DISTRIBUIGAO DO TRANSPOSON GALLUHOP NASAVES
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Resumo:

Elementos transponiveis (TEs) sdo sequéncias de DNA encontradas repetidamente nos genomas, que possuem como
particularidade a capacidade de mudarem de posi¢do tanto dentro como entre genomas. Devido a sua natureza movel,
repetitiva e parasitaria, sdo significativos para a compreensdo da organizagdo, estrutura, funcdo e evolucdo dos genomas.
Apesar dessa natureza repetitiva e distribuida, nas aves, poucas familias de TEs foram descritas e 0 conhecimento sobre essa
porcdo mével nos genomas desse grupo ainda € muito insipiente, se comparado a outros. Dentre os elementos mais
tipicamente encontrados nas aves, esta o transposon galluhop, inicialmente identificado no genoma de Gallus gallus, sendo o
mais representativo da sua classe - elementos que transpdem via DNA. Uma andise mais detalhada, in silico, desse
transposon, revelou, dentre outras caracteristicas, que 0 mesmo tem uma distribuicdo bastante restrita nas aves, sendo
identificada sua presenca em apenas cinco espécies dentre 60 genomas analisados, apresenta grande variabilidade no nimero
de cdpias nesses genomas e, ainda é o primeiro transposon possivelmente envolvido em transferéncia horizontal dentro do
grupo das aves. Pressupondo uma distribuicdo possivelmente mais ampla, objetivamos avaliar a presenca e distribuicéo dos
elementos galluhop em aves de diferentes familias, contribuindo para o conhecimento sobre a essa por¢éo repetitiva e mével
desses genomas. As coletas dos espécimes de aves de diferentes familias ocorreram no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil e
a captura dos espécimes foi realizada conforme licenca do SISBIO e aprovagdo pelo CEUA da UNIPAMPA. Apds as
extragdes dos DNAs gendmicos, para determinar a presenca ou a auséncia do elemento galluhop nas aves amostradas, foram
utilizadas diferentes técnicas de abordagens in vitro, como amplificacfes por PCR, hibridizagdes por dot blot e Southern blot.
Nas amplificaces por PCR, das 29 espécies analisadas, obteve-se amplificaco de fragmento de tamanho esperado para o
elemento em 12 espécies. Nas hibridizagdes por dot blot, das 12 espécies analisadas, 8 apresentaram sinal de hibridizacso,
indicando a presenca do elemento nesses genomas. No total, em 18 espécies diferentes foi detectada a presenca de galluhop.
Comparando as abordagens in vitro deste trabalho com as abordagens in silico descritas na literatura, podemos inferir que a
distribuicdo do transposon galluhop nas aves parece ser maior do que aguele encontrado pelas andlises dos genomas
sequenciados. Isso pode ser explicado pelo fato de que a maioria das espécies de aves ainda ndo tém seus genomas
sequenciados, considerando a grande diversidade de populagdes e espécies que temos na natureza.
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DISTRIBUICAO DO TRANSPOSON GALLUHOP NAS AVES
1 INTRODUCAO

Os elementos transponiveis (TEs - do inglés Transposable Elements) sdo sequéncias
de DNA encontradas repetidamente nos genomas, que possuem como particularidade a
capacidade de mudarem de posicao tanto dentro como entre genomas. Essa caracteristica - a
mobilizacdo - revolucionou o conhecimento sobre o que, atualmente, denomina-se genoma e
o seu funcionamento dentro das células (CARARETO, C.M.A, et al, 2015).

Sao constituintes importantes e significativos dos genomas da maioria dos organismos,
alcangando uma propor¢do em torno de 15% para insetos, 40% em mamiferos, incluindo
humanos com 45% de seus genomas constituidos por esses elementos, até em torno de mais
de 60% do genoma de plantas, como o milho (CARARETO, C.M.A, et al., 2015). A
transposicao e a dispersao dos TEs podem trazer uma série de consequéncias para os genomas
onde habitam, dependendo do local para onde se movem ou se encontram, podendo causar
alteracdes na estrutura dos genes, alteracdes no seu funcionamento, aumento ou diminui¢ao
da sua expressdo, causar mutagdes, rearranjos cromossOmicos, doencas e, ainda, promover
variabilidade genética aos genomas ou serem domesticados pelos mesmos (AZIZ, R. K. et
al., 2010). Devido a sua natureza modvel, repetitiva e parasitdria, sdo significativos para a
compreensdo da organizagdo, estrutura, funcdo e evolugdo dos genomas. Apesar dessa
natureza repetitiva e distribuida, nas aves, poucas familias de TEs foram descritas e o
conhecimento sobre essa por¢ao mdvel nos genomas desse grupo ainda € muito insipiente, se
comparado a outros grupos. Estudos de sequenciamentos gendmicos recentes vém revelando
que, além do genoma mais compactado, quando comparado a mamiferos, por exemplo, as
aves possuem também uma menor proporcao de sequéncias repetitivas no genoma, incluindo
baixa densidade de elementos transponiveis, podendo ir de 4% a 10%, enquanto em outros
grupos essa proporcao € significativamente maior (RUBIN, C. J. et al., 2010).

Devido a sua grande diversidade estrutural, TEs sdo classificados de forma hierdrquica
em classes, subclasses, ordens, superfamilias, familias e subfamilias, de acordo com suas
caracteristicas estruturais. Com base no seu modo de transposicao os TEs sdo classificados em
dois grandes grupos (classes): retrotransposons (Classe I), usam um intermedidrio de RNA; e
transposons (Classe II) se transpdem diretamente via DNA (CARARETO, C.M.A, et al,
2015).

Poucas familias de TEs foram descritas em aves, dentre estas, as mais encontradas sio
as do retrotransposon CRI (ChickenRepeatl) e a do transposon galluhop (WRIGHT, N.A., et
al. 2014; BOHNE, A., et al. 2008; WALLAU, G. L. et al. 2011). Ambas foram identificadas
inicialmente no genoma de Gallus gallus e sdo as mais representativas das suas classes de
TEs nesse genoma. O transposon galluhop foi analisado em detalhes por Bertocchi et al.,
(2017), por meio de abordagens in silico (BERTOCCHI, N.A., et al. 2017), e mostrou
algumas caracteristicas peculiares como: a) uma distribuicdo bastante restrita nas aves, sendo
identificada sua presenca em apenas cinco espécies dentre 60 genomas analisados pelos
autores; b) pertence a uma subfamilia diferente das anteriormente descritas na literatura; c)
apresenta grande variabilidade no nimero de cépias nos genomas onde foi identificado; e d) é
o primeiro transposon possivelmente envolvido em transferéncia horizontal dentro do grupo
das aves.

Pressupondo que a distribui¢ao do transposon galluhop possa ser bem mais ampla do
que a revelada por abordagens in silico e que a detec¢do, isolamento, distribuigdo,
identificacdo, localizacdo, variabilidade estrutural e funcional, bem como as relacdes e
implicacdes evolutivas dos TEs nos genomas, podem ser estudadas por meio de técnicas
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moleculares cldssicas/convencionais in vitro, aliadas as ferramentas de analise in silico, o
presente trabalho tem como objetivos: i)avaliar a presenca e distribuicdo dos elementos
galluhop em aves de diferentes familias; i1) caracterizar estrutural e funcionalmente as cOpias
de galluhop encontradas e inferir suas relacdes de similaridade e filogenéticas. Com isso,
objetivamos também, contribuir para o conhecimento sobre a porcao repetitiva € mével (TEs)
dos genomas das aves.

2 METODOLOGIA

As coletas dos espécimes de aves de diferentes familias ocorreram no Estado do Rio
Grande do Sul, Brasil conforme a tabela 1. A captura dos espécimes foi realizada com redes
ornitoldgicas (de neblina) conforme licenga do SISBIO, registro 44173-3 e aprovacgdo pelo
Comité de Etica no Uso de Animais em Pesquisa (CEUA) da Universidade Federal do Pampa,
namero 010/2018, nos municipios de Sdo Gabriel, Dom Pedrito, Santa Maria e Porto Vera
Cruz.

Extracdes de DNAs gendmicos - as amostras de sangue e tecidos coletadas foram
armazenadas segundo o protocolo de Lahiri & Nurnberger (1991). O DNA gendmico foi
extraido seguindo o método de fenol-cloroférmio (SASSI et al., 2005) e quantificado em
espectrofotometro NanoVue (GE Healthcare Life Sciences). Alternativamente, como método
menos invasivo, pratico e de baixo custo, também foi utilizada a extracdo de DNA de pena,
pelo método de lise alcalina rapida (RUDBEK, L & DISSING, J., 1998).

Hibridizacoes de DNA - para a hibridizagdo por dot blot, as amostras de DNA
genOmico (2 ug) foram desnaturadas, transferidas para uma membrana de nylon (Hybond-N+;
GE Healthcare Biosciences) e fixadas a 80°C por duas horas.

Para hibridizagdes por Southern blot, os fragmentos amplificados de galluhop nas
espécies analisadas foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% e, apds tratamentos
do gel (desnaturacdo e neutralizagdo), as amostras foram transferidas para uma membrana de
nylon (Hybond-N+; GE Healthcare Biosciences) e fixadas a 80°C por duas horas.

Para marcacdo da sonda e deteccdo foram utilizados os kits de marcagao e deteccdo
AlkPhos Direct Labelling and Detection System com CDP-Star (GE Healthcare), seguindo as
recomendacdes do fornecedor. As hibridizacdes foram permitidas ocorrerem lentamente em
forno de hibridizagdo, overnight, a 55°C. As lavagens de estringéncia foram desenvolvidas,
primeiramente, a 55°C e, apds, a temperatura ambiente, com agitacdo constante. Para a
deteccao da hibridizagdo, foi utilizado o kit de detec¢do acima referido e revelacdo em filme
de autoradiografia, com exposicdes de uma hora e overnight para o dot blot; e um e cinco
minutos para o Southern blot.

Preparacdo da sonda de galluhop - para obten¢do da sonda, foi amplificado, por PCR,
um fragmento interno de 572pb do elemento galluhop de G. gallus, utilizando os iniciadores
Ghop-A (5’CACAGCTGTCACACCACAAAY) e Ghop-S
(5’AGTGTGCTCCATGGTCTTCA3’) desenhados por Bertocchi et al., (2017). Foram
utilizadas aproximadamente 50ng de DNA para uma reagdo de 50ul contendo 1U de Taq
Polimerase (Invitrogen), Sul de tampao 10X fornecido pelo fabricante, 10mM de cada
nucleotideo, 10 pmol de cada primer e 1,5 mM de MgCI2. As condi¢des de amplificacdo
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. Apds, esse fragmento foi purificado com o kit de
purificacdo de produto de PCR PureLink Quick Gel Extraction & PCR Purification Combo
Kit (Invitrogen).
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Sequenciamento das amostras - os produtos da PCR de galluhop purificado de G.
gallus bem como das espécies Tolmomyias sulphurencens, Turdus rufiventris, Meleagris
gallopavo, Coturnix coturnix japonica e Synallaxis frontalis foram sequenciados seguindo as
recomendacdes do servico de sequenciamento da Macrogen Inc. (Korea). As sequéncias com
qualidade foram submetidas ao BLASTn para confirmag¢do da identidade do elemento
galluhop, e utilizadas para as andlises in silico, como busca por ORFs, dominios proteicos e
alinhamentos.

Tabela 1 — Locais de coletas, familias, espécies e analises de PCR e hibridizacdes.

Codigo Familia Espécie PCR Dot  Southern
de blot blot
Coleta
PVC Caprimulgidae Hydropsalis brasiliana - * *
PVC Nyctibius griseus - * *
SM Columbidae Leptotila rufaxilla - * *
SM Columbina picui * + *
SM Zenaida auriculata - * *
SG Furnariidae Synallaxis frontalis + - *
DP Syndactyla rufosuperciliata + * +
PVC Icteridae Ageloides badius + * *
SG Parulidae Basileuterus leucoblepharus - - *
SG Parula pitiayumi - * *
DP Passerellidae Zonotrichia capensis + * *
DP Picidae Colaptes melanolaimus + * *
PVC Colaptes campestris - * *
SM Piculus aurulentus - + *
SM Picoides mixtus - * *
DP Picumnus nebulosus - * *
PVC Veniliornes spilogaster + * *
SG Polioptilidae Polioptila dumicola - * *
SM Rhynchocyclidae Tolmomyias sulphurescens + + *
PVC Strigidae Athene cunicularia + * *
SG Turdidae Turdus rufiventris + * *
DP Thraupidae Poospiza nigrorufa + * +
DP Saltator aurantiirostris + * +
PVC Saltator coerulescens - * *
SM Trogonidae Lanio cucullatus * + *
SM Trogon surrucura + + *
DP Trochilidae Hylocharis chrisura - * *
DP Tyrannidae Pitangus sulphuratus * - *
DP Euscarthmus meloryphus * + *
SG Anatidae Anser cygnoides - - *
SG Phasianidae Coturnix coturnix japonica + + *
SG Gallus gallus + + +
SG Meleagris gallopavo + + +
DP = Dom Pedrito, SG = Sao Gabriel, SM = Santa Maria, PVC = Porto Vera Cruz
+ = Presenca, - = Auséncia, * = Ndo analisado

Fonte: Farias et al. 2018.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos sobre a presenga/auséncia do elemento galluhop em diferentes
espécies de aves amostradas nesse trabalho, por meio de diferentes abordagens in vitro, como
amplificacdo por PCR, hibridizacdes por dot blot e Southern blot, estao resumidos na tabela 1.

Nas amplificagdes por PCR, das 29 espécies analisadas, obteve-se amplificacdo de
fragmento de tamanho esperado para o elemento em 12 espécies. Nas hibridiza¢des por dot
blot, das 12 espécies analisadas, 8 apresentaram sinal de hibridizagdo, indicando a presenca
do elemento nesses genomas. Cabe destacar que duas dessas espécies sdo consideradas
controle positivo para a presenca do elemento. Numa abordagem por Southern blot dos
produtos de galluhop amplificados nas outras espécies, foi refor¢ada a presenca do elemento
em trés espécies que apresentaram amplificacio por PCR, comprovada pelos sinais de
hibridizacdo. Comparando as abordagens in vitro com as abordagens in silico de Bertocchi et
al., (2017), podemos inferir que a distribui¢cdo do transposon galluhop nas aves parece ser
muito maior do que aquele encontrado pelas andlises dos genomas sequenciados. Isso pode
ser explicado pelo fato de que a maioria das espécies de aves ainda nao t€ém seus genomas
sequenciados, considerando a grande diversidade de populacdes e espécies que temos na
natureza. E, ainda, abordagens tradicionalmente utilizadas para estudar elementos
transponiveis como hibridiza¢des e amplificacdes por PCR, parecem ser mais sensiveis a
novas deteccdes, quando comparadas as ferramentas de alinhamentos nos genomas
sequenciados, como BLAST.

Quanto aos resultados de sequenciamento, apesar de os produtos amplificados
passarem por uma etapa de purificacdo das bandas do gel, as leituras se mostraram com
qualidade apenas para duas das seis amostras analisadas. Essas duas sequéncias foram de
fragmentos amplificados de Tolmomyias sulphurescens e Turdus rufuventris. A busca por
similaridade nos bancos de dados mostrou alinhamento, com mais de 70% de identidade, da
sequéncia gendmica de Apteryx australis mantelli, uma espécie de ave da Nova Zelandia cujo
genoma foi sequenciado. Andlises das sequéncias buscando identificacdo por ORFs no
ORFinder, e por dominios conservados no Conserved Domain do NCBI, ndo retornou
nenhum resultado significativo. Por se tratar de elemento transponivel, cuja variabilidade do
nimero de cépias pode ser bem maior do que a observada, acreditamos que para a melhoria
da qualidade das leituras do sequenciamento, os produtos amplificados devam ser clonados
para posterior sequenciamento. Assim, além de garantir a qualidade das leituras, também
conheceremos mais sobre a variabilidade de copias nessas espécies analisadas.

4 CONSIDERA COES FINAIS

A partir das andlises dos resultados obtidos até o momento, podemos concluir que a
distribuicao do transposon galluhop nos genomas das aves € mais ampla do que a descrita na
literatura. Para se chegar a tal conclusdo, a sensibilidade das técnicas utilizadas in vitro para
deteccao, isolamento e identificacdo foi de fundamental importancia nesse trabalho.

Como perspectivas pretendemos clonar os fragmentos amplificados para obtencdo de
maior qualidade nos sequenciamentos e, consequentemente, andlises mais detalhadas sobre a
estrutura, integridade e similaridade desses elementos poderdo ser desenvolvidas.
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