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Resumo

Cromossomos B, também conhecidos como supernumerarios, sdo considerados elementos
dispensaveis ao organismo. Porém, alguns estudos tém apresentado evidéncias de uma
possivel funcionalidade destes cromossomos extras. Sdo encontrados em muitas espécies de
eucariotos, entre elas, Astatotilapia latifasciata, ciclideo africano que possui de 1 a 2
cromossomos B. Os ciclideos tém sido muito utilizados como organismos modelo para
estudos genéticos e gendmicos. Andalises gendmicas em larga escala prévias envolveram
sequenciamento por next generation (lllumina HiSeq sequencing) de genomas sem
cromossomo B (B-) e com cromossomo B (B+) de A. latifasciata e uma forma variante do
gene hnRNP Q-like (Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q-like) foi identificada. Esta
sequéncia apresenta um alto nimero de copias e caracteristicas de retrogene no cromossomo
B. Diante disso, foi objetivo do presente trabalho compreender a organizacdo gendmica,
identificar os mecanismos de retro-insercdo e fazer analises de expressdo desta sequéncia,
possibilitando um melhor entendimento da origem, evolucdo e possiveis efeitos deste
cromossomo na espécie estudada. A partir de analises de bioinformatica foram identificadas
copias variantes do gene hnRNP Q-like no genoma B+ e as regides mais representativas
foram selecionadas, de acordo com o grau de mutacgdes, para demais estudos. Analises de
fragmentos sequenciados e qPCR confirmaram que 0 gene possui maior nimero de copias e
auséncia de introns no cromossomo B. Evidéncias de resquicios de dominios da transcriptase
reversa de elementos transponiveis sugerem que o gene foi retroinserido no cromossomo B.
Dados de qPCR em cDNA mostraram que, apesar de possuir mais copias no genoma B+, 0
gene hnRNP Q-like néo é diferencialmente expresso nos genomas B+ e B-.



Abstract

B chromosomes, also known as supernumerary, are considered dispensable elements to
organisms. However, some studies have presented evidences of a possible functionality of
this extras chromosomes. They are observed in many eukaryote species, such as in the
African cichlid, Astatotilapia latifasciata, which might have one or two B chromosomes.
Cichlids have been used as model organisms to genetics and genomics studies. Previous
genomic analyses based on next generation sequencing (Illumina HiSeq sequencing) were
realized in the whole genome without B chromosome (B-) and with B chromosomes (B+) of
A. latifasciata and a variant form of hnRNP Q-like (Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein Q-like) gene was identified. This sequence presented a high copy number
and characteristics of a retrogene in B chromosomes. Thus, the aim of this study consists in
comprehend genomic organization, identify retroinsertion mechanisms and perform
expression analyses of the hnRNP Q-like gene, making it possible a better understanding of
origin, evolution and possible effects of this chromosomes in the studied species.
Bioinformatics analyses identified variant copies of hnRNP Q-like gene in B+ genome and
the higher and lower variable regions of the gene were selected, based in mutation rates, for
further analysis. Analyses from sequenced fragments and gPCR confirmed gene has a higher
number of copies and do not present introns in B chromosome. Evidences of transposable
element relics with reverse transcriptase domains suggest gene was retroinserted in B
chromosome. The data of g°PCR in cDNA showed that the hnRNP Q-like gene is not

differentially expressed in both genomes (with and without B chromosome).



1. Introdugéo

Cromossomos B, também conhecidos como supernumerarios, acessorios, ou extras,
sdo elementos dispensaveis encontrados em ampla diversidade de espécies de eucariotos, tais
como animais, plantas e fungos. Acredita-se que muitos dos cromossomos supernumerarios
provavelmente originaram-se dos cromossomos do complemento A, mas seguiram seus
proprios passos evolutivos (revisado por Beukeboom, 1994), e ndo recombinam com
membros do conjunto basico dos cromossomos do complemento A. A transmissdo dos
cromossomos B ndo segue o padrdo Mendeliano classico, apresentando comportamento
varidvel durante a meiose e gametogénese. Possuem um mecanismo de acimulo por meio da
ndo-disjuncdo cromossdmica na primeira divisdo da meiose e segregacao preferencial para o

nacleo que formara os gametas (Jimenez et al. 1997).

Cromossomos B foram descritos em muitas espécies, entre elas, os peixes, incluindo
representantes da familia Cichlidae (Perciformes). A familia Cichlidae representa a mais rica
familia dos vertebrados e possui mais de 3.000 espécies distribuidas na América Central e do
Sul, Africa, Madagascar e sul da India. Apresentam uma fauna diversa que sofreu um rapido
processo de radiacdo e especiacao simpatrica, especialmente as espécies dos Grandes Lagos
do leste da Africa, que tém atraido maior atencdo. Esta familia é composta por quatro
subfamilias: Etroplinae, presentes em Madagascar e Sul da Asia; Ptychochrominae, de
Madagascar; Cichlinae, linhagens da regido Neotropical; e Pseudocrenilabrinae, linhagens
africanas. A subfamilia Cichlinae foi reconhecida como monofilética e foi dividida em sete
tribos: Astronotini, Chaetobranchini, Cichlasomatini, Cichlini, Geophagini, Heroini e
Retroculini (Smith et al. 2008).

Estudos em ciclideos tém promovido importantes descobertas em genética, evolucdo e
especiacdo devido a rapida radiacdo adaptativa sofrida pelo grupo nos lagos do leste da
Africa, onde centenas de espécies fortemente relacionadas, mas fenotipicamente diversas, se
originaram a partir de uma ou poucas espécies. Esta radiacdo ocorreu em um curto periodo
de tempo e os modelos classicos de evolucdo ndo explicam este rapido processo, 0 que
coloca os ciclideos em destaque nas discusses sobre mecanismos de especiacdo (Kocher,
2004). Entre os ciclideos, cromossomos B foram descritos em algumas espécies da América
do Sul, como Gymnogeophagus balzanii, Geophagus brasiliensis, Cichlasoma paranaensis,
Crenicichla niederleinii, Cichla monoculus, Cichla sp. e Crenicichla reticulata (Poletto et al.
2010b). Entre os ciclideos africanos, Bs foram descritos primeiramente em Astatotilapia
latifasciata do Lago Nawampasa, um lago satélite do Lago Kyoga e em Metriaclima
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lombardoi do lago Malawi no leste da Africa (Poletto et al. 2010a, 2010b). Bs foram também
identificados em 12 espécies de ciclideos africanos no Lago Victoria (Yoshida et al. 2011,
Kuroiwa et al. 2014). Além da rapida radiacdo evolutiva, os ciclideos africanos séo ainda
importantes devido a uma boa quantidade de recursos genéticos/gendmicos (genomas
sequenciados, transcriptomas, miRNomas, mapas genéticos, mapas cromossémicos e dados
citogenéticos) disponiveis. Foram sequenciados recentemente cinco genomas de ciclideos
africanos, sendo estes a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), Neolamprologus
brichardi/pulcher (espécie de radiacdo antiga do Lago Tanganyika), Metriaclima zebra
(radiacdo recente do Lago Malawi), Pundamilia nyererei (radiacdo muito recente do Lago
Victoria) e Astatotilapia burtoni (espécie fluvial préxima ao Lago Tanganyika) (Brawand et
al. 2014). As analises gendmicas comparativas desses cinco novos genomas de ciclideos
mostraram uma acelerada evolucdo génica, além de um acimulo de duplicacBes génicas,
entre outras evidéncias associadas a rapida diversificacdo, corroborando a teoria de radiacoes
adaptativas desse grupo (Brawand et al. 2014). Além disso, muitas destas espécies sao
reprodutivamente vidveis em laboratorio (revisado por Kocher, 2004), o que facilita sua

manutencéo e realizacdo de cruzamentos dirigidos para fins de anélises diversas em genética.

Astatotilapia latifasciata apresenta espécimes sem nenhum, com um ou dois
cromossomos B. Poletto et al. (2010a) e Fantinatti et al. (2011) realizaram anélises mais
detalhadas da estrutura dos cromossomos B presentes nesta espécie, pelo mapeamento de
sequéncias de DNAs ribossomais, retrotransposons, elemento repetitivo SATA, BACs
(Bacterial Artificial Chromosomes) ricos em sequéncias repetitivas e genes, fracdo gendmica
contendo DNA altamente repetitivo (Cot-1 DNA) e hibridizagdo gendmica comparativa
(CGH). Estas analises mostraram a presenca de uma grande quantidade de DNAS repetitivos
nos cromossomos B desta espécie, sugerindo ainda a possivel origem deste elemento a partir
do primeiro par cromossémico do complemento. Além disso, estes autores sugerem que este
cromossomo compartilha segmentos com cromossomos A contendo DNAr 18S. Em suma,
sugere-se que 0 Cromossomo supernumerario nesta espécie possa ter evoluido a partir de um
pequeno fragmento cromossdémico oriundo do genoma A, seguido pela invasdo por vérias
familias de DNA repetitivos (Poletto et al. 2010a; Fantinatti et al. 2011; Valente et al. 2014).

Os cromossomos B sempre foram estudados em nivel citogenético, que geralmente
forneciam informacgdes de que estes cromossomos extras sdo ricos em elementos
transponiveis, elementos repetitivos e DNAs satélites, e que possuem uma pequena
quantidade de genes, além de serem considerados heterocromaticos. Haviam muitas



dificuldades para definir a origem destes cromossomos dentro do genoma, Vvisto que a
maioria das conclusbes eram baseadas em sequéncias repetitivas ndo codificantes e
elementos transponiveis (Houben et al. 2013). Paralelamente as investigacdes em nivel
citogenético, outras abordagens baseadas em analises gendmicas em larga escala estdo sendo
utilizadas para elucidar questdes a cerca dos cromossomos B. Estas analises vém
demonstrando um cenario um pouco diferente do anterior, pdde-se inferir dados sobre as
sequéncias gendmicas, andlises de expressdo, analises evolutivas e estudos comparativos
utilizando muitas espécies. Portanto, a partir dos dados de sequenciamento pdde-se obter

dados mais informativos e precisos.

Zhou et al. (2012), utilizou dados do genoma total de Drosophila para inferir sobre
aspectos de origem, evolucdo e contetdo genémico do B. Abordagem utilizando dados
gendmicos em larga escala foi também empregada por Martis et al. (2012) na analise de
cromossomos B de centeio, mostrando que 0s cromossomos acessorios desta espécie se
originaram de diversos cromossomos do complemento A, seguido de captura adicional de
sequéncias dos genomas A e mitocondrial e amplificacdo de sequéncias repetitivas. Banaei-
Moghaddam et al. (2013), também analisaram o centeio e concluiram que 0s cromossomos
B, nesta espécie, sdo ricos em sequéncias derivadas de genes, as quais sdo pseudogenes.
Cerca de 15% destes fragmentos de pseudogenes presentes no cromossomo B séo transcritos
em um tipo de tecido e em gendtipos especificos.

Anélises gendmicas em larga escala permitiram analisar genomas totais com (B+) e
sem (B-) cromossomos B do peixe ciclideo Astatotilapia latifasciata (Valente et al. 2014).
Estas analises envolveram alinhamento de reads contra 0 genoma de referéncia do ciclideo
africano  Metriaclima zebra, disponivel no banco de dados BouillaBase
(www.bouillabase.org). Foram identificadas regides com diferenga de cobertura entre os dois
genomas, algumas das quais apresentaram uma média de cobertura 10.000 vezes maior no
genoma B+ em relacdo ao genoma B-. Esses blocos gendmicos foram anotados utilizando
como base a anotacdo existente no genoma de referéncia e uma anotagdo de ontologia. Uma

grande quantidade de genes (fragmentados ou intactos) foi encontrada no cromossomo B.

Entre as sequéncias génicas identificadas presentes no cromossomo B de A. latifasciata,
destaca-se 0 gene hnRNP Q-like (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q-like) que
possui alto numero de cOpias e apresenta caracteristicas de retrogene (contém apenas regides
de similaridade a éxons) no genoma B+ (ver Figura 1, topico 4 (Materials and methods)).
Retrotransposicao é o processo no qual RNAs mensageiros sdo reversamente transcritos em
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DNA e inseridos em uma nova posi¢cdo no genoma. Retrocdpias ndo possuem muitas
caracteristicas genéticas de seus parentais, tais como introns e elementos regulatérios (Pan e
Zhang, 2009).

A expresséo de genes em eucariotos é regulada em diferentes niveis, desde a transcri¢éo
a modificagdes pos-traducionais. Uma das familias mais caracterizadas de proteinas de
ligagio a0 RNA € o grupo das heterogeneous nuclear ribonucleoproteins (hnRNPSs),
formado por aproximadamente vinte proteinas. Membros desta familia exercem importante
papel no controle da expressdo génica e metabolismo de RNAs mensageiros (Quaresma et
al. 2009).

As hnRNPs sdo proteinas multifuncionais, participam de todos os aspectos cruciais do
processamento do RNA, incluindo o splicing do pré-RNAm, exportacdo do RNAm,
localizacdo, traducdo e estabilidade. Também participam na regulacédo do splicing alternativo
(AS), onde sitios de splicing contidos no pré-RNAm sdo preferencialmente selecionados ou
reprimidos para produzir diferentes isoformas de RNAm. Este processo contribui muito para
a diversidade do proteoma (Huelga et al. 2012).

A hnRNP Q é uma proteina predominantemente nuclear que exibe uma organizacao
modular e muitas funcdes relacionadas ao RNA (Quaresma et al. 2009). Muitos estudos
mostram sua relacdo com os genes Period (Per) que s@o importantes elementos envolvidos
com processos transcricionais e traducionais que geram o ritmo circadiano endogeno
(Pendergast et al. 2010). A regulacéo circadiana do RNAm do mPer3 (Mouse Period) requer
a funcdo cooperativa de 5’e 3 UTRs (Untranslated Regions). hnRNP Q se liga a ambas
UTRs desencadeando a traducéo e acelerando o decaimento de RNAmM do mPer3 (Kim et al.
2011). O knockdown de hnRNP Q, em camundongos, diminuiu a ligacdo direta de hnRNP Q
com a regido 5’UTR do RNAm de mPerl, o que causou uma diminuicdo nos niveis de
mPerl e um pequeno atraso em sua expressdo, sem alterar os niveis de RNA mensageiro
(Lee et al. 2012).

O hnRNP Q representa uma sub-familia de hnRNPs, com trés isoformas de proteinas
chamadas hnRNP Q1-Q3, que sdo originadas a partir do splicing alternativo de um unico
gene (Mourelatos et al. 2001). Por sua vez o gene hnRNP Q-like apresenta trés isoformas em
Homo sapiens e duas isoformas em Mus musculus (http://www.uniprot.org). Possui
caracteristicas de retrogene nas espécies Macaca mulatta, Homo sapiens e Rattus norvegicus

e sdo  considerados  pseudogenes de acordo com 0  RetrogeneDB
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(http://retrogenedb.amu.edu.pl) (Kabza et al. 2014).

O processo de retrotransposicdo representa uma importante forga evolutiva para a
criacdo de novos genes denominados retrogenes, pois estes ndao possuem introns (Huang et
al. 2009). Este processo esta diretamente relacionado aos elementos transponiveis (TEs, do
Inglés Transposable Elements), os quais compreendem um vasto conjunto de sequéncias de
DNA, que possuem a habilidade de mover-se para novas posi¢cdes nos genomas tanto
diretamente, pelo mecanismo corta/copia e cola (transposons — classe 1), ou indiretamente,

através de um RNA intermediério (retrotransposons — classe 1) (Fedoroff, 2012).

A classe | representa os retrotransposons, que sdo produtos de eventos de transcricdo
reversa. A movimentacdo é intermediada pelo RNA e é replicativa, mantendo a sequéncia
original. O RNA é transcrito reversamente em um DNA por um TE que possui 0 dominio da
transcriptase reversa. S&o separados em cinco categorias: LTR (Long terminal repeats),
DIRS-like , Penelope-like (PLEs), LINEs (Long interspersed nuclear element) and SINEs
(Short interspersed nuclear element) (Wicker et al. 2007). Os elementos transponiveis de
classe Il replicam-se por meio de um DNA intermediario que pode ser do tipo transposicao
replicativa ou conservativa. Na transposicdo conservativa, o elemento é retirado durante a
transposicdo e o nimero de copias ndo aumenta. No processo replicativo, o elemento é
duplicado, produzindo aumento do numero de cdpias no genoma. S&o divididos em duas
categorias: a primeira é caracterizada pela presenca de TIRs (Terminal Inverted Repeats) de
comprimentos varidveis e a segunda compreende os TES que durante o processo de
transposicédo, a replicacdo ocorre sem a clivagem da dupla-fita de DNA, havendo apenas o

deslocamento de uma das fitas (Wicker et al. 2007).

A hipétese do presente trabalho, de que o gene hnRNP Q-like foi inserido no
cromossomo B por mecanismos de retroinsercéo e posteriormente sofreu uma duplicagédo, se
baseia na premissa de que o gene hnRNP Q-like apresenta caracteristicas de retrogene e um
maior nimero de copias no cromossomo B. Considerando que a presenca de uma sequéncia
com caracteristicas de retrogene no cromossomo B é uma nova descoberta, uma melhor
caracterizacdo estrutural e funcional deste gene é necessaria. Deste modo, foi analisado o
perfil transcricional do gene hnRNP Q-like e sua organizagdo gendmica, fornecendo
evidéncias de mecanismos de retroinsercdo e duplicacdo génica em organismos portadores

de cromossomo B.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve por objetivo analisar o gene hnRNP Q-like na espécie
Astatotilapia latifasciata, com o proposito de compreender sua organizacdo gendmica e seu

nivel transcricional.
2.2 Objetivos especificos

* Avaliar os niveis de variabilidade nucleotidica do gene hnRNP Q-like dos genomas
B+ e B-;

* Analisar a sequéncia génica para identificar caracteristicas de retrogene;

* Buscar elementos transponiveis em suas regides flanqueadoras para compreender os

mecanismos de retroinsercao;
* Avaliar o nimero relativo de cdpias do gene hnRNP Q-like em individuos B+ e B-;

* Quantificar os niveis de expressdao de RNA mensageiro em diferentes tecidos de
individuos B+ e B-;
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3. Materiais e métodos

3.1 Material biolégico

A espécie utilizada como modelo deste estudo foi o ciclideo Astatotilapia latifasciata,
natural dos lagos Kyoga e Nawampasa (lagos satélites ao lago Vitdria, leste africano)
(Steeves et al. 2010), amplamente difundida na aquariofilia. A partir de analises prévias de
citogenética (Poletto et al. 2010a, 2010b; Fantinatti et al. 2011) foram formadas popula¢des
cruzantes de individuos portadores de cromossomos B que estdo sendo mantidos no biotério

de peixes do Laboratério Gendmica Integrativa, UNESP/IB, Botucatu.

A identificacdo de individuos portadores e ndo portadores de cromossomo B foi
realizada por PCR (Polymerase Chain Reaction), utilizando marcadores moleculares
especificos para individuos B+ e B- (BEA Fantinatti, comunicacdo pessoal).

3.2 Analise dos reads paired-end no genoma B+

As andlises realizadas no presente trabalho partiram de dados de sequenciamento de
proxima geracdo (NGS) realizados utilizando plataforma Illumina. Para a obtencdo destes
dados de sequenciamento, DNA gendmico dos individuos de interesse foram fragmentados a
uma meédia de 500 pb usando um ultrasonicador S229 (Covaris Inc., Woburn, MA).
Bibliotecas separadas para amostras B+ e B- foram construidas para cada individuo, sendo
um individuo B+ e um individuo B-, usando o kit TruSeq DNA sample preparation ver.2
rev.C (lllumina Inc., San Diego, CA). Procedimento de sequenciamento paired-end (2x100
bp) foi realizado para cada biblioteca em lanes separados no sequenciador Illumina HiSeq
1000. Os dados gendmicos gerados foram alinhados contra o genoma referéncia de
Metriaclima zebra para fins de anotacdo génica. Genomas totais de individuos B+ e B-
foram gerados produzindo um total de 306.823.512 de reads para o individuo B+ e
401.017.570 de reads para o individuo B- (Valente et al. 2014). Estas informacdes estéo
disponiveis na base de dados Sacibase (www.sacibase.ibb.unesp.br).

O genoma B+ foi analisado com a utilizagdo do software Tablet (1.12.12.05) (Milne et
al. 2010), no qual os reads paired-end foram considerados individualmente e comparados a
referéncia para identificacdo de cdpias variantes do gene hnRNP Q-like no genoma B+.
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3.3 Selecéo de regides representativas do gene hnRNP Q-like

O retrogene hnRNP Q-like apresenta doze regides exénicas (Ver Figura 1, tépico 4
(Materials and Methods)) das quais onze foram analisadas. Com o intuito de selecionar as
regides mais representativas, no presente estudo, foi utilizado o software Tablet (1.12.12.05)
(Milne et al. 2010) para comparar a presenca ou auséncia de mutacdes por posi¢do no
retrogene hnRNP Q-like em um individuo B- e um individuo B+, da espécie Astatotilapia
latifasciata, tendo como genoma de referéncia o ciclideo Metriaclima zebra, ambos

disponiveis no BouillaBase (www.bouillabase.org).

A andlise foi realizada nas sequéncias correspondentes aos éxons, a partir da seguinte

equacéo:

MRL = Quantidade de mutacbes/Comprimento do éxon

Média de cobertura

A quantidade de variacdes refere-se a auséncia ou presenca de mutaces em cada
posicao (sendo que a auséncia = 0 e presenca = 1). Para normalizacéo, esse valor foi dividido
pelo comprimento da regido exoénica correspondente, e posteriormente dividido pela
cobertura média de seu respectivo genoma (B- 30,99x e B+ 22,92x) de acordo com Valente
et al. (2014). A partir de MR1 foi calculado o valor delta, que representa a diferenca dos

valores de MR1 de B+ e B- para cada uma das onze regides relativas aos éxons.
A = MR1 (genoma B +) — MR1 (genoma B—)

As regides selecionadas foram aquelas com maior variabilidade (maior delta) e menor

variabilidade (menor delta), com o intuito de obter uma andlise mais precisa.

3.4 Extracdo de DNA

O grupo experimental foi composto por amostras de individuos sem (B-) e com (B+)

cromossomos B, incluindo machos e fémeas para ambas condigdes.

Amostras de figado e nadadeiras foram coletadas, fixadas em etanol 100% e
armazenadas a -20°C para a extracdo de DNA total utilizando a metodologia fenol-
cloroférmio descrita por Sambrook e Russel (2001). A analise qualitativa e quantitativa do
DNA foi realizada por meio de eletroforese em gel de 1% de agarose e espectrofotometria.
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3.5 Obtencéo de sequéncias

Para a realizacdo de estudos evolutivos, sequéncias do gene hnRNP Q-like foram
obtidas por reacdo de PCR a partir das amostras de DNA B- e B+. Inicialmente, foram
realizadas PCRs das regides correspondentes aos éxons 2 e 10. Porém, este método ndo
apresentou 0s resultados esperados, pois as sequéncias obtidas ndo representavam a
diversidade das copias variantes ja detectadas via dados de NGS. Assim foi realizada a
montagem de novo (ver descricdo detalhada no item 3.5.2) a partir dos dados de NGS para
obtencéo do gene hnRNP Q-like.

35.1 Reacgéo de PCR

Conjuntos de primers foram construidos para amplificar por PCR o0s segmentos
exdnicos do retrogene hnRNP Q-like, os quais foram selecionados por serem regides
representativas em fungdo de mutacdes previamente analisadas (Tabela 1; Ver Figura 2
Resultados (4.1)). Os primers foram situados nas regides dos éxons adjacentes, cobrindo
toda a regido do éxon de interesse e uma parte dos éxons mais préximos, para certificar que o
éxon seria totalmente amplificado. Foram utilizadas amostras de seis individuos B+ e seis

individuos B-, machos e fémeas, para ambas as condi¢oes.

Exon Primer 1D Sequéncia Primer Posigao no genoma de

M. Zebra
2 (B+) P.ic1—2 cF 5'GAGTGAATGACTGAAGCC scaffold 3:9114625..9114642
Pic2-3 aR 5'CTCAATCGCTCGATCATC scaffold 3:9117657..9117674
2(8) Primer F —Pico2 5'GCACATCACAATTGTTGCC scaffold 3:9116465..9116483
Primer R —Pico2 | 5’CTGTAGCACTGCAGTACCCATT | scaffold 3:9116819..9116840
10 Pic9-10 cF 5TTTAGCCAACACGGCAAGC scaffold_3:9120036..9120054
Pic10-11 aR 5'AATAACCTCCTCTACCGC scaffold 3:9120551..9120570

Tabela 1: Conjuntos de primers projetados a partir dos dados gendmicos para animais B- e B+ para
regides referentes aos éxons 2 e 10 do retrogene hnRNP Q-like de A. latifasciata.

Os amplicons de DNA obtidos foram clonados em vetores plasmidiais utilizando o kit
pGEM-T Vector System (Promega) de acordo com as especificacbes do fabricante. Para
verificar a presenca dos insertos nos plasmideos recombinantes foi realizada a reacdo de
PCR utilizando o conjunto de primers M13, que flanqueiam a regido de inser¢do no

plasmidio.
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Os clones recombinantes de cada regido foram submetidos ao sequenciamento pelo
aparelho ABI Prism 3100 DNA sequencer (Perkin- Elmer) utilizando o kit ABI Prism Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Perkin- Elmer).

3.5.2 Montagem de novo

A partir dos resultados dos sequenciamentos dos genomas B+ e B-, sendo uma amostra
B+ e outra B-, os reads referentes ao gene hnRNP Q-like foram extraidos utilizando o
software SAMtools (Li et al. 2009). Foi realizada, separadamente, em cada genoma, a
montagem de novo por meio dos softwares Velvet (Zerbino et al. 2008) e Oases (Schulz et
al. 2012). As sequéncias resultantes foram alinhadas contra o genoma de referéncia por meio
do software Bowtie2 (Langmead e Salzberg 2012) para confirmar se as sequéncias eram
correspondentes as regides de interesse.

3.6 Andlise das sequéncias obtidas

As sequéncias obtidas foram analisadas utilizando o software Geneious Pro 4.8.5.
(Drummond et al. 2009). Todas as sequéncias, B+ e B-, foram alinhadas contra o genoma de
referéncia. Aquelas que possuem mutacGes diferentes das sequéncias B- e do genoma de

referéncia, foram classificadas como B especificas.

O grau de saturacdo das sequéncias foi determinado através do software DAMBE (Xia
et al. 2001), para fins de analises filogenéticas posteriores.

3.7 Busca por elementos transponiveis e dominios proteicos

Uma busca por transposable elements (TEs) foi realizada nas regides flanqueadoras
(cerca de 10.000pb) do gene hnRNP Q-like, as quais foram usadas como query contra o
banco de dados do Repbase (Jurka et al. 2005) pertencente ao Genetic Information Research

Institute (GIRI) (http://www.girinst.org).

As sequéncias com similaridade maior que 80% aos elementos transponiveis foram
analisadas utilizando a ferramenta assembly pertencente ao software Geneious Pro 4.8.5
(Drummond et al. 2009), e foi realizada uma busca por ORFs (Open Reading Frames) cujas
sequéncias de amino4cidos foram submetidas ao banco de dados Pfam (Finn et al. 2010).
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3.8 Validacao de genes de referéncia para analises de PCR quantitativa (QPCR)

A eficiéncia dos primers utilizados em gPCR foi calculada usando o programa
LingRegPCR (Ramakers et al. 2003). O gene mais apropriado para ser utilizado como gene

de referéncia foi selecionado com uso da ferramenta RefFinder (Xie et al. 2011).

3.9 PCR quantitativa (QPCR) em DNA genémico

Para avaliar o namero relativo de cdpias do gene hnRNP Q-like, foi realizada a reacdo
de PCR em tempo real (PCR quantitativa), com DNA gendmico de vinte e quatro individuos
B+ e B-, machos e fémeas. Os primers foram construidos de acordo com as recomendacdes
de Bustin et al. 2009, utilizando-se as ferramentas do Geneious Pro 4.8.5 (Drummond et al.
2009) e PCR Primer Stats (Stothard, 2000). As regides amplificadas foram as
correspondentes aos éxons 2 e 10 (Tabela 2). Foram construidos primers com mutacoes
especificas do genoma B+, para avaliar o numero de cépias existentes apenas no
cromossomo B, porém estes primers apresentaram uma eficiéncia muito baixa,
impossibilitando as realizagdo de reacdes de gqPCR. Portanto, os primers utilizados nas
andlises ndo apresentam as mutagdes especificas do cromossomo B e amplificam apenas as
copias candnicas presentes nos dois genomas. Inicialmente, foram realizados testes
utilizando triplicatas e duplicatas, a partir da comparacdo dos resultados, todas as analises
foram desenvolvidas a partir de duplicatas pois apresentaram uma menor Vvariacao,

fornecendo dados mais precisos.
O valor de GDR (gene dosage ratio) foi obtido usando o método de quantificacdo

relativa (ACt), onde o ndmero relativo de copias do gene é calculado como 2"ACt , sendo
ACt = Cliarget — Ctreterence (Bel et al. 2011). O gene de referéncia utilizado foi o gene
autossémico de cdpia simples, hypoxanthine phosphoribosyltransferase (Hprt). A reacdo de
gPCR foi realizada no StepOne Real-Time PCR Systems (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA). O gene alvo e o de referéncia foram analisados simultaneamente em duplicatas. Os
ciclos foram, 95 °C por 10 minutos; 45 ciclos de 95 °C por 15 segundos; e 60 °C por 1

minuto.
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Posi¢do no genoma de

Exon Primer 1D Sequéncia Primer M. Zebra
5 PIC2-RT-F 5'GGAAATGGTCCAGAAGAACC | scaffold_3:9116556..9116576
PIC2-TR-R 5'CTGTGGTAAACCAGCTTC scaffold_3:9116624..9116642

PIC10 -TR-F 5'GGAGAGCACATTGAAATTG scaffold_3:9120259..9120276

10 PIC10-TR-R S'GTGTTTTAGCGGCTTGTCTC scaffold_3:9120323..9120342

Tabela 2: Conjuntos de primers construidos a partir dos dados genémicos para regides referentes
aos éxons 2 e 10 do retrogene hnRNP Q-like de A. latifasciata.

3.10 PCR quantitativa (QPCR) em cDNA

Foram utilizadas vinte e quatro amostras de musculo, vinte e trés amostras de cérebro e
vinte e trés amostras de cora¢do de individuos B+ e B-, machos e fémeas. A extracdo de
RNA foi realizada utilizando o protocolo de TRIzol (Life Technologies, EUA). A
quantificacdo do RNA extraido foi feita utilizando o espectrofotdmetro NanoVue e sua
integridade foi avaliada utilizando o 2100 Bioanalyzer.

O RNA obtido foi tratado com a enzima DNase, utilizando a DNase | - Amplification
Grade (Life Technologies), e posteriormente foi realizada a reacdo de transcri¢do reversa
(RT) utilizando-se o kit High Capacity (Life Technologies). As regides amplificadas foram
as correspondentes aos éxons 2 e 10 (Tabela 1). O gene de referéncia utilizado foi o UBCE
(ubiquitin-conjugatin enzyme) que foi validado em trabalhos prévios com peixes ciclideos
(Deloffre et al. 2012; Yang et al. 2013). As taxas de expressdo foram mensuradas, no sistema
Step One Plus (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), utilizando o kit GoTag qPCR
Master Mix (Promega). Os ciclos foram: 10 minutos a 95°C, 40 ciclos de desnaturagdo a
95°C por 15 segundos e anelamento e extensdo a 55°C por 1 minuto.

A normalizacdo dos dados foi realizada usando o programa Q-Gene (Muller et al.
2002, Simon 2003).

3.11 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada pelo programa GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA). A distribuicdo dos dados foi ndo-paramétrica e o teste
estatistico o teste U de Mann-Whitney foi aplicado. O nivel de significancia estatistica usado
foi de 5% (p < 0.05).

19



4. Resultados e discussao

O presente tdpico sera apresentado na forma de manuscrito a ser submetido a revista
cientifica da area de genética
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Abstract

B chromosomes, also known as supernumerary, are considered dispensable elements and are
observed in many eukaryote species, such as in the African cichlid, Astatotilapia latifasciata,
which might have one or two B chromosomes. Previous genomic analyses based on next
generation sequencing (Illumina HiSeq sequencing) were realized in the whole genome
without B chromosome (B-) and with B chromosomes (B+) and a variant form of hnRNP Q-
like gene (named hnRNP Q-B) was identified. This sequence presented a high copy number
and characteristics of a retrogene in B chromosomes. Thus, the aim of this study consists in
comprehend genomic organization, identify retroinsertion mechanisms and perform
expression analyses of the hnRNP Q-like gene. Bioinformatics analyses identified variant
copies of hnRNP Q-like gene in B+ genome and the higher and lower variable regions of the
gene were selected, based in mutation rates, for further analysis. Analyses from sequenced
fragments and qPCR confirmed gene has a higher number of copies and do not present
introns in B chromosome. Evidences of transposable element relics with reverse transcriptase
domains suggest gene was retroinserted in B chromosome. The data of gPCR in cDNA was
analyzed and results showed the canonical hnRNP Q-like copy is not differentially expressed
in both genomes (with and without B chromosome), showing that B+ genome has more
copies of hnRNP Q-like gene, but they are not expressed.
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Introduction

B chromosome, also known as supernumerary, accessory or extra, are dispensable
elements find in many eukaryote species, such as animals, plants and fungi. Transmission of
B chromosome does not follow Mendelian laws of inheritance. It is believed many of
supernumerary chromosomes probably were originated from the chromosomes of the A
complement, but followed their own evolutionary steps without recombination with

members from A complement (reviewed by Beukeboom, 1994).

B chromosomes were described in many fish species, including representatives of the
cichlid family (Perciformes), which is the richest family of vertebrates and has more than
3,000 species distributed in Central and South America, Africa, Madagascar and South India.
They present a diverse fauna that suffered a rapid process of sympatric speciation, especially
species from the Great Lakes of East Africa, which have attracted more scientific attention
(Kocher, 2004). Cichlids are good models for genetic analysis because their evolutionary
radiation. There are genomic resources (whole genomes sequenced, transcriptomes,
miRNomes, genetic maps, chromosome maps) and many of these species are reproductively
viable in laboratory (reviewed by Kocher, 2004). Among African cichlids, B chromosomes
were first described in Astatotilapia latifasciata from Lake Nawampasa, a satellite lake of
the Lake Kyoga (part of Lake Victoria system) and in Metriaclima lombardoi from Lake
Malawi in East Africa (Poletto et al. 2010a, 2010b). Later, Bs were identified in twelve
species of African cichlids of Lake Victoria (Yoshida et al. 2011; Kuroiwa et al. 2014).

Astatotilapia latifasciata can harbors 0, 1 or 2 B chromosomes that have been the
subject of previous classical and molecular cytogenetics studies. It is suggested
supernumerary chromosome in this species might have evolved from a small chromosome
fragment from A complement followed by invasion of many families of repetitive DNA
(Poletto et al. 2010a; Fantinatti et al. 2011). Besides the investigations in cytogenetic level,
large scale genomic analyses were conducted involving next generation sequencing (NGS)
of whole genomes of A. latifasciata with B chromosome (B+) and without B chromosome
(B-) and a microdissected B. Sequenced reads were aligned to the Metriaclima zebra
reference assembly, available in BouillaBase database (www.bouillabase.org). Regions
differentially covered were identified, some of that presented a mean coverage of 10,000x
higher in B+ genome compared to B- genome and were referred as B chromosome “blocks”.
This study showed B chromosome of A. latifasciata contains thousands of sequences duplicated

from essentially every chromosome in the ancestral karyotype, including transposable elements
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and genes. Although most genes on the B chromosome are fragmented, a few are largely intact.
Among the identified B-sequences, hnRNP Q-like (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
Q-like) gene was highlighted due to its duplicated number of copies and characteristics of
retrogene (Valente et al. 2014).

Considering the presence of a retrogene-like sequence in B chromosomes is a new
finding, a better structural and functional characterization of this gene is necessary. In this
way, we analyzed the hnRNP Q-like transcriptional profiles and genomic organization,
providing evidences of the retroinsertion and gene duplication mechanisms of this retrogene

in B carrier organisms.

Materials and Methods
Genomic analyses

[llumina HiSeq sequencing data of whole B+ and B- genomes were previously
generated for the African cichlid Astatotilapia latifasciata. The generated data contain
306,823,512 reads for the B+ sample and 401,017,510 reads for the B- sample. The focus of
the analysis was directed to a specific region of scaffold 3 containing a retrogene-like
sequence derived from de hnRNP Q-like gene (Valente et al. 2014). There are twelve regions
corresponding to exons of the hnRNP Q-like gene in the B chromosome (Figure 1). The
reads and alignments against the reference genome of Metriaclima zebra cichlid are
available in Sacibase (www.sacibase.ibb.unesp.br).

Scaffold_3:9112721..9126380
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hnRNP Q -like (M zebra)

Figure 1: Comparative analysis of hnRNP Q-like gene in B+ and B- genomes based in
coverage of reads obtained by NGS. Scale in the right indicates number of reads obtained
for specific regions. Regions correspondents to exons are indicated below. Modified from
Valente et al. (2014).
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The B+ paired-end reads were analyzed individually and compared to reference
genome (M. zebra) to identify the variants copies of hnRNP Q-like gene in B+ genome,
using Tablet (1.12.12.05) (Milne et al. 2010). The next step was directed to identification of
nucleotide variation in the exonic regions of hnRNP Q-like gene. Comparative analysis
based on Tablet software (1.12.12.05) (Milne et al. 2010) focus in the identification of
presence or absence of mutation per position in hnRNP Q-like in B+ and B- genomes of A.
latifasciata, using as reference the genome of M. zebra. The presence or absence of point
mutations was counted as 1 or 0, respectively. For normalization, the total number of point
mutations was divided by the correspondent exonic region length, and this result was divided
by the mean read coverage of each correspondent genome (B- = 30,99x and B+ =22,92x
coverage). The result was named as MR1 and the delta was calculated by difference between
MR1 of B+ and B- for each region. Regions with higher variability (higher delta) and lower
variability (lower delta) were selected as the most representatives ones.

DNA samples

DNA samples from B+ and B- individuals were extracted from tissues using the
phenol-chloroform method (Sambrook and Russel, 2001) and submitted to polymerase chain
reaction (PCR), using specific primers for the B chromosome identification (BEA Fantinatti,
personal communication). Animal samples were obtained from the fish facility of the
Integrative Genomics Laboratory, Sao Paulo State University, Botucatu, Brazil.

Obtaining sequences: PCR and de novo assembly

For phylogenetic studies, exonic segments of hnRNP Q-like retrogene were amplified
by PCR using primers based in representative regions with high mutation levels previously
identified. The amplicons were cloned in pGEM-T Vector System (Promega), and the clones
were sequenced with an ABI Prism 3100 DNA sequencer (Perkin-Elmer) using ABI Prism
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kits (Perkin-Elmer).

Additionally, sequences of the hnRNP Q-like gene were obtained from the whole
genome read datasets of B+ and B- genomes. The reads of hnRNP Q-like, from both
genomes, were extracted using SAMtools (Li et al. 2009) and then were assembled using de
novo approaches with Velvet (Zerbino et al. 2008) and Oases (Schulz et al. 2012). The
contigs were aligned to the M. zebra reference genome using Bowtie2 (Langmead and
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Salzberg 2012) software. Additionally, with Geneious Pro 4.8.5 (Drummond et al. 2009)
software, the B specifics mutations were identified and were used to classify contigs as
belonging to A or B chromosomes for further analyses. Each sequence was aligned against
reference genome and the result of the alignments was submitted to DAMBE (Xia et al.

2001) software to verify the nucleotide saturation to begin the phylogenetic studies.

Search for TEs

Flanking regions (FR) of the hnRNP Q-like gene were used as queries to search for
transposable elements (TES) against the Repbase (Jurka et al. 2005) database at the Genetic
Information Research Institute (Giri) (http://www. girinst.org/repbase/). A search for open
reading frames (ORFs) was performed using Geneious Pro 4.8.5 (Drummond et al. 2009), in
an attempt to identify the potential protein coding regions of the FRs. ORFs correspondents
to sequences of TEs were submitted to Pfam (Finn et al. 2010) database to obtain more

information about the TEs.

gPCR — Genomic DNA

To evaluate the relative copy number of hnRNP Q-like gene, the quantitative real-time
PCR (qPCR) was performed with genomic DNA from B + and B- individuals. The value of
GDR (gene dose ratio) was obtained using the method of relative quantification (ACt), the
relative gene copy number was calculated as 2", where ACt = Cliarget - Ctreference (Bel et al.
2011). The single-copy autosomal gene, hypoxanthine phosphoribosyltransferase (Hprt) was
used as reference. qPCR was performed in StepOne Real-Time PCR Systems (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). The target and the reference gene were analyzed
simultaneously in duplicates. The cycles were 95 ° C for 10 minutes; 45 cycles of 95 ° C for
15 seconds; and 60 ° C for 1 minute. Primers efficiency was calculated by the LingRegPCR

program (Ramakers et al. 2003).

gPCR — cDNA (Complementary DNA)

The gPCR was performed in samples of cDNA, of muscle, brain and heart of B+ and
B- individuals, males and females. The extraction was done using the TRIzol protocol (Life
Technologies, EUA). The regions amplified were that correspondents to exons 2 and 10.
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The UBCE (ubiquitin-conjugatin enzyme) gene was used as reference. gPCR was performed
in StepOneTM Real-Time PCR Systems (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). The
target and the reference gene were analyzed simultaneously in duplicates. The cycles were
95 °C for 10 minutes; 40 cycles of 95 °C for 15 seconds; and 55 °C for 1 minute. Primers
efficiency was calculated by the LingRegPCR program (Ramakers et al. 2003). The
normalization of data was performed using the program Q-Gene (Muller et al. 2002, Simon
2003).

Results
Genomic analyses

Analyses from paired-end reads from B+ genome identified one canonical hnRNP Q-
like sequence identic to the A genome copy of hnRNP Q-like gene, and several variant
copies. Nucleotide diversity analyses of hnRNP Q-like gene sequences showed B+ genome
presents higher mutation ratios compared to B- genome (Figure 2). The nucleotide diversity
was analyzed independently for each of the hnRNP Q exons. The attention was directed to
the exons 2 and 10, that presented lower and higher delta values, respectively (Figure 2).
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Figure 2: Nucleotide diversity (axis x) of exons (axis y) from hnRNP Q-like gene in B+ (red
line) and B- (blue line) genome. Most representative regions (*) with lower and higher delta

values.
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Sequences correspondent to exons 2 and 10 (and flanking exons of both regions) were
obtained by PCR, cloned and sequenced, which showed absence of introns in B+ sequences.
In exon 2, PCR with the same set of primers failed to amplify a fragment in B- genome,
probably, because of the presence of a long intron (~3.000pb, based in the M. zebra
genome). New primers were constructed nearest to exon 2 region, and a fragment of ~380pb
was amplified. Exon 10 was amplified in both genomes (Figure 3).
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Figure 3: Genomic organization of a region involving the exons 9, 10 and 11 of hnRNP Q-like
gene. Alignment indicates the presence of introns in B- sequence and the absence of introns in
B+ sequences.

Sequences generated from PCR did not present enough mutations for phylogenetic
studies, so it was done the de novo assembly that provides a high number of sequences and

can recuperate mutations that do not exist in the genome of reference.

Results from de novo assembling of B- genome recovered only one contig
corresponding to whole hnRNP Q-like gene. For B+ genome, many contigs were obtained,
probably due mutation in hnRNP Q-like copies of B chromosome. Prior to define if contigs
belongs to A or B genomes, they were filtered based in specific mutations that are not
detected in reference genome neither at B- genome. Out of 165 contigs, 65 were classified as
B specific (Figure 4).
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Figure 4: Alignment of resultants contigs from de novo assembly, of the region correspondent
to exon 4, against reference genome, sequence of B- genome and variants copies (*) and B+
sequences of B+ genome.

Alignment of this contigs was exported to DAMBE (Xia et al. 2001), showing
sequences have a high level of saturation, indicating the absence of phylogenetic signals.
Thus, phylogenetic analysis does not make any sense.

A search for transposable elements (TEs) found evidences of TEs relics at low level of
integrity and some of that have reverse transcriptase nucleotide sequences (Table 1).

Region Name Class Sim Pos/Mm:Ts|Score
L1-112 DR NonLTR/L1 | 0.8148 | 1.6000 241
L1-3_STu NonLTR/L1 | 0.8478 | 2.0000 242

Mariner-8_SSa DNA/Mariner | 0.8038 | 2.1667 653

Upstream
hAT-N27_LMi DNA/hAT 0.8537 1.3333 201
DONG_FR2 NonLTR/R4 | 0.8624 1.6250 637
Harbinger 9_PGr | DNA/Harbinger | 0.8158 | 1.4000 217
Gypsy-63_PAb-I LTR/Gypsy 0.875 1.3333 219
Downstream TC1 FR1 DNA/Mariner | 0.8083 1.65 2919

1-8_DBp NonLTR/I 0.8163 1.75 209

Table 1: Transposable elements with similarity higher than 80% detected in the search in the flanking
regions of hnRNP Q-like. Sim, means value of similarity between 2 aligned fragments; Pos. is the
ratio of positives to alignment length; Mm:Ts, is the ratio of mismatches to transitions in nucleotide
alianment: Score, is alianment score obtained from blast.
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The relative copy number of hnRNP Q-like gene was estimated by qPCR showing
higher GDR in B+ individuals compared to B- individuals. The B+ have the double of copies
of hnRNP Q-like gene, in exons 2 and 10, compared to B- (Figure 5).

Figure 5. GDR estimated by gPCR of hnRNP Q-like gene in exons 2 (A)
and 10 (B) in B- and B+ genomes. (*) GDR statistically significant. N = 24.

Expression analyses

The expression levels were quantified by gPCR, in samples of cDNA of muscle
(Figure 6), brain (Figure 7) and heart (Figure 8) of B+ and B- individuals. There is no
difference statistically significant, between B+ and B- samples.
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Figure 6. Expression level of hnRNP Q-like gene in exons 2 (A) and 10 (B) in
B- and B+ genomes in muscle samples. N = 24,

B- B+ B- B+

Figure 7. Expression level of hnRNP Q-like gene in exons 2 (A) and 10 (B) in B-
and B+ genomes in brain samples. N = 24.

Figure 8. Expression level of hnRNP Q-like gene in exons 2 (A) and 10 (B)
in B- and B+ aenomes in heart samples. N = 23.
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Discussion

Retroposed copies lack many of their parental genes genetic features, such as introns
and regulatory elements (Pan and Zhang, 2009). Analysis of amplified fragments showed
hnRNP Q-like gene does not has introns in B chromosome, supporting the hypothesis that
the gene was retroinserted in this element. In an attempt to identify the retroinsertion
mechanism a search for transposable elements was conducted. Only small regions similar to
transcriptase reverse domain of TEs were found, which indicate sequences belong to TEs of
class I. Class | represents retrotransposons, which use reverse transcription to duplicate and
spread in the genome. The movement is mediated by RNA, which is transcribed from a
genomic copy, then reverse-transcribed into DNA by a TE-encoded reverse transcriptase
(RT) (Wicker et al.2007). TEs of class | are separated into categories, those TEs found
flanking hnRNP Q-like copies of the B chromosome represent two of them, LINEs (long
interspersed elements) that contain the coding sequence of reverse transcriptase (Pan and
Zhang, 2009) and retrotranposons which have long terminal repeats (LTR). These terminal
repeats mark the insertion point into a host DNA. However most of TE sequences detected
were degraded over the time, and are no longer clearly recognizable (Henikoff et al. 1997).
Our analysis detected relics of transposable elements TR domains flanking the B
chromosome copy of hnRNP Q-like gene, suggesting retroinsertion was the mechanism for
the gene copy movement from the A to the B genome. Previous analysis of B+ and B- whole
genomes (Valente et al. 2014) identified a high quantity of fragmented genes in B
chromosome. After migrating to B chromosome, the most part of genes seems to have
entered in stage of degeneration. Ancient TE insertions have often suffered mutations and
subsequent insertions and rearrangements both reduce similarity of the element to known

families and interrupt their continuous genome activity (Wicker et al. 2007).

Analyses of bioinformatics showed copies in B+ genome have more mutations than
that in B- genome. Variant copies, from B chromosome, obtained from de novo assembly,
presented high levels of saturation, due high ratio of mutation, and consequently, are not
informative about their evolutionary process (Posada, 2003). The high level of variation
detected in the B copies indicates the retroinsertion occurred a long time ago, probably
during the origin of this chromosome.

Quantitative PCR of genomic DNA showed B+ genome has the double of copies of

hnRNP Q-like gene compared to B- genome, in the regions correspondents to exons 2 and
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10, corroborating with previous bioinformatics analyses (Valente et al. 2014). Possibly, the
gene hnRNP Q-like was retroinserted in B chromosome and then duplicated.

Expression analysis of hnRNP Q-like in B+ and B- genomes based on qPCR was
performed and no differential expression between the samples was detected. According to
RetrogeneDB (http://retrogenedb.amu.edu.pl), the hnRNP Q-like gene has retrogene
features in Macaca mulatta, Homo sapiens e Rattus norvegicus and is considered a
pseudogene (Kabza et al. 2014). This can explain de absence of significant difference in gene
expression, because the retrogene in B chromosome is no longer functional. Retroposed gene
copies are often believed to be pseudogenes because they lack regulatory regions and, as a
consequence, they will often degenerate (Bai et al. 2007).

The results show hnRNP Q-like gene was retroinserted in B chromosome of A.
latifasciata probable as a consequence of TEs action. Furthermore, hnRNP Q-like gene was
duplicated in B chromosome, but these copies are no longer functional, indicating it is a
pseudogene. This is the first report of retroinsertion of genes contributing to the B

chromosome genome content.

References

As referéncias deste artigo encontram-se reunidas no item “5. Referéncias

bibliograficas”

5. Conclusdes

As andlises da sequéncia nucleotidica do gene hnRNP Q-like mostraram que o genoma
B+ possui copias candnicas idénticas as copias do genoma B-, assim como diversas copias
variantes. Também foi verificado que o genoma B+ apresenta maior variabilidade

nucleotidica quando comparado ao genoma B-, confirmando a presenca das cdpias variantes.

As sequéncias amplificadas por reacdo de PCR ndo apresentam introns quando
presentes no cromossomo B, indicando que o hnRNP Q-like é de fato um retrogene. Analises
das regiGes flanqueadoras do gene mostraram a existéncia de resquicios de elementos
transponiveis, sugerindo que o gene foi reinserido no cromossomo B por mecanismos de

retroinsercdo. A partir das reacbes de PCR quantitativa em DNA gendmico, foi verificado
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que o numero de cdpias relativo é o dobro nos genomas B+ em relacdo ao B-, entretanto

essas sequéncias ndo sdo expressas.

A partir dos resultados do presente trabalho, conclui-se que o gene hnRNP Q-like foi
retroinserido no cromossomo B de Astatotilapia latifasciata provavelmente como
consequéncia da acao de elementos transponiveis, e pode ter sofrido duplicagdes posteriores
no cromossomo B, tornando-se um pseudogene. Este é o primeiro trabalho sobre

retroinsercdo de genes em cromossomos B.
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