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RESUMO

A esterilidade em machos hibridos € uma das principais barreiras de isolamento
reprodutivo pos-zigoéticas a surgir durante o processo de especiacdo. No entanto,
as bases genéticas da esterilidade hibrida ainda sdo pouco conhecidas. Neste
sentido, Odysseus (OdsH) foi o primeiro gene a ser caracterizado como gene de
especiagao, devido ao seu papel na diminuicdo de aptiddo em machos hibridos em
espécies irmas do clado da Drosophila simulans, espécie de origem afrotropical
pertencente ao grupo melanogaster. O gene OdsH surgiu da duplicagdo do gene
unc-4 e possivelmente evoluiu a taxas mais aceleradas do que sua duplicata
nessas espécies por meio de selegao positiva. De origem Neotropical, o subgrupo
willistoni compreende seis espécies cripticas, as quais se apresentam em distintos
niveis taxonémicos e com diferentes graus de isolamento reprodutivo, fornecendo
excelentes organismos modelo para o estudo da especiagdo. Para verificar o
status de assinatura evolutiva de OdsH nessas espécies irmas, foi feita a
caracterizagdo gendmica da regido que compreende esses genes e analise de
pressdo seletiva de ortélogos OdsH no subgrupo willistoni, além da busca por
elementos repetitivos. Os valores de dN/dS se mostraram bastante heterogéneos
entre as espécies, entretanto, ndo se encontrou sinal de selegdo positiva. Foi
detectada a presencga dos transposons Jockey e Mariner no primeiro intron em
duas subespécies de D. paulistorum, e a auséncia de elementos repetitivos nas
outras espécies. A analise de expressao transcricional e dos hibridos gerados
fornecerao mais insights sobre o papel de OdsH-transposon no processo de
especiagao das subespécies de D. paulistorum.

Palavras-chave: assinatura evolutiva; Drosophila paulistorum; especiagao; jockey,
mariner.



ABSTRACT

Sterility in hybrid male is one of the main post-zygotic barriers to emerge during the
speciation process. However, the genetic basis of hybrid sterility is still poorly
understood. In this sense, Odysseus (OdsH) was the first gene to be characterized
as a speciation gene, due to its role in decreasing fitness in hybrid males from sibling
species of the Drosophila simulans clade, which belong to the afrotropical
melanogaster group. The OdsH gene arose from the duplication of the unc-4 gene
and is believed to have evolved at faster rates than its duplicate in these species,
through positive selection. The neotropical willistoni subgroup comprises six cryptic
species, which present distinct taxonomic levels and degrees of reproductive
isolation. Thus, these species are excellent model organisms to study speciation. To
verify the evolutionary signature status of OdsH in these sibling species, genomic
characterization and selective pressure analysis of OdsH orthologs in the willistoni
subgroup were performed, including the search of repetitive elements. The values of
dN/dS were very heterogeneous, however, there was no sign of positive selection.
The presence of Jockey and Mariner transposons was detected in the first intron in
two D. paulistorum subspecies, while repetitive sequences were absent in this region
in the other species. Further analyses of transcriptional expression and hybrids
produced in this study will give insights on the role of OdsH-transposon in the
process of speciation in D. paulistorum subspecies.

Keywords: Drosophila paulistorum; evolutionary signature; jockey; mariner;
speciation.
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1. INTRODUGAO

A especiagcdo € um dos temas centrais da biologia evolutiva. Tal processo
tipicamente envolve o surgimento de barreiras pré e pos-zigoticas entre populagdes,
0 que permite a manutencao da distingdo genética e fenotipica dessas populagdes
em proximidade geografica (SEEHAUSEN et al., 2014). Estudar as bases genéticas
subjacentes a essas barreiras reprodutivas, e o subsequente isolamento reprodutivo
das populagdes, é importante para termos um melhor entendimento do processo de
especiacao e da diversidade biolégica.

Nesse sentido, varios estudos tém identificado genes envolvidos na
manutencdo do isolamento reprodutivo através da redugdo do valor adaptativo de
hibridos, os chamados “genes de especiagao” (WU; TING, 2004). Este é o caso do
gene Odysseus (OdsH), responsavel por causar esterilidade em machos hibridos de
Drosophila simulans quando feita a sua introgressdo em D. mauritiana. O gene
OdsH originou-se por duplicacdo do gene unc-4 e evoluiu a taxas mais aceleradas
que sua duplicata no clado de D. melanogaster, apresentando notavel divergéncia
em suas sequéncias, funcdes e expressao (TING et al., 1998).

Enquanto unc-4 possui expressdo em células neurais do Sistema Nervoso
Central, OdsH é expresso em células reprodutivas masculinas (TING et al., 2004).
Através de estudos de expressdo e knockout de gene, SUN et al. (2004)
demonstraram que a provavel funcdo de OdsH esta relacionada a um modesto
aumento da fertilidade em machos jovens. Indicios de uma provavel interacdo de
OdsH com elementos transponiveis (TEs) também foram reportados por FRANCHINI
et al. (2004) ao detectarem uma copia do retroelemento blastopia inserida na regiao
do primeiro intron. Esta sequéncia apresentou cerca de 3,2 mil pares de base (pb)
de comprimento, sendo uma copia quase completa do retroelemento — neste caso, a
copia candnica possui cerca de 3,8 mil pb (FROMMER et al., 1994).

Quanto a taxonomia, tanto D. simulans quanto D. mauritiana e D.
melanogaster pertencem ao grupo de espécies melanogaster, incluido no subgénero
Sophophora de Drosophila (BACHLI, 2022; SUVOROV et al., 2022). No entanto,
este grupo pertence a linhagem de Sophophora do Velho Mundo (O'GRADY;
KIDWELL, 2002). O subgrupo willistoni - alvo desse estudo, por sua vez, pertence
ao clado neotropical de Sophophora e apresenta ampla distribuicdo
predominantemente neotropical (O'GRADY; KIDWELL, 2002; ZANINI et al., 2015a,
2015b), compreendendo seis espécies cripticas: Drosophila equinoxialis, D.
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insularis, D. paviovskiana, D. tropicalis, D. willistoni e D. paulistorum (BACHLI, 2022),
sendo esta ultima um complexo de seis subespécies (DOBZHANSKY; SPASSKY,
1959; ZANINI et al., 2018). Este complexo, por sua vez, inclui as subespécies D.
paulistorum amazonian, D. paulistorum andeanbrazilian, D. paulistorum
centroamerican, D. paulistorum interior, D. paulistorum orinocan e D. paulistorum
transitional.

As espécies do subgrupo possuem diferentes graus de isolamento
reprodutivo que variam de isolamento pré-zigotico completo até isolamento
pos-zigotico incompleto, com a formagéo de hibridos (DOBZHANSKY et al., 1969).
Ha décadas, esse subgrupo se apresenta como organismo modelo promissor para
estudos que abordem processos evolutivos na regidao neotropical, principalmente
devido ao fato de ser constituido de espécies e subespécies cripticas e pela
sobreposi¢cado na sua distribuicdo geografica. Apesar do conhecimento acerca das
interagbes e do papel do OdsH no isolamento reprodutivo em espécies do grupo
melanogaster, pouco se sabe a respeito da presenca tanto deste gene — e
elementos repetitivos a ele associados — quanto do seu efeito nas espécies do
subgrupo willistoni.

O objetivo principal deste trabalho foi, portanto, caracterizar a regido do gene
OdsH nos genomas sequenciados do subgrupo willistoni disponiveis nos bancos de
dados. Essa caracterizacdo consistiu em identificar a presenca de elementos de
transposicao e testar a pressao seletiva atuante. Além disso, foi feita a identificagao
a nivel de subespécie para a linhagem 14030-0771.06 de D. paulistorum do
Bloomington Stock Center. Esses dados serdao fundamentais para a continuidade do
estudo que pretende avaliar a expressao transcricional desse gene em hibridos do
complexo D. paulistorum, os quais ja foram estabelecidos e vém sendo mantidos em

laboratorio.



2. METODOS

2.1. Busca in silico e anotagao dos genes unc-4 e OdsH

As espécies do subgrupo willistoni com genoma sequenciado sdo: Drosophila
equinoxialis, D. insularis, D. paulistorum, D. tropicalis e D. willistoni (DROSOPHILA
12 GENOMES CONSORTIUM, 2007; KIM et al., 2021); as montagens estao
depositadas no GenBank (NCBI). Para a identificagdo de unc-4 e OdsH em espécies
do subgrupo willistoni nas quais o0s respectivos genes nao estdo anotados,
utilizou-se a ferramenta BLAST (NCBI) para identificar regides de homologia, usando
como sonda sequéncias de mRNA de Drosophila melanogaster dos dois genes,
depositadas no GenBank (NCBI) (codigos de acesso: NM_078665.3 e
NM_133014.3; para OdsH e unc-4, respectivamente). Foram selecionados os hits
com maior score e menor e-value. Entre as espécies do subgrupo willistoni, somente
D. willistoni possui ambos o0s genes anotados; nesse caso, as respectivas
sequéncias foram recuperadas do NCBI.

As sequéncias obtidas foram alinhadas no programa MAFFT 7 (KATOH;
STANDLEY, 2013) e editadas no programa AliView (LARSSON, 2014), obtendo-se
uma sequéncia consenso contendo ambos os genes (introns e éxons) e a regiao
intergénica. Para todas as espécies, a regiao que compreende o primeiro intron foi
submetida a ferramenta CENSOR (KOHANY et al., 2006) para busca de elementos
repetitivos por homologia. As sequéncias classificadas como elementos
transponiveis foram submetidas a busca por dominios conservados na Conserved
Domain Database — CDD (NCBI). Devido ao fato de os éxons 1 e 4 possuirem
poucas regides de homologia, somente os éxons 2 e 3 foram utilizados nas analises
posteriores. A regido escolhida compreende o homeodominio (165 pb), mais 12 pb a

montante e 99 pb a jusante.

2.2. Teste de variagao de dN/dS entre linhagens e testes de sele¢ao natural

O alinhamento das sequéncias de OdsH foi usado na reconstrucdo da
filogenia por Maxima Verossimilhanga, realizada no programa MEGA X (KUMAR et
al. 2018). O melhor modelo de substituicao nucleotidica foi escolhido no programa
ModelTest-NG (DARRIBA et al., 2020), implementado na plataforma PhyloSuite
1.1.2 (ZHANG et al., 2020), de acordo com o critério BIC. Para estimar os valores de

suporte de ramos, foram utilizadas 500 réplicas de bootstrap.
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O numero de substituicdes n&o-sinbnimas por sitios nao-sinénimos (dN) e o
namero de substituicdes sindnimas por sitios sindnimos (dS) foi estimado por
inferéncia Bayesiana em analises para-a-par no software PAML (YANG, 2004).

Apos, foram realizados testes para identificar o tipo de pressao seletiva atuante
nos ramos da filogenia de OdsH das espécies estudadas. Para isso, dois modelos
de analise por verossimilhanga foram aplicados as sequéncias de estudo e cada
modelo foi testado comparando o valor de log likelihood (2Al) com uma distribuigao
X2. Os testes foram realizados no programa CODEML do pacote PAML (YANG,
2004). Comparou-se o modelo one-ratio, que assume uma unica razao w para todos
os ramos da filogenia, com o modelo free-ratio, que assume uma razao w diferente

para cada ramo da filogenia.

2.3. Identificacao da linhagem 14030-0771.06, cruzamentos e a geracao de
hibridos

As linhagens DP-Andina e 14030-0771.06, de D. paulistorum andeanbrazilian e
D. paulistorum ssp. respectivamente, foram utilizadas como modelo de analise para
geragédo de hibridos. Essas linhagens sdo mantidas em laboratorio em camara de
temperatura (21+1°C) e umidade (60% rh) constante, com fotoperiodo 12h:12h. Os
adultos sao repicados semanalmente para um frasco contendo meio de cultura
estéril para garantir o desenvolvimento de todos os estagios do ciclo de vida e
manutencdo da populacdo estoque. Essas duas linhagens sao oriundas de
Floriandpolis, Brasil, e do Bloomington Stock Center, respectivamente. Esta ultima
teve seu genoma sequenciado por KIM et al. (2021) e € a mesma linhagem de D.
paulistorum empregada aqui nas caracterizagdo do gene OdsH e analises
posteriores.

Apesar de ter seu genoma sequenciado e ser comercializada pelo Drosophila
Stock Center, a linhagem 14030-0771.06 ndo tem sua caracterizacdo a nivel de
subespécie definida. Décadas de estudos acumulados em nosso grupo de pesquisa
possibilitaram encontrar marcadores moleculares adequados para a definicdo das
subespécies de D. paulistorum (ZANINI et al. 2018). Assim, buscas por BLASTn
foram realizadas para localizar sequéncias correspondentes a cinco genes nucleares
(Adh, Ddc, Hb, kI-3 e per) no genoma da subespécie 14030-0771.06, utilizando
sequéncias previamente caracterizadas para D. paulistorum depositadas no
GenBank (NCBI) (codigos de acesso: EU532122, MG010062, MGO010076,
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EU532110, U51080; respectivamente) como sondas. Foram incluidas também
sequéncias pertencentes as seis subespécies de D. paulistorum, sequenciadas por
ZANINI et al. (2018), D. equinoxialis (espécie-irma do complexo D. paulistorum) e D.
willistoni (espécie-irma as demais) como grupo externo.

Cada marcador teve suas sequéncias alinhadas utilizando o algoritmo ClustalW
no software MEGA X (KUMAR et al. 2018), sendo removidas regides de alinhamento
espurio no programa trimAl (CAPELLA-GUTIERREZ et al., 2009). O melhor modelo
de substituigdo nucleotidica foi escolhido separadamente para cada gene pelo
critério de AIC, no IQ-TREE 2 (MINH et al., 2020). A matriz final, concatenada e
particionada, foi montada utilizando o programa FASconCAT (KUCK; MEUSEMANN,
2010). A posicao filogenética da subespécie foi, entdo, inferida por inferéncia
bayesiana no programa MrBayes 3.2.7 (RONQUIST et al. 2012), com modelo de
arvore birth-death process, utilizando 1 milhdo de geragdes de MCMC iniciais, com
amostragem de arvores a cada 100 geragdes e burn-in de 25%. A convergéncia da
analise foi dada como satisfatéria quando o desvio-padrao médio das frequéncias
atingiu valor menor do que 0,01.

Os testes de cruzamentos entre as linhagens foram realizados com escolha
unica, onde uma fémea virgem é colocada em um frasco contendo meio de cultura
junto a apenas um macho da outra subespécie. Os cruzamentos foram observados
por trés horas e, apds esse periodo, as fémeas que realizaram copula foram
realocadas em novos frascos contendo o meio de cultura para realizarem a
oviposigado. Estes frascos foram mantidos em laboratério, em camara com as
mesmas condicbes de temperatura e umidade da linhagem estoque. Foram
realizados 20 testes de cruzamentos. Esses hibridos posteriormente serdo avaliados
quanto a expressao transcricional relativa do gene OdsH por PCR quantitativo. Tanto
os primers para analise do gene OdsH [desenhados para esse trabalho com o
auxilio do programa Primer3 (https://primer3.ut.ee/)] quanto dos normalizadores
Rp49 (LALONDE et al. 2006), Alpha-tubulin e EF1 (PONTON et al. 2012) ja foram

sintetizados.
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3. RESULTADOS

3.1. Ocorréncia de unc-4 e OdsH no subgrupo willistoni

Em todas as espécies, unc-4 e OdsH se encontram em tandem e preservam a
mesma estrutura éxon-intron. A regido intergénica variou de 12.302 pares de base
(pb) para D. melanogaster e 20.645 pb para D. equinoxialis. O tamanho de unc-4
variou de 7.571 pb em D. tropicalis a 10.140 pb em D. melanogaster, enquanto
OdsH variou de 22.487 pb em D. tropicalis a 29.728 em D. willistoni (Fig. 1).

Figura 1. Representacdo do tamanho e localizagdo de unc-4 (azul) e OdsH (laranja). O comprimento
das barras corresponde ao tamanho dos genes, em pares de base. A seta na parte inferior indica o

sentido de transcricao (5'-3").

[=]
=
=2
=]
[=]
=

20.000 30.000 40.000 50.000 60.000 pb

D. mefanogaster | |
0. pavtistorur: | |
0. equinoxialis | |
o. witistori | |
D. tropicalis | |
0. insuiaris | |
5’ mUnc-4 mOdsH ' 3’

Fonte: o autor.

3.2. Elementos transponiveis associados ao OdsH

A busca por elementos transponiveis (TEs) no primeiro intron de OdsH resultou
na detecgéo dos elementos Mariner-29 e Jockey-2 em D. paulistorum
andeanbrazilian e D. paulistorum ssp., respectivamente (Tabela 1). As demais
espécies apresentaram poucas regides homologas a elementos repetitivos. Foi
detectado dominio conservado da transposase 1S630 na cépia de Mariner-29; ja a
copia de Jockey-2 apresentou dominios da Exonuclease Endonuclease
Phosphatase (EEP) e da retrotransposase de elementos ndo LTR (RT_nonLTR).
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Tabela 1. Descri¢gdo dos resultados obtidos na caracterizagdo do primeiro intron do gene Odysseus
(OdsH).

intron Transposon

Espécie — - — -
Transposon Tamanho Inicio Fim Inicio Fim

D. paulistorum Mariner-29 22.423 16.278 17.916 1 1.611
andeanbrazilian

D. paulistorum ssp. Jockey-2 25.552 12.181 16.747 1 4.551

Valores apresentados em pares de base (pb).

3.3. Testes de selegao

As sequéncias de aminoacidos de unc-4 e OdsH de parte dos éxons 2 e 3
preditas para as cinco espécies estudadas do subgrupo willistoni foram alinhadas
com as respectivas sequéncias de D. melanogaster (Fig. 2). Os homologos unc-4
apresentaram sequéncia idéntica para todas as seis espécies, indicando que todas
as substituicbes ao longo da regiao selecionada do gene foram sinbénimas. Ja os
homologos de OdsH apresentaram 26 substituicdes ao longo dos 92 aminoacidos.
Quando comparadas somente as espécies do subgrupo willistoni ocorrem 13
substituicdes ao longo da sequéncia selecionada, sendo cinco substituigdes dentro

do homeodominio.

Figura 2. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de OdsH e unc-4 preditas das cinco espécies
de Drosophila. A cabeca de seta indica a posi¢ao do intron e a linha indica o homeodominio.

exon 2 v exon 3
0dsH_mel RRGR TNFNSWQLRELERVFQGSHYPDIFMREALATKLDLMEGRIAVWFQNRRAKWRKQE HTKKGPGRPAHNAHPQSCSGDPIPLSELRAREL
OdsH_pau . ma—— EQL S HHL cove o sromsorsi YR B o oo sim e s R LSS o PN A .S | [N 0 (R
0dsH_equ Gl e A EQL LS H e s s ik VR saBie S s siis bim 5isieend | R R 0 I [IBRANR, . VIR [ o [N
OdsH_wil 5 XCin emrmiaand EOL- 1S HH cmsn i o MRL il anamrrmas sy K v oo (0131 1 RN, RN [ 0 (0 1 1
OdsH_trp S CBR—— EQL.I'S-HHN. ... .M. .. - T | I ——————— Ko woepmmmmsmsisms OVRT.... B 5 PV Q- .. B
OdsH_ins 2l it i EQ:-US . BH: oo ) MBS sRe i st oos Sl ol Ko roon B sl 0 2 5t AL ek 00088
unc4d_mel Gl T e e e S B e R T R MR ol S Veae samern o Vil o msnorrayammrael 0 e EaaPNL: KRR

Fonte: o autor.

As analises de dN/dS apresentaram ampla variagao no valor de w, variando de
0,001 entre D. equinoxialis e D. paulistorum a 1,027 entre D. equinoxialis e D.
willistoni (Tabela 2). Valores de w>1 indicam a ocorréncia de seleg¢ao positiva, onde
substituicbes nao sinbnimas teriam uma taxa de fixagdo maior do que as
substituicbes sindnimas; enquanto valores de w<1 indicam seleg¢ao purificadora, o
que é observado para a maioria das comparagdes entre linhagens realizadas aqui —

com excegao de D. equinoxialis e D. willistoni.
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Tabela 2. Numero de substituicbes nao-sindbnimas por sitio nao-sinébnimo (dN); numero de
substituicbes sindnimas por sitio sinébnimo (dS) e razao dN/dS em OdsH para espécies do subgrupo
willistoni.

Par de espécies dN ds dN/dS
equ-pau 0.0001 0.0653 0.0010
equ-trp 0.0518 0.0826 0.6274
equ-ins 0.0198 0.2305 0.0858
equ-wil 0.0200 0.0194 1.0272
pau-trp 0.0518 0.1498 0.3462
pau-ins 0.0198 0.3122 0.0633
pau-wil 0.0210 0.0766 0.2735

wil-trp 0.0478 0.1225 0.3903
wil-ins 0.0197 0.2628 0.0749
ins-trp 0.0409 0.3517 0.1164

O modelo K2P, com 4 categorias e distribuicdo gama, foi estimado como o
melhor modelo de substituicdo nucleotidica de acordo com o critério BIC. As
sequéncias de OdsH formaram um agrupamento com D. melanogaster como grupo
externo. Drosophila insularis foi a primeira espécie a divergir no subgrupo willistoni,
seguida de D. tropicalis e D. willistoni. Drosophila equinoxialis e D. paulistorum
apresentaram-se como espécies-irmas (Fig. 3). A topologia da arvore reconstruida
estd de acordo com os dados mais recentes reportados na literatura (SUVOROV et
al., 2022).

Figura 3. Relagbes filogenéticas entre as sequéncias de OdsH encontradas em espécies do
subgrupo willistoni, inferidas por maxima verossimilhanga. Os valores em cada nd representam o
suporte de ramo, baseados em 500 réplicas de bootstrap.
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0. paulistorum
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0. equinoxialis
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D. willistoni

33

D. tropicalis

D. insularis

0. melanogaster

Fonte: o autor.

O modelo one-ratio, que assume um parametro w para a arvore, obteve valor
de log likelihood de (lo = 715,32), enquanto o modelo free-ratio, que usou 10
parametros w, obteve (I1 = 702,06). Portanto o valor de 2Al = 26,52 foi comparado
com a distribuigdo y2 com nove graus de liberdade, dado pela diferenga no numero
de parametros w entre os dois modelos. A diferenca entre os dois modelos é
significativa (0,01 > P > 0,001), indicando que o modelo de razao w variavel é o que
melhor de aplica aos dados. O numero de substituicdes sinbnimas e n&o-sinbnimas

e o valor da razdo w em cada ramo da arvore € mostrado na figura 4.

Figura 4. Filogenia utilizada para os testes de dN/dS. Os dois numeros mostrados acima de cada
ramo sao, respectivamente, as substituicdes sinbnimas e nao-sindnimas estimadas para cada ramo.

Abaixo de cada ramo esta o valor da razao w para cada ramo.

g%‘;f D. paulistorum
2.0/0.0 '
999.0
0.0/0.0 T
1.0/0.0 000 D. equinoxialis
999.0
DL AT D. wilistoni
0.0329 0.7299
7.2/5.4
0.0/27.5 D. tropicalis
0.0001 0.5085
0.0/0.0 . "
D. insularis
0.0001
20.0/168.0 D. melanogaster
0.0456
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Fonte: o autor.

3.4. Testes de cruzamentos e identificacdo da linhagem 14030-0771.06

Sequéncias dos genes nucleares Adh, Ddc, Hb, kI-3 e per foram obtidas para
a linhagem 14030-0771.06 a partir de buscas por BLASTn no seu genoma. Essas
sequéncias foram utilizadas para comparagdo com sequéncias previamente
empregadas para diferenciagdo das 6 subespécies de D. paulistorum. A topologia
reconstruida pela inferéncia bayesiana (Fig. 5) recuperou a monofilia do complexo D.
paulistorum (PP = 1,0), com D. equinoxialis como espécie-irma (PP = 1,0) e D.
willistoni como grupo externo (PP = 1,0). A linhagem 14030-0771.06 agrupou com a
subespécie D. paulistorum amazonian (PP = 0,76). O cruzamento DP-Andino x
14030-0771.06 foi unico capaz de gerar hibridos.

Figura 5. Arvore de maxima credibilidade de clados, reconstruida por inferéncia bayesiana,
representando a posicao filogenética da linhagem 14030-0771.06 dentro do complexo de subespécies

Drosophila paulistorum. Numeros proximos aos nos representam a sua probabilidade posterior (PP).
14030_0771_06

0,76

Dpaulistorum_amazonian

Dpaulistorum_andeanbrazilian

Dpaulistorum_orinocan

Dpaulistorum_interior

Dpaulistorum_centroamerican

Dpaulistorum_transitional

Dequinoxialis

Dwillistoni

0.004

Fonte: o autor.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo, foi realizada a caracterizagcdo gendmica da regido que
compreende os genes unc-4 e Odysseus (OdsH) nas espécies do subgrupo willistoni
do género Drosophila. O gene OdsH é paralogo ao gene unc-4 e foi descrito ao
causar esterilidade em hibridos no grupo melanogaster. Assim, este trabalho fornece
as bases para o entendimento da funcdo e da interagdo deste gene com o
isolamento reprodutivo no complexo de subespécies D. paulistorum, do subgrupo
willistoni.

Sobre a estrutura dos ortélogos de OdsH, € interessante notar que a
sequéncia de aminoacidos de seus éxons 1 e 4 apresenta muitos polimorfismos,
inclusive quando sdo comparadas espécies pertencentes ao mesmo subgrupo. Essa
questao é frequentemente subestimada em estudos que tratam do OdsH, contudo
analisar especificamente esses dois éxons é essencial para termos um melhor
entendimento da estrutura desse gene.

Os valores de dN/dS obtidos por analise par-a-par, encontrados para as
espécies do subgrupo willistoni, sdo, em geral, muito baixos. Com exceg¢ao das
especies D. willistoni e D. equinoxialis — que apresentaram valor de w>1 — todos os
outros pares de espécies obtiveram valores de w<1, sugerindo que OdsH esta
sendo sujeito a selegao purificadora nesse clado. Também foram observados valores
de w<1 nas analises por ramos. Embora o ramo do ancestral de D. willistoni +
equinoxialis + D. paulistorum e D. paulistorum + D. equinoxialis apresentaram
valores de w>1, o numero de substituicbes nao-sinbnimas nesses ramos foram
muito baixos (1,0 e 2,0, respectivamente), sendo pouco informativo. Baixos valores
de dN/dS para OdsH também foram observados por WEN et al. (2006) nos clados
das espécies D. lini e D. kikkawai — espécies do grupo melanogaster de Drosophila —
sugerindo que OdsH também foi submetido a uma forte selegao purificadora nesses
dois clados.

A presenca de elementos de transposigdo em regides génicas e intergénicas
ja € bem documentada na literatura. No entanto, a presenca do transposon mariner
e do retrotransposon Jockey no primeiro intron de D. paulistorum se apresenta como
uma intrigante interacdo a ser elucidada. De fato, ANTONIOLLI et al. (2022,
submetido a publicagdo) observaram nado apenas que a fracdo de elementos
repetitivos no genoma dessa espécie é bastante elevada (cerca de 41% e 39% em
D. paulistorum andeanbrazilian e D. paulistorum ssp., respectivamente), mas
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também que o retrotransposon Jockey € um dos que apresentam maior numero de
copias idénticas nestes genomas. Altas taxas de similaridade entre coépias de
transposons sdo indicativos de mobilizagdo recente destas sequéncias (SCHON et
al., 2021). Além disso, a historia evolutiva do Jockey é marcada pela alta frequéncia
de transferéncias horizontais em drosofilideos (TAMBONES et al., 2019).

Os resultados aqui reportados sdo congruentes com os encontrados para o
elemento blastopia, também presente no primeiro intron do gene OdsH, em D.
melanogaster, ao apresentar sequéncias com mais de 99% de similaridade
(FRANCHINI et al., 2004). Ainda, a auséncia de elementos repetitivos no primeiro
intron nas demais espécies do subgrupo willistoni € outro indicativo de que esta
regido gendmica foi alvo de mobilizagao recente de elementos transponiveis (TEs).
A acéo, tanto de selecao positiva nessa regido, quanto da atuacédo desses TEs na
regulacdo de OdsH, ainda sera avaliada. O envolvimento de TEs na geragédo de
novidades evolutivas ou estabelecimento de novas redes regulatorias tem sido
relatado (DEPRA et al., 2009; CHUONG et al., 2017; LORETO et al., 2018).

Os cruzamentos realizados com as subespécies D. paulistorum amazonian e
D. paulistorum andeanbrazilian resultaram na producao de hibridos. Esse resultado
€ congruente com os resultados reportados por EHRMAN (1960), a qual obteve
fémeas férteis e machos estéreis no cruzamento entre essas duas subespécies. O
presente estudo, portanto, revalida os experimentos de EHRMAN (1960) e
estabelece os protocolos para obtencdo de hibridos que serdo posteriormente
utilizados em analises transcricionais, tendo como alvo o OdsH.

Por fim, a formagao de novas espécies ao longo da evolugéo certamente nao
pode ser explicada somente pela acdo de um gene isolado, uma vez que fatores
geograficos e ecologicos complexos possuem papel fundamental na maior parte dos
casos de especiagdo. Entretanto, pouco se sabe sobre as bases genéticas dos
processos de isolamento pré e pos-zigoéticos atuantes em organismos em estagios
de especiacao. Estudar clados de espécies em diferentes estagios de isolamento
reprodutivo — o caso do subgrupo willistoni — nos permitira obter insights sobre os

processos que moldam a formagao de novas espécies.
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