamente, 25 pb, e uma Unica ORF que codifica uma transposase. Dada a
diversidade das aves Passeriformes no bioma Pampa, os poucos estudos sobre os
genomas das mesmas, aliado ao fato de haver relatos da presenca de elementos
mariner em outros grupos de vertebrados, este trabalho tem por objetivo contribuir
para o0 conhecimento sobre a presenca, dindamica e evolucdo de elementos
transponiveis (mariner-like) nos genomas das aves, identificando elementos mariner-
like em aves passeriformes do bioma Pampa.

Resultados: Pela técnica de hibridizacdo por dot blot, de 16 espécies
analisadas, cinco espécies de trés familias distintas de Passeriformes mostraram
sinal positivo para a presenca de mariner, sendo elas: Saltator similis (Thraupidae),
Poospiza nigrorufa (Emberizidae), Lathrotricus euleri (Tyrannidae), Saltator
aurantiirostris (Thraupidae), Thraupis bonariensis (Thraupidae).

Conclusao: Os resultados de hibridizacdo apontam para uma distribuicao

mais ampla de elementos da familia mariner no grupo das aves.

Palavras-chave: mariner, aves, Passeriformes
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4.2 Abstract

Background: Abundances of birds of the Pampa biome in terms of genetic
diversity has been poor studied and investigated at the genomic level, especially in
relation to molecular markers. One approach to studies genomes possible concerns
the existence and characterization of transposable elements. The transposable
elements were analyzed in the genomes of some birds, such as Gallus gallus,
identified mariner-like elements. The Tcl-mariner superfamily, is widely distributed
among invertebrates and vertebrates, has three families, one of which the mariner
family. The mariner family has some characteristics that defines: like: approximately
1300 bp in lengt, duplication of the target TA sequence at the insertion site, inverted
terminal repeats of approximately 25 bp, and a single ORF encoding a transposase.
Given the diversity of Passeriformes birds in the Pampa biome, the few studies on
the genomes of the same, together with the fact that there are reports of the
presence of mariner elements in other vertebrate groups, this study aims to
contribute to the knowledge about the presence, dynamics and evolution of
transposable elements (mariner-like) in the genomes of birds, identifying mariner-like
elements in Passeriformes birds of the Pampa biome.

Results: Based on dot blot analysis with 16 species, five species of three
distinct families of Passeriformes showed positive signal for the presence of mariner,
namely: Saltator similis (Thraupidae), Poospiza nigrorufa (Emberizidae), Lathrotricus
euleri (Tyrannidae) , Saltator aurantiirostris (Thraupidae), Thraupis bonariensis
(Thraupidae).

Conclusions: The hybridization results show a broader distribution of mariner

family members in the group of birds.

Keywords: mariner, birds, Passeriformes
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4.3 Introducéao

O bioma Pampa representa 63% do territorio do estado do Rio Grande do Sul
(IBGE, 2004), possuindo uma vasta fauna com aproximadamente 500 espécies de
aves segundo o Ministério do Meio Ambiente (MMA). Em termos de diversidade
genética, no entanto, essa variabilidade ainda € pouco estudada e investigada em
nivel genémico, principalmente em relacdo a marcadores moleculares. Os estudos
relacionados séo sobre o perfil cariotipico como visto em Kretschmer et al.(2014) e
Da Ponte (2014).

Dentre as diversas espécies encontradas no territorio do Pampa estdo
presentes muitas familias da ordem Passeriformes, como por exemplo: Tiranidae,
Emberizidae e Furnariidae. E o grupo mais derivado das aves (Jarvis et al., 2014),
com espécies geralmente de pequeno porte, coloridas e canoras.

Um dos possiveis estudos sobre os genomas dos organismos diz respeito a
existéncia e caracterizacdo dos elementos transponiveis nesses genomas. Os
elementos transponiveis foram analisados nos genomas de algumas aves,
principalmente Gallus gallus (Hillier et al., 2004; Wicker et al.,, 2005), sendo
identificados nesses genomas elementos mariner-like (Hillier et al., 2004; Rami et al.,
2010; Wicker et al., 2005). A superfamilia Tc1-mariner, amplamente distribuida entre
invertebrados e vertebrados, possui trés familias, sendo uma delas a familia mariner
(Capy, 1998). A familia mariner possui algumas caracteristicas que a define, como:
tamanho de aproximadamente 1300 pb, duplicacdo da sequéncia TA no sitio alvo de
insercao, repeticdes terminais invertidas de, aproximadamente, 25 pb, e uma Unica
ORF gue codifica uma transposase.

Dada a diversidade das aves Passeriformes no bioma Pampa, 0s poucos
estudos sobre os genomas das mesmas, aliado ao fato de haver relatos da presenca
de elementos mariner em outros grupos de vertebrados, este trabalho propde uma
investigagdo preliminar sobre a existéncia de elementos mariner-like em aves

Passeriformes amostradas do bioma Pampa.
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4.4 Material e Métodos

4.4.1 Coleta das amostras

As coletas ocorreram conforme a licengca do SISBIO n° 33860-1, cddigo
18127894 data 08/06/2012 e da Comissdo de ética no uso de animais-
CEUA/UNIPAMPA sob protocolo n°® 026/2012. Poderiam ser coletados até cinco
exemplares de cada espécie de diferentes familias da classe Aves por ano, em trés
diferentes locais (S&o Gabriel, Dom Pedrito e Santa Maria). As aves foram
capturadas através de redes de neblina. As amostras utilizadas foram as coletadas

na cidade de Sao Gabriel.

4.4.2 Extracao de DNA gendmico

As amostras de sangue e tecidos coletadas foram armazenadas segundo o
protocolo de Lahiri & Nurnberger (1991). O DNA genbmico foi extraido seguindo o
método de fenol-cloroférmio (Sassi et al., 2005) e quantificado em espectrofotdmetro

NanoVue (GE Healthcare Life Sciences).

4.4.3 Hibridizacédo por Dot blot

Para a hibridizag&do por dot blot, as amostras de DNA gendmico (1pg) foram
desnaturadas, transferidas para uma membrana de nylon (Hybond-N+; GE
Healthcare Biosciences) e fixadas a 80°C por duas horas. Para marca¢cao da sonda
e deteccédo foram utilizados os kits de marcacéo e deteccédo AlkPhos Direct Labelling
and Detection System com CDP-Star (GE Healthcare), seguindo as recomendac¢des
do fabricante. Como sonda foi utilizado um fragmento interno do elemento mariner
de Drosophila simulans conforme descrito abaixo.

A hibridizacdo ocorreu lentamente em forno de hibridizacdo, overnight, a
55°C. As lavagens de estringéncia foram desenvolvidas, primeiramente, a 55°C e,
apos, a temperatura ambiente, com agitacdo constante. Para a deteccdo da
hibridizagao, foi utilizado o kit de deteccao acima referido e revelagdo em filme de

autoradiografia, com exposi¢coes de uma hora e overnight.

4.4.4 Obtencéo da sonda
Para obtencédo da sonda, foi amplificado, por PCR, um fragmento interno do

elemento mariner de Drosophila simulans, utilizando os iniciadores Pgex-F (5
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CTGGTTCCGCGTGGATCCCCGATGTCGAGTTTCGTGCCGAA 3) e Pgex-R (5
ACGCGCGAGGCAGATCGTCATTATTCTAAGTATTTGCCGTCGC3’) desenhados
por Wallau (2014). Estes iniciadores amplificam um fragmento de aproximadamente
1000 pb correspondente a ORF completa do elemento mariner de D. simulans.
Foram utilizadas aproximadamente 50ng de DNA para uma reacéo de 50ul contendo
1U de Taq Polimerase (Invitrogen), 5ul de tampao 10X fornecido pelo fabricante,
10mM de cada nucleotideo, 10 pmol de cada primer e 1,5 mM de MgCl, As
condi¢cbes de amplificacéo foram: 97°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 95°C
por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 40 segundos, com uma
extensdo final de 5 minutos a 72°C. O fragmento amplificado foi separado por
eletroforese em gel de agarose 1%, corado com GelREd e visualizado em
transiluminador de luz UV. Apoés, esse fragmento foi purificado com o kit de
purificacdo de produto de PCR illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit.
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4.5 Resultados e Discussao

Foram amostrados 27 individuos de aves (26 passeriformes do Pampa e G.
gallus), representando nove familias e 16 espécies diferentes. Houve hibridizacdo da
sonda de mariner com o DNA genbmico das espécies: (1)Saltator similis
(Thraupidae), (5)Poospiza nigrorufa (Emberizidae), (13)Lathrotricus euleri
(Tyrannidae), (17)Saltator aurantiirostris (Thraupidae), (20)Thraupis bonariensis
(Thraupidae), (Figura 6), abrangendo, assim, cinco espécies de trés familias
distintas. Dessas, (5)Poospiza nigrorufa (Emberizidae), (13)Lathrotricus euleri
(Tyrannidae) e (20)Thraupis bonariensis (Thraupidae) apresentaram sinal mais fraco
de hibridizacdo, indicando a presenca de sequéncias altamente divergentes, mas
relacionadas a mariner.

Considerando o uso de sonda inespecifica especifica para elementos mariner
de D. simulans, esses sinais positivos apontam para a presenca de elementos
relacionados a mariner, comumente conhecidos como mariner-like nos genomas
desses individuos, ampliando, dessa forma, a distribuicdo dessa familia de
elementos no grupo das aves e relatando pioneiramente a presenca dos mesmos
em passeriformes do Pampa.

Inesperadamente, no entanto, ndo houve hibridizacbes em amostras da
mesma espécie como no caso de P. nigrorufa, onde haviam mais duas amostras na
posicdo 2 e 7 da figura 6, e, no caso de L. euleri, com mais uma amostra na posicao
14 da mesma figura. Isso pode ter ocorrido devido a alguns fatores técnicos como
diferencas na concentracdo de DNA fixados na membrana, sensibilidade e eficiéncia
do Kit e reagentes empregados na revelacdo. Considerando que séo todos
individuos de uma mesma populacdo (Dom Pedrito), descarta-se, em principio,
qualquer variabilidade no nimero de copias/intensidade de sinal na hibridizacéo.

O fato de néo ter havido hibridizacdo em G. gallus, pode ser explicado pela
alta divergéncia entre o elemento da familia mariner (galluhop) descrito nesse
genoma (Wicker et al., 2005) com a sonda utilizada (mariner de Drosophila
simulans), embora ndo possa ser descartada a existéncia de elementos mais

divergentes mas ainda relacionados a essa familia.
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4.6 Conclusao

Pode-se concluir, com esses dados preliminares, que o elemento mariner ou
elementos mariner-like estdo presentes nos genomas de algumas espécies de aves
do Pampa, com maior ou menor similaridades. A técnica de hibridizacdo por dot blot
mostra-se sensivel e eficiente para a deteccdo de elementos transponiveis, mesmo

inespecificos, nos genomas de aves.

4.7 Perspectivas

Devido ao fato de ser uma analise preliminar (e pioneira), abrem-se muitas
perspectivas para esse trabalho, como:
- ampliacdo do numero de amostras a serem analisadas por dot blot;
- amplificacdo, por PCR, de elementos/sequéncias mariner-like nas espécies
positivas para a presenca de mariner no dot blot;
- clonagem, sequenciamento, identificacdo e andlises das sequéncias amplificadas
por PCR;
- construcao de primers degenerados de mariner-like mais especificos para aves.
Também seria bom incluir uma filogenia, ou outra informacédo que mostre mais ou

menos as relacdes evolutivas entre as aves.



42

4.8 Figuras do segundo manuscrito

Figura 6: Varredura por dot blot para a presenca de mariner. As familias analisadas e suas
respectivas espécies sdo as seguintes: 1 - 8) Emberizidae: 1- Saltator similis; 2- Poospiza
nigrorufa; 3- Zonotrichia capenses; 4- Z. capensis; 5- P. nigrorufa; 6- Z. capensis; 7- P. nigrorufa ;
8- Z. capensis; 9 - 15) Tyrannidae: 9- Pitangus sulphuratus; 10- P.sulphuratus; 11- P. sulphuratus;
12- Lathrotriccus euleri; 13- L. euleri; 14- L. euleri, 15- P. sulphuratus; 16-17 e 19-20) Thraupidae:
16- Lanio cucullatus; 17- Saltator aurantiirostris; 19- Paroaria coronate; 20- Thraupis
bonariensis; 18) Mimidae: 18- Mimus saturninus; 21) Turdidae: 21- Turdus rufiventris; 22-
Euscarthmus meloryphus — Tyrannidae; 23 e 24) Picidade: 23- Colaptes melanolaimus; 24- C.
melanolaimus; 25) Furnaridae: 25-Syndactyla rufosuperciliata; 26) Trochilidae: 26- Hylocharis
chrysura; 27) Phasianidae: 27- Gallus gallus. Controles positivos: 28- D. simulans -Aguas de
Linddia (drosophilidae); 29- D. simulans —white (drosophilidae); 30- Drosophila paulistorum
(drosophilidae).
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ANEXO DO PRIMEIRO MANUSCRITO

Tabela 5: genomas disponiveis de aves analisados para galluhop

NOME Tam.Mb ID GenBank Assembly ID

Acanthisitta chloris 1035.88 32002 GCA_000695815.1 (latest)
Amazona vittata 11754 15170 GCA_000332375.1 (latest)
Anas platyrhynchos 1105.05 2793 GCA_000355885.1 (latest)
Apaloderma vittatum 1070.84 32169 GCA_000703405.1 (latest)
Aptenodytes forsteri 1254.35 32061 GCA_000699145.1 (latest)
Aquila chrysaetos 1548.48 32031 GCA_000696035.1 (latest)
Ara macao 1204.7 17770 GCA_000400695.1 (latest)
Balearica pavonina 1127.61 117089 GCA_000709895.1 (latest)
Buceros rhinoceros 1065.78 32403 GCA_000710305.1 (latest)
Calypte anna 1105.68 32060 GCA_000699085.1 (latest)
Caprimulgus carolinensis 1119.68 32067 GCA_000700745.1 (latest)
Cariama cristata 1132.25 31967 GCA_000690535.1 (latest)
Cathartes aura 1152.57 7839 GCA_000699945.1 (latest)
Chaetura pelagica 1119.19 33278 GCA_000747805.1 (latest)
Charadrius vociferus 1219.86 32124 GCA_000708025.2 (latest)
Chlamydotis undulata 1086.57 32036 GCA_000695195.1 (latest)
Colinus virginianus 1171.86 12817 GCA_000599465.1 (latest)
Colius striatus 1075.93 31969 GCA_000690715.1 (latest)
Columba livia 1107.99 10719 GCA_000337935.1 (latest)
Corvus brachyrhynchos 1091.31 32035 GCA_000691975.1 (latest)
Corvus cornix 1049.96 18230 GCA_000738735.1 (latest)
Coturnix japonica 531.96 113 GCA_000511605.1 (latest)
Cuculus canorus 1153.89 32170 GCA_000709325.1 (latest)
Egretta garzetta 1206.48 31706 GCA_000687185.1 (latest)
Eurypyga helias 1088.02 31970 GCA_000690775.1 (latest)
Falco cherrug 1174.81 14103 GCA_000337975.1 (latest)
Falco peregrinus 1171.97 132 GCA _000337955.1 (latest)
Ficedula albicollis 1118.34 11872 GCA_000247815.2 (latest)
Fulmarus glacialis 1141.4 31971 GCA_000690835.1 (latest)
Gallus gallus 1046.93 111 GCA_000002315.2 (latest)
Gavia stellata 1129.68 7634 GCA_000690875.1 (latest)
Geospiza fortis 1065.29 13302 GCA_000277835.1 (latest)
Haliaeetus albicilla 1133.55 31975 GCA_000691405.1 (latest)
Haliaeetus leucocephalus 1178.41 32665 GCA_000737465.1 (latest)
Leptosomus discolor 1136.24 32000 GCA_000691785.1 (latest)
Lyrurus tetrix 657.025 31278 GCA_000586395.1 (latest)
Manacus vitellinus 1145.85 31979 GCA_000692015.2 (latest)
Meleagris gallopavo 1061.82 112 GCA_000146605.2 (latest)
Melopsittacus undulatus 1117.37 10765 GCA_000238935.1 (latest)
Merops nubicus 1062.96 31978 GCA_000691845.1 (latest)
Mesitornis unicolor 1087.29 32034 GCA_000695765.1 (latest)
Nestor notabilis 1053.56 33272 GCA_000696875.1 (latest)
Nipponia nippon 1223.85 7967 GCA_000708225.1 (latest)
Opisthocomus hoazin 1203.71 31992 GCA_000692075.1 (latest)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/32169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/32061
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/32031
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/17770
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/17089
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/32403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/32060
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/32036
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/31969
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/10719
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/31970
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/11872
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/31971
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/111
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/7634
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/13302
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/31975
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/32665
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/32000
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/31278
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/31979
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/112
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/10765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/31978
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/32034
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Pelecanus crispus
Phaethon lepturus
Phalacrocorax carbo
Phoenicopterus ruber
Picoides pubescens
Podiceps cristatus
Pseudopodoces humilis
Pterocles gutturalis
Pygoscelis adeliae
Serinus canaria
Struthio camelus
Taeniopygia guttata
Tauraco erythrolophus
Tinamus guttatus

Tyto alba

Zonotrichia albicollis

1160.92
1152.96
1138.97
1132.18
1167.32
1134.92
1043
1069.32
1216.62
11521
1225.03
1232.14
1155.54
1047.06
1120.14
1052.6

31933
31929
32171
31928
32059
7975
15114
32063
17559
11251
122
367
32247
32250
31927
17510

GCA_000687375.1 (latest)
GCA_000687285.1 (latest)
GCA_000708925.1 (latest)
GCA_000687265.1 (latest)
GCA_000699005.1 (latest)
GCA_000699545.1 (latest)
GCA_000331425.1 (latest)
GCA_000699245.1 (latest)
GCA_000699105.1 (latest)
GCA_000534875.1 (latest)
GCA_000698965.1 (latest)
GCA_000151805.2 (latest)
GCA_000709365.1 (latest)
GCA_000705375.2 (latest)
GCA_000687205.1 (latest)
GCA_000385455.1 (latest)
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