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Resumo

Os estudos do cromossmo Y de Drosophila melanogaster sempre caminharam
de maneira paulatina mesmo com o advento da era gendmica devido
principalmente a sua natureza heterocromatica. Métodos engenhosos permitiram
o mapeamento de seis fatores de fertilidade e a identificagdo de 12 genes de
copia-unica no Y. Tais genes foram originados a partir de duplicagdes
autossomicas. A comparagao do perfil de expressdo de um gene que ¢ ligado ao
Y em uma espécie com seu ortdlogo autossomico em uma segunda espécie pode
revelar aspectos importantes acerca da evolucao dos perfis de expressao dos
genes do cromossomo Y. Foram realizados sequenciamentos de RNA estagio-
especifico (mitose, meiose e pds-meiose) da espermatogénese para trés espécies:
D. melanogaster, D. willistoni e D. mojavensis. A analise de expressdao
diferencial mostrou que o aumento de expressdo da mitose para a meiose €
comumente encontrado nos genes do cromossomo Y e em seus ortélogos
autossomicos, sugerindo que esse € um carater ancestral que foi selecionado
entre os genes duplicados para o Y. O aumento de expressdo na meiose ¢
coincidente com a formagdo de /oops nos espermatocitos intermediarios. NOs
propomos que genes duplicados para o cromossomo Y, cujo perfil de expressao
ancestral era de aumento de expressdo da mitose para a meiose, t€m maior

probabilidade de fixacdono Y.
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Abstract

The study of Drosophila melanogaster Y chromosome has always been slow
even in the genomic era mainly because of its heterochromatic nature. Ingenious
methods lead to the mapping of six fertility factors and the identification of 12
single-copy genes. These genes were originated from duplications of autosomes.
The comparison of the expression profile of a gene that is Y-linked in one
species and autosomic in a second species may shed light on the evolution of the
expression profiles of Y-linked genes. Stage-specific (mitosis, meiosis and post-
meiosis) RNAseq from spermatogenesis were conducted for D. melanogaster,
D. willistoni and D. mojavensis. Differential expression analysis revealed that
the increase in expression from mitosis to meiosis is commonly found in Y-
linked genes and in their autossomic orthologs. This suggests that the increase in
meiosis is an ancestral character that was selected among genes duplicated to the
Y. The increased expression in meiosis coincides with the formations of Y-loops
in intermediary spermatocytes. We propose that genes duplicated to the Y
chrosomome, which ancestrally had an increase in expression from mitosis to

meiosis, have a higher probability of being fixated on the Y.
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I - Introducio
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1. O cromossomo Y de D. melanogaster

Os estudos do cromossomo Y de D. melanogaster sao quase tao antigos
quanto a Genética como disciplina. Em seu trabalho histérico sobre a base
cromossOmica da heranga, Bridges (1916) trabalhou com ndo-disjun¢do em
gametas de Drosophila. Duas importantes observacdes devem ser destacadas
desse trabalho. A primeira delas ¢ que um individuo X0 ¢ um macho viavel,
porém estéril. A segunda ¢ que um individuo XXY ¢ uma fémea viadvel e fértil.
Com base nessas observagdes, foi possivel inferir que o cromossomo Y em
Drosophila nao determina o sexo masculino, mas ¢ essencial para a fertilidade
masculina. Atualmente, ¢ conhecido que a determinacdo do sexo estd sob
controle do gene Sex lethal (CLINE, 1989), que estd no topo de uma cascata
génica que leva, em ultima instdncia, a estruturas e comportamentos
sexualmente dimorficos (revisado em: SALZ; ERICKSON, 2010).

Em 1929, Stern (apud BROSSEAU, 1960) demonstrou que ambos o0s
bragos do cromossomo Y contém fatores essenciais para a fertilidade masculina,
mas foi apenas trés décadas depois que eles foram identificados. Em 1960,
Brosseau fez experimentos com linhagens irradiadas de Drosophila e, por meio
de testes de complementagdo, identificou sete regides do cromossomo Y
essenciais para a fertilidade masculina: cinco delas no brago longo (kl-1, kl-2,
kl-3, kl-4 e klI-5) e duas no braco curto (ks-1 e ks-2). A essas regides deu-se o
nome de fatores de fertilidade. Em 1981, Kennison fez uso de translocagoes
entre os cromossomos X-Y e confirmou seis dos fatores previamente
identificados (kl-4 nao foi confirmado), sendo que cada um deles corresponderia
presumivelmente a um gene (Figura 1).

Nesse mesmo ano, foi demonstrado que delecdes das regides do kl-3 ou
kl-5 resultavam na perda do brago externo da dineina do axonema flagelar
(HARDY; TOKUYASU; LINDSLEY, 1981). O gene responsavel pela
deficiénia (nomeado Dhc-Yh3, mas referido daqui em diante como k/-5) foi
localizado no kl-5 e foi verificado que sua expressao se da nas fases mais tardias

da espermatogése (GEPNER; HAYS, 1993) (Figura 2).
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Figura 1: Os primeiros trabalhos a respeito do cromossomo Y de Drosophila mostraram que
ele ¢ essencial para a fertilidade masculina e que possui seis fatores de fertilidade.
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Figura 2: Estado-da-arte dos genes do cromossomo Y de D. melanogaster. Foram
identificados 12 genes de cdpia unica, sendo que existe pelo menos um candidato a gene
essencial em cada um dos fatores de fertilidade. A estrela amarela marca o ano do
sequenciamento do genoma de D. melanogaster. Para distinguir os fatores de fertilidade dos

genes, os ultimos estdo sempre destacados em itdlico.
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O avango paulatino na identificagdo dos genes do cromossomo Y talvez
fosse acelerado com o sequenciamento do genoma de D. melanogaster
(ADAMS et al., 2000). No entanto, as sequéncias repetitivas da heterocromatina
do Y ndo sdo estaveis dentro dos vetores usados em projetos de sequenciamento.
Além disso, elas dificultam a montagem dos reads individuais em scaffolds e
destes em cromossomos completos (CARVALHO; LAZZARO; CLARK, 2000).
Consequentemente, poucas sequéncias foram atribuidas ao cromossomo Y.
Provavelmente, o restante delas estaria no chamado unmapped arm (armU), que
sdo as sequéncias que ndo foram mapeadas em nenhum dos bragos
cromossomicos. Partindo dessa hipotese, Carvalho, Lazzaro e Clark (2000),
desenvolveram um engenhoso método para identificar genes ligados ao Y.

Em suma, sequéncias do armU filtradas pelo RepeatMasker (SMIT;
HUBLEY; GREEN, 1996-2010) sdo usadas para identificagdo de proteinas
candidatas (BLASTX). Em seguida, essas proteinas sdo traduzidas em seus seis
possiveis quadros de leitura (TBLASTN) e usadas como gueries em buscas de
similaridade contra o proprio armU. Segue-se entdo a confirmagdo experimental
por reacdes em cadeia da polimerase (PCR) em machos e fémeas para verificar
se tal gene ¢ de fato ligado ao Y. Nos casos positivos, linhagens com
translocacdes reciprocas X-Y sdo usadas para localizar o gene no cromossomo
Y. Por ultimo, com uso de transcrigdo reversa-PCR (RT-PCR), as lacunas entre
as sequéncias sdao preenchidas. Nesse trabalho, os dois genes dos fatores de
fertilidade kl-2 e kl-3 foram identificados, sendo que eles também codificam
cadeias pesadas da dineina. Adicionalmente, foi identificado o gene PRY que
ndo ¢ um gene essencial, pois localiza-se na regido entre os fatores kl-3 e kl-5.

Em 2001, cinco novos genes foram identificados (CARVALHO et al.,
2001): Ppl-YI, Ppl-Y2, PPr-Y, ORY e CCY. Os trés primeiros codificam
fosfatases de proteinas ¢ ORY ¢ um gene relacionado a ocludina. Ppl-Y2 e PPr-
Y localizam-se em regides que ndo correspondem a fatores de fertilidade e,
portanto, ndo sdo genes essenciais. Apesar de Ppl-Y1 fazer parte da regidao do

kl-5, provavelmente ele ndo ¢ um gene essencial pois o gene essencial desse
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fator de fertilidade ja foi identificado (k/-5). ORY, por sua vez, ¢ o Unico
candidato a gene essencial da regido do ks-1. CCY merece um pouco mais de
detalhamento pois ele foi identificado usando um método ligeiramente diferente.
Sequéncias expressas em testiculos foram comparadas ao armU (BLASTN),
partindo-se da premissa de que genes do Y sdo expressos em testiculos. A Unica
pista a respeito da fung¢do de CCY ¢ sua similaridade com proteinas coiled-coils
e ele permanece como o principal candidato a gene essencial do ks-2.

Entre 2001 e 2008, o numero de sequéncias expressas em testiculos
aumentou de 3.000 para 31.000, o que possibilitou uma nova busca por genes
ligados ao Y. Em Vibranovski, Koerich e Carvalho (2008), ARY e WDY foram
identificados. O primeiro ¢ um potencial membro da familia de genes de aldo-
ceto redutases e, por localizar-se na regido do kl-3, ndo deve se tratar de um
gene essencial. A fungdo de WDY permanece um mistério mas, por ser o Unico
gene identificado na regido do kl-1, ele € o melhor candidato a gene essencial
desse fator de fertilidade.

Mais recentemente, Carvalho et al. (2015) identificaram FDY. Ele foi
originado a partir de uma duplicacdo da regido autossémica do gene vig2 para o
cromossomo Y. Com exce¢do do FDY, que resguarda uma identidade de 98% a
nivel de nucleotideos com seu parental, os outros genes duplicados para o Y
foram pseudogenizados. Apesar da semelhanga, vig2 é expresso em machos e
fémeas, enquanto FDY ¢ expresso exclusivamente em testiculos. FDY foi o
ultimo gene de copia Unica identificado no cromossomo Y de D. melanogaster,
resultando em um total de 12 (Tabela I), sendo que existe pelo menos um

candidato a gene essencial para cada um dos fatores de fertilidade.

2. A origem do cromossomo Y de Drosophila

Como mencionado anteriormente, o gene FDY foi originado a partir da
duplicacido de uma regido autossomica de 3R para o cromossomo Y
(CARVALHO et al., 2015). Como o proprio nome do gene sugere (flagrante

delicto Y), esse € um evento “pego em flagrante” pois trata-se da duplicag¢ao
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mais recente (e exclusiva) de D. melanogaster. A historia contada pelo FDY esta

longe de ser um caso anedotico. Na verdade, a origem de genes do cromossomo

Y a partir de duplicagdes autossdmicas parece ser a regra em Drosophila.

Tabela I: Genes de copia unica do cromossomo Y de D. melanogaster, suas localizagoes,
fungoes e as referéncias de suas primeiras descrigoes.

Gene Regido do cromossomo Y Func¢io Referéncia
"y K2 cadeia pesada 13 CARVALHO; LAZZARO;
da dineina CLARK, 2000.
-3 1123 cadeia pesadayda  CARVALHO; LAZZARO;
dineina CLARK, 2000.
Dhe- kl-5 cadeia pesadada  GppNpR; HAYS, 1993,
Yh3 dineina
ORY ks-1 relacionado 4 CARVALHO et al., 2001.
ocludina
relacionado a CARVALHO; LAZZARO:;
PRY kl-3 - kI-5 policistefna CLARK, 2000.
PPr-Y Kl-1 - kl-2 fosfatase de CARVALHO e al., 2001.
proteina
ccy ks-2 ? CARVALHO et al., 2001.
VIBRANOVSKI;
ARY kl-3 aldo-ceto redutase KOERICH; CARVALHO,
2008.
VIBRANOVSKI;
wDY kl-1 ? KOERICH; CARVALHO,
2008.
fosfatase de
Ppl-Y1 kl-5 . CARVALHO et al., 2001.
proteina
) proximo ao centromero, fosfatase de
Ppl-Y2 entre as bandas h15 e h20 proteina CARVALHO et al., 2015.
proximo ao centromero, organizac¢ao da
FDY entre as bandas h15 e h20 heterocromatina CARVALHO et al., 2015.

Cromossomos sexuais estdo presentes em diferentes taxons, sendo que em
alguns deles o par heteromorfico leva ao desenvolvimento de machos (XX/XY)
e em outros de fémeas (ZZ/ZW). Tradicionalmente (teoria candnica), postula-se
que o par heteromorfico teria se originado a partir de um par de autossomos. O
processo de diferenciacdo seria iniciado com a aquisicdo de um gene de
determinacao sexual pelo Y (ou W). Uma combinagdo de processos evolutivos
levaria a diminuigdo da recombinag¢do entre oS cromossomos € consequente

degeneracdo do Y. Em ultima instdncia, o Y poderia ser completamente
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degenerado, levando ao sistema de determinacao sexual XX/XO0 (revisado em:

CHARLESWORTH; CHARLESWORTH, 2000) (Figura 3).

Y como um homadlogo degenerado de X

> >
aquisicao de gene degeneragao do Y
de determinagdo M = V|
masculina (M)
A A XY

Y como um cromossomo B especializado

X

> >
pareamento e aquisicdo de genes
segregacao de X-B masculinos (fatores =
de fertilidade - F)
X

X X

Figura 3: Duas hipoteses que explicam a origem do cromossomo Y. Segundo a hipotese
canoOnica, um par ordindrio de autossomos (A) teria originado XY a partir da aquisi¢do de um
gene de determinagdo sexual masculina (M) por Y e sua consequente degeneracao.
Alternativamente, um cromossomo B poderia parear e segregar regularmente com X em uma
espécie ancestralmente X(0. Com a aquisicdo de genes masculinos (F), esse cromossomo
passaria a ser indispensavel e a segrega¢ao seria reforcada pela selecdo natural. - Reproduzida
e traduzida de Carvalho, 2002.

Em mamiferos, existem evidéncias de que o cromossomo Y ¢ de fato um
homologo degenerado do X. A primeira delas ¢ a aquisi¢ao pelo Y de um gene
de determinacdo sexual masculina, o SRY. A segunda ¢ a presenca no Y de
genes (ou genes degenerados) homologos aos genes do X (revisado em:
HUGHES; PAGE, 2015). Em Drosophila, por outro lado, ndo ha um gene de
determina¢do sexual masculina no cromossomo Y. Ademais, genes ribossomais

(rDNA) sdo os unicos encontrados de forma homologa nos cromossomos X e Y,
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mas ndo constituem evidéncia suficiente de homologia pois cromossomos B
comumente adquirem rDNAs (HACKSTEIN ef al., 1996). Na verdade, os
pardlogos mais proximos de genes do cromossomo Y localizam-se em
autossomos. Com base nessas observacdes, foi proposta uma teoria alternativa
para a origem do cromossomo Y de Drosophila, segundo a qual ele teria se
originado a partir de um cromossomo B que adquiriu genes masculinos
(CARVALHO, 2002).

Para além dos pardlogos em D. melanogaster, os ortdlogos em outras
espécies de Drosophila também corroboram a origem nao-candnica do Y.
Viarios dos genes ligados ao Y de D. melanogaster sao autossémicos em outras
espécies. kl-2, ki-3, ORY, PRY e Ppr-Y sao os genes ligados ao Y mais antigos,
mas na auséncia de um grupo externo, nao ¢ possivel inferir a direcdo de seus
movimentos (perdas ou ganhos). CCY e ARY sdo ancestralmente autossomicos,
mas passam a ser ligados ao Y em Sophophora. WDY, ki-5, Ppl-Y1 e Ppl-Y2
sao ligados ao Y apenas no grupo melanogaster. A Figura 4 mostra os ganhos e
perdas do Y, incluindo nao apenas os 12 genes que sdo ligados ao Y em D.
melanogaster (KOERICH et al., 2008), mas também outros quatro genes (JYa,
GJ19835, CG11719 e CG2964) que sdo autossdomicos em D. melanogaster €
ligados ao Y em outras espécies (CARVALHO; CLARK, 2013).

A taxa de ganho de genes no cromossomo Y € aproximadamente 11 vezes
maior do que a taxa de perda, o que mostra que seu conteudo ¢ mais dindmico
do que o de outros cromossomos. A constante aquisi¢ao de genes pelo Y a partir
de duplicagdes autossdémicas explicaria como um cromossomo B poderia
adquirir genes masculinos (CARVALHO; KOERICH; CLARK, 2009). Uma
pergunta que permanece aberta ¢ quais genes sdo duplicados e mantidos no
cromossomo Y. Uma estratégia para responde-la ¢ comparar genes que sao
ligados a0 Y em uma espécie com seus ortdlogos autossomicos em uma outra
espécie. A comparacdo entre os ortdlogos pode revelar aspectos importantes da

evolugdo desses genes e, portanto, do cromossomo Y.
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Figura 4: Ganhos e perdas de genes do cromossomo Y de Drosophila. As setas vermelhas
simbolizam ganhos e as setas azuis perdas. Para os seis genes ancestrais (setas pontilhadas),
ndo ¢ possivel inferir a diregdo do movimento sem um grupo externo. JYa, CG11719 e
CG2964 sao os nomes dos ortdlogos em D. melanogaster. GJ19835 ¢ o nome do ortdlogo em
D. virilis. - Extraida de Carvalho e Clark, 2013.

3. A espermatogénese de Drosophila

Avangos significativos foram feitos no sentido de identificagdo de genes
do cromossomo Y, ndo apenas em D. melanogaster, mas também em outras
espécies de Drosophila. Apesar dos nimeros serem modestos (apenas 12 genes
de copia unica em D. melanogaster), essa lista provavelmente estd proxima a
saturagdo. Mesmo com o uso de diferentes abordagens, os mesmos genes vém
sendo repetidamente recuperados € o numero de genes novos identificados €
cada vez menor (VIBRANOVSKI; KOERICH; CARVALHO, 2008). Assim, o
desafio ndo ¢ mais a identificagdo de genes do cromossomo Y.

Para os poucos genes cujas fungdes sdo conhecidas (kl-2, kI-3 e ki-5),

observa-se uma coesdo funcional em relacdo a fertilidade masculina: todos
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codificam cadeias pesadas da dineina, essenciais para o batimento flagelar do
espermatozoide. No entanto, para os outros genes, 0 maximo que se sabe sdo
especulagdes com base na similaridade de dominios de proteinas (Tabela I). Um
primeiro passo para se compreender a fun¢ao de um gene ¢ conhecer o seu perfil
de expressdo. Posto que tratam-se de genes do cromossomo Y, uma premissa
razoavel € que eles sdo expressos em testiculos.

A espermatogénese de Drosophila inicia-se com a divisdo assimétrica de
células-tronco germinativas. Essa divisdo tem a dupla-funcdo de manter a
populacdo de células germinativas e produzir um espermatocito primario. As
células-tronco (que vao originar um espermatocito) passam por quatro divisdes
mitdticas consecutivas com citocinese incompleta (fase de espermatogdnias),
resultando em um cisto de espermatdcitos primarios de 16 células
interconectadas. Elas passam por uma etapa de crescimento e diferenciagao,
dando origem aos espermatdcitos primarios maduros. Eles, por sua vez, passam
pela meiose I e II, transformando-se em um cisto de 64 espermatides (o
chamado estdgio de cebola). Por ultimo, as espermatides passam por uma fase
de elongamento e individualizagao (HIRST; CARMICHAEL, 2011).

Apesar dos diferentes tipos celulares ndo estarem confinados a
compartimentos separados, eles sdo distribuidos em um gradiente ao longo do
testiculo de D. melanogaster. Podem ser identificadas trés regides, cada qual
com predominio de determinados tipos celulares (Figura 5): (1) a extremidade
apical do testiculo, contendo células em mitose (enriquecida com células-tronco
apicais, cistos espermatogoniais e niveis reduzidos de cistos de espermatocitos
primarios); (2) a por¢do mediana do o6rgdo, contendo células em meiose
(enriquecida com cistos de espermatdcitos primarios e secundarios, niveis
reduzidos de espermadtides); (3) a por¢do final, contendo células pds-meioticas
(enriquecida com cistos de espermdtides em processo de elongamento, grupos
de espermatides e baixos niveis de cistos de espermatocitos) (VIBRANOVSKI
et al., 2009).
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Figura 5: No centro, esta mostrado um testiculo inteiro de D. melanogaster e, nas regides
periféricas, amostras de tecidos isoladas. Os tecidos foram corados por imunofluorescéncia
indireta: o-tubulina em vermelho e DNA em verde. - Extraida de Vibranovski et al., 2009.

Além da descri¢ao do método para separagao do testiculo, Vibranovski et
al. (2009) também foram responsaveis pelos primeiros dados de expressao
estagio-especifico de testiculos com dados de microarranjo. Apesar da
relevancia do trabalho, sondas para os genes do cromossomo Y ndo estavam
disponiveis na época. Uma segunda base de dados relevante de expressdao na
espermatogénese de Drosophila ¢ o FlyTed (ZHAO et al., 2010). Ele retine
2.762 fotos de hibridizagoes in situ (ISH) de RNA de 817 genes. Apesar de
menos abrangente do que os dados de microarranjo, a ISH permite uma
descri¢do mais detalhada do perfil de expressao do gene. No entanto, o FlyTed
também ndo inclui genes ligados Y. Assim, o Unico gene do Y cujo perfil de

expressao ¢ conhecido € o kI-5 (GEPNER; HAYS, 1993).
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4. Evolucao da expressao de genes ligados ao Y

O cromossomo Y de Drosophila oferece um sistema Uinico para se estudar
a evolucdo dos perfis de expressao de genes do cromossomo Y. Nos casos de
duplicacdes mais recentes, ¢ possivel comparar o perfil de expressao de um gene
do cromossomo Y com o do seu parental autossdmico. Por exemplo, em D.
melanogaster, ainda & possivel reconhecer vig2 como parental de FDY. Em
outros casos, ¢ possivel identificar pardlogos autossémicos de genes do Y, mas
pelo fato da duplicacdo ser antiga, o gene autossomico pode nao recapitular mais
o perfil de expressdo ancestral. Nesses casos, uma segunda estratégia seria
comparar genes que sao ligados ao Y em uma espécie com seus ortdlogos
autossdmicos em uma outra espécie. Por exemplo, o gene CCY ¢ ligado a0 Y em
D. melanogaster, mas autossomico em todas as espécies fora de Sophophora.

A comparacao de genes ligados ao cromossomo Y com o seus ortdlogos
autossomicos permite distinguir entre algumas hipoteses evolutivas. Em um
cenario nulo, ndo haveria qualquer similaridade entre os perfis de expressao dos
genes ligados ao Y e nem deles com seus respectivos ortdlogos autossomicos
(Figura 6 - sem influéncia). Isto é, genes seriam duplicados para o Y
aleatoriamente e ndo haveria qualquer tipo de selecdo atuando sobre eles,
resultando em perfis de expressdao varidveis para os genes do Y. Além disso, a
partir do momento da duplicacdo, esses genes passariam a evoluir de maneira
independente de seus parentais autossomicos. Assim, também nao seria
esperado encontrar uma relacdo entre os perfis de expressao dos genes do
cromossomo Y e de seus ortélogos autossomicos.

No entanto, a extrema especializagdo funcional do cromossomo Y na
fertilidade masculina sugere que os genes que sao duplicados para o Y podem
estar sujeitos a acdo da selecdo natural. Um fendmeno conhecido da
espermatogénese de D. melanogaster ¢ a formagdo de algas (os chamados
lampbrush-like loops) nos espermatocitos primarios (BONACCORSI et al.,
1988). Os loops sao formados nos genes kl-3, kI-5 e ORY que possuem introns

gigantes. Recentemente, foi demonstrado que a transcricao de k/-3 e kl-5 se da
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de maneira espago-temporal ao longo das ~90 horas de diferenciagao do
espermatécito (FINGERHUT; MORAN; YAMASHITA, 2019). Considerando a
abertura da cromatina durante a transcricdo desses genes, uma segunda hipotese
seria que determinados perfis de expressao de genes duplicados para o Y seriam
selecionados (Figura 6 - pré-adaptacdo). Por exemplo, um gene autossémico
com pico de expressdo na meiose que fosse duplicado para o Y poderia ser
selecionado caso sua funcao estivesse relacionada a fertilidade masculina. Por
outro lado, um gene duplicado para o Y que possuisse expressdo em uma fase
em que a cromatina estd condensada provavelmente seria eliminado. Diante
deste cenario, seria esperado encontrar perfis similares entre os genes do Y ¢
seus ortologos autossomicos, ja que apenas certos perfis seriam selecionados e
mantidos no Y. Consequentemente, seria esperado também que os genes ligados

ao Y possuam perfis de expressao similares entre si.

Autossomo | Cromossomo Y
A: A:
sem influéncia B: B:
C: C:
A: A:
pré-adaptacao B: B:
C: C: BN
A: A:
C: C:

Figura 6: Hipoteses evolutivas acerca dos perfis de expressio de genes ligados ao
cromossomo Y. Os quadrados coloridos representam a expressdo (eixo Y) do gene ao longo
da espermatogénese, sendo que cada um dos pontos (eixo X) corresponde respectivamente a:
mitose, meiose e pds-meiose (adaptados de RAICES; OTTO; VIBRANOVSKI, 2019). A, B
e C representam trés genes diferentes. Ver texto para detalhes sobre cada uma das hipdteses.
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No trabalho de Sackton et al. (2011), foram construidas linhagens em que
os cromossomos Y de D. simulans ou D. sechellia foram introgredidos em uma
linhagem com background gendmico de D. simulans. Anélises da aptidao
reprodutiva mostraram que a linhagem com cromossomo Y homoespecifico (Y-
sim) apresentava performance superior a linhagem com cromossomo Y
heteroespecifico (Y-sec). Além disso, foram identificados 122 genes
diferencialmente expressos entre as linhagens, sendo que os genes com menor
expressdo em Y-sec em comparacdo a Y-sim eram enriquecidos com genes
masculinos e genes expressos em testiculos. Mais especificamente, eles
apresentavam um viés de expressdao na direcdo de genes relacionados a
diferenciacdo terminal/espermiogénese. D. simulans e D. sechellia sdo proximas
evolutimante (Figura 4) e seus cromossomos Y apresentam conteudo similar (k-
5, kl-2, kl-3, PRY, ORY, PPr-Y, CCY, Ppl-Y1, Ppl-Y2, ARY e WDY). Portanto,
as diferencas observadas entre Y-sim e Y-sec devem estar relacionadas a
diferencas epigenéticas entre os cromossomos Y das duas espécies.

Levando em consideracdo a relevancia das marcas epigenéticas do
cromossomo Y, uma terceira hipdtese seria que genes que sao duplicados para o
Y adquiririam um novo perfil de expressdo caracteristico desse novo contexto
gendmico (Figura 6 - contexto gendmico). Neste cendrio, ndo seria esperado
encontrar uma similaridade no perfil de expressdo dos genes do cromossomo Y
com seus respectivos ortdlogos ancestrais. Isso porqué, a partir do momento que
o gene fosse duplicado para o Y, ele adquiria marcas epigenéticas especificas
deste novo contexto gendmico, podendo adquirir em ultima instdncia um novo
perfil de expressdo. Uma segunda previsao dessa hipotese seria que genes do
cromossomo Y possuiriam perfis de expressdo semelhantes por compartilharem
0 mesmo contexto gendomico.

As hipdteses apresentadas ndo sdo necessariamente mutuamente
exclusivas, mas cada uma delas gera previsdes claras que permitem a
identificagdo de quais processos/mecanismos sdo responsaveis pela evolucao

dos perfis de expressao dos genes do cromossomo Y de Drosophila.
30



V - Discussao
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1. Os perfis de expressao de genes ligados ao Y

O que significa um gene ser expresso em uma fase da espermatogénese e
ndao em outra? De maneira mais ampla: que perguntas podem ser respondidas ao
se conhecer o perfil de expressao de um gene? Entender o controle da expressao
génica ¢ critico para se compreender a relacdo entre gendtipo e fenotipo
(MANTIONE et al., 2014). A expressao de um gene em determinado local e em
determinado momento sugere que o seu produto, seja ele um RNA funcional ou
uma proteina, € necessario para certo processo celular ou algum processo
subsequente do desenvolvimento. Assim, conhecer o perfil de expressao de um
gene revela aspectos importantes sobre a sua fungdo. Ademais, a comparacao de
perfis de expressao permite responder perguntas ainda mais interessantes. Quais
foram os processos evolutivos envolvidos? Qual ¢ a relevancia do contexto
gendmico? Em ultima instancia: o que determina o perfil de expressdo de um
gene?

Um primeiro resultado do nosso trabalho foi descrever o perfil de
expressao dos genes do cromossomo Y de D. melanogaster. Até o momento,
apenas o perfil do kl-5 era conhecido (GEPNER; HAYS, 1993). Nos
verificamos uma extrema coesao dos perfis de expressdo, pois 8 dos 12 genes
ligados ao Y apresentam expressao crescente ao longo da espermatogénese, isto
¢: a expressao na meiose ¢ maior do que na mitose € a expressao na pos-meiose
¢ maior do que na meiose. Por muito tempo, a transcrigdo na pos-meiose de
Drosophila foi tida como inexistente (OLIVIERI, G.; OLIVIERI, 1965) e
postulava-se que os transcritos traduzidos durante a pds-meiose eram
armazenados de fases anteriores. No entanto, nos trabalhos de Barreau et al.
(2008) e Vibranovski et al. (2010), foi demonstrado pela primeira vez
evidéncias de transcricdo pds-meidtica. NOs nao apenas confirmamos esses
resultados, mas verificamos também que genes pos-meidticos parecem ser a
regra para cromossomo Y de D. melanogaster. Cabe ressaltar que, em
experimentos de transcriptoma, se a quantidade de mRNA de um gene ¢

significativamente maior do que na fase anterior do desenvolvimento celular
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(como no caso da poOs-meiose em relacdo a meiose), a interpretagdo mais
parcimoniosa ¢ que houve transcricdo génica apds a fase anterior.

Se a maior atividade transcricional ocorre na pds-meiose, podemos inferir
que as proteinas codificadas pelos genes ligados ao Y sdo usadas nas fases mais
tardias da espermatogénese. Para os trés genes cujas fun¢des sdo conhecidas (k-
2, kI-3 e kI-5), tal inferéncia procede pois eles codificam cadeias pesadas da
dineina que sdo essenciais para o batimento flagelar (CARVALHO; LAZZARO;
CLARK, 2000; GEPNER; HAYS, 1993). Para os outros genes, 0 pouco que se
conhece baseia-se em similaridades de dominios de proteinas. Assim, nosso
trabalho d4 um primeiro passo na direcdo de se compreender suas fungdes ao
mostrar em quais fases da espermatogénese a transcricdo ¢ mais relevante. De
fato, ¢ na poés-meiose que ocorre o amadurecimento dos espermatozoéides e seria
esperado que falhas em genes que afetam esse processo levem a infertilidade
masculina.

Em acordo com os nossos resultados, dados de single cell RNAseq de
testiculos de larvas mostram uma baixa expressao do Y em células somaticas e
espermatogénias e aumento de expressao em espermatdcitos primarios
(MAHADEVARAIJU; FEAR et al., 2021). Em um trabalho recente (GARTNER
et al., 2019), foram construidos proteomas de testiculo de D. melanogaster para
varias fases do desenvolvimento, incluindo larvas, pupas e adultos. Das
proteinas codificadas por genes ligados ao Y, apenas a correspondente ao FDY
apresentou um enriquecimento nos testiculos de larvas (discutido a seguir). Nos
outros casos analisados (ARY, ORY, Ppl-Y2, Ppr-Y, WDY, ki-2, ki-3 e kl-5), as
proteinas se acumularam ao longo do desenvolvimento com maior abundancia
nas fases de pupa e adultos. Esses resultados corroboram as nossas observagoes
da importancia dos genes do cromossomo Y nas fases mais tardias da
espermatogénese. Além disso, combinados a nossa observacdo da expressao
crescente, eles mostram que a tradugdo dos genes do cromossomo Y se d4 nas

fases tardias da espermatogénese.
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A notavel excec¢do ao perfil de expressao crescente discutido até agora ¢ o
gene FDY. Ele foi o unico cuja expressio decresce ao longo da
espermatogénese. Trata-se do gene mais recentemente duplicado para o
cromossomo Y de D. melanogaster (CARVALHO et al., 2015). Diferentemente
dos outros genes ligados ao Y, ele resguarda alta semelhanca com seu parental
autossomico vig2 e a comparagao mostrou que ambos tém o mesmo perfil de
expressao. A situagdo unica do FDY revela o que ocorre com um gene logo apds
a sua duplicacdo para o Y: ele ainda retém o perfil de expressdao de seu parental
autossomico. As comparacdes dos outros genes do cromossomo Y de D.
melanogaster com seus paralogos/resquicios autossémicos foram inconclusivas.
Viarias das duplicagdes de autossomos para o Y sdo antigas € mesmo nos casos
em que ainda ¢ possivel reconhecer um paralogo autossdmico, os genes podem
ser muito divergentes. Portanto, eles possivelmente ndo recapitulam o perfil de
expressao ancestral dos genes do cromossomo Y. Neste sentido, fazer a
comparagdo com as outras espécies torna-se necessario.

Os genes ligados ao Y de D. willistoni e D. mojavensis apresentam perfis
de expressdo mais variados do que os de D. melanogaster. Nos dois casos, um
perfil bastante tipico foi aquele em que a expressdo aumenta na meiose em
relacdo a mitose e permanece com 0 mesmo nivel na pés-meiose. Além dele, em
D. willistoni, observamos varios casos em que a expressao cresce na meiose e
decresce na pds-meiose. Ja em D. mojavensis, o outro perfil mais comum ¢ o de
expressao crescente (como em D. melanogaster). Uma caracteristica comum
entre as trés espécies ¢ o aumento de expressdo da meiose em relacdo a mitose.
De um total de 49 genes (12 de D. melanogaster, 23 de D. willistoni e 14 de D.
mojavensis), o aumento significativo da mitose para a meiose foi observado em
44 casos.

A transi¢ao da meiose para a pds-meiose nao apresenta um padrao claro,
sendo que as trés possibilidades (aumento, manutengdo ¢ diminui¢do da
expressao) ocorrem em D. willistoni € D. mojavensis. NOs avaliamos se as

diferengas de comportamento na pds-meiose observadas entre as espécies
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poderia ser um viés introduzido pelo ponto de corte da pos-meiose durante as
dissec¢des. Para isso, comparamos as frequéncias dos perfis de expressao
considerando todos os genes (e ndo apenas os do cromossomo Y) pois elas
deveriam ser semelhantes entre as espécies. De fato, os perfis mais comuns sao
os mesmos em D. melanogaster e D. mojavensis. No entanto, em D. willistoni,
os perfis de expressao que diminuem/aumentam de expressao na pos-meiose em
relagdo a meiose parecem estar subrepresentados. Esses resultados indicam que
os nossos dados de D. willistoni podem ter excluido a por¢do inicial da pos-
meiose mas, caso o corte tivesse sido padronizado em uma posicdo mais
proximal do testiculo, ele incluiria células tipicas da fase meiotica. Ou seja,
talvez ndo seja possivel separar as por¢des enriquecidas com células meidticas
das porg¢des enriquecidas com células pds-meidticas em D. willistoni de uma
maneira tao precisa como ¢ feito em D. melanogaster.

Em conjunto, os resultados dos perfis de expressdo dos genes do
cromossomo Y das trés espécies sugerem que existe uma coeréncia nos perfis de
expressao dos genes ligados ao Y. Para cada uma das trés espécies, predominam
um ou dois perfis de expressao, sendo que todos eles t€m em comum o aumento
de expressdao da mitose para a meiose. Esses resultados nos permitem descartar a
primeira hipotese levantada, segundo a qual ndo haveria influéncia da
ancestralidade ou do contexto gendmico na determinagdo dos perfis de
expressao dos genes do cromossomo Y. Pelo menos um dos dois processos
parece estar operando e a comparacao de genes que sdo ligados a0 Y em uma
espécie com seus ortdlogos autossomicos em uma segunda espécie nos permite

distinguir entre elas.

2. A evolucao dos perfis de expressao

O cromossomo Y apresenta algumas peculiaridades em relagdo aos outros
cromossomos que podem ser relevantes para a determinagdo do perfil de
expressao de seus genes, como a formacdo dos loops nos espermatdcitos

primarios. Esse ¢ um fend6meno associado a presenca de introns gigantes nos
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genes do kl-5, kI-3 e ks-1 (BONACCORSI et al., 1988). Nos evidenciamos que
em D. melanogaster, a formacdo dos /loops ocorre nos espermatocitos
intermediarios/tardios, ao passo que o Y encontra-se condensado nos
espermatdcitos iniciais. Em D. pseudoobscura, os loops também sao
observados, mas eles se originam de diferentes introns ligados ao Y (CHANG;
LARRACUENTE, 2017). Como mencionado anteriormente, no grupo obscura,
o cromossomo Y ancestral da linhagem foi completamente translocado para um
autossomo (CARVALHO; CLARK, 2005). Portanto, a formagao dos loops
parece estar associada a caracteristicas especificas de genes do cromossomo Y e
ndo a genes especificos. A respeito, Fingerhut, Moran e Yamashita (2019)
demonstraram por meio de um engenhoso desenho experimental que a
transcricdo de k/l-3 e klI-5 em D. melanogaster se da& ao longo do
desenvolvimento do espermatocito (~90 horas) e sugerem que a presenga de
introns gigantes adiciona uma camada a mais na regulacdo génica. Seguindo
essa linha de raciocinio, estar no cromossomo Y favorece o actimulo de
sequéncias heterocromaticas que, por sua vez, requerem um programa de
transcri¢ao especifico.

Noés verificamos que um padrao comum a todos os genes do cromossomo
Y ¢ o aumento de expressdao da mitose para a meiose. O mesmo foi observado
para os ortdlogos autossomicos/ligados ao X, sugerindo que o aumento de
expressao da mitose para a meiose deve ser um carater ancestral que foi
selecionado entre os genes duplicados para o cromossomo Y. Levando em
consideragdo nossos experimentos de citogenética sobre o comportamento do Y
na meiose, um gene com pico de expressao na mitose que fosse duplicado para o
Y provavelmente ndo seria selecionado j4 que o cromossomo encontra-se
condensado nessa fase. Por outro lado, um gene com expressdo na meiose que
fosse duplicado para o Y, poderia ter sua expressdo potencializada nesse
cromossomo. Esses resultados corroboram a hipdtese da pré-adaptaciao, que
previa que genes ligados ao Y possuiriam perfis de expressdo semelhantes aos

seus ortdlogos autossomicos/ligados ao X.
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Sabe-se que a taxa de ganho de genes no cromossomo Y ¢ maior do que a
taxa de perda (CARVALHO; KOERICH; CLARK, 2009). No entanto, o
numero de genes do cromossomo Y conhecido esta na casa de duas dezenas e
provavelmente restam (caso restem) poucos a serem  descritos
(VIBRANONSKI; KOERICH; CARVALHO, 2008). Neste cenario, estamos
diante de um paradoxo: se genes sdo constantemente duplicados parao Y, qual ¢
o destino deles? Um gene duplicado para o Y cuja expressao decresce na meiose
deve ter menor probabilidade de fixacdo em um cromossomo cuja fungao
primordial estd relacionada a espermatogénese. Por outro lado, um gene cuja
expressao ancestral era de aumento de expressdo na meiose tem maior
probabilidade de fixagdo no Y, especialmente se ele conferir alguma vantagem a
fertilidade masculina. O aumento de expressao da mitose para a meiose parece
ser um carater ancestral e ter sido selecionado nos genes que foram duplicados
para o Y. Se esse for o caso, o destino evolutivo do FDY ¢ de particular
interesse.

As comparacdes da expressio na meiose com a pos-meiose nao
apresentam um padrao tao claro. Além disso, a subrepresentagdo das classes de
expressao que diminuem/aumentam de expressao na pds-meiose em relagdo a
meiose em D. willistoni dificultam conclusdes que levem em conta os ortdlogos
dessa espécie. Alternativamente, nds analisamos os perfis de expressao de genes
que sdo autossomicos/ligados em X em D. melanogaster e ligados a0 Y em D.
willistoni e/ou D. mojavensis. Esse conjunto de 20 genes ¢ enriquecido com
perfis de expressdo que aumentam ao longo da espermatogénese, ndo apenas da
mitose para a meiose, mas também da meiose para a pés-meiose. No entanto, o
enriquecimento de genes com aumento de expressdo na pds-meiose sO foi
observado para o cromossomo Y de D. melanogaster. Assim, ainda € preciso
esclarecer se o aumento de expressdo da meiose para a pés-meiose € de fato um
carater ancestral compartilhado entre genes do cromossomo Y e seus ortdlogos
autossomicos/X-ligados ou, se 0 comportamento na pds-meiose € mais flexivel

podendo adquirir novos perfis de expressao a partir de sua duplicagdo parao Y.
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Essa maior variagdo no comportamento da pods-meiose também foi
evidenciada nos experimentos com as linhagens com Y introgredido. Os perfis
individuais dos genes do cromossomo Y mostram que os genes de Y-sec tém
uma tendéncia para diminuicao da expressao na poés-meiose quando comparados
aos de Y-sim. As andlises de reamostragens sugerem que essas diferencgas sao
estendidas para genes dos outros cromossomos, o que pode ser explicado pelo
fato do cromossomo Y ser capaz de modificar a expressio de genes
autossomicos e ligados ao X (JIANG; HARTL; LEMOS, 2010). Considerando
que a unica distincdo entre Y-sim e Y-sec sdo seus cromossomos Y, as
diferengas observadas devem ser explicadas por modifica¢des epigenéticas entre
as linhagens. Elas podem ser relevantes para explicar as diferengas nos

comportamentos de expressao na poés-meiose observadas entre as espécies.

3. Y como modelo para evolucao de genes novos

Genes novos possuem vies de expressdo nos testiculos e sao definidos
como genes presentes em todos os membros de um grupo monofilético mas
ausentes de todos os grupos externos (LONG ef al., 2013). Kaessmann (2010)
discute a hipotese de que os testiculos tém um papel-chave no estabelecimento
de novos genes funcionais e serviriam como uma espécie de incubadora para sua
evolugdo. Um trabalho recente do nosso grupo (RAICES; OTTO;
VIBRANOVSKI, 2019) propds a selecdo hapldéide como processo evolutivo
responsavel por esse fenomeno. O estudo de genes do cromossomo Y pode
trazer contribuigdes relevantes para a evolugdo de genes novos ja que eles
também possuem um viés de expressdao em testiculos.

Além disso, de acordo com a hipdtese nao-candnica de evolugdo do Y, ele
teria se originado a partir de um cromossomo B e seus genes seriam oriundos a
de duplicagdes autossomicas (CARVALHO, 2002). Ha 50 anos, Ohno (1970)
propos que a duplicacdo génica seria o principal mecanismo da evolucdo. Na
auséncia de duplicagdo génica, a plasticidade do genoma em se adaptar a novos

contextos ambientais seria limitada (ZHANG, 2003). Assim, o cromossomo Y
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de Drosophila oferece um sistema Unico para se estudar a evolu¢ao de genes
novos originados a partir de duplicagdes.

O FDY, por exemplo, ¢ um gene novo de D. melanogaster que apresenta
um perfil de expressdo oposto aos outros genes do cromossomo Y. Se o
aumento de expressdo na meiose for realmente um crivo da sele¢do natural, o
destino provavel do FDY seria a pseudogenizacdo. Alternativamente, pode
existir outra vantagem adaptativa na manuten¢do desse gene no cromossomo Y.
Linhagens mutantes de vig2 apresentam um nivel diminuido de H3K9me2, uma
metilagdo que estd fortemente associada a repressdo transcricional
(GRACHEVA; DU; ELGIN, 2009). Considerando que vig2 € expresso em
machos e fémeas, pode ser que FDY tenha funcdo semelhante a de seu
homologo. Neste cenario, estar localizado no cromossomo Y pode ser uma
maneira automatica de se regular a expressao de DNAs proximos de maneira
testiculo-especifica, reprimindo na mitose e liberando o aumento da expressao
de outros genes nas fases tardias da espermatogénese.

Os resultados de Y-sim sdo particularmente relevantes para essa hipotese,
pois a unica diferenga entre os cromossomos Y de D. simulans e D.
melanogaster ¢ a presenca do FDY na ultima. Apesar disso, os perfis de
expressao dos genes do cromossomo Y sdo diferentes entre as linhagens. Em D.
melanogaster, o perfil mais comum ¢ o de aumento de expressdo ao longo da
espermatogénese, enquanto que em Y-sim, o perfil mais comum ¢ o de aumento
de expressdao na meiose em relagdo a mitose ¢ manutencao da expressao na pos-
meiose. Se a presenca do FDY no cromossomo Y realmente modular a
expressao de genes proximos, as diferengas de comportamento na pds-meiose

entre D. melanogaster ¢ Y-sim poderiam ser explicadas.

4. Conclusoes e perspectivas
Em um sentido amplo, esse trabalho deixa como legado dados de
expressao estagio-especifico de testiculos de Drosophila para cinco linhagens

diferentes: D. melanogaster, D. willistoni, D. mojavensis, Y-sim e Y-sec.
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A comparagdo dos perfis de expressdo entre genes do cromossomo Y e
seus ortdlogos revelou que o aumento de expressdao da mitose para a meiose €
um carater ancestral. Os resultados corroboram a hipdtese da pré-adaptagdo em
que genes com determinados perfis de expressdo seriam selecionados e
mantidos no cromossomo Y. A expressdao da meiose para a poOs-meiose
apresenta perfis mais variados e espécie-especifico (em cada espécie,
predominam poucos perfis de expressdo). Encontramos evidéncias em D.
melanogaster de que o aumento de expressao da meiose para a pos-meiose pode
também constituir um padrao ancestral, mas compara¢des com outras espécies
podem ser necessarias para se entender se o aumento na pos-meiose € um padrao
tipico de D. melanogaster ou se estende para outras espécies também.

A analise citogenética do comportamento do Y na meiose, nos permitiu
concluir que a formacdo dos loops se da exatamente na transi¢do de
espermatocito inicial para espermatocito intermediario. Interessantemente, ela
coincide com a fase em que ¢ observada um aumento de expressao dos genes
ligados ao Y. Adicionalmente, verificamos que a RNA-Pol IISer2p nao se
sobrepde de maneira alguma as sondas do cromossomo Y. Esses resultados
poderiam sugerir que a transcricdo nos espermatocitos se d4 por uma via
alternativa. Essas conclusdes, no entanto, sdo limitadas as porcoes
heterocromaticas do cromossomo Y detectadas pela sonda. Para torna-las mais
generalizaveis, o emprego de sondas de oligopaints (BELIVEAU et al., 2012)
que recubram o cromossomo Y por completo pode ser promissor.

O gene FDY ¢ um caso de particular interesse por ser um gene novo de D.
melanogaster e apresentar perfil de expressdo contrario a todos os outros genes
do cromossomo Y. Um estudo recente (ZHANG et al., 2020) empregou
CRISPR/Cas9 e RNA de interferéncia para gerar mutantes de genes do
cromossomo Y e verificar quais deles sdo de fato essenciais para a fertilidade
masculina. Verificar o perfil de expressdao dos genes do cromossomo Y na
linhagem nocauteada para o FDY pode ajudar a esclarecer se ele ¢ responsavel

por modular a expressao de outros genes.
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