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Resumo 

 

Os cromossomos supernumerários (cromossomos B) são elementos extras, não 

homólogos ao complemento A e já foram descritos em uma gama de espécies representando 

os principais grupos de eucariotos. Estudos com esses elementos têm sido mais direcionados 

as investigações em nível estrutural, sendo que aspectos funcionais têm sido pouco explorados. 

Dentre as espécies de peixes, os ciclídeos tem recebido grande interesse científico uma vez 

que sofreram um rápido e extenso processo de radiação adaptativa e até o momento, 

cromossomos B já foram descritos em 21 espécies de ciclídeos, variando em quantidade de 

um a três. Considerando os aspectos citados, atrelados à possibilidade do uso de ferramentas 

que integram dados funcionais, genômicos e citogenéticos, o presente projeto visou analisar o 

perfil transcricional de tecidos-alvo de A. latifasciata afim de investigar possíveis 

interferências motivadas pelo cromossomo B relacionadas ao nível de transcrição em 

indivíduos com presença ou ausência desse elemento extra. Uma gama de genes 

diferencialmente expressos evidenciada nos tecidos analisados, mostra que B cromossomo 

pode interferir em diferentes vias fisiológicas da célula. Os resultados mostraram grande 

contribuição para a discussão sobre a importância funcional do cromossomo B, identificando 

vários genes relacionados ao ciclo celular, manutenção da estrutura celular e resposta imune. 

Foram identificados genes altamente expressos localizados no B, o que mostra sua 

interferência direta. Entretanto a maioria dos genes diferencialmente expressos estão 

localizados nos cromossomos do complemento normal, cuja função está sendo afetada pela 

presença deste elemento. Outro ponto importante foi a observação de uma possível ação de 

repressão do cromossomo B em testículo e aumento dos níveis de expressão em ovário, 

sugerindo uma possível ação no mecanismo de "drive" desse cromossomo nos gametas 

femininos. 

 

Palavras-chave: Elemento extra numerário, expressão gênica, transcriptoma, genômica 

funcional. 

 



 

 

Abstract 

 

Supernumerary chromosomes (B chromosomes) are extra elements, not homologous 

to the A complement and have been described in a range of species in eukaryotes. Studies 

with these elements have been focused in structural level, and functional aspects have been 

poorly explored. Among fish species, cichlids have gaining scientific interest because the 

rapid and extensive adaptive radiation process occurred in the group and B chromosomes 

have been described in 21 cichlid species, ranging in number from one to three. Considering 

these aspects, linked to the possibility of using tools that integrate functional and genomic 

data and cytogenetics, we aimed to analyze transcriptional profiles of target tissues of A. 

latifasciata in order to investigate possible interference motivated by B chromosome related 

to the transcript expression levels in individuals with the presence or absence of this extra 

element. A range of genes differentially expressed evidenced in the analyzed tissues shows 

that B chromosome may be interfering in different pathways. The results contributed to the 

discussion of functional aspects of B chromosome, identifying several genes related to cell 

cycle, maintenance of cell structure and immune response. Highly expressed genes located on 

B were identified. However, the majority of highly expressed genes is located on 

chromosomes of the normal complement and seems to be affected by the presence of B. 

Furthermore, our data suggest a possible repressive action of B chromosome in tests and 

increasing expression genes in ovarian confirming the action of drive mechanism of this 

chromosome in female gametic cells. 

 

Keywords: Extra Element, gene expression, transcriptome, functional genomics. 
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1. Introdução 

 

1.1 Cromossomos supernumerários 

 

Os cromossomos B, também conhecidos como elementos supernumerários, não são 

homólogos aos cromossomos do complemento normal (complemento A) (Jones e Rees 1982). 

São descritos como “elementos egoístas” (Wilson, 1907) e podem ser encontrados em alguns 

indivíduos de uma mesma população e não em outros, o que os caracterizam como elementos 

não essenciais e dispensáveis (revisado em Burt and Trivers, 2006). Esses cromossomos são 

descritos como elementos parasitas e o genoma de indivíduos portadores do B é classificado 

como “hospedeiro” (Camacho et al. 2000). Seu surgimento pode estar diretamente 

relacionado a rearranjos cromossômicos do tipo fusão e fissão ou à partir da geração de 

indivíduos híbridos através do cruzamento entre espécies próximas  (Camacho, 2000). 

Quanto a composição genômica, em geral são heterocromáticos e compostos 

basicamente de elementos repetitivos, esse enriquecimento de sequências mostra-se frequente; 

pode causar a inativação de genes, modificar a ordem e a estrutura gênica e assim, ocasionar a 

gradual degeneração deste cromossomo por exemplo (Camacho et al. 2000; Valente et al. 

2014). 

Análises estruturais descrevem a presença de regiões eucromáticas com descrição de 

genes nucleares e ribossomais (Rajicic et al. 2015), como famílias multigênicas de RNAr 45S 

(Loreto et al. 2008; Fantinatti et al. 2011), sequências de microssatélites (Piscor and Parise-

Maltempi 2016) e histonas (López-León et al. 2008; Teruel et al. 2010; Bueno et al. 2013; 

Silva et al. 2014; Utsunomia et al. 2016), entre outros, que podem interferir no genoma de 

seus hospedeiros (Graphodatsky et al. 2005; Coleman et al. 2009; Acosta and Moscone 2011; 

Valente et al. 2014). 

Os cromossomos B tendem a se manter na população e dentre os mecanismos que 

facilitam essa permanência ressalta-se o “drive”. Nesse processo o B dirige-se durante a 

meiose na fêmea movendo em direção ao ovócito, escapando assim de uma possível 

eliminação; em outros casos o B mantêm-se destruindo cromossomos do complemento A, 

como no caso de Nasonia vitripennis, por processos ainda não claramente elucidados 

(revisado em Burt and Trivers, 2006; Pereira et al. 2009; Akbari et al. 2013). Em sua maioria, 

os cromossomos B se beneficiam da não disjunção como parte de seu mecanismo de auto-

acumulação (revisado em Burt and Trivers, 2006; Lin et al. 2014). 
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No grupo de peixes, estudos citogenéticos os têm revelado em distintas populações de 

diversas espécies; estes variam em tamanho, frequência e composição. Os estudos estão, em 

sua maioria, restritos a análises convencionais envolvendo descrição da presença e frequência 

deste polimorfismo além da sua natureza eucromática/heterocromática (Mestriner et al. 2000; 

Ziegler et al. 2003; Poletto et al. 2010a; Voltolin et al. 2010; Fantinatti et al. 2011, Silva et al. 

2014; Valente et al. 2014; Rajicic et al. 2015). 

Apesar da idéia de ser um elemento inerte, atualmente há muitos relatos da influência 

do cromossomo B na modulação gênica do hospedeiro (Martis et al. 2012;Huanget al. 2016). 

Estes cromossomos podem estar envolvidos em recombinação ectópica entre diferentes 

cromossomos e estarem envolvidos no movimento de DNAs de organelas para os 

cromossomos B (Martis et al. 2012;Valente et al. 2014). Estudos recentes relatam que esses 

cromossomos podem ter originado cromossomos sexuais e também possuem um papel vital 

na determinação sexual em algumas espécies de peixes e insetos (Yoshida et al. 2011; Martis 

et al. 2012; Houben et al. 2013; Akbari et al. 2013; Valente et al. 2014). 

Não obstante o maior conhecimento do cromossomo B ser relacionado apenas a sua 

questão estrutural, alguns estudos mostram interferência transcricional direta desse elemento. 

No estudo em Drosophila albomicans foi evidenciado transcritos do cromossomo B (Zhou et 

al. 2012), além dos trabalhos com o roedor (Capreolus pygargus)(Trifonov et al. 2013), com 

centeio (Secale cereale)(Carchilan et al. 2007; Carchilan et al. 2009; Banai-Moghaddan et al. 

2013; 2015), em milho (Zea mays L.) (Jin et al. 2016) e no gafanhoto (Eyprepocnemis 

plorans) (Teruel et al. 2010; Ruiz-Estévez et al. 2012) ambos evidenciando transcritos 

específicos provenientes do cromossomo B, atestando sua interferência direta no genoma 

“hospedeiro”. 

Apesar das evidências da funcionalidade do cromossomo B em espécies de animais, 

plantas e insetos tanto em nível direto quanto na modulação de genes do complemento A 

(Carchilan et al. 2007; Carchilan et al. 2009; Yoshida et al. 2011; Zhou et al. 2012; Akbari et 

al. 2013; Trifonov et al. 2013; Jin et al. 2016) o que se observa é ainda um nível de 

investigação pontual no qual as análises são restritas a poucas regiões e/ou determinados 

genes, fornecendo assim informações interessantes, entretanto, de certa forma limitadas. 

Nesse panorama, o grupo de peixes que vem ganhando mais destaque no estudo e 

análise a cerca do cromossomo B, refere-se a família cichlidae. Na qual, dentre as 

características mais marcantes desse grupo citam-se sua rápida evolução adaptativa além da 

descrição de inúmeras espécies portadoras desse elemento extra numerário em seu genoma 

(revisado por Kocher, 2004;Yoshida et al. 2011; Brawand et al. 2014). Outro fator importante 
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que auxilia a análise comparativa refere-se a disponibilidade de genomas de referência de 

vários indivíduos dessa família permitindo análises em larga escala. 

 

1.2 Peixes ciclídeos como modelo para estudos de biologia evolutiva 

 

Os peixes caracterizam-se por sua diversidade e são comumente utilizados em estudos 

de diversidade e evolução entre os vertebrados (Nelson, 2006). Neste cenário, as espécies da 

família Cichlidae representam excelentes modelos experimentais para estudos em diversas 

áreas da genética (Chang et al. 2005; The International Cichlid Genome Consortium, 2006; 

Ijiri et al. 2007; Wang et al. 2007a; Cnaani et al. 2008; Ferreira e Martins, 2008; Valente et al. 

2009, Poletto et al. 2010a,b). Este grupo de peixes mostrou uma rápida radiação adaptativa 

nos grandes lagos do leste da África, onde quase 2.000 espécies diversificaram-se nos últimos 

10 milhões de anos, sendo potenciais modelos para estudos em genética, evolução e 

especiação (revisado por Kocher, 2004). 

Os ciclídeos pertencem à ordem Perciformes e estão incluídos entre as famílias de 

peixes com maior número de espécies (Nelson, 2006), com cerca de 3.000 representantes 

distribuídos pela América Central e do Sul, Madagascar, Sudeste da Índia, África e Arábia 

(Skelton, 2001; revisado por Kocher, 2004). A maior diversidade de espécies ocorre 

principalmente nos grandes lagos africanos (Trewavas, 1983; Skelton, 2001). Os 

representantes desta família são subdivididos em quatro subfamílias: Etroplinae (ciclídeos de 

Madagascar e sul da Ásia – Índia e Sri Lanka), Ptychochrominae (endêmicos da Ilha de 

Madagascar), Cichlinae (espécies da região neotropical) e Pseudocrenilabrinae (ciclídeos 

africanos) (Sparksand Smith, 2004; Smith et al. 2008). 

Estudos cromossômicos e genômicos neste grupo tem se mostrado promissores em 

análises de diversificação de espécies, diferenciação sexual e mecanismos evolutivos 

(Yoshidaetal. 2011; Schneider etal. 2013). Atualmente, o sequenciamento completo dos 

genomas de diversas espécies de ciclídeos abriu novas fronteiras ao conhecimento estrutural, 

funcional e evolutivo neste grupo. Dentre os genomas sequenciados até o momento, 

destacam-se as espécies Oreochromis niloticus, Astatotilapia burtoni, Neolamprologus 

brichardi, Pundamilia nyerereie e Metriaclima zebra (disponíveis em http://cichlid.umd.edu 

/cichlidlabs/kocherlab/bouillabase.html). 

A investigação e análise genômica desses cinco novos genomas de ciclídeos mostram 

uma acelerada evolução gênica, com acúmulo de duplicações gênicas e interferência de 

expressão mediada por elementos transponíveis e sequências não codificantes (microRNAs). 



12 

 

O estudo revelou também evidências de sua rápida diversificação, corroborando a teoria de 

radiação adaptativa (Brawand et al. 2014). 

Dentro da família Cichlidae, a presença de cromossomos B foi descrita em 7 espécies 

da região neotropical e 14 espécies africanas, variando em quantidade de um a três 

cromossomos extras, com diferenças cromossômicas morfológicas entre as espécies. Esses 

estudos forneceram evidências de que os cromossomos B podem ter um efeito funcional na 

determinação do sexo feminino como foi observado na espécie Metriaclima zebra, além de 

evidenciar uma gama de genes presentes nesse cromossomo com potencial de serem 

transcritos (Poletto et al. 2010a; Poletto et al. 2010b; Yoshida et al. 2011; Kuroiwa et al. 

2013; Valente et al. 2014). 

Os avanços no sequenciamento em larga escala e análises comparativas utilizando 

genomas de representantes deste grupo permitiram um melhor entendimento dos mecanismos 

que nortearam a rápida diversificação e evolução deste grupo de peixes. A associação de 

dados cromossômicos e genômicos permitem o entendimento mais amplo acerca da origem e 

evolução do cromossomo B. Essas iniciativas abrem novas perspectivas para estudos quanto a 

funcionalidade desse elemento, uma vez que essa questão ainda permanece obscura. Nesse 

cenário, um bom modelo de estudo para as análises funcionais é a espécie Astatotilapia 

latifasciata, a qual já possui inúmeros trabalhos tanto a nível citogenético quanto genômico 

permitindo assim uma análise mais robusta incorporando diferentes metodologias. 

 

1.3 O ciclídeo Astatotilapia latifasciata como modelo para estudos de cromossomos B 

 

A espécie de ciclídeo africano Astatotilapia latifasciata, amplamente difundida no 

mercado de aquariofilia é natural dos lagos Kyoga e Nawampasa (lagos satélites ao lago 

Vitória, do Leste Africano), está considerada extinta no primeiro e ameaçada de extinção no 

segundo lago (Steeves et al. 2010). Estudos prévios  mostraram a ocorrência de um a dois 

cromossomos B em indivíduos desta espécie (Poletto et al. 2010a, 2010b; Fantinatti et al. 

2011). 

Análises estruturais de citogenética, utilizando o mapeamento de sequências de DNAs 

ribossomais, do elemento repetitivo SATA, BACs (Bacterial Artificial Chromosomes), além 

de fração genômica contendo DNA altamente repetitivo (C0t-1 DNA) e hibridização 

genômica comparativa (CGH), indicaram a presença de uma grande quantidade de DNAs 

repetitivos nos cromossomos B desta espécie. Os dados evidenciam a hipótese de uma 
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possível origem desse elemento proveniente do primeiro par cromossômico do complemento 

A, o que é suposto ser o seu cromossomo sexual (Poletto et al. 2010a; Fantinatti et al. 2011). 

Paralelamente às investigações em nível citogenético, outras abordagens baseadas em 

análises genômicas em larga escala serviram para elucidar questões  acerca dos cromossomos 

B. O primeiro estudo em larga escala do genoma do cromossomo B microdissectado de 

Astatotilapia latifasciata forneceu subsídios ainda básicos a respeito de seu conteúdo, 

entretanto, se mostrou essencial para construção de uma marcador por PCR capaz de 

identificar indivíduos portadores de cromossomo B sem que para isso o espécime fosse 

eutanasiado (Fantinatti et al. submetido), permitindo a continuação de pesquisas a respeito de 

análises relacionadas a função biológica desse cromossomo quando presente no organismo 

(Valente et al. 2014). 

O sequenciamento do genoma de peixes 0B e 2B da espécie forneceu mais dados a 

respeito da organização genômica e conteúdo gênico nesse cromossomo. Foi observado que o 

cromossomo B de A. latifasciata sofreu invasão de sequências de todos os autossomos sendo 

mais evidentes as sequências dos grupos de ligação 1, 3 e 9 (Valente et al. 2014). Em suma, 

sugere-se que o cromossomo supernumerário nesta espécie possa ter evoluído a partir de um 

pequeno fragmento cromossômico seguido pelo processo de duplicação gênica, invasão por 

várias famílias de DNA repetidos e de outros fragmentos de cromossomos do complemento A 

(Poletto et al. 2010a; Fantinatti et al. 2011, Valente et al. 2014), como descrito previamente 

nos trabalhos de Jones e Rees (1982) e Camacho et al. (2000) realizados em outras espécies. 

Com a análise genômica foi possível verificar o enriquecimento de sequências de 

diversos cromossomos do complemento A, genes com alta integridade e presença de 

retrogene hnRNP Q-Like (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q-Like) descrito pela 

primeira vez em cromossomos B, indicando uma forte relação da presença de elementos 

transponíveis na modulação de seu conteúdo gênico (Valente et al. 2014). 

Apesar da maioria do genes encontrados no cromossomo B estarem fragmentados, um 

número considerável encontra-se intacto. Dentre os genes conservados, muitos foram 

identificados atuando no processo de divisão celular (organização de microtúbulos, estrutura 

do cinetocoro e recombinação) e receptores olfativos (Valente et al. 2014). A descoberta 

destes genes levanta a questão de saber se esses estão ativos e qual o papel que desempenham 

em relação ao cromossomo B, para isso, uma metodologia que vem ganhando mais destaque 

atualmente é a análise de transcriptomas. 
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1.4 Transcriptomas na elucidação de aspectos funcionais celulares 

 

Os avanços recentes nas tecnologias de sequenciamento em larga escala e dos novos 

algoritmos de análise e montagem de sequências, reduziram drasticamente o tempo, custo e 

dificuldade na decifração de novos genomas (Mardis 2011), permitindo o desenvolvimento de 

projetos ousados como o “Genome 10K” (genome10k.soe.ucsc.edu/) que objetivou 

sequenciar 10 mil genomas de vertebrados obtendo um rank atual de 102 genomas de 

diferentes espécies (acesso em 28/06/2016), o “i5K” (arthropodgenomes.org/wiki/i5K), que 

pretende sequenciar genomas de 5 mil espécies de insetos contendo atualmente 58 genomas 

completos e 120 genomas em desenvolvimento (acesso em 28/06/2016) e o “Fish-T1K” 

(fisht1k.org/) que visa gerar o transcriptoma de 1000 peixes da classe Actinopterygii e que até 

o momento forneceu dados de 180 espécimes, representando 142 espécies, cobrindo 51 

ordens e abrangendo 109 famílias (acesso em 20/06/2016). 

Embora estas abordagens tenham grande potencial nos estudos comparativos e mesmo 

de anotação gênica, o conhecimento de muitos aspectos relacionados à função biológica 

permanecem ainda limitados (Hass et al. 2008). Neste cenário, o advento das técnicas de 

sequenciamento de RNA (RNA-seq) em larga escala vem permitindo investigações mais 

profundas a cerca da expressão global de genes nos mais diversos grupos de organismos, 

incluindo plantas (Sánchez et al. 2012; Castilho e Buell 2012; revisado em Staiger et al. 2015; 

Jin et al. 2016), insetos (Vogelet al. 2011; Ferreira et al. 2013; Yu et al. 2016), peixes (Salem 

et al. 2007; Serrana et al. 2012; Schunter et al. 2014; Sun et al. 2016), entre outros, 

possibilitado a recuperação de transcriptomas completos. 

Essa abordagem propiciou um salto de uma forma pontual de análise, para uma escala 

que permite análise completa dos genes transcritos em determinado organismo, tecido, célula 

ou condição biológica (Logan and Buckley, 2015; Yu et al. 2016). Esse novo enfoque de análise de 

expressão gênica, tem sido amplamente difundido por se mostrar vantajoso em estudos 

baseados em espécies não-modelo, uma vez que não há a limitação de análises pela falta de 

um genoma de referência, além de permitir a quantificação dos níveis de expressão e 

identificação de polimorfismos de único nucleotídeo (SNP) (Sánchez et al. 2012; Logan and 

Buckley 2015). 

Um estudo interessante que evidencia as vantagens na utilização de transcriptomas foi 

o trabalho com o peixe Tripterygion delaisi no qual foram utilizadas análises de cérebro de 

machos e fêmeas no período reprodutivo e os resultados evidenciaram que durante o período 
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de reprodução a plasticidade fenotípica é um fator mais importante na expressão diferencial 

do que genes relacionados ao dimorfismo sexual nessa espécie (Schunter et al. 2014). 

A metodologia também forneçe a possibilidade de incorporação de outros dados de 

sequenciamentos de larga escala como no caso do estudo desenvolvido com puraquê 

Electrophorus electricus o qual analisou o transcriptoma e o mirnoma com o intuito de avaliar 

o perfil transcricional de genes e de elementos regulatórios em diferentes tecidos da espécie 

(Traegeret al. 2015). Abordagem semelhante foi empregada em um estudo envolvendo a 

síndrome de klinefelter associada a assinaturas epigenéticas afim de evidenciar as possíveis 

alterações a nível transcricional e epigenômico no cérebro de portadores dessa síndrome 

(Viana et al. 2014). 

No que se refere a anotação e análise genômica, a utilização de transcriptomas mostrou-se 

promissora na resolução de questões como no caso da espécie de ave Parus major, em que foram 

utilizados as sequências transcritas de RNA, afim de construir um primeiro transcriptoma de referência 

para esse grupo (Santure et al. 2011) e permitiu também a investigação de genes parálogos, splice variantes 

e distribuição de microssatélites de músculo esquelético em dourada (Spaurus aurata) (Serrana et al. 2012).  

O desenvolvimento dessa metodologia, propiciou também uma análise real dos mecanismos 

envolvidos na biologia do organismo, como por exemplo, a análise do perfil transcricional frente a privação 

de alimento em Oncorhynchus mykiss com o intuito de se entender de que forma se dá a 

resposta proteolítica para obtenção de energia (Salem et al. 2007), além da identificação e 

monitoramento de mecanismos biológicos envolvidos a respostas de estresse como as variações de 

temperatura e salinidade em truta (Sanchez et al. 2011). Ligando as respostas de variações transcriptômicas 

às mudanças em níveis mais elevados de organização aumentando muito o poder da genômica funcional 

para explorar as interações organismo-ambiente em escalas amplas (Kassahn et al. 2009; Logan and 

Buckley, 2015). 

Inúmeros trabalhos relatam estudos sobre a análise do perfil transcricional em resposta às 

diferentes variações ambientais e condições biológicas, porém, até o presente momento, pouco se sabe em 

relação a análise de transcriptomas de espécies que apresentam um elemento extra numerário 

(cromossomo B). Devido aos inúmeros exemplos, a presente metodologia se mostra bastante eficiente e 

pode auxiliar a descrição do comportamento transcricional de genomas com o cromossomo B, buscando 

entender não somente a função biológica, como possivelmente, o mecanismo que propicia a manutenção 

do B no genoma desses organismos. 
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2. Objetivos 

 

2.1 Objetivo Geral e Justificativa 

 

A geração do sequenciamento do cromossomo B microdissectado, bem como a análise 

mais aprofundada do genoma 0B e 2B evidenciaram um maior entendimento a respeito da 

origem e evolução do cromossomo B na espécie Astatotilapia latifasciata. Foram 

identificados genes com alta integridade e com potencial a serem transcricionalmente ativos, 

dando novas perspectivas para explorar aspectos funcionais dos genes presentes neste 

cromossomo. 

Dessa forma, a partir de dados de sequenciamento genômico do transcriptoma obtidos 

por next generation sequencing, o objetivo do presente trabalho foi analisar o perfil 

transcricional de tecidos-alvo de A. latifasciata afim de investigar possíveis interferências 

acarretadas pelo cromossomo B sobre o nível de expressão de transcritos em indivíduos com 

presença (B+) e ausência (B-) desse cromossomo extra. 

Foram obtidas amostras em triplicatas de cérebro, músculo e gônadas que, com 

exceção de cérebro, foram provenientes de mesma geração parental F2. Foram considerados a 

presença e ausência do cromossomo B e o sexo dos indivíduos. Os resultados visam contribuir 

ainda mais para as discussões acerca do modo como o cromossomo B escapa dos processos de 

eliminação celular e se mantém presente nas populações além de fornecer dados relevantes 

acerca da modulação da expressão gênica em indivíduos hospedeiros do cromossomo B. 
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2.2 Objetivos específicos 

 

- Construir o transcriptoma de referência de A. latifasciata através da montagem de 

novo utilizando os três tecidos sequenciados; 

- Diagnosticar os níveis globais de expressão gênica nos diferentes tecidos; 

- Identificar quais genes estão diferencialmente expressos nas amostras B+ e B-. 

 

 

3. Hipótese 

 

O cromossomo B de A. latifasciata possui genes ativos e é capaz de interferir na 

modulação do perfil de expressão de genes do complemento cromossômico A permitindo sua 

manutenção no genoma. 
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4. Materiais e Métodos 

 

4.1 Obtenção das amostras de RNA 

 

Foram analisados espécimes do ciclídeo africano Astatotilapia latifasciata, 

amplamente difundida no mercado de aquariofilia. Esta espécie é natural dos lagos Kyoga e 

Nawampasa (lagos satélites ao lago Vitória) e está considerada extinta no primeiro e 

ameaçada de extinção no segundo lago (Steeves et al. 2010). Atualmente esta espécie é 

mantida no biotério de peixes do Laboratório Genômica Integrativa, UNESP-Botucatu. 

Todos os procedimentos de manipulação dos animais estão de acordo com os 

princípios éticos em pesquisa adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

aprovado pelo Instituto de Biociências / UNESP - comitê de ética no uso de animais 

(Protocolo n º. 769). 

 

4.2 Genotipagem de animais B+ e B- 

 

A genotipagem de A. latifasciata quanto a presença/ausência/quantidade de 

cromossomos B foi realizada com base em dois marcadores previamente desenvolvidos. Um 

primeiro marcador está baseado em reação em cadeia da polimerase (PCR) e foi desenvolvido 

com base nas sequências geradas (plataforma 454 Jr. Roche) para um cromossomo B 

microdissectado da espécie (Fantinatti et al. em preparação). A partir de análises 

comparativas entre o draft gerado e genomas de outros teleósteos depositados no National 

Center for Biotechnology Information (NCBI), foram construídos conjuntos de três primers 

com anelamento em diversas regiões do genoma. Os primers foram projetados de forma que 

reações utilizando o DNA de animais B+ resultassem duas bandas ao passo que as reações 

utilizando DNA de animais B- apresentassem somente em uma banda (banda controle) 

(Fantinatti et al. submetido).  

Embora os primers projetados anteriormente mostraram-se muito eficientes na 

genotipagem de animais B+ e B-, a identificação da presença de 1 ou 2 Bs permanecia ainda 

obscura. Dessa forma, um segundo marcador foi desenvolvido com base nos dados de 

sequenciamento do genoma total de animais 0B e 2B (Valente et al. 2014). Este novo 

marcador foi baseado em PCR em tempo real (qPCr) e permite identificar se o espécime 

possui um ou dois cromossomos B (Fantinatti et al. em preparação). 
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4.3 Extração do RNA total 

 

O RNA total foi extraído usando Trizol (life technology, EUA) de acordo com as 

especificações do fabricante seguida pela análise por espectrofotometria para fins de 

quantificação do material extraído utilizando o equipamento Nano Vue (General Electrics, 

EUA) com a integridade do RNA analisada pela determinação do “RIN” (RNA Integrity 

Number) utilizando o equipamento 2100 Bioanalyzer (Agilent, EUA). Sendo selecionadas 

para o sequenciamento amostras com RIN superior a 8. 

 

4.4 Sequenciamento e processamento dos reads 

 

Foram geradas 36 bibliotecas (12 amostras) de transcriptomas de A. latifasciata 

divididas em triplicatas de gônadas, cérebro e músculo de indivíduos machos e fêmeas com 

presença e ausência de cromossomo B objetivando produzir bibliotecas de transcritos com 

pelo menos 30 milhões de reads (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Relação do número de bibliotecas sequenciadas para cada tecido. Amostras 

relacionadas a presença de cromossomo B e sexo. 

 B + B- 
Total 

 Macho Fêmea Macho Fêmea 

Cérebro 3 3 3 3 12 

Músculo 3 3 3 3 12 

Gônadas 3 3 3 3 12 

Total 9 9 9 9 36 

 

 

As amostras de RNA foram sequenciadas utilizando a plataforma Illumina Hi-seq 

2000, 100 x 2 paired end reads (4 amostras por lane). Este serviço foi realizado pela empresa 

LC Science (EUA). 

 Cada biblioteca foi submetida ao software FASTQC para análise de qualidade dos 

reads além da identificação de sequências altamente representadas. A eliminação de 

contaminantes do sequenciamento e seleção por qualidade do read, identificados pelo 

software foi realizada utilizando o pacote Trimmomatic V0.30 (Bolger et al. 2014) com valor 

de phred 30 de qualidade de reads em pelo menos 80% deste (Material suplementar S1). 

Os reads restantes foram alinhados contra um banco de dados de sequências de 

contaminantes, com 3,126,425 sequências de rDNA, tRNAs, genoma mitocondrial e 

bacteriano obtidos no banco de dados Refseq (NCBI); os alinhamentos dos reads contra o 
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Refseq database (NCBI) foram gerados utilizando o programa Bowtie2 com a opção“--very-

fast-local”. Os reads não alinhados foram submetidos a verificação de adaptadores Illumina 

usando a pesquisa blastn, as sequências que mostraram similaridade (não importando a 

posição) foram excluídos (e_valor ≤10e-5 e 90% de identidade foram os parâmetros de corte). 

Os reads não pareados foram separados pelo programa Pairfq. As bibliotecas relacionadas a 

um fragmento (paired end) foram agrupados criando dois conjuntos de dados para montagem 

de novo. 

 

4.5 Montagem de novo 

 

Para a montagem de novo foi utilizada a estratégia SAMP (Single-Assembler 

Multiple-Parameter) usando os programas Velvet versão 1.2.08 (Zerbino e Birney 2008) e 

Oases versão 0.2.08 (Schulz et al. 2012), como recomendado para espécies diplóides (He et 

al. 2015). 

A montagem foi iniciada utilizando uma escala de k-mers de 21 a 81 nucleotídeos 

alternando em 4 nucleotídeos de um para outro obtendo-se 14 montagens independentes 

usando o Velvet (parâmetros “-ins_length 300 -min_trans_lgth 100”) seguido do Oases 

(parâmetros “-ins_length2 300 -min_trans_lgth 100”). Os reads foram mapeados em cada 

montagem (opção single read mode and “--very-sensitive“) e a média do mapeamento foi 

calculada, as montagens que apresentaram porcentagem de mapeamento ≥82.8% foram 

selecionada para o próximo passo (material complementar S2, linhas 2-22). 

Para a montagem final, foi utilizado o programa CAP3 (Huang e Madan 1999) em 

dois passos. A montagem consenso utilizando as montagens de k-mers 41 a 73 (9 montagens) 

foram agrupadas em um único arquivo, transcritos porcentagem de “N” ≥10% foram 

excluídos (material complementar S2, linhas 24-34). Devido ao grande número de sequências 

(1,435,763 transcritos) o arquivo da montagem foi dividido em dois grupos, um com k-mers 

de escala 41 a 57 e o segundo com escala de 61 a 73 nucleotídeos. Foi estipulado medindo a 

quantidade de dados que o computador poderia suportar para uma única corrida CAP3. As 

primeiras montagens do CAP3 foram realizadas para cada grupo, separadamente, utilizando a 

combinação de parâmetros (-f 5 ou 20 e –p escala de 66-90; outros parâmetros foram “-h 20 -

k1 -r 1”) em uma escala (quantidade de singlets / quantidade de contigs), que poderia 

expressar a melhor montagem no sentido de ter o máximo de contigs quanto possível em 

comparação com o singlets (menor taxa avaliada para cada conjunto de dados), foram 

selecionadas as melhores montagens (parâmetros do CAP3 “-f 5 -h 20 -k 1 -p 66 -r 1”) 
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(material complementar S2, linhas 36-52). 

Os melhores contigs e singlets gerados pelo CAP 3 foram utilizados na montagem de 

ambos os grupos sendo submetidos a uma montagem final, utilizando os mesmos parâmetros 

(material complementar S2, linhas 54, 56-58). O mesmo mapeamento e filtragem foi feita 

para os transcritos ≤300 pb (não utilizada nesse trabalho). Por fim, o transcriptoma final foi 

constituído por 203,968 sequências com tamanho médio de 1,879 pb (material complementar 

S2, linha 61). 

 

4.6 Diferencial de expressão, identificação de transcritos redundantes entre as amostras 

e anotação funcional 

 

Para a identificação dos níveis de expressão foi utilizado o pacote DEseq do R-

Bioconductor (Gentleman et al. 2004; Anders e Huber 2010) e foram considerados apenas 

transcritos com valor de padj ≤0,05. 

Para a construção dos diagramas de venn foi utilizado o pacote Venny 2.0 (Oliveros 

2015). A anotação dos genes diferencialmente expressos em comum das amostras com 

presença de cromossomo B foi realizada utilizando o software Blast2GO (Götz et al. 2008), 

as sequências foram investigadas utilizando o banco de dados de sequências não redundantes 

(nr) usando o BLASTx com e-value de 0.001 seguindo os parâmetros padrão do programa. 
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5. Resultados e discussão 

 

O presente tópico será apresentado em formato de manuscrito, a ser submetido para 

publicação em revistas científicas da área de genética, genômica ou evolução.  
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Abstract 

 

Supernumerary chromosomes (B chromosomes) are extra elements not homologous to the 

regular complement and have been described in a range of species representing most 

eukaryote lineages. Recent studies with these elements have been focused on structural level, 

and functional aspects have been poorly investigated. B chromosomes have been described in 

21 cichlid fish species, including Astatotilapia latifasciata from Lake Victoria system that can 

harbors 1 or 2 large heterochromatic B chromosomes. Cytogenomics analysis described the 

presence of thousands of highly fragmented genes in the B chromosome of this species. 

Besides the advances on the genomic content of this element, its functional relevancy is still 

to be elucidated. Considering the relevance of B chromosomes, mRNA transcriptional profiles 

of brain, muscle and gonads of A. latifasciata were obtained in order to investigate possible 

interference modulated by B chromosome presence or absence. A range of transcripts 

evidenced in the analyzed tissues shows that B chromosome may be interfering in different 

pathways. Our data contributed to the discussion of functional aspects of B chromosome, 

identifying several genes related to a cell cycle, cell structure maintenance and immunity 

response. We identified few up regulated genes located on the B chromosome. On the other 

hand, most genes differential expressed are located in the regular chromosome complement 

and are affected by the presence of this extra element. Furthermore, our data suggest a 

possible repressive gene expression action of B chromosome in tests and increasing 

expression level of genes in ovarian confirming the occurrence of drive mechanism of this 

chromosome in female gametic cells. 

 

Keywords: Supernumerary chromosome, gene expression, transcriptome, functional 

genomics. 
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Introduction 

 

B chromosomes (Bs) are extra chromosomal elements present in a huge range of 

eukaryotic species, reported over 1,300 species of plants and 500 species of animals 

(Camacho 2005). The heterochromatic content of Bs has highlighted them as non-functional, 

parasitic and dispensable chromosomes for their hosts (Camacho 2000; Jones et al. 2008). 

Although many studies report deleterious effects when the number of Bs per cell increases, 

their presence in lower number in many taxa suggests beneficial effects (Jones & Rees 1982; 

revised in Burt and Trivers 2006; Valente et al. 2014). Cytogenetic and genomic evidence 

shows the B chromosomes originated from the standard chromosomes (A complement) and 

were subsequently invaded by repetitive elements (Utsunomia et al. 2016; Piscor and Parise-

Maltempi 2016), duplicated/degenerated genes, retrogene insertions (Valente et al. 2014) and 

organelle genome sequences (Martis et al. 2012). 

B chromosomes showed an unstable behavior during cell division enabling non-

Mendelian inheritance, transmission rates exceeds those normal chromosomes and their 

irregular mitotic and meiotic behavior allows accumulation selfishly in the germline 

(Camacho, 2000). Meiotic accumulation of Bs has been described from female meiosis in 

various species of plants and animals as a consequence of asymmetric inheritance of this 

chromosome during chromosome segregation in meiosis; the B chromosome migrates 

preferentially to the secondary oocyte instead of to the first polar body (revised in Burt and 

Trivers 2006). A failure to pair with standard chromosomes prompted a model of clonal 

inheritance (Camacho 2005). Maintenance of these chromosomes in so many species suggests 

a segregation advantage during meiosis and instability during mitosis (Banaei-Moghaddam et 

al. 2013). 

In animals, B chromosomes have been extensively described among fishes, including 

cichlids, being described in seven South American (Feldberg and Bertollo, 1984; Martins-

Santos et al. 1995; Feldberg et al.2004) and fourteen African species (Poletto et al. 2010a, 

2010b; Fantinatti et al. 2011; Yoshida et al. 2011; Kuroiwa et al. 2014). Supernumerary 

chromosomes have been detected in all 13 species of cichlids karyotyped from Lake Victoria 

(Poletto et al. 2010a; Yoshida et al. 2011; Kuroiwa et al. 2014). On the other hand, among 14 

karyotyped species of Lake Malawi, B chromosomes were detected only in Metriaclima 

lombardoi (Poletto et al. 2010b). 

Astatotilapia latifasciata can carry zero, one or two B chromosomes (Poletto et al. 

2010; Fantinatti et al. 2011). Molecular cytogenetic data reveals B chromosome enriched of 
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transposable elements, as well as 18S rDNA sequences and satellite DNAs (Poletto et 

al.2010; Fantinatti et al. 2011). Comparative molecular cytogenetic mapping showed B 

chromosome sharing genome segments with the first pair of the standard complement (Poletto 

et al. 2010a; Fantinatti et al. 2011; Valente et al. 2014) suggesting this chromosome 

contributed to the origin of the B. Additionally, the distribution of DNA sequences in the B 

implying the formation of an isochromosome (Fantinatti et al. 2011) followed by invasion of 

genes and transposable elements (Valente et al. 2014). Large scale genomic analysis in this 

species identified thousands of duplicated sequences from essentially all chromosomes of the 

ancestral karyotype. Although most genes on the B chromosome are fragmented, few are largely 

intact. These mostly intact sequences include genes involved in the cell cycle (microtubule 

organization, kinetochore structure, recombination and progression through the cell cycle) and 

olfactory receptors. The discovery of these genes raises the question of whether these genes are 

active and what role they play in the hosts (Valente et al. 2014). 

Several functional analyses have evidenced transcripts derived from B chromosomes. 

It was observed in Drosophila albomicans transcribed sequences with similarity to the 

subcentromeric regions of both the ancient X and the neo-X chromosome (Zhou et al. 2012); 

In the rodent Capreolus pygargus expressed partial sequence from gene FPGT-TNNI3K 

(Trifonov et al. 2013) was also detected; rye Secale cereal expresses pseudogene-like 

fragments (Carchilan et al. 2007; Carchilan et al. 2009; Banai-Moghaddan et al. 2013; 2015); 

and the grasshopper Eyprepocnemis plorans expresses rRNA (Teruel et al. 2010; Ruiz-

Estévez et al. 2012). Those findings attest the potential of B chromosomes to harbors 

transcriptionally active genes. 

The development of RNAseq methods has been a large step for functional studies 

based in the analysis of whole transcriptomes of cells, tissues or entire organisms (Salem et al. 

2007; Santure et al. 2012; Serrana et al. 2012, Logan and Buckley 2015). RNAseq is particularly 

advantageous for studies of non model organisms even in the absence of a reference genome 

sequence (Sanchez et al. 2012, Logan and Buckley 2015). NGS has contributed to important 

discoveries about the origin and evolution of supernumerary chromosomes and their gene 

content (Goodwin et al. 2011; Martis et al. 2012; Valente et al. 2014). Although these recent 

reports have shown B chromosomes having more genes than previously expected, information 

about their function remains scarce with just punctual investigations. Here we investigate the 

functional effect of B chromosomes and their possible contribution in the transcriptional 

regulation in Astatotilapia latifasciata. Our data show that the B chromosome alters the 

expression of many genes, and provide new insights about the mechanisms by how B 
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chromosomes could have been maintained at high frequency in cells and organisms. 

 

Methods 

 

Animal samples 

 

The cichlid fish A. latifasciata (Pseudocrenilabrinae) is native to lakes Kyoga and 

Nawampasa (satellite lakes of Lake Victoria in Africa) (Steeves et al. 2010). Previous 

classical and molecular cytogenetic studies detected the presence of one or two B 

chromosomes in individuals from populations farmed in Brazil for the aquarium hobbyist 

market (Poletto et al. 2010; Fantinatti et al. 2011). Currently, a stock of this species 

containing animals with 0B, 1B and 2B chromosomes is maintained in the fish facility of the 

Integrative Genomics Laboratory at São Paulo State University. 

Biological samples were handled according to ethical principals adopted by Brazilian 

College for animal experiments accepted by the Biosciences Institute, UNESP-Sao Paulo 

State University ethic committee on use of animals (Protocol no. 769-2015). 

 

Genotyping samples for 0B, 1B and 2B chromosomes 

 

The presence of B chromosomes was identified by polymerase chain reaction (PCR) 

and quantitative PCR (qPCR) based on specific B chromosome polymorphisms (Fantinatti 

and Martins, not published). Primers were designed to amplify a fragment of 186bp for the 

0B, 1B and 2B genomes and a 283 bp fragment exclusively for the 1B and 2B samples. The 

qPCR was designed to quantify the copy number of specific B segments allowing the 

identification of 1B or 2B samples based on the copy number variation among the samples. 

For the present work we analyzed 0B and 1B chromosome samples. 

 

Sample collection, RNA preparation and sequencing 

 

Muscle, gonads and brain tissues were collected from three adult males and females 

with either 0B or 1B chromosomes. The samples were frozen on liquid nitrogen and storage 

in -80ºC until use. RNA extraction was performed using TRI reagent (Molecular Research 

Center). Tissues were homogenized using an Ultra Turrax homogenizer (MM200) at 30Hz for 

two intervals of 30 seconds. Phase separation was done with 1:1 volume of chloroform 
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(Invitrogen) and centrifuged for 15 minutes at 12.000g at 4ºC. RNA was precipitated with 1:2 

volume of isopropanol (Invitrogen) and centrifuged at 12.000g for 10 minutes at 4ºC. The 

total RNA pellet was washed twice with 75% ethanol by vortexing and centrifuging for 5 

minutes at 7.500g and finally eluted in 30µl of ultra pure water. The RNA was quantified by 

spectrophotometry using a NanoVue (GE Healthcare Life Sciences, USA) and the quality of 

RNA was obtained as the RNA integrity number by bioanalyzer (RNA Integrity number, RIN 

≥ 8). Total RNA samples were used for library construction and sequencing using the 

Illumina Hiseq-2000platform. 

 

Reads filtering 

 

 Were sequenced 36 libraries (18 samples) being 12 samples to each tissue (brain, 

muscle and gonads), low quality reads were subjected to the filtering process by Phred quality 

of 30 using the software Trimmomatic V0.30 (Bolger et al. 2014) reads less than 80bp were 

removed. The selected reads were aligned against a “contaminant database” which has 

3,126,425 sequences performing rDNAs, tRNAs, mitochondrial and bacterial genome from 

Refseq database (NCBI); those alignments were doing using Bowtie2 with the “--very-fast-

local” option. The unmapped reads were subjected to Illumina adaptors checking using blastn 

search, which reads with some hit (does not care the position) were excluded (e-value ≤10e-5 

and 90% of identity are the cutoff parameters). The not paired reads were excluded by Pairfq 

software. Libraries related to one fragment paired-end were merged creating two datasets for 

de novo assembling (see Supplementary S1). 

 

The de novo assembling and filtering process 

 

 For de novo assembling it was used the SAMP strategy (Single-Assembler-Multiple-

Parameter) using Velvet and Oases, as recommended for diploid species (He et al. 2015). 

We started assembling using a ranging of k-mers from 21 to 81 with 4-mers jump, 

giving us fourteen independent assembling using Velvet (“-ins_length 300 -read_trkg yes -

min_contig_lgth 100 -conserveLong yes” parameters) followed by Oases (“-ins_length2 300 -

min_trans_lgth 100” parameters). Reads were mapped over each assembling (single read 

mode and “--very-sensitive“ option) and the average of mapping was calculated, in which if 

some assembling has a mapping percentage ≥82.8% were selected for the next step (see 

Supplementary S2, lines 2-22). 
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For the final assembling it was used CAP3 in two steps. The assembling using k-mers 

41-73 (9 assembling) were merged in a single file and the transcripts with “N” ≥10% were 

excluded (see Supplementary S2, lines 24-34). Due to the high amount of sequences 

(1,435,763 sequences) the assembling files were split in two groups - one with k-mers ranging 

from 41 to 57 and another one ranging from 61 to 63. It was stipulated by measuring how 

much data the computer could support for a single CAP3 running. The first CAP3 assembling 

were performed for each group, separately, using many combination of parameters (-f 5 or 20 

and –p ranging from 66-90; other parameters were “-h 20 -k1 -r 1”). Using a kind of rate 

(amount of singlets/amount of contigs) that could express the best assembling in the sense to 

have as much contigs as possible compared to the singlets (lower rate was better for each 

dataset), we selected the best first assembling (“-f 5 -h 20 -k 1 -p 66 -r 1” CAP3 parameters) 

(see Supplementary S2, lines 36-52). The contigs and singles generated by these first best 

CAP3 assembling of both groups were subjected to a final assembling using the same 

parameters and program as well (see Supplementary S2, lines 54, 56-58). The transcripts 

lower than 300 bp were excluded from both contigs and singlets file and (see Supplementary 

S2, lines 60-61) resulting an assembly with 203,968 transcripts. 

 

Differential expression, identification of redundant transcripts between samples and 

functional annotation 

 

DEseq package from R-Bioconductor (Gentleman et al. 2004; Anders and Huber 

2010) was used to identify the expression levels. Only transcribed with apdj ≤0.05 were 

considered. 

The Venny 2.0 package (Oliveros 2015) was used for the construction of Venn 

diagrams. The annotation of differentially expressed transcripts in common of the samples 

with the presence of chromosome B was performed using Blast2GO software (Götz et 

al.2008), sequences were investigated using the database of non-redundant sequences (nr) 

using BLASTx with and e-value of 0.001 following the default program parameters. 
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Results 

 

Transcriptome assembly 

 

Thirty-six libraries from brain, muscle and gonads of males and females were 

sequenced generating a total of 1,812,771,500 reads and after trimming 503,825,612 reads 

remain. Approximately 30% of reads were acceptable for the analysis composed only by 

paired-end reads (supplementary data S1). 

In the first step for the de novo assembly, kmer size of 41 to 69 nucleotides recovered 

better assemblies individually with good metrics (avg length 927 to 1,047 bp). The second 

step of merging the assemblies reconstructed the reference transcriptome contained 203,968 

contigs and average length of 1,879 nucleotides (supplementary data S2). 

 

Differential expressed transcripts 

 

Differential expression (DE) analysis was performed in four different comparisons 

related to presence/absence of B chromosome and sex. It was observed in brain eight DE 

transcripts between sex, including three up regulated in females and five in males 

(Supplementary data S3). We identified 219 DE transcripts between 0B and 1B individuals 

including 64 are up regulated in 1B and 155 in 0B samples (Supplementary data S4). Within 

each sex, it was seen 118 DE transcripts in females with 97 up regulated in females 1B and 21 

in females 0B (Supplementary data S5). It was identified 149 DE transcripts in males 

including 96 up regulated in males 1B and 53 in males 0B (Supplementary data S6) (Figure 

1). 

The DE results from muscle showed a different pattern compared to brain. It was 

identified three DE transcripts between sex: one up regulated in males and two in females 

(Supplementary data S7). Comparative DE analysis among 0B and 1B samples detected 25 

DE transcripts in 0B samples (Supplementary data S8). It was observed eight transcripts up 

regulated in only 1B female samples (Supplementary data S9). In males it was observed nine 

DE transcripts with eight up regulated in males 1B and one in males 0B (Supplementary data 

S10) (Figure 2). 

We identified 85,663 gonad transcripts differentially expressed between sex and 

45,989 and 39,674 are up regulated in males and females, respectively (Supplementary data 

S11). Comparisons among 0B and 1B samples did not detect any differential expressed gene 
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(Supplementary data S12). Sex comparisons identified 88 DE transcripts in females including 

81 up regulated in females 1B and seven in females 0B (Supplementary data S13). We 

observed 438 DE transcripts in males with 46 up regulated in male 1B and 392 in 0B samples 

(Supplementary data S14) (Figure 3). 

 

 
Figure1: Differentially expressed transcripts in brain. Number of DE transcripts (Y axis) in comparisons with 

samples (X axis). Blue bars indicate male, 0B, female 0B and male 0B; Red bars indicate female, 1B, female 1B 

and male 1B. 

 

 
Figure2: Differentially expressed transcripts in muscle. Number of DE transcripts (Y axis) in comparisons with 

samples (X axis). Blue bars indicate male, 0B, female 0B and male 0B; Red bars indicate female, 1B, female 1B 

and male 1B. 
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Figure3: Differentially expressed transcripts in gonads. Number of DE transcripts (Y axis) in comparisons with 

samples (X axis). Blue bars indicate male, 0B, female 0B and male 0B; Red bars indicate female, 1B, female 1B 

and male 1B. 

 

 

Transcripts differentially expressed in each condition indicate groups of genes 

involved with different biological process. Out of all transcripts differentially expressed in the 

tissue samples investigated, 57 transcripts of brain, seven of muscle, and three of gonads, are 

common in comparisons of males and females 1B (Fig. 4). 

Among transcripts up regulated in 1B samples none of them showed similarity to all 

tissues. Only was shown similarity between two samples separately (Fig. 5). The basic 

ontology analysis retrieves 74 transcripts in brain, ten in muscle and 147 in gonads. Blast 

database search of these transcripts did not recover identity to any known gene/sequence for 

most of them, but were identified few genes. (Supplementary data S15). 

 

 

Figure 4: Venn diagrams of DE transcripts of 1B samples in different sex. a) DE transcripts of brain, b) muscle 

and c) Gonads, the blue circles indicate DE transcripts in female 1B, yellow circles indicate DE transcripts in 

males 1B. 
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Figure 5: Venn diagram of brain, muscle and gonads up regulated transcripts shared between male and female. 

 

 

Discussion 

 

Recovered transcriptomes for A. latifasciata 

 

The most recent study using NGS technology to investigate B chromosomes revealed 

several intact genes on B chromosome of the cichlid fish A. latifasciata (Valente et al. 2014). 

With exception of few studies involving large scale analysis and B chromosome (Akbari et al. 

2013; Huang et al. 2016), several studies have reported transcripts originated from B 

chromosome DNA sequences in lower scale and make reference to one or few sequences 

(Zhou et al. 2012; Trifonov et al. 2013; Carchilan et al. 2007; 2009; Teruel et al. 2010; Ruiz-

Estévez et al. 2012; Banai-Moghaddan et al. 2013; 2015). 

In the present work, we obtained transcripts of brain, muscle and gonads of B- and B+ 

samples of A. latifasciata based in a large dataset of transcriptomes generated through 

Illumina sequencing. Our recovered transcriptomes had better quality parameters compared to 

datasets obtained for other fish species as gilthead sea bream (Sparus aurata) (454-936bp and 

N50 of 1,269bp) (Serrana et al. 2012), black-faced blenny (Tripterygion delaisi) (N50 of 

298bp) (Schunter et al. 2014) and pacu fish (Piaractus mesopotamicus) (1,334bp of average 

length and N50 of 2,772 bp) (Mareco et al. 2015). We can see higher differences in our 

metrics based on multiple kmers approach to reconstruct a reference transcriptome for A. 

latifasciata. These results offer good perspectives for transcriptomes reconstruction and 
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assembly, giving a strong dataset for further analysis to identify gene expression differences 

and advance to locate genes and other functional sequences. 

 

Differential expression and functional analysis 

 

The higher number of up regulated DE transcripts in brain of 0B samples evidences 

that the B chromosome is interfering and down-regulating gene expressions in this tissue. 

Different from brain, B chromosome presence has increased gene expression levels in muscle 

and gonads. The decreasing of DE transcripts in 1B male testis could indicate that 1B males 

could have genes suppressed by the B chromosome. 

Several up regulated genes in 1B samples were identified by GO analysis acting 

over(I) cell cycle, (II) maintenance of cell structure and (III) immunity response (Table 1). 

Among cell cycle genes, we identified the transcriptional regulator myc that activate or 

repress RNA transcription. The protein encoded by this gene is a multifunctional, nuclear 

phosphoprotein that plays a role in cell cycle progression, apoptosis and cellular 

transformation (Dominguez-Sola et al. 2007). Another gene related to cell cycle identified 

was A-kinase anchor protein13 (AKAP-13), that encodes a member of the AKAP family, a 

group of structurally diverse proteins, that have the common function of binding to the 

regulatory subunit of protein kinase A (PKA) and confining the holoenzyme to discrete 

locations within the cell (Schwartz, 2001). 

Another interesting detected transcript up regulated genes in 1B samples codify the 

maintenance of chromosomes protein 5-like (SMC5) that represents a large family of 

ATPases and participates in many aspects of higher-order chromosome organization and 

dynamics (Losada and Hitaro et al. 2005; Nasmyth and Haering, 2005). We also observed 

high expression of the gene aurora kinase (AURK) that is over expressed in brain and muscle 

1B. Copies of AURK were reported before located in the B chromosome of A. latifasciata 

(Valente et al. 2014). Aurora kinase is serine/threonine-protein kinase that is essential for cell 

cycle control (Maraculla et al. 2008). The enzyme helps the dividing cell dispense its genetic 

materials to its daughter cells, play a crucial role in cellular division by controlling chromatid 

segregation. Defects in this segregation can cause genetic instability, a condition that is highly 

associated with tumorigenesis (Bolanos-Garcia 2005; revised in Gómez-López et al. 2014). 

In relation to the process of maintenance of cell structure we detected over expression 

of the genes responsible for the map7 domain-containing protein, Spectrin beta non-

erythrocytic 5 (Stabach and Morrow, 2000), transcription elongation factor 1 (Becker et al. 
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2013; Morrissey et al. 2015) and SUN domain-containing protein 1 (Tzur et al. 2006; Uzer et 

al. 2015). All of them are involved with organization of microtubules or cytoskeleton possibly 

favoring interkinetic nuclear migration. 

Another biological process that was observed in the DE expressed genes refer to a 

modulation of genes related to the immune response. Here among up regulated genes we 

found two genes located in the B chromosome evidenced before by Valente et al. (2014) that 

act in the immune response mechanism as the toll-like receptor-2 in brain that plays a 

fundamental role in pathogen recognition and activation of innate immunity (Schröder and 

Schumann 2005; Nachtigall et al. 2014) and major histocompatibility complex class i-related 

gene that is antigen-presenting molecule specialized in presenting microbial vitamin B 

metabolites, involved in the development and expansion of a small population of T-cells 

expressing an invariant T-cell receptor alpha chain called mucosal-associated invariant T-cells 

(MAIT) (reviewed in Hewitt 2003). 

Many studies have reported the relation of RNA and heterochromatin acting as a 

defense against TEs as a mechanism to genome maintenance (Grewal & Elgin 2007;Slotkin & 

Martienssen 2007; revised by Obbard et al. 2008). B chromosomes are widely described 

enriched of heterochromatin and TEs so we believe that the higher levels of expressed genes 

related to immunity response could be a reaction by the possible activity of these elements 

that leads to activating immunity in the B+ cells. 

 

Table 1: Up regulated genes in 1B samples with respective functions. Genes located on the B chromosome are 

highlighted in bold. 

CELL CYCLE 

Genes Brain Muscle Gonads 

A-kinase anchor protein13 (AKAP-13) x   

Aurora kinase (AURK) x x  

Regulator myc  x  

Structural maintenance of chromosomes protein 5-like (SMC5)  x x  

MAINTENANCE OF CELL STRUCTURE 
Genes Brain Muscle Gonads 

Cadherin x   

Cytoskeleton-associated protein 5   x 

Transcription elongation factor 2    x 

Talin-2-like  x  

IMUNITY RESPONSE 
Genes Brain Muscle Gonads 

Toll-like receptor-2  x   

 

The higher number of DE genes in 1B samples comparing female gonads 0B versus 

female gonads 1B, suggests the extra element of B+ cells interfere in the gene expression as a 
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alternative to maintain themselves in the germ line cells and benefits the B chromosome to 

segregate to the gametic female cells. The interference of B chromosome in gonads give 

support to the drive theory that has been proposed as a mechanism that favors B chromosome 

migration to the gametic cell in females in some very unusual ways (Kayano 1957; revised in 

Burt and Trivers, 2006). Many studies have described drive as the mechanism of maintenance 

of B chromosome in several species such as plants and animals (Jones 1991; revised in Burt 

and Trivers, 2006). The drive mechanism contributes to a non-Mendelian segregation of the B 

chromosome increasing the frequency of Bs among female gametes. Despite of emerging 

theories about benefits of B itself to be maintained in the cell, the molecular machinery over 

this mechanism remains unclear. Here we propose that the B chromosome of A. latifasciata 

could influence the female meiosis, causing the preferential segregation of the B to the 

gametic cells. 

 

Conclusion 

 

B chromosomes had already been described involved in sex determination and the 

evolution of sex chromosomes (revised in Burt and Trivers 2006). Manipulation of the gender 

of the host may improve rates of transmission of the B chromosome (Yoshida et al. 2011). 

The identification of differentially expressed genes in B+ chromosome cells in A. latifasciata 

reveals an interference of B chromosomes in a high scale level of gene regulation. 

Our results showed that B chromosome act in many ways; contributing with 

transcripts by his own genes (located in the B) or affecting genes of the A complement. It 

should be highlighted that B chromosome affects mainly genes related to a cell cycle, cell 

structure maintenance and immunity response. Such gene modulation control could favor the 

B survive in the cells. 

Our work also evidences that B chromosome presence affects gene expression, 

increasing DE genes in female gonads. These results adds contribution to understanding the 

drive mechanism in female gonads and open the perspective for more refined analysis on the 

reproductive studies in order to have a definitive answer about the genetic basis of B 

chromosome segregation during cell cycle. 
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6. Conclusões 

 

Atualmente, cromossomos B vem ganhando maior foco nas investigações 

cromossômicas, afim de identificar os mecanismos pelos quais se mantém no genoma dos 

hospedeiros. Até o momento,pouco foi esclarecido quanto ao seu comportamento na célula e 

as maiores descobertas estão relacionadas ao seu conteúdo gênico ou em identificações 

funcionais de forma pontual, restrita a sequências específicas. 

No presente estudo foi evidenciado através da análise em larga escala de RNA uma 

possível interferência do cromossomo B no genoma do seu hospedeiro, não só contribuindo 

através de uma ação direta, com a expressão de genes e sequências presentes no cromossomo 

B, como também modulando a transcrição de genes presentes no complemento A. Outro 

ponto importante foi a utilização de uma abordagem técnica de montagem, a qual pode ser 

reproduzida e utilizada como modelo em montagens de transcriptomas de amostras que 

possuem elementos extra numerários em seu genoma. 

Além dos resultados encontrados, o desenvolvimento do estudo propiciou um ganho 

extra para aquisição de dados de RNA que já estão sendo utilizados para abordagens 

funcionais em outros trabalhos que utilizam A. latifasciata como modelo, enriquecendo e 

contribuindo ainda mais para o conhecimento mais preciso do comportamento do 

cromossomo B na célula bem como seus mecanismos de manutenção e estabilidade durante 

os ciclos de divisão celular meiótico e mitótico. 
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