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RESUMO

A esterilidade em machos híbridos é uma das principais barreiras de isolamento
reprodutivo pós-zigóticas a surgir durante o processo de especiação. No entanto,
as bases genéticas da esterilidade híbrida ainda são pouco conhecidas. Neste
sentido, Odysseus (OdsH) foi o primeiro gene a ser caracterizado como gene de
especiação, devido ao seu papel na diminuição de aptidão em machos híbridos em
espécies irmãs do clado da Drosophila simulans, espécie de origem afrotropical
pertencente ao grupo melanogaster. O gene OdsH surgiu da duplicação do gene
unc-4 e possivelmente evoluiu a taxas mais aceleradas do que sua duplicata
nessas espécies por meio de seleção positiva. De origem Neotropical, o subgrupo
willistoni compreende seis espécies crípticas, as quais se apresentam em distintos
níveis taxonômicos e com diferentes graus de isolamento reprodutivo, fornecendo
excelentes organismos modelo para o estudo da especiação. Para verificar o
status de assinatura evolutiva de OdsH nessas espécies irmãs, foi feita a
caracterização genômica da região que compreende esses genes e análise de
pressão seletiva de ortólogos OdsH no subgrupo willistoni, além da busca por
elementos repetitivos. Os valores de dN/dS se mostraram bastante heterogêneos
entre as espécies, entretanto, não se encontrou sinal de seleção positiva. Foi
detectada a presença dos transposons Jockey e Mariner no primeiro íntron em
duas subespécies de D. paulistorum, e a ausência de elementos repetitivos nas
outras espécies. A análise de expressão transcricional e dos híbridos gerados
fornecerão mais insights sobre o papel de OdsH-transposon no processo de
especiação das subespécies de D. paulistorum.

Palavras-chave: assinatura evolutiva; Drosophila paulistorum; especiação; jockey;
mariner.
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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. INTRODUÇÃO

A especiação é um dos temas centrais da biologia evolutiva. Tal processo

tipicamente envolve o surgimento de barreiras pré e pós-zigóticas entre populações,

o que permite a manutenção da distinção genética e fenotípica dessas populações

em proximidade geográfica (SEEHAUSEN et al., 2014). Estudar as bases genéticas

subjacentes a essas barreiras reprodutivas, e o subsequente isolamento reprodutivo

das populações, é importante para termos um melhor entendimento do processo de

especiação e da diversidade biológica.

Nesse sentido, vários estudos têm identificado genes envolvidos na

manutenção do isolamento reprodutivo através da redução do valor adaptativo de

híbridos, os chamados “genes de especiação” (WU; TING, 2004). Este é o caso do

gene Odysseus (OdsH), responsável por causar esterilidade em machos híbridos de

Drosophila simulans quando feita a sua introgressão em D. mauritiana. O gene

OdsH originou-se por duplicação do gene unc-4 e evoluiu a taxas mais aceleradas

que sua duplicata no clado de D. melanogaster, apresentando notável divergência

em suas sequências, funções e expressão (TING et al., 1998).

Enquanto unc-4 possui expressão em células neurais do Sistema Nervoso

Central, OdsH é expresso em células reprodutivas masculinas (TING et al., 2004).

Através de estudos de expressão e knockout de gene, SUN et al. (2004)

demonstraram que a provável função de OdsH está relacionada a um modesto

aumento da fertilidade em machos jovens. Indícios de uma provável interação de

OdsH com elementos transponíveis (TEs) também foram reportados por FRANCHINI

et al. (2004) ao detectarem uma cópia do retroelemento blastopia inserida na região

do primeiro íntron. Esta sequência apresentou cerca de 3,2 mil pares de base (pb)

de comprimento, sendo uma cópia quase completa do retroelemento – neste caso, a

cópia canônica possui cerca de 3,8 mil pb (FROMMER et al., 1994).

Quanto à taxonomia, tanto D. simulans quanto D. mauritiana e D.

melanogaster pertencem ao grupo de espécies melanogaster, incluído no subgênero

Sophophora de Drosophila (BÄCHLI, 2022; SUVOROV et al., 2022). No entanto,

este grupo pertence à 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 distribuição

predominantemente neotropical (O'GRADY; KIDWELL, 2002; ZANINI et al., 2015a,

2015b), compreendendo seis espécies crípticas: Drosophila equinoxialis, D.
8



insularis, D. pavlovskiana, D. tropicalis, D. willistoni e D. paulistorum (BÄCHLI, 2022),

sendo esta última 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-zigótico completo até isolamento

pós-zigótico incompleto, com a formação de híbridos (DOBZHANSKY et al., 1969).

Há décadas, esse subgrupo se apresenta como organismo modelo promissor para

estudos que abordem processos evolutivos na região neotropical, principalmente

devido ao fato de ser constituído de espécies e subespécies crípticas e pela

sobreposição na sua distribuição geográfica. Apesar do conhecimento acerca das

interações e do papel do OdsH no isolamento reprodutivo em espécies do grupo

melanogaster, pouco se sabe a respeito da presença 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 região do gene

OdsH nos genomas sequenciados do subgrupo willistoni disponíveis nos bancos de

dados. Essa caracterização consistiu em identificar a presença de elementos de

transposição e testar a pressão seletiva atuante. Além disso, foi feita a identificação

a nível de subespécie para a linhagem 14030-0771.06 de D. paulistorum do

Bloomington Stock Center. Esses dados serão fundamentais para a continuidade do

estudo que pretende avaliar a expressão transcricional desse gene em híbridos do

complexo D. paulistorum, os quais já foram estabelecidos e vêm sendo mantidos em

laboratório.
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2. MÉTODOS

2.1. Busca in silico e anotação dos genes unc-4 e OdsH
As espécies do subgrupo willistoni com genoma sequenciado são: Drosophila

equinoxialis, D. insularis, D. paulistorum, D. tropicalis e D. willistoni (DROSOPHILA

12 GENOMES CONSORTIUM, 2007; KIM et al., 2021); as montagens estão

depositadas no GenBank (NCBI). Para a identificação de unc-4 e OdsH em espécies

do subgrupo willistoni nas quais os respectivos genes não estão anotados,

utilizou-se a ferramenta BLAST (NCBI) para identificar regiões de homologia, usando

como sonda sequências de mRNA de Drosophila melanogaster dos dois genes,

depositadas no GenBank (NCBI) (códigos 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 os genes anotados; nesse caso, as respectivas

sequências foram recuperadas do NCBI.

As sequências obtidas foram alinhadas no programa MAFFT 7 (KATOH;

STANDLEY, 2013) e editadas no programa AliView (LARSSON, 2014), obtendo-se

uma sequência consenso contendo ambos os genes (íntrons e éxons) e a região

intergênica. Para todas as espécies, a região que compreende o primeiro íntron foi

submetida à ferramenta CENSOR (KOHANY et al., 2006) para busca de elementos

repetitivos por homologia. As sequências classificadas como elementos

transponíveis foram submetidas à busca por domínios conservados na Conserved

Domain Database – CDD (NCBI). Devido ao fato de os éxons 1 e 4 possuírem

poucas regiões de homologia, somente os éxons 2 e 3 foram utilizados nas análises

posteriores. A região escolhida compreende o homeodomínio (165 pb), mais 12 pb a

montante e 99 pb a jusante.

2.2. Teste de variação de dN/dS entre linhagens e testes de seleção natural
O alinhamento das sequências de OdsH foi usado na reconstrução da

filogenia por Máxima Verossimilhança, realizada no programa MEGA X (KUMAR et

al. 2018). O melhor modelo de substituição nucleotídica 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 número de substituições não-sinônimas por sítios não-sinônimos (dN) e o

número de substituições sinônimas por sítios sinônimos (dS) foi estimado por

inferência Bayesiana em análises para-a-par no software PAML (YANG, 2004).

Após, foram realizados testes para identificar o tipo de pressão seletiva atuante

nos ramos da filogenia de OdsH das espécies estudadas. Para isso, dois modelos

de análise por verossimilhança foram aplicados às sequências de estudo e cada

modelo foi testado comparando o valor de log likelihood (2Δl) com uma distribuição

X2. Os testes foram realizados no programa CODEML do pacote PAML (YANG,

2004). Comparou-se o modelo one-ratio, que assume uma única razão ω para todos

os ramos da filogenia, com o modelo free-ratio, que assume uma razão ω diferente

para cada ramo da filogenia.

2.3. Identificação da linhagem 14030-0771.06, cruzamentos e a geração de
híbridos

As linhagens DP-Andina e 14030-0771.06, de D. paulistorum andeanbrazilian e

D. paulistorum ssp. respectivamente, foram utilizadas como modelo de análise para

geração de híbridos. Essas linhagens são mantidas em laboratório em câmara de

temperatura (21±1ºC) e umidade (60% rh) constante, com fotoperíodo 12h:12h. Os

adultos são repicados semanalmente para um frasco contendo meio de cultura

estéril para garantir o desenvolvimento de todos os estágios do ciclo de vida e

manutenção da população estoque. Essas duas linhagens são oriundas de

Florianópolis, Brasil, e do Bloomington Stock Center, respectivamente. Esta última

teve seu genoma sequenciado por KIM et al. (2021) e é a mesma linhagem de D.

paulistorum empregada aqui nas caracterização do gene OdsH e análises

posteriores.

Apesar de ter seu genoma sequenciado e ser comercializada pelo Drosophila

Stock Center, a linhagem 14030-0771.06 não tem sua caracterização a nível de

subespécie definida. Décadas de estudos acumulados em nosso grupo de pesquisa

possibilitaram encontrar marcadores moleculares adequados para a definição das

subespécies de D. paulistorum (ZANINI et al. 2018). Assim, buscas por BLASTn

foram realizadas para localizar sequências correspondentes a cinco genes nucleares

(Adh, Ddc, Hb, kl-3 e per) no genoma da subespécie 14030-0771.06, utilizando

sequências previamente caracterizadas para D. paulistorum depositadas no

GenBank (NCBI) (códigos de acesso: EU532122, MG010062, MG010076,

11



EU532110, U51080; respectivamente) como sondas. Foram incluídas também

sequências pertencentes às seis subespécies de D. paulistorum, sequenciadas por

ZANINI et al. (2018), D. equinoxialis (espécie-irmã do complexo D. paulistorum) e D.

willistoni (espécie-irmã às demais) como grupo externo.

Cada marcador teve suas sequências alinhadas utilizando o algoritmo ClustalW

no software MEGA X (KUMAR et al. 2018), sendo removidas regiões de alinhamento

espúrio no programa trimAl (CAPELLA-GUTIERREZ et al., 2009). O melhor modelo

de substituição nucleotídica 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 (KÜCK; MEUSEMANN,

2010). A posição filogenética da subespécie foi, então, inferida por inferência

bayesiana no programa MrBayes 3.2.7 (RONQUIST et al. 2012), com modelo de

árvore birth-death process, utilizando 1 milhão de gerações de MCMC iniciais, com

amostragem de árvores a cada 100 gerações e burn-in de 25%. A convergência da

análise foi dada como satisfatória quando o desvio-padrão médio das frequências

atingiu valor menor do que 0,01.

Os testes de cruzamentos entre as linhagens foram realizados com escolha

única, onde uma fêmea virgem é colocada em um frasco contendo meio de cultura

junto a apenas um macho da outra subespécie. Os cruzamentos foram observados

por três horas e, após esse período, as fêmeas que realizaram cópula foram

realocadas em novos frascos contendo o meio de cultura para realizarem a

oviposição. Estes frascos foram mantidos em laboratório, em câmara com as

mesmas condições de temperatura e umidade da linhagem estoque. Foram

realizados 20 testes de cruzamentos. Esses híbridos posteriormente serão avaliados

quanto a expressão transcricional relativa do gene OdsH por PCR quantitativo. Tanto

os primers para análise do gene OdsH [desenhados para esse trabalho com o

auxílio do programa Primer3 (https://primer3.ut.ee/)] quanto dos normalizadores

Rp49 (LALONDE et al. 2006), Alpha-tubulin e EF1 (PONTON et al. 2012) já foram

sintetizados.
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3. RESULTADOS

3.1. Ocorrência 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-íntron. A região intergênica 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. Representação do tamanho e localização 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 transcrição (5'-3').

Fonte: o autor.

3.2. Elementos transponíveis associados ao OdsH
A busca por elementos transponíveis (TEs) no primeiro íntron de OdsH resultou

na detecção dos elementos Mariner-29 e Jockey-2 em D. paulistorum

andeanbrazilian e D. paulistorum ssp., respectivamente (Tabela 1). As demais

espécies apresentaram poucas regiões homólogas à elementos repetitivos. Foi

detectado domínio conservado da transposase IS630 na cópia de Mariner-29; já a

cópia de Jockey-2 apresentou domínios da Exonuclease Endonuclease

Phosphatase (EEP) e da retrotransposase de elementos não LTR (RT_nonLTR).
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Tabela 1. Descrição dos resultados obtidos na caracterização do primeiro íntron do gene Odysseus
(OdsH).

Espécie
Íntron Transposon

Transposon Tamanho Início Fim Início Fim

D. paulistorum
andeanbrazilian

Mariner-29 22.423 16.278 17.916 1 1.611

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 seleção
As sequências de aminoácidos 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 sequências de D. melanogaster (Fig. 2). Os homólogos unc-4

apresentaram sequência idêntica para todas as seis espécies, indicando que todas

as substituições ao longo da região selecionada do gene foram sinônimas. Já os

homólogos de OdsH apresentaram 26 substituições ao longo dos 92 aminoácidos.

Quando comparadas somente as espécies do subgrupo willistoni ocorrem 13

substituições ao longo da sequência selecionada, sendo cinco substituições dentro

do homeodomínio.

Figura 2. Alinhamento das sequências de aminoácidos de OdsH e unc-4 preditas das cinco espécies
de Drosophila. A cabeça de seta indica a posição do íntron e a linha indica o homeodomínio.

Fonte: o autor.

As análises de dN/dS apresentaram ampla variação no valor de ω, variando de

0,001 entre D. equinoxialis e D. paulistorum a 1,027 entre D. equinoxialis e D.

willistoni (Tabela 2). Valores de ω>1 indicam a ocorrência de seleção positiva, onde

substituições não sinônimas teriam uma taxa de fixação maior do que as

substituições sinônimas; enquanto valores de ω<1 indicam seleção purificadora, o

que é observado para a maioria das comparações entre linhagens realizadas aqui –

com exceção de D. equinoxialis e D. willistoni.
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Tabela 2. Número de substituições não-sinônimas por sítio não-sinônimo (dN); número de
substituições sinônimas por sítio sinônimo (dS) e razão 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 distribuição gama, foi estimado como o

melhor modelo de substituição nucleotídica de acordo com o critério BIC. As

sequências 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-irmãs (Fig. 3). A topologia da árvore reconstruída

está de acordo com os dados mais recentes reportados na literatura (SUVOROV et

al., 2022).

Figura 3. Relações filogenéticas entre as sequências de OdsH encontradas em espécies do
subgrupo willistoni, inferidas por máxima verossimilhança. Os valores em cada nó representam o
suporte de ramo, baseados em 500 réplicas de bootstrap.
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Fonte: o autor.

O modelo one-ratio, que assume um parâmetro ω para a árvore, obteve valor

de log likelihood de (l0 = 715,32), enquanto o modelo free-ratio, que usou 10

parâmetros ω, obteve (l1 = 702,06). Portanto o valor de 2𝚫l = 26,52 foi comparado

com a distribuição 𝝌2 com nove graus de liberdade, dado pela diferença no número

de parâmetros ω entre os dois modelos. A diferença entre os dois modelos é

significativa (0,01 > P > 0,001), indicando que o modelo de razão ω variável é o que

melhor de aplica aos dados. O número de substituições sinônimas e não-sinônimas

e o valor da razão ω em cada ramo da árvore é mostrado na figura 4.

Figura 4. Filogenia utilizada para os testes de dN/dS. Os dois números mostrados acima de cada
ramo são, respectivamente, as substituições sinônimas e não-sinônimas estimadas para cada ramo.
Abaixo de cada ramo está o valor da razão ω para cada ramo.
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Fonte: o autor.

3.4. Testes de cruzamentos e identificação da linhagem 14030-0771.06
Sequências dos genes nucleares Adh, Ddc, Hb, kl-3 e per foram obtidas para

a linhagem 14030-0771.06 a partir de buscas por BLASTn no seu genoma. Essas

sequências foram utilizadas para comparação com sequências previamente

empregadas para diferenciação das 6 subespécies de D. paulistorum. A topologia

reconstruída pela inferência bayesiana (Fig. 5) recuperou a monofilia do complexo D.

paulistorum (PP = 1,0), com D. equinoxialis como espécie-irmã (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 único capaz de gerar híbridos.

Figura 5. Árvore de máxima credibilidade de clados, reconstruída por inferência bayesiana,
representando a posição filogenética da linhagem 14030-0771.06 dentro do complexo de subespécies
Drosophila paulistorum. Números próximos aos nós representam a sua probabilidade posterior (PP).

Fonte: o autor.
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4. DISCUSSÃO

Neste estudo, foi realizada a caracterização genômica da região que

compreende os genes unc-4 e Odysseus (OdsH) nas espécies do subgrupo willistoni

do gênero Drosophila. O gene OdsH é parálogo ao gene unc-4 e foi descrito ao

causar esterilidade em híbridos no grupo melanogaster. Assim, este trabalho fornece

as bases para o entendimento da função e da interação deste gene com o

isolamento reprodutivo no complexo de subespécies D. paulistorum, do subgrupo

willistoni.

Sobre a estrutura dos ortólogos de OdsH, é interessante notar que a

sequência de aminoácidos de seus éxons 1 e 4 apresenta muitos polimorfismos,

inclusive quando são comparadas espécies pertencentes ao mesmo subgrupo. Essa

questão 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 análise par-a-par, encontrados para as

espécies do subgrupo willistoni, são, em geral, muito baixos. Com exceção das

espécies D. willistoni e D. equinoxialis – que apresentaram valor de ω>1 – todos os

outros pares de espécies obtiveram valores de ω<1, sugerindo que OdsH está

sendo sujeito a seleção purificadora nesse clado. Também foram observados valores

de ω<1 nas análises por ramos. Embora o ramo do ancestral de D. willistoni +

equinoxialis + D. paulistorum e D. paulistorum + D. equinoxialis apresentaram

valores de ω>1, o número de substituições não-sinônimas 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 seleção purificadora nesses

dois clados.

A presença de elementos de transposição em regiões gênicas e intergênicas

já é bem documentada na literatura. No entanto, a presença do transposon mariner

e do retrotransposon Jockey no primeiro íntron de D. paulistorum se apresenta como

uma intrigante interação a ser elucidada. De fato, ANTONIOLLI et al. (2022,

submetido à publicação) observaram não apenas que a fração 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 é um dos que apresentam maior número de

cópias idênticas nestes genomas. Altas taxas de similaridade entre cópias de

transposons são indicativos de mobilização recente destas sequências (SCHÖN et

al., 2021). Além disso, a história evolutiva do Jockey é marcada pela alta frequência

de transferências horizontais em drosofilídeos (TAMBONES et al., 2019).

Os resultados aqui reportados são congruentes com os encontrados para o

elemento blastopia, também presente no primeiro íntron do gene OdsH, em D.

melanogaster, ao apresentar sequências com mais de 99% de similaridade

(FRANCHINI et al., 2004). Ainda, a ausência de elementos repetitivos no primeiro

íntron nas demais espécies do subgrupo willistoni é outro indicativo de que esta

região genômica foi alvo de mobilização recente de elementos transponíveis (TEs).

A ação, tanto de seleção positiva nessa região, quanto da atuação desses TEs na

regulação de OdsH, ainda será avaliada. O envolvimento de TEs na geração de

novidades evolutivas ou estabelecimento de novas redes regulatórias tem sido

relatado (DEPRÁ 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 produção de híbridos. Esse resultado

é congruente com os resultados reportados por EHRMAN (1960), a qual obteve

fêmeas 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 obtenção de híbridos que serão posteriormente

utilizados em análises transcricionais, tendo como alvo o OdsH.

Por fim, a formação de novas espécies ao longo da evolução certamente não

pode ser explicada somente pela ação de um gene isolado, uma vez que fatores

geográficos e ecológicos complexos possuem papel fundamental na maior parte dos

casos de especiação. Entretanto, pouco se sabe sobre as bases genéticas dos

processos de isolamento pré e pós-zigóticos atuantes em organismos em estágios

de especiação. Estudar clados de espécies em diferentes estágios de isolamento

reprodutivo – o caso do subgrupo willistoni – nos permitirá obter insights sobre os

processos que moldam a formação de novas espécies.
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