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RESUMO

Elementos transponiveis (TEs, do inglés Transposable Elements) sdo sequéncias
gue possuem a particularidade de se mobilizar dentro e entre genomas, estando
presentes ubiquamente nos organismos e distribuidos por todos os ramos da arvore
da vida. Os TEs influenciam os genomas hospedeiros de diferentes maneiras tendo
um papel fundamental na evolucdo dos mesmos. Sé&o classificados em duas
grandes classes, com base no seu intermediario de transposicdo: Classe |
(retrotransposons) se transpode via RNA, Classe Il (transposons) se movem via DNA.
Em aves, o conhecimento sobre elementos transponiveis ainda é muito insipiente,
restringindo-se a poucos genomas sequenciados, principalmente o de Gallus gallus.
Neste trabalho foram estudados dois tipos distintos de TEs: galluhop - elemento de
Classe I, pertencente a superfamilia mariner/Tcl, e CR1 - elemento de Classe |,
ordem conhecida como LINE (do inglés Long Interspersed Nuclear Element),
pertencente a superfamilia CR1. Os objetivos desse trabalho foram caracterizar a
historia evolutiva das sequéncias de homdlogas de galluhop encontradas em
genomas disponiveis de aves e, também, caracterizar a distribuicAo cromossémica
de CR1-like em genomas de aves Piciformes (pica-paus). No primeiro capitulo,
através de analises in silico, foi possivel estimar a diversidade de copias, as
caracteristicas estruturais e funcionais, a distribuicdo descontinua na linhagem
aviaria, a descricdo de uma nova subfamilia para familia mariner e sugerir um
evento de transferéncia horizontal do elemento galluhop. Destacamos nesta
abordagem o primeiro registro de uma possivel transferéncia horizontal de elemento
transponivel entre aves, e a nova subfamilia Gallus restrita, at¢é o momento, a
elementos galluhop encontrados em aves. No segundo capitulo, mostramos por
meio da técnica de FISH, a distribuicdo cromossémica de um mesmo elemento
transponivel, CR1-E-like, em diferentes genomas de aves, evidenciando padrdo de
distribuicdo muito diferente em cada genoma, mesmo entre espécies do mesmo

género.

Palavras chave: Elementos transponiveis, CR1, galluhop, ordem Piciformes, ordem

Galliformes



ABSTRACT

Transposable Elements (TEs) are sequences that have the particularity of mobilizing
within and between genomes, being ubiquitously present in organisms and
distributed throughout the branches of the tree of life. TEs influence host genomes in
different ways and play a key role in their evolution. They are classified into two
major classes, based on their transposition intermediary: Class | (retrotransposons)
transposes via RNA, Class Il (transposons) move through DNA. In birds, the
knowledge about transposable elements is still very insipient, being restricted to a
few genomes sequenced, mainly the one of Gallus gallus. In this work two distinct
types of TEs were studied: galluhop - element of Class Il, belonging to the
superfamily mariner / Tcl, and CRL1 - element of Class I, order known as LINE (of the
English Long Interspersed Nuclear Element), belonging to the superfamily CR1. The
objectives of this work were to characterize the evolutionary history of galluhop
homolog sequences found in avian available genomes and also to characterize the
chromosomal distribution of CR1-like in genomes of woodpeckers. In the first
chapter, through in silico analysis, it was possible to estimate the diversity of copies,
the structural and functional characteristics, the discontinuous distribution in the
avian line, the description of a new subfamily for the mariner family and to suggest a
horizontal transfer event of the galluhop element . We highlight in this approach the
first record of a possible horizontal transfer of transposable element between birds,
and the new Gallus subfamily restricted, until now, to galluhop elements found in
birds. In the second chapter, we show through the FISH technique the chromosomal
distribution of the same transposable element, CR1-E-like, in different bird genomes,
showing a very different distribution pattern in each genome, even among species of
the same genus.

Keywords: Tranposable elements, CR1, galluhop, Piciformes order, Galliformes order
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1 INTRODUCAO

1.1 Elementos transponiveis

Os elementos transponiveis (TEs do inglés Transposable Elements) sao
sequéncias de DNA, encontradas repetidamente nos genomas, que possuem como
particularidade a capacidade de mudarem de posicdo tanto dentro como entre
genomas. Essa caracteristica, a mobilizacédo, revolucionou o conhecimento sobre o

que, atualmente, denomina-se genoma e o seu funcionamento dentro das células.

Até, aproximadamente, metade do século XX acreditava-se, devido a analise de
microscopia oOptica dos cromossomos, que 0s genes eram “inviolaveis” e estavam
fixos dentro dos cromossomos (VARANI et al., 2015). Contudo, Barbara McClintock
observou um intricado mecanismo de dindmica cromossdmica, onde uma quebra no
braco curto do cromossomo 9 de milho (Zea mays) estaria associada a modificacbes
na coloracao dos grdos de milho (JONES, 2005; MCCLINTOCK, 1950). McClintock
percebeu que os locos (Ds e Ac) poderiam mudar de posicdo dentro do genoma de
forma aleatdria, ocasionando a mudanca de coloracdo nos grdos. No entanto, foi
fortemente desacreditada pela comunidade cientifica devido a crenga na
estaticidade do material genético.

Com o desenvolvimento de técnicas de biologia molecular e assim o
aprimoramento do conhecimento sobre as caracteristicas estruturais do genoma, na
década de 80, os TEs foram redescobertos mobilizando-se no genoma de
Escherichia coli, associados a mutacdes em Drosophila melanogaster e em milho
(VARANI et al., 2015). Desde entdo, os TEs foram encontrados em todos os ramos
da arvore da vida estudados, desde organismos mais simples como bactérias e
fungos, a plantas, invertebrados, todas as classes de vertebrados, e podem ser
considerados virtualmente presente em todas as espécies eucariéticas analisadas
(PRITHAM, 2009; WICKER et al., 2007). Entretanto, existem algumas excecoes,
restrita a espécies unicelulares estudadas como no genoma da alga vermelha
Cyanidioschyzon merolae, 6 espécies de Apicomplexa (Babesia bovis,
Cryptosporidium hominis, Cryptosporidium parvum, Plasmodium falciparum e
Thelieria parva), além de uma espécie de Unikont, Encephalitozoon cuniculi
(PRITHAM, 2009).
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As caracteristicas, de mobilizacdo e parasitaria, tornaram os TEs as sequéncias
mais abundantes e ubiquos na natureza (AZIZ; BREITBART; EDWARDS, 2010),
influenciando a trajetoria evolutiva dos genomas hospedeiros de diferentes formas.
Os TEs sédo geralmente encontrados em regides nao codificadoras, contudo também
podem ser observados junto a éxons ou mesmo introns. Os TEs podem, por
exemplo: fornecer promotores alternativos para expressao de genes; quando
inseridos em genes inativa-los; viabilizar variantes de proteinas através do splicing;
ter acdo epigenética quando modificam a expressdo de um gene sem modificar sua
sequéncia; e ocasionar rearranjos cromossomicos (CARARETO; MONTEIRO-
VITORELLO; SLUYS, 2015). Nas regides nao codificantes os TEs podem, por
exemplo, assumir um papel estrutural estando associados ao centrbmero e/ou
regides terminais dos cromossomos (OLIVEIRA et al., 2013)

Os TEs tiveram varias denominag¢des conforme a evolu¢cdo do conhecimento
sobre a estrutura e funcdo do DNA, como o termo “DNA lixo” devido aos TEs
fazerem parte de uma grande por¢cdo do genoma que nao codificam para
polipeptideos e “genes saltadores” devido a capacidade de se mobilizarem de um
sitio a outro do DNA (VARANI et al., 2015). Ja os termos “parasitas gendmicos” e
‘DNA egoista” advém dos TEs se mobilizarem indiferente das necessidades
estruturais e funcionais do genoma hospedeiro e por também ser uma grande
parcela desses genomas, em humanos representa 50%, aproximadamente 40% do
genoma de roedores e podem chegar a mais de 60% do genoma, como em milho
(BIEMONT:; VIEIRA, 2006; GIBBS et al., 2004; LANDER et al., 2001).

Com isso, podemos observar uma rede de interacdo complexa entre os TEs e 0s
genomas. Com o aumento dos projetos de sequenciamento de genomas de
organismos em todos os ramos da arvore da vida, ocorreu uma “explosdo” de
informacdes sobre TEs, sendo descobertos continuamente novos elementos,
incluindo elementos muitas vezes com caracteristicas diferentes das conhecidas e
com funcgbes diferentes nos genomas. Por isso, o estudo continuo dos TEs,
principalmente em genomas pouco estudados até o momento, como das aves, é
extremamente importante para compreender melhor a interacdo e evolucdo destas

sequencias com 0s genomas.
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1.2 Classificacao dos TEs

Conforme o conhecimento sobre TEs foi se ampliando surgiram diferentes
propostas de classificacdo (FINNEGAN, 1989; KAPITONOV; JURKA, 2008;
WICKER et al., 2007). As propostas possuem abordagens diferentes, porém
concordam com o padrdo similar com a classificacdo sistemética utilizado para
espécies e em uma primeira divisdo enzimética, baseada na molécula intermediaria
de transposicdo. Por exemplo, os elementos que se transpdem via uma molécula de
RNA, utilizando uma transcriptase reversa homéloga as usadas por virus, pertencem
a Classe | e também sao chamados de retrotransposons; e a Classe Il, os
transposons, € constituida dos elementos que se movem via DNA utilizando
geralmente uma transposase. Os TEs de Classe | sédo transcritos em um RNA,
reversamente transcritos em DNA e inseridos em outra regido do genoma; e os TEs
de Classe Il séo excisados pela transposase e reinseridos em outro local do genoma
(FINNEGAN, 1989).

Nas divisbes subsequentes as propostas divergem, a amplamente aceita é de
Wicker e colaboradores (2007) (Figura 1). A proposta divide hierarquicamente os
elementos em:

Subclasse - subclasse | e Il para os elementos de classe Il conforme 0 mecanismo
de excisdo dos elementos;

Ordem — conforme a organizacdo geral e enzimologia dos TEs, dentro de uma
mesma ordem os elementos compartilham as mesmas estratégias de replicacao;
Superfamilia — distinguem-se umas das outras por caracteristicas como estrutura
das proteinas, dominios ndo codificantes, presenca e tamanho dos sitios de
duplicacao;

Familia — sdo definidas pela conservacao das sequéncias de aminoacidos;
Subfamilia — sé@o definidas por anadlises filogenéticas, podem distinguir grupos de

elementos autbnomos de elementos ndo autbnomos.
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FIGURA 1- Classificacdo dos elementos transponiveis. Proposta por Wicker et al. (2007), imagem
adaptada

BN

Outra forma de ordenar os TEs é quanto a autonomia para se mobilizar. Os
elementos que possuem intacta toda a codificacdo para produzir a maquinaria
enzimatica para transposicdo sdo chamados autbnomos, e os TEs sem ou com
grandes delecdes na regido de codificacdo sdo chamados ndo-autbnomos. Na
Classe I, os elementos ndo-autbnomos, possuem delecdes na regido da enzima de
mobilizacdo transposase e sdo conhecidos como MITEs (do inglés Miniature
Inverted-repeat Transposable Elements). Os MITEs s&do pequenos elementos
(aproximadamente 50-500 pb), com delecbes na regido da ORF (do inglés Open

Reading Frame), sequéncias terminais conservadas, duplicacdo do sitio alvo de
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insercdo e geralmente alto numero de copias (FATTASH et al., 2013). Sao
considerados parasitas das copias autbnomas, pois utilizam a transposase desses
elementos para se mobilizarem, podendo inclusive sobrepor o niumero de copias
autbnomas (LE ROUZIC; CAPY, 2006). Devido a essa caracteristica, os MITES,
sao considerados superparasitas, pois parasitam os parasitas genémicos (WALLAU
et al., 2014; WALLAU; ORTIZ; LORETO, 2012).

Os elementos estudados e apresentados nessa dissertacdo pertencem as duas
classes descritas anteriormente: o primeiro € um elemento de Classe Il, pertencente
a superfamilia mariner/Tcl, familia mariner que é constituida de varias subfamilias,o
segundo € um elemento de Classe |, ordem conhecida como LINE (do inglés Long

Interspersed Nuclear Element), pertencente a superfamilia CR1.

1.3 Singularidade dos genomas e TEs das Aves

A classe Aves € um grupo monofilético, com aproximadamente dez mil espécies
espalhadas por todo o globo terrestre que compartilham a capacidade de voar, nédo
restritiva ao grupo, e que condicionou adaptac¢des inclusive nos seus genomas. As
necessidades metabdlicas exigidas pelo voo condicionaram adaptacfes aos seus
genomas, podendo assim ter favorecido o desenvolvimento de genomas menores
(WRIGHT; GREGOR; WITT, 2014). A variagdo de tamanho de genomas das aves
vai de 0,89 Gb a 2,11 Gb enquanto que em mamiferos variam de 1,59 Gb a 8,22 Gb
(Figura 3) (KAPUSTA; SUH, 2016).

Em contrapartida, € o grupo dentro dos amniotas, com maior numero
cromossOmico, 2n = 136-142 em Corythaixoides concolor e uma grande variacao
sendo o0 menor 2n = 40 em Falco columbarius (CHRISTIDIS, 1990; KAPUSTA;
SUH, 2016; NISHIDA et al., 2008). Esse perfil estrutural do genoma se da pela
pequena quantidade de macrocromossomos (geralmente de 10-14 pares) e o0
restante € formado por microcromossomos que, provavelmente, se originaram de
inumeras fissbes dos macrocromossomos ao longo da trajetdria evolutiva da classe,
e € onde também se concentram as regides génicas (BURT, 2002; HILLIER et al.,
2004).

A diminuicdo do tamanho dos genomas de aves esta associada a diminuicdo da

fracao repetitiva do genoma, que € formada principalmente pelos TEs (ZHANG et al.,
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2014). Nas aves os TEs representam entre 8-10% do genoma total e em outros
grupos de animais, como 0s mamiferos, muitas vezes chegam a representar
aproximadamente 50% do genoma. Contudo, na ordem Piciformes observou-se
maior densidade de TEs chegando a 22% do genoma de Picoides pubescens
(GIBBS et al., 2004; KAPUSTA; SUH, 2016; ZHANG et al., 2014).

Os dados sobre TEs aumentaram drasticamente com a disponibilidade de novos
genomas de aves sequenciados, até recentemente 0os genomas disponiveis eram de
Gallus gallus (galinha doméstica), Meleagris gallopavo (peru) e Taeniopygia guttata
(mandarim), os dois primeiros devido a importancia econémica e o terceiro como
organismo modelo para estudos (CHICKEN; SEQUENCING, 2004; DALLOUL et al.,
2010). Com o consércio de sequenciamento de genomas G10k Project foram
sequenciados 50 genomas com espécies representativas de todas as ordens da
classe Aves, fornecendo assim dados expressivos sobre os TEs (Figura. 2)(JARVIS
et al., 2014; KOEPFLI et al., 2015). Atualmente sdo mais de 70 genomas de aves

sequenciados disponiveis.



22

« CR1 expansion Genome size (Gb) Karyotype (2n) Major taxon
« LTR expansion Min. Max Min. Max (Order)
@ CR1-SINE emergence
@ RTE-SINE emergence
& HT of AVRTE

I HT of Mariner

FIGURA 2- Filogenia das aves e caracteristicas gen6micas das ordens. Adaptado de Kapusta e Suh
(2016)
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1.4 Elementos transponiveis em aves

As principais superfamilias de TEs encontradas nas Aves e as suas

caracteristicas estruturais podem ser observadas na figura 3.

Class |: retrotransposons Class Il: DNA transposons

| Non-LTR LTR
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FIGURA 3- Principais elementos transponiveis identificados em amniotas. Retirado de Kapusta e Suh
(2016).

Em aves, foram encontrados apenas dois transposons até o momento, o charlie
(superfamilia hAT) e o galluhop (familia mariner), ambos identificados inicialmente
em Gallus gallus (WICKER et al., 2005) (Figura 3). O elemento galluhop possui as
caracteristicas comuns a familia mariner que sdo: aproximadamente 1300 pb de
tamanho, com uma Unica ORF que codifica a transposase do elemento, repeticdes
terminais invertidas conservadas de aproximadamente 28 pb e duplicacdo da
sequéncia TA no sitio de insercdo (ROUAULT et al., 2009; WALLAU et al., 2011). O
primeiro elemento mariner descrito foi em Drosophila mauritiana e desde entéo séao
continuamente descobertos em outras espécies, incluindo outros invertebrados e
vertebrados como mamiferos (HARTL; LOHE; LOZOVSKAYA, 1997; JACOBSON,;
MEDHORA; HARTL, 1986; OLIVEIRA et al., 2013).

Os elementos de Classe | possuem mais representantes nos genomas aviarios,
porém menos do que podemos observar em outros grupos de amniotas (Figura 3).
Destaca-se em Aves principalmente a superfamilia de retrotransposons CR1 que é
considerada ubiqua nos amniotas, e a mais abundante nos genomas dos
sauropsidas (KORDIS, 2010; SUH et al., 2014).
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A superfamilia CR1(Chicken Repeat 1) foi identificada primeiramente no genoma
de G. gallus, esta inserida na ordem dos LINEs (do inglés Long Interspersed Nuclear
Elements) (STUMPH et al., 1981; WICKER et al., 2005, 2007). A superfamilia possui
as caracteristicas comuns esta ordem de TEs como: duas ORFs, a ORF 2
responsavel pela codificacdo das enzimas necessarias para mobilizacdo incluindo a
transcriptase reversa; a codificacdo para a enzima transcriptase reversa conservada
dentro da superfamilia e; altamente também sdo elementos truncados na porgao 5’
UTR e conservados na por¢ao 3’ UTR (BURCH; DAVIS; HAAS, 1993; HAAS et al.,
1997, 2001; KAJIKAWA; OHSHIMA; OKADA, 1997; KAPITONOV; JURKA, 2003).
Os elementos CR1 possuem diferentes subfamilias descritas com base
principalmente no genoma de G. gallus e répteis, as caracterizadas em G. gallus sdo
nomeadas em ordem alfabética de CR1- A até CR1- F, CR1- X e CR1-Y, suas
sequéncias sdo a maioria pequenos fragmentos do elemento de aproximadamente
500 pb (WICKER et al., 2005).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

e Contribuir para o conhecimento sobre a presenca, dinamica e evolucédo de

elementos transponiveis nos genomas de aves.

2.2 Objetivos especificos:

e Caracterizar a histéria evolutiva das sequéncias de homologas de galluhop

encontradas em genomas disponiveis de aves.

e Caracterizar a distribuicdo cromossémica de CR1-like em genomas de pica-

paus.
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3.1 Abstract

Taking advantage of rich genomic data available for birds we characterized
the evolutionary history of the galluhop element, originally described in Gallus gallus,
through the use of several bioinformatic analysis. galluhop homologous sequences
were found in six from 72 genomes analysed: Gallus gallus, Buceros rhinoceros,
Coturnix japonica, Colinus virginianus, Lyrurus tetrix and Meleagris gallopavo and its
copy number varied from 5 copies in C. japonica to 10158 in G. gallus. All 6 species
presented short elements suggesting the presence of Miniature Inverted repets
Transposable Elements (MITES), but only four species showed potential full length
partners. Although, we found no potential coding copies we do detected an ancient
massive MITE amplification in G. gallus and M. gallopavo genomes. The other four
species also presented MITEs suggesting that galluhop-like elements generates
MITEs frequently. Phylogenetic analysis of reconstructed coding sequences showed
that galluhop homolog sequences form a new mariner subfamily which we named
Gallus. Inter species distance analysis showed high identity between the consensus
of B. rhinoceros and the other five related species (from 88 to 92%), suggesting that
probably a horizontal transfer took place between the ancestral of L. tetrix and B.

rhinocerus.
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3.2 Introduction

Transposable elements (TEs) are mobile genetic genes widely distributed and
abundant component of many eukaryotic genomes. TEs can be classified in two
main classes based on its transposition mechanism: Class | (moves through an RNA
intermediate) and Class Il (thought DNA intermediate) (Finnegan 1989; Wicker et al.
2007; Kapitonov and Jurka 2008). Successful proliferation of TEs in genomes is
linked with its replicative and mobile capacity inside of the host genome and also
between genomes (Carareto et al. 2015). On the other hand, such mobility capacity
is most of the time neutral or deleterious to the host organism. New TE insertions in
genes coding regions or even at upstream/downstream positions can have a huge
impact on flanking genes (Feschotte 2008). In addition, such highly similar and
repetitive sequences across the genome also generate several recombination spots
that can lead to chromosomal inversions and deletions (Céaceres et al. 2001; McVean
2010). However, an increasing body of evidence is showing that new TEs insertions
introduce variability and can eventually be adaptive to the host genome (Volff 2006;

Casola et al. 2008).

TEs are an integral part of host genomes and hence are vertically inherited to
descendants through the male and female germ line DNA and from ancestral to
extant species in a evolutionary scale (Schaack et al. 2010). However, nowadays,
compelling evidences, in a wide variety of taxa, are showing that, Horizontal
Transposon Transfer (HTT), the exchange of genetic material between isolated
sexual species, is an effective way in which TEs invade new genomes and colonize
other species (Schaack et al. 2010; Wallau et al. 2012). Currently, more than 577

HTTs events were reported (Dotto et al. 2015). and the mariner family are the Class
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Il DNA transposons with the highest number of HTT cases reported (52) so far (Dotto
et al. 2015). Such events were reported in a wide variety of taxa as insects and
mammals (Wallau et al. 2011; Oliveira et al. 2012). However, only two HTT events
involving birds species were reported so far: two retrotransposons (AViRTE) which
took place between the ancestral of birds and human pathogenic nematodes (Suh et

al. 2016).

Non-autonomous elements can emerge at any step of the TE ‘life cycle”
through deletion or internal region degeneration eventually keeping its transposition
capacity in the presence of autonomous or codifying copies (Carareto et al. 2015).
Non-autonomous elements originated from Class Il transposons are known as
Miniature Inverted-repeat Transposable Elements (MITES) (Wicker et al. 2007). Such
elements presents deletions or degenerated coding region and conserved Terminal
Inverted Repeats (TIRs) which can be recognized by functional transposases
(Gonzalez and Petrov 2009; Fattash et al. 2013). MITEs have already been
associated with several Class Il superfamilies such as hAT, P element and
Tcl/mariner (Osborne et al. 2006; Yang et al. 2009; Depra et al. 2012). Usually
MITEs reach higher copy number than its autonomous counterparts, which can

determines a dead end for this TE family in long term (Le Rouzic and Capy 2006).

Although TEs are nowadays recognized as major players in genome evolution
the knowledge about TEs is scarce in some group of species as birds (Kordis 2010;
Kapusta and Suh 2016). One of the reasons, was the scarcity of available genomes,
but since 2014, more than 70 avian genomes are available (Koepfli et al. 2015).
Among few studies focusing on TEs in birds genomes, a reduction in the repetitive

DNA were detected in Sauropsids probably due to the purifying selection pressure
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acting on metabolism optimization (Organ et al. 2007; Zhang and Edwards 2012;
Kapusta e Suh 2016). In particular, are the Class Il TEs which are abundant in other
eukaryotic species but presented a limited diversity in the few avian genomes studied
so far: Gallus gallus and Meleagris gallopavo (Chicken Sequencing 2004; Dalloul et

al. 2010; Kordis 2010).

Elements from the mariner family generally are 1.3 kb long, contain TIRs of
approximately 28 bp and a unique ORF (Open Reading Frame) which codes for a
transposase (Wallau et al. 2011). Due to the great diversity of the mariner family such
elements were classified in subfamilies based on phylogenetic analysis. The
classification proposed by Rouault et al. (2009) includes 12 subfamilies (mauritiana,
cecropia, rosa, mellifera, lineata, capitata, irritans, briggsae, elegans, Atlantis and
CRI). Among Class Il TEs found in avian genomes a mariner-like element named
galluhop was characterized (Chicken Sequencing 2004; Wicker et al. 2005), but up to

now no other work focused in understand its evolution in other avian species.

Based on the reasoning presented above we aimed to characterize the
evolutionary history of galluhop homolog sequences found in avian available
genomes. Our results showed that galluhop-like sequences compose a new mariner
subfamily which was probably involved in a horizontal transfer event between avian
species and that the emergence of MITEs is a common process in this new

subfamily.

3.3 Material and Methods

3.3.1 Bioinformatic workflow

3.3.1.1 Genome search for galluhop homologs
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Nucleotide sequence from the galluhop consensus described by Wicker et al.
(2005) was obtained from the Repbase database (Jurka et al. 2005). 72 avian
genomes were available up to October of 2016 (Table S1). BLASTn searchers were
performed using galluhop consensus sequence from Repbase using default
parameters. Only blast results which presented E-value lower than e™® were further
analyzed. In house perl scripts were used to retrieve all sequences and 200 base

pairs of flanking sequences from each copy.

Sequence alignment of all copies plus flanking sequences from each species

were performed with MAFFT v.7 (Katoh and Standley 2013) (Figure S1).

3.3.1.2 Functional characterization

Resulting alignments were manually inspected a corrected in order to correctly
identify TIRs and duplication sites. TIRs conservation were visually determined using
Weblogo (Crooks et al. 2004). After identification and definition of element copies
boundaries all copies were characterized by the presence or not of ORFs using the
OrfFinder script implemented in UGENE (Okonechnikov et al. 2012) and the script
getorf implemented in Emboss (Emboss gertof) with the following paramenters: -
minsize 900 -find 1 -methionine Y. Copies were classified as i) presenting a predicted
coding protein => than 300 aa and conserved TIRs as potential autonomous copies;
i) presenting potential coding protein <= than 300 and conserved TIRs as potential
non-autonomous copies; iii) copies with a missing TIR but with ORFs => than 300 aa
as potential coding copies and iv) elements with a missing TIR and ORFs <= 300 aa

as defective elements (Figure S1).
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3.3.2 Nucleotide Distance and Phylogenetic Analysis

In order to estimate the interspecies distance of TEs we reconstructed the a
majority consensus ancestral copy of each TE in each genome (Okonechnikov et al.
2012). Kimura 2 parameters (K2P) distance between all copies and its corresponding
consensus sequence was estimated with distmat script from the Emboss package
(Emboss distmat) and histogram distribution plotted with ggplot2 (Wickham 2009) in
the R environment (R Development Core Team 2016). Dating between galluhop
consensus elements was performed according to the equation T = k/2r (Graur and Li
2000). T represent the divergence time between TEs, k is the divergence value
between TE consensus and r is the average evolutionary rate from birds genomes

(~1.9 x 1072 substitutions per site per million years Zhang et al.(2014).

Alignment of reconstructed galluhop coding region (almost complete ORF and
partial for those who only presented MITES) from all 6 species that presented
galluhop homologs were performed using a previously published transposase
alignment covering most of the mariner subfamilies (Wallau et al. 2014) using MAFFT

v.7 (Katoh and Standley 2013).

Phylogenetic reconstruction was performed maximum likelihood using PHYML
(Guindon and Gascuel 2003) and branch support was evaluated by SH-like support

(Anisimova and Gascuel 2006).

3.4 Results

3.4.1 galluhop homologs in avian genomes



33

Six out of 72 avian genomes analyzed presented galluhop-like sequences
(Table 1). Five of those are related species from the Galliformes order that diverged
at least 46 Mya from each other (Cl: 37 — 55 Mya - (Hedges et al. 2015)): Colinus
virginianus, Coturnix japonica, Lyrurus tetrix, Gallus gallus e Meleagris gallopavo. We
also identifyed galluhop homolog sequences in Buceros rhinoceros species from the
Bucerotiformes order which diverged from Galiformes 98 Mya (CI: 92.1-104.0 Mya -

(Hedges et al. 2015)).

Those elements presented a high copy number in both G. gallus and M.
gallopavo genomes, 10158 and 8317 respectively. The remaining four species
presented a lower copy number varying from 5 to 96 copies (Table 1). Among all
copies analyzed no potential autonomous or coding copies were found (Table 1).
Four out of 5 Galliformes species (G. gallus, M. gallopavo, C. viginianus and L. tetrix)
presented elements with similar size to the reference galluhop element deposited in
Repbase (around 1300 bp - Table 1) although most of them presented two 12 bp
insertions that hindered any transposase to be codified (Figure 1). The remaining
Galliformes species, C. japonica, presented only 5 short elements of 550 bp and
conserved TIRs resembling MITEs. Lastly, B. rhinocerus presented 14 copies of 575
bp but with conserved TIRs and subterminal regions of the elements (Figure 1 and
S2). Most of all galluhop-like sequences found presented both imperfect TIRs (Figure
S2) and target site duplication (TSD) TA characteristic of mariner elements (Figure

S3).

3.4.2 galluhop intra and interspecies dynamics
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Intragenomic divergence between each copy and its corresponding ancestral
consensus sequence was performed in order to evaluate the amplification dynamics
in each genome bearing galluhop-like sequences except for one Galliformes species
C. japonica which presented only 4 copies. As can be seen in Figure 2A and B all
Galliformes species presented a wide distribution of elements ages suggesting that
gallohop elements are ancients parasites of those genomes (from 0.10 to 0.65 K2P).
However, the only Buceriformes species, B. rhinocerus, presented a much younger

elements distribution ranging from 0.10 to 0.16 (Figure 2B).

Consensus elements from each genome were built by majority rule and its
Kimura 2 parameters distance was estimated. Among all Galliformes consensus
sequences the distance at the nucleotide level varied from 0.0382 to 0.1654 (Table
2). The B. rhinocerus consensus presented a K2P distance of 0.0571 to 0.1843
being the lowest distance comparison with L. tetrix consensus (Table 2). Moreover,
comparing the entire mitochondrial genome of both species an K2P distance of

0.2659 was found.

3.4.3 Mariner family Phylogenetic Reconstruction

In order to establish the phylogenetic positioning of galluhop-like sequences
we performed phylogenetic reconstruction using a maximum likelihood approach
(Okonechnikov et al. 2012) using the most complete copy recovered from each
genome in which we were able to reconstruct transposase aminoacid sequences.
Then we aligned all sequences with a dataset comprising all major mariner

subfamilies available from (Wallau et al. 2014). Our results shows that galluhop-like
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sequences form a strongly supported new clade in the mariner family tree (Figure 3)

being an basal branch of mauritiana, mellifera and other small mariner subfamilies.

3.5 Discussion

Transposable elements evolution usually presents complex patterns as patchy
distribution inside taxa associated with high similarity of TEs in host species that
diverged long time ago. The presence of such patterns can be explained by an
exchanged of TEs by those species, which characterizes a phenomenon known as
HTT. HTT events have been reported all over the eukaryote tree of life in the last
years (around 577) and several of those were reported among vertebrate species
(Dotto et al. 2015). For instance, the SPIN transposon was found in 5 distantly
related mammalian species as well as in a African frog and a lizard presenting high
similarity and patch distribution (Gilbert et al. 2009). Although those recent findings in
vertebrates, only two HTT event were reported involving Avian clade and parasitic

Nematodes (Suh et al. 2016).

Our results are showing that galluhop homolog presents a patchy distribution
in the avian tree, being found in only 5 Galliformes species (C. virginianus, C.
japonica, L. tetrix, G. gallus and M. gallopavo) and B. rhinoceros, a species from the
Neoaves — Buceriformes order. Those two avian orders diverged around 85-98 Mya
in the end of the Cretaceous period (Jarvis et al. 2014; Hedges et al. 2015). In
addition, we found that the consensus sequences built from copies of each genome
presented a lower nucleotide divergence than the vertically transmitted mitochondrial
genome. A similar or higher TE-mtDNA distance is expected if TEs were evolving by

vertical transfer. On the other hand, a lower TE distance compared with host genes
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distance is expected if a horizontal transfer took place. Patchy distribution, high
similarity of galluhop sequences in distantly related species associated with lower
TEs distance compared with host genes suggest that a HTT event took place
between some species of the Galliformes order (probably L. tetrix) and Buceros
rhinoceros ancestor. Another supporting evidence is the intragenomic dynamics of
those elements showing that B. rhinocerus copies are younger than copies found in
Galliformes species suggesting that the most probable transfer direction was from

Galliformes to B. rhinocerus.

Those two species currently presents a distinct distribution area: while L. tetrix
is restricted to Northern Eurasia as Swiss-Italian-French Alpes until Scandinavia,
Estonia and Russia, B. rhinoceros presents a Southeast distribution range in
countries like Borneo, Singapore, Malaysia and Thailand (Collar et al. 2001; Storch
2007) suggesting such HTT event occurred in the ancestral species that may shared

the same environment (Jarvis et al. 2014).

With the pass of evolutionary time TEs evolving at a neutral rate are expected
to degenerate. Therefore, if an ancient invasion of B. rhinoceros genome occurred
we can expect that some degree of degeneration would appears in current TE
copies. It is in agreement with the absence of potential coding galluhop elements in
those two genomes. In addition, when we used the (Zhang et al. 2014) background
evolutionary rate of ~1.9 x 10~ substitutions per site per million years between L.
tetrix and B. rhinocerus consensus elements we could estimate the HTT date
probably took place at the end of the Cenozoic era around 15.02 Mya (Figure. 4).
Altogether our data supports an ancient HTT event which probably took place
between the ancestral of Galliformes species and the B. rhinocerus ancestor (Figure.

4).
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Phylogenetic analysis using all galluhop-like consensus sequences and several
sequences from characterized mariner subfamilies indicates that galluhop-like
elements compose a new mariner subfamily which we called Gallus (Figure 3). TEs
from the Gallus family emerged in the ancestral of Galliformes order (around 55-65
Mya (Jarvis et al. 2014) increasing its copy number particularly in G. gallus and M.
gallopavo genomes. Only non-autonomous copies of the Gallus subfamily were
found presenting several mutations, multiple stop codons and changes in the
element reading frame (Figure 1). However, we also found a large number of short
non-autonomous elements (around 500-600 bp) which presented conserved 5’ and 3’
region of the element, including TIRs (Figure 1 and S2), but presented a large
deletion compared with the full length consensus element (Figure 1). Such shorter
elements presented all MITEs characteristics (Fattash et al. 2013) and amplified
successfully in G. gallus and M. gallopavo composing the large majority of galluhop
copies found in those genomes (97.7% in G. gallus and 98.4% in M. gallopavo
genomes). C. virginianus and L. tetrix also presented amplification of MITEs in a
smaller scale and C. japonica and B. rhinocerus only presented MITEs elements and
no trace of its possible autonomous counterparts (Figure 1). All these findings
suggests that MITEs originated frequently in this new mariner subfamily which
probably defined the fade of those elements leading to the elements lineages dead
end in all avian genomes studied. Such view is in agreement that the emergence of
superparasites as MITEs can lead TE subfamilies decay and disappear through time

(Naito et al. 2006; Fattash et al. 2013)

Our results bring new light on the evolution of the mariner family of class Il
transposons describing a new subfamily called Gallus. The distribution pattern and

similarity analysis suggests the first HTT event between avian genomes and
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highlights successful amplification of MITEs of this subfamily in some avian
genomes. However, further analysis on other Bucerotiformes related species are
needed in order to evaluate if the galluhop-like sequences distribution in this taxa

support or not this HTT event
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Figure 1: Schematic representation of the reconstructed of galluhop copies compared
to the galluhop consensus. Regions terminal inverted repeats indicated in red,
transposase coding region shown light gray and Insertion region in dark gray.
Galliformes order: four genomes (G. gallus, M. gallopavo, C. virginianus and L. tetrix)
showed potential complete partners although there is no potential coding copies, and
C. japonica presented short elements. Bucerotiformes order: B. rhinoceros presented

only short elements.

Figure 2: Kimura 2 Parameters distance distribution of each copy to its corresponding
consensus sequence. A) Relative intragenomic dating of copies found in G. gallus
and M. gallopavo. B) Relative intragenomic dating of copies found in B. rhinocerus,

C. virginianus and L. tetrix.

Figure 3: Phylogeny of mariner-like transposases. Phylogeny of mariner-like
transposases, by maximum likelihood using PHYML (Guindon and Gascuel 2003).
Clade colors denote the different subfamilies of mariner family, indicated to the left of

the tree. In gray the new subfamily: Gallus.

Figure 4: Horizontal Transfer hypothesis of galluhop elements. Chronogram TENT
avian tree from Jarvis et al 2014 with the addition of probable L. tetrix positioning and
split data following TimeTree data (Hedges et al. 2015) Red branches denotes the
evolutionary hispothesis of Gallus subfamily vertical evolution in the Galliformes and
horizontal transfer from L. tetrix to B. rhinocerus ancestrals. X bar bellow the tree

denotes the time in million of years.
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Figure S1: Experimental design procedure showing steps of the analysis. galluhop
homologous sequences were found in six from 72 genomes analyze. We analyzed
the functional, structural characteristics and phylogenetic reconstruction of the

putative transposases.

Figure S2: Graphical representation of the conservation of terminal inverted repeats
(TIRs) 5 e 3’ galluhop element in the six genomes, using WebLogo (Crooks et al.
2004). Galliformes order: G. gallus (A — A’), M. gallopavo (B — B’), C. virginianus (C —
C’), L. tetrix (D — D’) and C. japonica (E — E’). Bucerotiformes order: B. rhinoceros (F

-F).

Figure S3: Graphical representation of the conservation of target site duplication
(TSDs) 5’ e 3’ galluhop element in the six genomes, using WebLogo (Crooks et al.
2004). Galliformes order: G. gallus (A — A’), M. gallopavo (B — B’), C. virginianus (C —
C), L. tetrix (D — D’) and C. japonica (E — E’). Bucerotiformes order: B. rhinoceros (F-

F).



Supplementary material - the following online material is available for this article:

Table S1 — GenBank access numbers birds genomes

Figure S1 - Experimental design procedure showing steps of the analysis

Figure S2 — Graphical representation of the TIRs conservation

Figure S3 — Graphical representation of the TSDs conservation

This material is available as part of the online article from

http://www.scielo.br/gmb
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Figure 2- Kimura 2 Parameters distance distribution of each copy to its
corresponding consensus sequence.
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Figure 3- Phylogeny of mariner-like transposases
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Figure 4- Horizontal Transfer hypothesis of galluhop elements
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Table 1- Avian genomes with galluhop and characteristics of copies

51

Order Species Genome N°de Full Non- Partial
Size copies length autonomous  Elements
(Mb) elements elements (around
(around  (around 500- 160-
1200 — 610 pb) 1200)
1300 pb)
Galliformes G. gallus 1046.93 10158 202 9927 29
Galliformes M. 1061.82 8317 130 8187 0
gallopavo
Galliformes C. 1171.86 96 7 61 28
virginianus
Galliformes L. tetrix 657.025 96 1 19 76
Galliformes C.japbnica  531.96 4 0 4 0
Bucerotiformes B. 1065.78 14 0 14 0
rhinoceros

* No ORFs were found
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Table 2- Identity of the galluhop consensus sequences in the genomes of birds

Species B. C. C. G. L. M.

rhinoceros virginianus japonica gallus tetrix gallopavo
B. rhinoceros 24.23 48.5 19.86 15.02 20.97
C. virginianus 0.0921 43.52 13.65 13.65 14.07
C. japonica 0.1843 0.1654 445  37.10 43.68
G. gallus 0.0755 0.0519 0.1691 10.94 5.92
L. tetrix 0.0571 0.0519 0.141 0.0416 10.05
M. gallopavo 0.0797 0.0535 0.166  0.0225 0.0382




Figure S1- Experimental design procedure showing steps of the analysis
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Figure S2- Graphical representation of the conservation of terminal inverted
repeats (TIRs) 5’ e 3’ galluhop element in the six genomes
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Figure S3- Graphical representation of the conservation of target site
duplication (TSDs) 5’ e 3’ galluhop element in the six genomes
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Table S1: GenBank access numbers birds genomes
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Ordem/ espécie

ID

GenBank assembly
accession

RefSeq assembly
accession

Anseriformes
Anas platyrhynchos
Anser cygnoides
Apodiformes
Chaetura pelagica
Pterocles gutturalis
Apterygiformes
Apteryx australix
Bucerotiformes
Buceros rhinoceros
Caprimulgiformes
Caprimulgus carolinensis
Charadriiformes
Calidris pugnax
Charadrius vociferus
Ciconiiformes
Cathartes aura
Coliiformes

Colius striatus
Columbiformes
Columba livia
Coraciiformes
Leptosomus discolor
Merops nubicus
Cuculiformes
Cuculus canorus
Faconiformes
Aquila chrysaetos
Falco cherrug

Falco peregrinus
Haliaeetus albicilla
Haliaeetus leucocephalus
Galliformes
Colinus virginianus
Coturnix japonica
Gallus gallus
Lyrurus tetrix
Meleagris gallopavo
Gaviiformes
Gavia stellata
Gruiformes
Balearica regulorum
Cariama cristata

2793
31397

33278
32063

10907

32403

32067

41082
32124

7839

31969

10719

32000
31978

32170

32031
14103
132
31975
32665

12817
113
111

31278
112

7634

17144
31967

GCA_000355885.1 (latest)
GCA_000971095.1 (latest)

GCA_000747805.1 (latest)
GCA_000699245.1 (latest)

GCA 001039765.1 (replaced)

GCA_000710305.1 (latest)

GCA_000700745.1 (latest)

GCA_001431845.1 (latest)
GCA_000708025.2 (latest)

GCA_000699945.1 (latest)

GCA_000690715.1 (latest)

GCA_000337935.1 (latest)

GCA_000691785.1 (latest)
GCA_000691845.1 (latest)

GCA_000709325.1 (latest)

GCA_000766835.1 (latest)
GCA_000337975.1 (latest)
GCA_000337955.1 (latest)
GCA_000691405.1 (latest)
GCA_000737465.1 (latest

GCA_000599465.1 (latest)
GCA_000511605.1 (latest)
GCA_000002315.3 (latest)
GCA_000586395.1 (latest)
GCA_000146605.3 (latest)

GCA_000690875.1 (latest)

GCA_000709895.1 (latest)
GCA_000690535.1 (latest)

GCF_000355885.1 (latest)
GCF_000971095.1 (latest)

GCF_000747805.1 (latest)
GCF_000699245.1 (latest)

GCF_001039765.1 (latest)

GCF_000710305.1 (latest)

GCF_000700745.1 (latest)

GCF_001431845.1 (latest)
GCF_000708025.1 (latest)

n/a

GCF_000690715.1 (latest)

GCF_000337935.1 (latest)

GCF_000691785.1 (latest)
GCF_000691845.1 (latest)

GCF_000709325.1 (latest)

GCF_000766835.1 (latest)
GCF_000337975.1 (latest)
GCF_000337955.1 (latest)
GCF_000691405.1 (latest)
GCF_000737465.1 (latest)

n/a

n/a
GCF_000002315.4 (latest)

n/a
GCF_000146605.2 (latest)

GCF_000690875.1 (latest)

GCF_000709895.1 (latest)
GCF_000690535.1 (latest)



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/8839
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/8902

57

Chlamydotis macqueenii
Eurypyga helias
Mesitornis unicolor
Musophagiformes
Tauraco erythrolophus
Opisthocomiformes
Opisthocomus hoazin
Passeriformes
Acanthisitta chloris
Corvus brachyrhynchos
Corvus cornix

Ficedula albicollis
Geospiza fortis
Lepidothrix coronata
Manacus vitellinus
Parus major

Passer domesticus
Phylloscopus plumbeitarsus
Phylloscopus trochiloides
Pseudopodoces humilis
Serinus canaria
Setophaga coronata
Sturnus vulgaris
Taeniopygia guttata
Zonotrichia albicollis
Zosterops lateralis
Pelecaniformes
Egretta garzetta
Nipponia nippon
Pelecanus crispus
Phaethon lepturus
Phalacrocorax carbo
Phoenicopteriformes
Phoenicopterus ruber
Piciformes

Picoides pubescens
Podicipediformes
Podiceps cristatus
Procellariiformes
Fulmarus glacialis
Psittaciformes
Amazona aestiva
Amazona vittata

Ara macao
Melopsittacus undulatus
Nestor notabilis

34357
31970
32034

32247

31992

32002
32035
18230
11872
13302
44392
31979
12863
17653
45124
45123
15114
11251
46404
41647
367
17510
40104

31706
7967
31933
31929
32171

31928

32059

7975

31971

40915

15170

17770

10765
33272

GCA_000695195.1 (latest)
GCA_000690775.1 (latest)
GCA_000695765.1 (latest)

GCA_000709365.1 (latest)

GCA_000692075.1 (latest)

GCA_000695815.1 (latest)
GCA_000691975.1 (latest)
GCA_000738735.1 (latest)
GCA_000247815.2 (latest)
GCA_000277835.1 (latest)
GCA_001604755.1 (latest)
GCA_000692015.2 (latest)

GCA_001522545.1 (replaced)

GCA _001700915.1 (latest)
GCA_001655115.1 (latest)
GCA_001655095.1 (latest)
GCA_000331425.1 (latest)
GCA _000534875.1 (latest)
GCA_001746935.1 (latest)
GCA_001447265.1 (latest)
GCA_000151805.2 (latest)
GCA _000385455.1 (latest)
GCA_001281735.1 (latest)

GCA_000687185.1 (latest)
GCA_000708225.1 (latest)
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_000690835.1 (latest)
GCA_001420675.1 (latest)
GCA_000332375.1 (latest)
GCA_000400695.1 (latest)

GCA_000238935.1 (latest)
GCA_000696875.1 (latest)

GCF_000695195.1 (latest)
GCF_000690775.1 (latest)
GCF_000695765.1 (latest)

GCF_000709365.1 (latest)

GCF_000692075.1 (latest)

GCF_000695815.1 (latest)
GCF_000691975.1 (latest)
GCF_000738735.1 (latest)
GCF_000247815.1 (latest)
GCF_000277835.1 (latest)
GCF_001604755.1 (latest)
GCF_000692015.1 (latest)
GCF_001522545.1 (latest)
n/a
n/a
n/a
GCF_000331425.1 (latest)
GCF_000534875.1 (latest)
n/a
GCF_001447265.1 (latest)
GCF_000151805.1 (latest)
GCF_000385455.1 (latest)
n/a

GCF_000687185.1 (latest)
GCF_000708225.1 (latest)
GCF_000687375.1 (latest)
GCF_000687285.1 (latest)
GCF_000708925.1 (latest)

n/a

GCF_000699005.1 (latest)

n/a

GCF_000690835.1 (latest)

n/a

n/a

n/a
GCF_000238935.1 (latest)
GCF_000696875.1 (latest)
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Sphenisciformes
Aptenodytes forsteri
Pygoscelis adeliae
Strigiformes

Tyto alba

Struthioniformes
Struthio camelus
Tinamiformes
Tinamus guttatus
Trochiliformes
Calypte anna
Trogoniformes
Apaloderma vittatum

32061
17559

31927

122

32250

32060

32169

GCA_000699145.1 (latest)
GCA_000699105.1 (latest)

GCA_000687205.1 (latest)

GCA_000698965.1 (latest)

GCA_000705375.2 (latest)

GCA_000699085.1 (latest)

GCA_000703405.1 (latest)

GCF_000699145.1 (latest)
GCF_000699105.1 (latest)

GCF_000687205.1
(latest)

GCF_000698965.1 (latest)
GCF_000705375.1 (latest)
GCF_000699085.1 (latest)

GCF_000703405.1 (latest)
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4 CAPITULO 2
Distribuicdo cromossdmica do elemento transponivel CR1-like em pica-

paus (Aves Piciformes)

4.1 Introducao

O retrotransposon Chicken repeat 1 (CR1) foi identificado inicialmente no
genoma de Gallus gallus, atualmente formam uma superfamilia de elementos
transponiveis (TEs) ubiquos em todos os amniotas (STUMPH et al., 1981; SUH,
2015). Os TEs CR1-like s&o elementos nucleares interdispersos longos (LINEs), com
aproximadamente 4,5 kb quando completos (BURCH; DAVIS; HAAS, 1993). Sdo
constituidos por duas ORFs, sendo a ORF1 codificante para uma proteina gag-like
com motivos zincfinger- like e a ORF2 responséavel pela codificacdo da transcriptase
reversa e outras enzimas envolvidas na mobilizagdo do TE (BURCH; DAVIS; HAAS,
1993; HAAS et al., 1997, 2001; KAJIKAWA; OHSHIMA; OKADA, 1997;
KAPITONOV; JURKA, 2003). Como ocorre em outros LINEs, os TEs CR1-like séo
altamente truncados na porcédo 5 UTR e conservados na porcédo 3’ UTR, e também
possuem uma sequéncia microssatélite conservada nessa por¢cdo terminal com
provavel funcdo de reconhecimento para mobilizacdo (SUH et al., 2014; WICKER et
al., 2005).

A caracterizacdo das subfamilias de elementos CR1, em aves, é basicamente
restrita ao genoma de G. gallus (WICKER et al.,, 2005). Entretanto, devido a
‘explosdo” de genomas aviarios recentemente sequenciados, vem ocorrendo
também uma massiva identificacdo de elementos CR1 em outras linhagens de aves,
porém, carecendo ainda de analise mais detalhadas quanto as suas caracterizacdes
estruturais e funcionais (KAPUSTA; SUH, 2016; SUH et al.,, 2011). Nos outros
grupos de Sauropsidas, os répteis, sdo observadas algumas subfamilias diferentes
das encontradas em aves, nos mostrando a diversidade desse elemento (SUH et al.,
2014).

Os elementos CR1 estdo presentes nas maiores linhagens de amniotas

sugerindo que foram inseridos no ancestral em comum desse grupo, contudo
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evoluiram distintamente em cada linhagem, em mamiferos foram substituidos devido
uma massiva expansao de retrotransposon LINE-1 e LINE-2 (KORDIS; LOVSIN;
GUBENSEK, 2006). Nas linhagens de lepidossauros (lagartos) e aves estdo
associados a diminuicdo do tamanho dos genomas, devido a perda de linhagens
antigas de CR1 e assim diminuindo o tamanho do genoma (SUH et al., 2014). No
caso das aves, essa contragdo do genoma esta associada a necessidade de
otimizar o metabolismo para o voo (SMITH; GREGORY, 2009).

CR1 é o unico TE distribuido por toda a linhagem da classe Aves, possui poucas
cOpias viaveis para mobilizacdo, em G. gallus, 98% sdo fragmentos curtos com
aproximadamente 500 pb da regido 3 UTR e a enzima transcripatase reversa
(WICKER et al., 2005). Também representam praticamente a totalidade da fracédo
repetitiva dos genomas aviarios, aproximadamente 10%, uma porcentagem inferior
do que € visto em outros grupos de vertebrados, por exemplo, os mamiferos com

aproximadamente 50% do genoma formado por TEs (GIBBS et al., 2004).

Ha uma excecdo nas aves, na familia Picidae (ordem Piciformes), a espécie
Picoides pubescens (pica-pau) possui uma fracdo bem mais expressiva de
elementos CR1-like, com aproximadamente 22% do seu genoma (JARVIS et al.,,
2014; ZHANG et al., 2014). Além disso, em outras espécies de pica-paus foram
relacionado o tamanho grande dos primeiros pares de macrocromossomos,
incluindo o cromossomo sexual Z, com o0 maior acimulo de sequéncias repetitivas
(DE OLIVEIRA et al., 2017). Porém, o estudo da fracao repetitiva nos genomas das
aves, principalmente Piciformes ainda € bastante insipiente Por essas razdes supde-
se que elementos CR1 estdo relacionados com as caracteristicas estruturais dos

cromossomos de pica-paus.

O objetivo deste estudo foi conhecer o padrdo de distribuicdo de um elemento
CR1-like nos cromossomos de pica-paus, com énfase nos maiores pares do
complemento cariotipico (par 1 e cromossomo sexual Z). E, a partir desses padroes,
fazer uma anélise comparativa entre as espécies e das mesmas com Gallus gallus,

espécie com caracteristicas basais.
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4.2 Material e Métodos

4.2.1 Fluxograma do trabalho

As principais etapas realizadas neste trabalho sdo apresentadas na figura 1,

cujos procedimentos experimentais encontram-se detalhados ao longo do texto.

/ Anélise in silico \ / Preparagao de sonda \

[ Anotacéo do DNA repetitivo )
de P. pubescens PCR

Amplificagdo no genoma
4 ) ;

Extragéo das familias de CR1 —> de V. spilogaster
com base no banco de dados

L Repbase ) / \

[ Sequenciamento ] [ Marcagédo da sonda ]

( )
BWA

Alinhamento de cada
familia de CR1
| J
. |

UGENE / \
Obtencao da sequéncia Hibridizagﬁes
consenso de cada
familia de CR1
. J/
FISH
~ : N
OligoExplorer Metafases de V. spilogaster,
Primer Stats C. campestris, C. melanochloros,
. M. candidus e G. gallus
Confecgao dos primers com

a sequéncia de CR1-E_like
\O ~) & )

FIGURA 1- Fluxograma do trabalho

4.2.2 Screening de CR1-like em Picoides pubescens e prospecc¢éo dos primers

Com base na anotacdo do genoma de P. pubescens foi possivel acessar 0s

elementos repetitivos disponibilizado em http://gigadb.org/dataset/101012, as

sequéncias foram extraidas segundo o script de Bailly-bechet; Haudry; Lerat (2014),
e entdo subdivididas através de um script em python (in house), separando cada
familia de elemento em um arquivo. Para referéncia dos elementos CR1-like,
utilizamos o banco de dados do RepBase Update (BAO; KOJIMA; KOHANY, 2015)


http://gigadb.org/dataset/101012
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no dia 06/10/2015 para extrair, via website, todos os elementos CR1-like disponiveis

no RepBase até a data, as sequéncias ficaram em um Unico arquivo de referéncia.

Os elementos de P. pubescens foram alinhados com base no arquivo de
referéncia, através do BWA (LI; DURBIN, 2009) utilizando os parametros padréo. Os
resultados dos alinhamentos foram visualizados no software Ugene
(OKONECHNIKOQV et al.,, 2012), e ap6s o refinamento manual foram obtidas

sequéncias consenso para a prospeccao de primers especificos para cada CR1-like.

Foram selecionadas sequéncias consenso dos elementos com maior numero de
copias no genoma, visando os experimentos de FISH (do inglés Fluorescence in situ
Hibridization). Os primers foram construidos através do software OligoExplorer 1.2
(http://www.genelink.com/tools/gl-oe.asp), e da plataforma online Primer Stats
(STOTHARD, 2000). Posteriormente foram testados no primer-BLAST (YE et al.,

2012) para possiveis amplificacdes além do genoma de P. pubescens.

Os primers foram construidos para amplificar aproximadamente 500 pb do elemento
CR1-E_pass do genoma de P. pubescens. O fragmento amplificado contém parte da
ORF2 e da porgao terminal 3’ do elemento. As sequéncias dos primers séo:

- direto CR1_E500S: 5’- ATGGACAGTGGCATTGAGTG -3’

- reverso CR1_E500A: 5’- GCCCTCTGATCATCTTTGTG -3’

4.2.3 Coleta de amostras

As coletas dos espécimes ocorreram no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil
conforme a tabela 1. A captura dos espécimes foi realizada com redes ornitolégicas
tipo mist net conforme licenca do SISBIO, registro 33860-1 e 44173-1 e aprovagao
pelo Comité de Etica no Uso de Animais em pesquisa (CEUA) da Universidade

Federal do Pampa, nimero 026/2012.


http://www.genelink.com/tools/gl-oe.asp

63

TABELA 1- Espécies amostradas, quantidade de espécimes e local das coletas.

Espécies Numero de Localizacéo
individuos e sexo

5 S

\ Gallus gallus 19 Sao Gabriel
(GGA)

_<+— Veniliornis 14 Porto Vera Cruz
e+ Spilogaster (VSP)

Colaptes 3319 Dom Pedrito, Séo
campestris (CCA) Gabriel
Colaptes 59 Dom Pedrito, S&o
melanochloros Gabriel
(CME)
\ Melanerpes 13 Porto Vera Cruz

candidus (MCA)

4.2.4 Obtencao da sonda

As extracdes de DNA gendmico foram realizadas a partir de amostras de sangue
do espécime V. spilogaster, com o kit PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen)

seguindo as recomendacdes do fornecedor.

As reacbes de PCR foram realizadas em volume final de 50 ul, da seguinte
forma: 50ng de amostra de DNA, 10 pmol de cada primer, 2.5 mM MgCl, e 1U de
Tag DNA polimerase. As condi¢cdes de amplificagdes foram: primeira desnaturagéo a
95°C por 2 minutos, 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 40 segundos, anelamento
a 55°C por 30 segundos e extensdo de 72°C por 1 minuto, seguido de uma extensao

a 72°C por 5 minutos.

O produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%,
corado com GelRed, Vvisualizado e fotografado em fotodocumentador L-Pix EXx
(Loccus Biotecnologia), sobre luz UV.

Posteriormente, o produto amplificado foi purificado a partir de gel de agarose
1% com o kit Quick Gel Extraction & PCR (Invitrogen). Com o DNA purificado foi
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novamente realizada a PCR, verificada a amplificacdo em gel de agarose 1% e
novamente purificada com o mesmo kit. A partir de 1 pg de DNA do fragmento
isolado foi produzida a sonda para os experimentos de FISH através do kit DIG-nick

translation mix (ROCHE) de acordo com o fabricante.

O produto da PCR purificado foi sequenciado seguindo as recomendacdes do
servico de sequenciamento da Macrogen Inc. (Korea). As sequéncias foram
submetidas ao BLASTn para confirmagédo da identidade do elemento CR1, e
depositadas no banco de dados Repbase (aguardando cédigo da sequencia a ser

liberada pelo banco de dados).

4.2.5 Preparagao cromossOomica

As preparacdes cromossOmicas foram obtidas através da técnica de cultura de
medula 6ssea de curta duragdo segundo Garnero and Gunski (2000) e também foi
realizado o cultivo de fibroblastos de acordo com Sasaki et al. (1968).
Independentemente da metodologia utilizada houve o tratamento com colchicina e a
amostra foi lavada e fixada com metanol e acido acético (3:1). Foram coletadas
amostras de sangue para extracdo de DNA gendmico, através do kit Purelink
genomic DNA mini kit (Invitrogen) e quantificado em espectrofotdmetro NanoVue
(GE Healthcare Life Sciences).

4.2.6 Determinacdo do numero diploide e cariétipo parcial de V. spilogaster

Para determinacdo do numero diploide e morfologia dos cromossomos, foram
analisadas 30 metafases com coloracdo convencional (GIEMSA 5% em 0,07M
tampao fosfato com pH 6,8). E, para deteccdo das regidbes de heterocromatina
constitutiva, utilizou-se o protocolo de banda C segundo SUMNER, (1972)

4.2.7 Experimentos de FISH e detecc¢ao de sinal
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Os experimentos de FISH foram realizados segundo Pinkel et al. 1986 com
modificagdes. As laminas com os cromossomos fixados foram incubadas em é&cido
cloridrico 10 mM e pepsina 1% por 5 minutos em temperatura ambiente, apos
lavadas com 2xSSC por 5 minutos duas vezes e entdo desidratadas em série de
etanol (70%, 90% e 100%) a 4°C por 2 minutos cada. Em seguida foram incubadas
a 37°C em camara umida com RNAse A (10mg/ml) por 30 minutos. E entdo as
laminas foram desidratadas em formamida 70% a 70 °C por 1minuto e 30 segundos,
e imediatamente lavadas em série de etanol (70%, 90% e 100%) por 5 minutos cada
a -20°C. O mix de hibridizacdo (sonda e tampéo de hibridizac&o) foi desnaturado a
95°C por 10 minutos e transferido imediatamente para o gelo e posteriormente
aplicado nas laminas. A hibridizacao foi realizada em camera umida overnight. Apés
a hibridizacéo, as laminas foram desidratadas 3 vezes em formamida 50 % a 45 °C
por 3 minutos e imediatamente lavadas em 2xSSC por 2 minutos, 5 vezes a 45 °C.
As laminas foram incubadas, por 1 hora a 37 °C em camara Umida, na solugéo de
deteccdo (marcador fluorescente e 4xSSC/Tween), a deteccao foi realizada com
Anti-digoxigenina-Rhodamine (Roche). Subseqiientemente as laminas foram
lavadas em 4xSSC/tween por 3 vezes, 5 minutos a 37 °C com agitamento leve.
Depois, sem secar, as laminas foram contrastadas com Antifade+DAPI.

4.2.8 Analises no microscopio

Aproximadamente 30 metafases foram analisadas para confirmar numero
cromossOmico, estrutura do caridtipo e resultados de FISH. As imagens foram
capturadas no microscopio epifluorescente Olympus BX53 (Olympus Corporation,
Ishikawa, Japan).
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4.3 Resultados

4.3.1 Obtencao do TE CR1-like e prospeccédo de primers

Foram identificados diferentes elementos CR1 na anotacdo da fragao repetitiva
do genoma de P. pubescens, aproximadamente 380 elementos CR1-like distintos,
que variaram de uma a mais de 100 mil cépias. Foram prospectados primers para 0s
elementos CR1-like com os maiores niumeros de cépias identificados no genoma de
P. pubescens, CR1-E com 83.818 cépias e CR1-J3 com 118.492 cdpias, visando
obtencdo de sonda para os experimentos de FISH. Por questdes técnicas, foram
utilizados apenas os primers para CR1-E para a realizacdo deste trabalho. O
elemento CR1-E-like apresentou amplificacdo, através da PCR, de fragmentos de

aproximadamente 500 pb no genoma de VSP como esperado (Figura 2).

LADDER VSP CCA _ NEGATIVO

=

r—

2072pb

600 pb
500 pb

FIGURA 2- Amplificacdo do TE CR1-E-like em espécies duas espécies de pica-paus. A amplificacédo
foi feita utilizando primers especificos prospectados para o elemento e os fragmentos foram
separados por eletroforese em gel de agarose (1%). A esquerda marcador de peso molecular 100pb
DNA Ladder; V. spilogaster (VSP); C. campestris (CCA); controle negativo.

4.3.2 Cariotipo de V. spilogaster

Na espécie (VSP) foi encontrado 2n=80 cromossomos. O caridtipo € formado
por 14 pares de macrocromossomos, incluindo o cromossomo sexual Z, e 26 pares
de microcromossomos, apresentando as seguintes morfologias: par 1 -
submetacéntrica, dos pares 2 ao 14 - acrocéntrica, cromossomos Z - metacéntrica e
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este cromossomo é o0 maior do complemento cariotipico, dos pares 15 ao 26 -
telocéntrica (Figura 4). As regides de heterocromatina sdo observadas nas regides
cetroméricas dos cromossomos (Figura 4). O numero diploide e as regides de
heterocromatina das outras espécies de pica-paus analisada por FISH estéo

disponiveis em De Oliveira et al. (2017), e de G. gallus em Stock; Arrighi; Stefos

(1974).
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FIGURA 3- Cariétipo parcial de V. spilogaster (VSP). Os primeiros 14 pares € 0S Cromossomos

sexuais ZZ do espécime macho de VSP.
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FIGURA 4- Bandeamento C em cromossomos metafasicos de um macho de V. spilogaster. As setas

indicam os cromossomos sexuais.




68

4.3.3 Analises de FISH nas espécies de pica-paus e G. gallus

Observamos hibridizacdo do fragmento de CR1-like nas cinco espécies estudadas,
com padrbes distintos por espécie. Houveram marcagbes tanto em
macrocromossomos como em Mmicrocromossomos em todas as espécies. Destacou-
se, principalmente, o primeiro par de macrocromossomos e 0 cromossomo sexual Z

nas cinco espécies (Figura 5 e 6).
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FIGURA 5- Experimentos de FISH com sondas de CR1-like em cromossomos metafésicos de quatro
espécies pica-paus e G. gallus. (A) Gallus gallus (GGA), (B) Veniliornis spilogaster (VSP), (C)
Colaptes campestris (CCA), (D) Colaptes melanochloros (CME) e (E) Melanerpes candidus (MCA).
Os cromossomos foram contracorados com DAPI (azul) e as sondas de CR1-like detectadas com
Rodamina (vermelho). No canto inferior esquerdo estdo indicadas as espécies. Os cromossomos
sexuais estdo indicados em cada metéfase. Barra de escala = 5um.
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No primeiro par de macrocromossomos obtivemos o seguinte padrdo de
marcacgdes: em GGA na regido centromérica e terminal do brago curto; em VSP ao
longo de todo o bracgo longo, regides centroméricas e terminais; em CCA ao longo
de todo o cromossomo; em CME ao longo do braco longo e regido terminal do braco

curto; e em MCA nas regides terminais de ambos os bragos (Figura 6A).

No cromossomo sexual Z obtivemos o seguinte padrdo: em GGA marcacoes
pericentromeéricas no braco curto; em VSP banda intersticial do braco longo; em
CCA marcacg0Oes na regiao terminal e ao longo de todo o brac¢o longo; em CME nas
regides terminais e uma banda intersticial no braco longo; e em MCA regido terminal

e pericentromérica e intersticial do braco longo (Figura 6B).

A-Par 1 B — Cromossomo Z
[
— -
GGA VSP CCA CME MCA GGA VSP CCA, CME MCA

FIGURA 6- Representacdo esquemética da distribuicdo de CR1-E-like no primeiro par e cromossomo
sexual Z. As regibes em preto correspondem as hibridizacdes de CR1-like tanto em (A) par 1 como
em (B) cromossomo Z. As espécies estdo indicadas abaixo de cada cromossomo, Gallus gallus
(GGA), Veniliornis spilogaster (VSP), Colaptes campestris (CCA), Colaptes melanochloros (CME) e
Melanerpes candidus (MCA).
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4.4 Discussao

Identificamos elementos CR1-like no genoma de P. pubescens de subfamilias
descritas de CR1, como as subfamilias CR1-A a CR1-F, CR1- X e CR1-Y (HAAS et
al., 2001; WICKER et al., 2005), contudo muitos dos elementos encontrados ainda
ndo estdo completamente caracterizados. A escolha pela subfamilia CR1-E ocorreu

devido ao elevado numero de cépias dessa subfamilia no respectivo genoma.

O TE CRI1-E_pass que identificamos no genoma de P. pubescens foi
anteriormente identificado no genoma de aves Passeriformes por Suh et al. (2011) e
classificado como pertencente a subfamilia CR1-E. As hibridizacdes positivas em
GGA (clado Galloanserae) e nas quatro espécies de pica-paus (clado Neoaves)
corrobora com a teoria da subfamilia CR1-E estar presente em toda a filogenia das
aves Neognathas (SUH et al., 2011).

Com a FISH, foi possivel observar a distribuicAo de CR1-E-like nos
cromossomos de GGA, principalmente nos macrocromossomos e Cromossomo

sexual Z (Figura 5A), corroborando com o observado em Coullin et al. (2005).

Na ordem Piciformes estudos sobre a fracdo repetitiva dos genomas e sua
distribuicdo nos cromossomos séo insipientes, resumem-se a analise de sequéncias
microssatélites e satélites (teldbmeros), com trés das espécies (CCA, CME, MCA)
estudadas neste trabalho (DE OLIVEIRA et al., 2017). Os estudos, na espécie VSP
estavam restritos a analises de DNA mitocondrial para esclarecer incongruéncias
filogenéticas dos géneros Veniliornes e Picoides, visto que séo filogeneticamente
muito proximos (WEBB; MOORE, 2005).

A espécie VSP apresentou numero cromossémico tipico para a classe Aves,
2n=80 cromossomos (Figura 2), dentro da variagcdo encontrada para 0s pica-paus
gue é de 64 a 108 cromossomos e um grande cromossomo Z (DE OLIVEIRA et al.,
2017). Quanto a distribuicdo de heterocromatina constitutiva foram observadas
marcacfOes nas regides centroméricas, 0s mesmos padrées encontrados para 0s
outros Picidae e comum entre as aves (Figura 3) (DE OLIVEIRA et al.,, 2017,
SHIBUSAWA et al., 2004)
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As marcagbes, em MCA no cromossomo Z, demonstraram estar colocalizadas
com as sequéncias microssatélites encontradas em De Oliveira (2017), entretanto
apenas algumas hibridizacbes de CR1-E-like estdo colocalizadas com as
sequéncias de microssatélites em CCA e CME (Figuras 5C-E e 6B). E em VSP
apenas a marcagdo na regidao terminal do cromossomo coincide com as
hibridizacdes de sequéncias microssatélites, entretanto a espécie VSP ndo esta
entre as analisadas na literatura (Figuras 5B e 6B) (DE OLIVEIRA et al., 2017).
Esses acumulos coincidentes entre CR1-E-like e sequéncias microssatélites, podem
estar associados a sequéncia de reconhecimento utilizadas pelas enzimas de
mobilizagdo para reconhecer os TEs CR1 (KAPUSTA; SUH, 2016). Contudo, nas
subfamilias de CR1, que foram identificadas sequéncias microssatélites, estas
possuiam oito pares de base (ATTCTRTG),, e ndo trés como as utilizadas por De
Oliveira (2017). Mesmo assim, € possivel que o elemento analisado possua uma
sequéncia de reconhecimento similar as sequéncias microssatélites, mas distinta
das anteriormente analisadas. Em GGA ndo foram observadas hibridizacbes de
sequéncias microssatélites no cromossomo Z, somente em W que ndo coincidem

com 0s nossos resultados (MATSUBARA et al., 2016).

Observou-se também, nos cromossomos sexuais Z de pica-paus, bandas de
hibridizacdo maiores do que € observado em GGA (Figura 6), indicando um acumulo
de TEs nesse cromossomo. Com isso, é possivel sugerir que o aumento deste
cromossomo, o maior do complemento cariotipico (Figura 2), pode estar relacionado
com o acumulo de diferentes sequéncias repetitivas (DE OLIVEIRA et al., 2017;
ZHANG et al., 2014).

As marcacles, nas cinco espécies, ndo estdo confinadas as regides de
heterocromatina dos cromossomos (centrdmeros), porém no par 1 observa-se
hibridizacdes nas regides centroméricas em GGA, VSP e CCA. Somente GGA
apresenta essas marcacgdes no par 1 e cromossomo Z (Figura 5). Esse padréo néo
restritivo a determinadas regides dos cromossomos e distribuicdo do TE diferente no
mesmo cromossomo em espécies filogenéticamente proximas € visto também para
outros retrotransposons, como Rex 1, 3 e 6, nos genomas de peixes (SUPIWONG
et al., 2013)
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As espécies de pica-paus apresentam padrdo de marcacfes bastante distinto
em relacdo & GGA. Em GGA observa-se uma quantidade menor de marcagdes, 0
gue apoia as hipdteses, de que houve uma grande dispersdo de CR1-like em
Piciformes e de que a subfamilia CR1-E esta presente em menor quantidade neste
genoma (KAPUSTA; SUH, 2016; ZHANG et al., 2014).

Nossos resultados demonstram que o elemento CR1-like esta presente em
diferentes linhagens das aves Neognathas, visto que houve hibridizagbes do TE em
GGA (ave basal do clado) e nas espécies de pica-paus estudadas. Evidenciou-se
também, que a distribuicAo do elemento, ndo estd restrita as regides de
heterocromatina e sua localizacdo no cromossomo varia entre as espécies, porém a
maior concentracdo de hibridizagbes ocorre nos maiores pares do complemento

(cromossomo Z e par 1).

Em Piciformes, uma caracteristica marcante € o cromossomo Z ser 0 maior do
complemento cariotipico, diferentemente de outras linhagens de aves. Vem sendo
atribuido a isso o acumulo de sequéncias repetitivas nesse cromossomo para
explicar o seu maior tamanho. Nesse sentido, o0 maior numero de marcacdes nos
cromossomos Z das espécies de pica-paus em relacdo a espécie basal GGA,
mostradas nesse trabalho corrobora com essa hipétese na perspectiva dos

elementos de transposicao.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com este trabalho acreditamos ter contribuido para o conhecimento de
elementos transponiveis em aves, utilizando duas abordagens diferentes e

eficientes.

No primeiro capitulo, através de analises in silico, foi possivel estimar a
diversidade de coOpias, as caracteristicas estruturais e funcionais, a distribuicdo
descontinua na linhagem aviaria, a descricdo de uma nova subfamilia para familia
mariner e sugerir um evento de transferéncia horizontal do elemento galluhop.
Destacamos nesta abordagem o primeiro registro de uma possivel transferéncia
horizontal de elemento transponivel entre aves, e a nova subfamilia Gallus restrita,

até o momento, a elementos galluhop encontrados em aves.

No segundo capitulo, conseguimos visualizar a distribuicdo cromossdémica de um
mesmo elemento transponivel, CR1-E-like, em diferentes genomas de aves,
evidenciando um padréo de distribuicdo muito diferente em cada genoma, mesmo
entre espécies do mesmo género. Destacamos a utilizacdo e confeccdo precursora

de sonda especifica um elemento de ave na hibridizacao in situ fluorescente .

A disponibilidade crescente de novos genomas de aves sequenciados
possibilitara avancos continuos no estudo sobre elementos transponiveis em aves,

visto que € uma area cheia de possibilidades como demonstramos nesse trabalho.
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