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RESUMO

Hibridizacdo interespecifica ¢ uma condicdo de estresse que pode levar a esterilidade ou a
inviabilidade devido a desregulacdo de genes e elementos de transposi¢do (TEs),
particularmente em espécies do género Drosophila com grande tempo de divergéncia.
Contudo, a extensdo dessas anormalidades em hibridos de espécies com tempo de divergéncia
recente ainda ndo é bem compreendida. Drosophila mojavensis e D. arizonae sdo um bom
sistema biologico para investigar essa questdo uma vez que a divergéncia entre elas foi
relativamente recente (~1,5 milhdes de anos atrds), apresentam diferentes graus de isolamento
reprodutivo, e sdo capazes de produzir hibridos em laboratério. A fim de verificar a
ocorréncia € o grau da incompatibilidade hibrida, neste estudo, foram realizadas andlises
fenotipicas para estimar parametros da histéria de vida de descendentes de cruzamentos intra
e interespecificos, bem como andlises de expressdo diferencial de genes e TEs que possam
estar envolvidos no isolamento reprodutivo, por meio de andlises de RNA-Seq, de parentais e
hibridos. Todos os hibridos apresentaram menor viabilidade em comparacdo aos descendentes
de cruzamentos intraespecificos, como também todos os hibridos machos dos cruzamentos
entre fémeas D. mojavensis vs machos D. arizonae apresentaram espermatozoides maoveis,
enquanto que nos cruzamentos reciprocos, 75% dos hibridos apresentaram espermatozoides
imoveis. As andlises fenotipicas mostraram auséncia de disgenesia gonadal em machos e
fémeas, bem como fertilidade em 100% das fémeas hibridas. Contudo, apenas 50% dos
hibridos com motilidade espermdtica foram férteis. As andlises do transcriptoma
evidenciaram expressdo conservativa para a maioria dos genes e familias de TEs em ovarios
de hibridos em relagdo as espécies parentais. Em testiculos, por outro lado, menor nimero de
genes e TEs tiveram expressao conservada, sendo observada uma tendéncia a superexpressao
de TEs e subexpressdo de genes. Além disso, foi verificado que hibridos sem motilidade
espermadtica, provenientes de cruzamentos entre fémeas D. arizonae vs machos D. mojavensis
apresentaram maior nimero de genes desregulados que aqueles com espermatozdides moveis,
€ que a maioria desses genes estavam subexpressos e apresentaram fungdes relacionadas a
espermatogénese, de acordo com andlises de ontologia. O sistema de regulagdo pos-
transcricional parece falhar no controle da expressdo de TEs superexpressos em ovarios e
testiculos, mesmo quando piRNAs estdo presentes na linhagem materna. Isso evidencia que

outros mecanismos podem estar relacionados a desregulacio dos TEs nos tecidos



reprodutivos de hibridos entre D. arizonae € D. mojavensis. Dentre esses mecanismos pode-se
sugerir a desregulacdo de alguns genes envolvidos na via de piRNAs, e de modificao de
cromatina, como observado em testiculos. Contudo, o mesmo nao pode ser sugerido para
ovarios, uma vez que nessa gonada a expressdo desses genes nao estava desregulada. Em
sintese, este estudo mostra que testiculos de hibridos entre D. arizonae e D. mojavensis
apresentam maior expressao diferencial de genes e de TEs em relacdo aos parentais do que em
ovarios e que, embora piRNAs estejam presentes para muitos dos TEs desregulados, eles ndo
sdo capazes de controlar sua expressao, o que pode estar ligado ao fenétipo de esterilidade

demostrado pelos parametros de histdria de vida analisados nestes hibridos.

Palavras—chave: Hibridos, Isolamento pds-zigético, Fenotipo, Expressao Diferencial, Grupo
repleta



ABSTRACT

Interspecific hybridization is a stress condition that can lead to sterility and/or inviability, by
misregulation of genes and transposable elements (TEs) in Drosophila species with high
divergence time. However, the extent of these anomalies in hybrids of recently diverged
species is not clear. Drosophila mojavensis and D. arizonae are a useful biological system for
such investigation, once they diverged recently (~1.5 m.y.a), have variable degrees of
reproductive isolation and can produce hybrids in laboratory. In order to verify the occurrence
and degree of hybrid incompatibility, in this study, the life history parameters of offspring of
intra and interspecific crosses were estimated, as well as the differential expression of genes
and TEs that may be involved in reproductive isolation, through RNA-Seq analyses of
parental and hybrids. All hybrids had a decrease in viability compared to intraspecific
offspring as well as all hybrid males from crosses between D. mojavensis females and D.
arizonae males presented motile sperm, while in the reciprocal crosses 75% of the hybrids
had immotile sperm. Phenotypic analyses showed no gonad dysgenesis and fertility in 100%
of hybrid females, however, only 50% of males with mobile sperm were fertile. The analyses
of the transcriptome showed that most of the genes and TE families had conservative
expression related to the parental lines in hybrid ovaries. In testes, on the other hand, a less
conservative gene and TE expression was found, since a bias for TE overexpression and gene
underexpression was observed. Moreover, it was verified that hybrids presenting immotile
sperm, from crosses between D. arizonae females and D. mojavensis males, have more
misexpressed genes than those with motile sperm, and most of the deregulated genes were
underexpressed, having spermatogenesis-related functions, according to GO enrichment. The
post-transcriptional regulation system seems to fail to control the expression of overexpressed
TEs in ovaries and testes, even when piRNAs are present in the maternal lines and hybrids,
which suggests that other factors could be underlying TE up- regulation in reproductive
tissues of hybrids between D. arizonae and D mojavensis. Among these mechanisms,
divergent expression of genes involved in the piRNA pathway, as well as, chromatin
modification genes, in the hybrid testes, should be highlighted. However, the same cannot be

suggested for ovaries, since in this gonad the expression of these genes was not



deregulated. In summary, this study shows that testes of hybrids between D. arizonae and D.
mojavensis have greater differential expression of genes and TEs in relation to parental
species than in ovaries. In addition, it shows that although piRNAs are present for many of the
unregulated TEs, they are not able to control their expression, which may be linked to the

sterility phenotype shown by the life history parameters estimated in these hybrids.

Keywords: Hybrids, Postzygotic isolation, Phenotype, Differential expression, repleta group



RESUME

L'hybridation interspécifique est une condition de stress qui peut conduire a des hybrides
stériles ou non viables, en raison de la dérégulation des genes et des éléments transposables
(ET), en particulier chez les hybrides entre especes du genre Drosophila ayant un long temps
de divergence. Cependant, I’ampleur de ces anomalies chez les hybrides d'especes ayant un
temps de divergence récent n'est pas encore bien comprise. Drosophila mojavensis et D.
arizonae constituent un bon systeme biologique pour étudier cette question car le temps de
divergence est relativement récent (~1,5 m. a.). En plus, ces especes présentent différents
degrés d'isolement reproducteur et sont capables de produire des hybrides en laboratoire. Afin
de vérifier 'occurrence et le degré d'incompatibilité des hybrides, nous avons mesuré les traits
d’histoire de vie des descendants de croisements intra et interspécifiques, ainsi que
I'expression différentielle des genes et des ET qui peuvent étre impliqués dans l'isolement
reproducteur. Les analyses phénotypiques ont montré que tous les hybrides présentaient une
viabilité inférieure aux descendants des croisements intraspécifiques. Les analyses de la
motilité des spermatique ont montré que tous les hybrides males issus de croisement entre
femelle D. mojavensis et male D. arizonae croisés avaient des spermatozoides mobiles, alors
que dans le croisement réciproque, 75% des hybrides avaient des spermatozoides immobiles.
Les analyses de fertilit¢ des hybrides n'ont montré aucune dysgénésie gonadique chez les
males et les femelles et une fertilit¢ de 100% chez les hybrides femelles. Cependant,
seulement 50% des hybrides males ayant la motilité des spermatozoides étaient fertiles. Les
analyses RNASeq ont montré que la plupart des genes et des familles d'ET présentaient une
expression conservée par rapport aux especes parentales dans les ovaires des hybrides. Dans
les testicules, en revanche, moins de genes et de ET ont une expression de type conservé et on
observe une tendance a la surexpression des ET et a la sous- expression des genes. En outre, il
a été observé que les hybrides sans motilité des spermatozoides (issus de croisements entre les
femelles D. arizonae et les males D. mojavensis) présentaient un nombre plus élevé de genes
dérégulés que ceux avec des spermatozoides mobiles, et que la majorité de ces genes étaient
sous-exprimés et présentaient des fonctions liées a la spermatogenese. Le systeme de
régulation post-transcriptionnel semble ne pas étre efficace dans le contrdle de 1'expression
des ET qui sont surexprimées dans les ovaires et les testicules, méme quand des piRNA sont
présents dans la lignée maternelle. Cela montre que d'autres mécanismes peuvent étre liés a la

dérégulation des ET dans les tissus reproducteurs des hybrides entre D. arizonae et D.



mojavensis. Parmi ces mécanismes, on peut suggérer la dérégulation de certains genes
impliqués dans la voie des RNAI, et la modification de la chromatine, telle qu'observée dans
les testicules. Cependant, on ne peut pas en dire autant des ovaires, car dans ce tissu,
l'expression de ces genes n'a pas ét€é dérégulée. En résumé, cette étude montre que les
testicules des hybrides entre D. arizonae et D. mojavensis présentent une expression
différentielle des genes et des ET plus importante par rapport a celle des parents que les
ovaires et que, bien que des piARN soient présents pour un grand nombre des ET dérégulés,
ils ne semblent pas étre capables de contrdler leur expression. Ceci qui peut €tre associé au

phénotype de stérilité observé pour les traits d'histoire de vie analysés chez les hybrides.

Mots-clés: Hybrides, Isolement postzygotique, Phénotype, Expression différentielle, groupe

repleta
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1 INTRODUCAO GERAL

Como novas espécies surgem e quais sao os fatores genéticos envolvidos com o processo
de especiagdo sao duas das grandes questdes em Biologia Evolutiva que, até os dias atuais, nao
sao completamente esclarecidas. O conceito bioldgico define espécie como grupos de
populacdes naturais intercruzantes que siao reprodutivamente isoladas de outros grupos
semelhantes (MAYR, 1942; 1963). Sendo assim, especiacdo pode ocorrer quando o fluxo de
informacdo genética entre populagdes € inibido pela formagdo de barreiras que levam ao
isolamento reprodutivo (DOBZHANSKY, 1937; 1940). Dessa forma, a magnitude e a taxa com
que as barreiras de isolamento reprodutivo evoluem, em diferentes grupos de espécies, pode ser

um fator chave na origem de novas espécies (TURISSINI et al., 2018).

1.1 Mecanismos de incompatibilidade hibrida

Sabe-se, atualmente, que o processo de hibridizacdo interespecifica, que ja foi
considerado um evento raro, é relativamente comum na natureza, ocorrendo em cerca de 25%
das espécies vegetais e em 10% das animais (MALLET, 2005) e que, em espécies incipientes, as
barreiras que levam a restri¢do ao fluxo génico podem ser incompletas, levando a producado de
descendentes hibridos. De modo geral, os mecanismos de isolamento reprodutivo podem ser
classificados em diferentes tipos, dependendo do momento em que ocorrem durante o ciclo
reprodutivo, podendo ser pré-zigético, pré-zigético pds-copula, ou pds-zigético. O isolamento
pré-zigético resulta no impedimento de cruzamentos interespecificos, e pode ocorrer em
decorréncia de especificidade de nicho, de preferéncias de habitats e no periodo reprodutivo,
como também devido a fatores comportamentais (padrdes de corte e preferéncia de
acasalamento) e mecanicos (morfologia das genitdlias externas) (TURISSINI ez al., 2018). Os
mecanismos de isolamento pré-zigdtico pos-copula, por sua vez, sdo aqueles que envolvem
incompatibilidades entre os gametas, ou mesmo, entre proteinas do trato reprodutivo feminino e

fluido seminal masculino (MARKOW; HOCUTT, 1998; KNOWLES; MARKOW, 2001;
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COYNE; ORR, 2004; REED; MARKOW, 2008; TURISSINI et al., 2018). Por outro lado,
mecanismos de isolamento pds-zigéticos, incluem incompatibilidades que levam a redugdo do
valor adaptativo de hibridos interespecificos em relacdo as espécies puras, podendo ocasionar
anormalidades no desenvolvimento (inviabilidade) e na reproducgio (esterilidade) dos hibridos F,
ou F,, e mesmo no comportamento, como o padrdo de corte dos hibridos (ORR; PRESGRAVES,
2000; PRESGRAVES, 2010; MCBRIDE; SINGER, 2010; TURISSINI et al., 2018).

Embora os mecanismos de isolamento pds-zigético sejam extensivamente estudados,
principalmente em espécies de Drosophila, ainda ndo se tem amplo conhecimento dos fatores
genéticos que influenciam a fertilidade e/ou viabilidade hibrida. Coyne et al. (1997) mostraram,
pela andlise de dados de 171 cruzamentos interespecificos em Drosophila, que os mecanismos
de isolamento pds-zigbtico evoluem primeiramente em machos que em fémeas, e que o grau da
inviabilidade ou esterilidade estd diretamente relacionado a distancia genética entre as espécies.
Além disso, ao analisarem o tempo de divergéncia das espécies, os autores constataram que
hibridizacOes entre espécies com tempo de divergéncia recente produziam principalmente
hibridos machos invidveis ou estéreis, a0 passo que apenas intercruzamentos entre espécies com
maior tempo de divergéncia produziam fémeas inviaveis. Estes resultados corroboram a regra de
Haldane (1922), que postula que em eventos de hibridizacdo, quando ha esterilidade hibrida, essa
afetard primeiramente o sexo heterogamético.

Com o avanco das técnicas de Biologia Molecular e sequenciamento gendmico, diversos
estudos tém buscado compreender as bases genéticas da especiacdo. Esses estudos tém mostrado
que mudancas na expressdo génica sdo importantes fontes de variacdo em caracteristicas
morfoldgicas adaptativas (MCGIRR; MARTIN, 2019), e, em especial para o processo de
especiacdo. A incompatibilidade decorrente da divergéncia genética entre os parentais pode
causar desregulacdo de genes especificos em hibridos, os quais podem ser expressos em nivel
superior ou inferior ao das espécies parentais, resultando na redug¢do do valor adaptativo do

hibrido, aumentando, portanto, as barreiras de isolamento pds-zigético.
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Diversos autores vém pesquisando genes candidatos a especiagdo, principalmente

utilizando como modelo espécies de Drosophila (WU et al., 1996; TING et al., 1998;

MICHALAK;NOOR, 2003; MICHALAK; NOOR, 2004; HAERTY; SINGH 2006; MA;

MICHALAK, 2011; GOMES; CIVETTA, 2014). Dentre os genes identificados que apresentam

associacdo direta com o fen6tipo de incompatibilidade hibrida destacam-se os genes listados na

Tabela 1.

Tabela 1. Genes associados diretamente com incompatibilidade e/ou esterilidade em

Drosophila.
Gene Fenotipo de incompatibilidade e/ou esterilidade Referéncias
Odysseus (Odsh) Hibridos de D. mauritiana-D. simulans TING et al. 1998

Acylphosphatase (Acyp)

Jyalpha

Zygote hybrid rescue (Zhr)
Nucleoporin 153kD (Nupl53) e
Nucleoporin 96kD (Nup96)

Hybrid male rescue (Hmr) e

Lethal male rescue (Lmr)

Gfzf
Overdrive (Ovd)
gonadal (gdl)

don juan (dj)

always early (aly)

cannonball (can)
meiosis I arrest (mia)
Spermatocyte arrest (sa)
twine (twe)

cookie monster (comr)
JjanusB (janB)

gonadal (gdl)

don juan (dj)

Hibridos de D. mauritiana- D. simulans e hibridos
de D. p. pseudoobscura-D. persimilis
Hibridos de D. melanogaster-D. simulans
Hibridos de D. melanogaster-D. simulans

Hibridos de D. melanogaster-D. simulans

Hibridos de D. melanogaster-D. simulans

Hibridos de D. melanogaster e D. simulans
Hibridos de D. p. pseudoobscura e D. p. bogotana
Hibridos de D. simulans-D. mauritiana e hibridos
de D. simulans-D. sechellia
Hibridos de D. simulans-D. mauritiana e hibridos
de D. simulans-D. sechellia
Hibridos de D. p. pseudoobscura-D. persimilis e
em mutantes de D. melanogaster
Mutantes de D. melanogaster
Mutantes de D. melanogaster
Mutantes de D. melanogaster
Mutantes de D. melanogaster
Mutantes de D. melanogaster
Mutantes de D. melanogaster
Hibridos de D. simulans-D. mauritiana e hibridos
de D. simulans-D. sechellia
Hibridos de D. simulans-D. mauritiana e hibridos

de D. simulans-D. sechellia

NOOR, 2005; MICHALACK; MA, 2008; GOMES;
CIVETTA, 2014

MASLY et al. 2006

SAWAMURA; YAMAMOTO, 1997
PRESGRAVES et al., 2003; PRESGRAVES;
STEPHAN, 2007

BARBASH et al., 2003; BARBASH et al., 2004;
BRIDEAU et al., 2006; FERREE; BARBASH,
2009; SATYAKI et al., 2014

PHADNIS et al., 2015; COOPER; PHADNIS, 2016.
PHADNIS; ORR, 2008; PHADNIS, 2011
MOEHRING et al. 2006

MOEHRING et al. 2006

NOOR, 2005; GOMES; CIVETTA, 2014; WHITE-
COOPER, 1998; JIANG; WHITE-COOPER, 2003
WHITE-COOPER, 1998

WHITE-COOPER, 1998

WHITE-COOPER, 1998

WHITE-COOPER, 1998

JIANG; WHITE-COOPER, 2003

YANICOSTAS; LEPESANT, 1990

MOEHRING et al. 2006

MOEHRING et al. 2006

Fonte: Elaborado pelo autor
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Embora grande quantidade de genes envolvidos com isolamento reprodutivo tenha sido
identificada em hibridos de diferentes espécies, ainda € dificil encontrar uma associag@o entre a
desregulacdo de genes especificos em diferentes hibridos e o processo de isolamento pds-
zigbtico, isso porque, diversos genes codificantes de proteinas e reguladores podem estar
envolvidos nesse processo. Além disso, a desregulagdo de muitos genes pode ser espécie-
especifica, devido ao maior ou menor grau de divergéncia das espécies, ou mesmo pode haver a
influéncia de outras sequéncias genéticas nesse processo, como os elementos de transposicao (do

Inglés, Transposable Elements (TEs)).

1.2 Elementos de Transposicao e seus mecanismos de regulacao

Os elementos de transposicdo sdao sequéncias de DNA repetitivas capazes de se
movimentar de um local para outro no genoma, replicando-se a si mesmos, sendo essa
capacidade a essé€ncia de seu sucesso evolutivo. Essas sequéncias estdo presentes em grandes
propor¢des e diversidade nos genomas de quase todos os eucariotos (exceto em Plasmodium
falciparum) (WICKER et al., 2007), sendo que em fungos 3 a 20% do genoma € composto por
TEs, ao passo que em metazodrios essa propor¢do varia de 3 a 45% (DABOUSSI; CAPY, 2003;
WICKER et al., 2007). Finnegan (1989) pioneiramente propds que os TEs fossem classificados
em duas classes, com base no seu mecanismo de transposi¢ao: elementos de Classe I, que se
transpdem por transcri¢do reversa de um intermedidrio de RNA usando um mecanismo DNA-
RNA-DNA, e elementos de Classe II que se transpdem diretamente de DNA para DNA. A
classificacdo de Finnegan foi objeto de duas grandes atualizacdes que tém sido debatidas
ativamente; uma delas, o sistema hierarquico de classificacdo de Wicker (WICKER et al., 2007)
e a outra a utilizada pelo Repbase, que é o banco de dados de elementos repetitivos de DNA mais
comumente usado (JURKA et al., 2005; KAPITONOV; JURKA, 2008).

Como ndo ha consenso para um sistema universal de classificacao dos TEs (PIEGU et al.

2015), descreve-se a seguir o sistema hierarquico de classificacdo de TEs em eucariotos proposto
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por Wicker et al. (2007), que mantém a divisdo dos TEs em duas classes, mas aplicando
critérios enzimaticos e mecanicistas, € inclui em ordem hierdrquica os niveis subclasse, ordem,
superfamilia, familia e subfamilia. Na Classe I estdo inclusos os elementos que utilizam uma
etapa de transcri¢do reversa, mobilizando-se por meio de um mecanismo denominado copy and
paste (elementos de RNA, conhecidos como retrotransposons). Essa classe é composta por cinco
ordens, sendo denominadas LTR (Long terminal repeat), DIRS (Dictyostelium intermediate
repeat sequence), PLE (Penelope-like elements), LINE (Long Interspersed Nuclear Element) e
SINE (Short Interspersed Nuclear Element), as quais sdo distinguidas pela organizacdo de seus
constituintes internos, filogenia da enzima transcriptase reversa, bem como pelo seu mecanismo
de transposi¢do (WICKER et al., 2007). Por outro lado, a Classe II € composta por elementos de
DNA, ou seja, aqueles que ndo utilizam uma etapa intermedidria de RNA para mobilizacao,
possuindo um mecanismo de transposi¢do conhecido como cut and paste, uma vez que ocorre a
excisdo do elemento do genoma antes de sua reinser¢do em outra regido (FINNEGAN, 1989;
WICKER et al., 2007). Esta classe contém duas subclasses, que s@o distinguidas pelo nimero de
cadeias de DNA que sdo cortadas durante a transposi¢cdo. A Subclasse I é composta por
elementos das ordens TIR (terminal inverted repeat) e Crypton, e a Subclasse II por elementos
das ordens Maverick e Helitron (WICKER et al., 2007).

E interessante ressaltar que os elementos de Classe I apresentam cépias adicionais em
cada novo evento de mobilizac¢do, enquanto que em elementos de Classe II, a transposi¢ao é, na
maior parte das vezes, conservativa (WICKER et al., 2007). Considerando esses aspectos € o
fato de que TEs sdo entidades dinamicas, durante eventos de mobilizacdo essas sequéncias
podem ter efeitos relevantes sobre o genoma hospedeiro. Esses efeitos podem ser verificados em
nivel da linhagem celular germinativa ou em estados precoces de desenvolvimento, assim como
em nivel somdtico, resultando em mudangas fenotipicas no hospedeiro. Além disso, eventos
transposicdo podem desencadear modificacdes estruturais no genoma, como translocagdes,

duplicacdes segmentais e delecdes capazes de induzir profundas alteragdes gendmicas, levando a
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sua contragdo ou expansdo, além do estabelecimento de novas relacdes de ligacdo entre genes
(KIDWELL; LISCH, 2001). Tem-se reportado, também, que os TEs desempenham papel
importante na regulacdo de diversos processos celulares e diversificagdo das familias génicas,
sendo capazes de promover a transdugcdo e amplificacdo de fragmentos de genes do genoma
hospedeiro (VAN de LAGEMAAT et al., 2003); bem como, de influenciar a expressao e funcao
génica, ampliando a variabilidade do repertério transcricional e proteico (CARARETO et al.,
2013; LOPES et al., 2008, 2013). Em humanos, estima-se que 25% das regides promotoras
contém sequéncias derivadas de TEs, e aproximadamente 20% dos genes em humanos e ratos
contém esses elementos em suas regides UTRs (Untranslated Regions) (WONG; CHOO, 2004).
A relacao dinamica dos TEs com o genoma no qual estdo inseridos explica, em alguns
pontos, 0s processos evolutivos que ocorrem nos organismos. Em geral, a intensa mobilizacdo de
TEs, em organismos bem adaptados, pode ocasionar efeitos deletérios aos hospedeiros. Sendo
assim, o controle da sua expressdo é fundamental para estabelecer um balanco de efeitos
positivos e negativos, garantindo a viabilidade das fun¢des do genoma nos organismos. Esse
controle € realizado por meio do silenciamento pds-transcricional (utilizando RNAs de
interferéncias) e do silenciamento transcricional (metilagdo do DNA e modificacdo de histonas)
(BRENNECKE et al., 2007; RIGAL; MATHIEU, 2011). Os mecanismos de regulacdo p0s-
transcricionais envolvem a maquinaria de RNA de interferéncia (RNA1). Em células somaticas,
os TEs sdo controlados por meio de siRNAs (small interfering RNA), que ao reconhecerem e se
ligarem a0 mRNA promovem sua degradacio (HIRAKATA; SIOMI, 2019; SATO; SIOMI,
2020). Em células germinativas, o mecanismo de regulacdo poés-transcricional, descrito em
Drosophila e humanos, possui algumas semelhancas com o que ocorre em células somaticas,
contudo, neste caso o RNA de interferéncia é denominado de piRNA (piwi-interacting RNAs),
devido ao grupo de proteinas que participam do mecanismo de silenciamento, pertencentes a
familia das Argonautas, Ago3, Aubergina (Aub) e Piwi (revisado em HIRAKATA; SIOMI,

2019; SATO; SIOMI, 2020).
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A producdo de piRNAs acontece por duas vias em Drosophila. A via de biogénese de
piRNAs primdrios ocorre a partir de transcritos provenientes de clusters de piRNAs presentes
nos genomas. Esse processo envolve principalmente as proteinas Piwi e Zucchini (Zuc), entre
outras (BRENNECKE et al., 2007; IPSARO et al., 2012; SATO; SIOMI, 2020). Por outro lado,
a via de piRNAs secunddrios é produzida apenas em células germinativas, por meio de um
mecanismo de amplificacio chamado de ping-pong (BRENNECKE et al, 2007). Nesse
mecanismo, piRNAs priméarios ou de origem materna sdo necessarios para iniciar a via, uma vez
que, piRNAs anti-senso precisam ser ligados as proteinas Piwi ou Aub. Quando esse complexo
(piRNA-proteina) é formado, ele é capaz de degradar transcritos complementares (no sentido
senso) de TEs que provavelmente estavam ativos no genoma. Essa clivagem produz, entdo,
transcritos de piRNA senso, os quais sdo ligados a proteina Ago3, que degrada transcritos de TEs
anti-senso, levando entdo ao mecanismo de amplificagcdo ping-pong (Figura 1). Esse mecanismo,
geralmente, permite uma eficiente resposta contra copias de TEs ativas nos genomas
(BRENNECKE et al., 2007, FABLET, 2014). Adicionalmente, em tecidos germinativos de
Drosophila foi verificado que os complexos Piwi-piRNA sdo capazes de reprimir a transcri¢ao
de TEs por modificacdo do estado da cromatina (IWASAKI et al., 2016). Em gbnadas animais,
muitas inser¢des de TEs sdo metiladas nos residuos H3K9 de maneira dependente de PIWI-
piRNA e problemas nessa via podem resultar em perda seletiva da marca repressiva H3K9me3
em inser¢Oes de TEs alvo e, portanto, na sua ativacdo (SIENSKI ez al., 2015).

O impacto causado pela instabilidade genética proveniente da hibridizacdo interespecifica
pode gerar diversas modificacdes no genoma hospedeiro. Dentre elas se encontram a
desregulacdo de TEs, bem como de seus elementos regulatérios, podendo influenciar diretamente
a expressdo génica. De acordo com Senti et al. (2015), o aumento da expressdo de TEs no
genoma pode gerar maiores quantidades de mRNAs de TEs disponiveis no citoplasma. Esse
processo, consequentemente, influencia o complexo nuclear Piwi-piRNA, aumentando a

repressdao em nivel transcricional, pelo recrutamento de marcas inativadoras da cromatina, como
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H3K9me3. De fato, diversos estudos analisaram a influéncia de TEs na expressdao de genes
vizinhos, por meio da andlise de marcas repressoras ou ativadoras da cromatina. Sienski et al.
(2012) observaram que, em pelo menos 88% das regides gendmicas em D. melanogaster que
continham a marca inativadora H3K9me3 na eucromatina haviam insercdes de TEs, com pelo
menos 5 kb de distancia, a jusante ou a montante de onde estavam localizadas. Essas insercoes
sdo capazes de influenciar a expressdo de genes vizinhos, como foi verificado para o locus ex
(expanded) no qual o retrotransposon Gypsy é normalmente inserido. Nesse loco, Gypsy estd,
aproximadamente, a 1,2 kb a jusante do sitio de iniciacdo da transcri¢do (TSS) e, em condi¢des
normais, esse TE tem sua expressdo controlada pelo espalhamento da marca de inativacdo da
cromatina H3K9me3, em aproximadamente 10 a 12 kb, cobrindo, portanto, o TSS de ex.
Contudo, em mutantes para a proteina Piwi, a qual participa das vias de silenciamento
transcricional e pds- transcricional, foi verificada a perda completa de marcas H3K9me3,
desencadeando a expressdo desse elemento. Além disso, também foi reportado que em mutantes
para essa proteina, 34% dos genes com insercdes de TEs proximas a eles foram superexpressos,
sendo que 80% desses estavam associados com insercoes de TEs com até 5 kb de distancia
(SIENSKI et al., 2012).

Esses resultados evidenciam o impacto do aumento da expressao de TEs nos processos de
regulacdo e expressdao de genes vizinhos, favorecendo indagagdes sobre a existéncia de
associacdo desses elementos com genes diferencialmente expressos em tecidos germinativos de
hibridos, e consequentemente, com o surgimento de barreiras reprodutivas pos-zigdticas que
podem levar ao processo de especiacao. Embora atualmente ndo existam evidéncias diretas sobre
a influéncia da desregulacdo dos TEs sobre os genes da especiacdo, tem sido demonstrado que
hibridos interespecificos apresentam diversos genes desregulados, bem como aumento nas taxas
de transposi¢do (KELEHER et al., 2012; SATYAKI et al., 2014; ROMERO-SORIANO et al.,
2017; LOPEZ-MAESTRE et al., 2017), contudo, associacdo de ambos fatores ainda ndo é

completamente entendida.
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Biogénese de Silenciamento
piRNAs primirios transcricional
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Figura 1. Mecanismo de silenciamento via piRNAs em Drosophila. Na biogénese de piRNAs primdrios,
os piRNAs sdo transcritos de regides gendmicas denominadas clusters, os quais podem ser de fita tinica
ou de dupla fita (especifico de células germinativas). Posteriormente, os piRNAs sdo processados e se
ligam as proteinas Piwi ou Abu (Aubergina). piRNAs anti-senso ligados a proteina Aub tem como alvo
transcritos de TEs no sentido senso. Apds o reconhecimento do transcrito por complementariedade o
complexo Aub-piRNAs, por meio de atividade endonuclease, degrada o TE originando piRNAs senso, 0s
quais sdo ligados a Ago3 (Argounauta3), que tem como alvo transcritos de TEs no sentido anti-senso.
Este mecanismo é denominado ciclo ping-pong, originando piRNAs secundérios. Alguns complexos
Aub-piRNA sado herdados maternalmente e contribuem para o inicio do ciclo de amplificacdo de piRNAs
segunddrios (ping-pong). As proteinas Piwi ligadas a piRNAs antisenso (primdrios ou originados por
diversificacdo tercidria) se dirigem ao nucleo celular, onde recrutam proteinas de metilagdo que
promovem silenciamento transcricional ao adicionar marcas de histona H3K9me3.

Fonte: Elaborado pelo autor e Adaptado de FABLET et al., 2017 e IWASAKI et al., 2015.

1.3 Mobiliza¢io de TEs em hibridos

Em eventos de hibridizacdo, os genomas de duas espécies ou populagcdes diferentes se
encontram no background hibrido podendo levar a uma ampla desregulacio gendmica, do
transcriptoma, do epigenoma e podendo também influenciar a mobiliza¢do de TEs (SLOTKIN;
MARTIENSSEN, 2007; REBOLLO et al., 2012). De fato, a ativacdo dos TEs em genomas
hibridos tem sido reportada na literatura (CARNELOSSI, et al., 2014; KELLEHER et al., 2012;
VELA et al., 2014; GUERREIRO, 2015; SATYAKI et al., 2014; LOPEZ-MAESTRE et al.,

2017; ROMERO-SORIANO et al., 2017). Devido a instabilidade genética causada pelo choque
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genOmico, eventos de transposi¢do foram relatados em hibridos de plantas e animais (KIDWELL
et al.,, 1977; PETROV et al., 1985; BAACK et al., 2005; PARISOD et al., 2010; KAWAKAMI
et al., 2011; KELLEHER et al., 2012; VELA et al., 2014; GUERREIRO et al., 2015; HILL et
al., 2016; ROMERO-SORIANO et al., 2017, CASTILLO; MOYLE, 2019). Em plantas,
explosdes de transposicdo foram registradas em trés diferentes hibridos de girassol (género
Helianthus), as quais estavam relacionadas ao aumento do nimero de copias de elementos da
ordem LTR (Tyl/copia-like e Ty3/gypsy-like), os quais foram responsdveis pelo aumento do
genoma hibrido em aproximadamente 50% (BAACK et al., 2005; KAWAKAMI et al., 2011).
Em animais, aumento nas taxas de transposi¢ao em decorréncia de hibridiza¢ao foi verificado em
hibridos de espécies de cangurus, Macropus eugenii € Wallabia bicolor (O’NEILL et al., 1998;
METCALEFE et al., 2007). Nesses hibridos as consequéncias de eventos de transposicdo foram
detectadas como grandes alteracdes cromossOmicas, cariotipicas e no estado de metilagdo da
cromatina, contribuindo para o menor va[lor adaptativo desses hibridos (O’NEILL et al., 1998;
METCALEFE et al., 2007).

Drosophila é um grupo extensivamente estudado quanto aos efeitos de eventos de
mobilizacdo de TEs em decorréncia de eventos de hibridizacdo. Nessas espécies, a ativagcdao de
TEs pode ser verificada em hibridos provenientes de cruzamentos intraespecificos, bem como
interespecificos. Em nivel intraespecifico, diversos estudos mostraram o fendmeno de disgenesia
hibrida, caracterizado por atrofia gonadal ou inviabilidade larval, o qual estd relacionado a
mobilizacdo de elementos especificos em determinadas espécies (PICARD, 1976; BLACKMAN
et al., 1987, YANNOPOULOS et al., 1987; KIDWELL et al., 1977; HILL et al., 2016). Como
exemplo, o sistema de disgenesia P-M, que ocorre em D. melanogaster e D. simulans, esta
relacionado a presenca do elemento P ativo em apenas uma das populacdes submetidas a
cruzamentos intraespecificos. Quando populacdes maternas que ndo possuem o elemento P ativo
(denominadas M) se cruzam com machos provenientes de populacdes que apresentam este

elemento ativo em seus genomas (denominados P), as fémeas hibridas geradas apresentam
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diversos efeitos disgénicos como atrofia gonadal, e consequentemente auséncia ou redugdo de
fertilidade, aberracdes cromossOmicas e mutagdes espontaneas (KIDWELL et al, 1977,
BINGHAM et al., 1982; HILL et al., 2016). Contudo, € interessante ressaltar que essas
consequéncias sdo verificadas em apenas uma direcdo de cruzamento, na qual as fémeas nao
possuem os elementos ativos em seus genomas (KIDWELL et al, 1977; BINGHAM et al.,
1982). Estudos posteriores mostraram que a mobilizacdo desses elementos na linhagem
germinal, e consequente prejuizo para os hibridos estavam relacionadas a falhas no sistema de
regulacdo pds-transcricional, associado a via de piRNAs (revisado em LUO; LU, 2017). Mais
especificamente, quando a linhagem materna ndo possui em seu genoma elementos que estao
ativo na linhagem paterna, piRNAs primdrios provenientes de clusters gendmicos e de deposi¢ao
materna estardo ausentes, € portanto, a via de biogénese de piRNAs secunddrios, ping-pong
loop, serd prejudicada, resultando na auséncia de controle pds-transcricional desse elemento
(LUO; LU, 2017).

Em nivel interespecifico foi mostrado que em hibridos de D. buzzatii e D. koepferae
(espécies irmas do grupo repleta, subgénero Drosophila) houve aumento na transposi¢do do
retrotransposon Osvaldo, que se encontra reprimido nos genomas parentais (LABRADOR et al,
1994), bem como, uma explosdo de transposi¢do associada a trés elementos: Osvaldo, Helena e
Galileo (GUERREIRO, 2015; VELA et al., 2014). Um estudo mais recente em hibridos desse
par de espécies evidenciou que a desregulacdo, e consequente ativacdo de determinados TEs
estava associada a divergéncia de genes que participavam do sistema de regulacdo pos-
transcricional, via piRNAs, entre as espécies parentais (ROMERO-SORIANO et al., 2017).
Dessa forma, nos hibridos, a regulacdo desses elementos ndo era realizada de forma eficiente,
resultando no aumento de sua expressao Similarmente, andlises de transcriptomas de hibridos de
D. melanogaster e D. simulans mostraram ativacdo global de familias de TEs, herdados tanto
maternalmente, quanto paternalmente, e que a desrepressdo poderia ter sido ocasionada pela

grande divergéncia adaptativa de genes da via de piRNA ao invés de diferencas espécies-
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especificas de piRNAs derivados de TEs (KELLEHER ef al., 2012). Assim, a hibridiza¢do ou
introgressdo em populacdes podem contribuir para eventos de mobilizacdo de TEs e
instabilidade gendmica que pode ser benéfica ao hibrido ao lhe conferir a capacidade de
adaptacgdo e especiagdo, ou ser prejudicial, podendo leva-lo a extingdo (FONTDEVILA, 2005).
Embora, ainda ndo existam evidéncias se o aumento de transposi¢cdo influencia a
regulacdo génica em hibridos, e vice versa, contribuindo para as barreiras de isolamento
reprodutivo (REBOLLO et al., 2010), um estudo em hibridos de D. melanogaster e D. simulans
mostrou uma associacdo direta de efeitos epistdticos deletérios entre dois genes especificos, Hmr
(Hybrid male rescue) e Lmr (Lethal male rescue), levando a desregulacdo de genes de
heterocromatina, e culminando no aumento de expressio TEs e sequéncias satélites,
principalmente em regides centroméricas (SATYAKI et al., 2014). Considerando esses fatores,
espécies que divergiram recentemente € que apresentam barreiras de isolamento pré e poés-
zigbticas incompletas, que propiciam a producgdo de hibridos, sdo bons modelos para o estudo
das bases genéticas que influenciam o isolamento reprodutivo, bem como a dindmica dos TEs

nos genomas hibridos e sua influéncia nos passos iniciais do processo de especiacao.

1.4 As espécies Drosophila mojavensis e D. arizonae

Dentre as espécies do género Drosophila, D. mojavensis e D. arizonae (grupo repleta,
subgénero Drosophila) sdo espécies irmas, cactofilicas, que constituem populagdes alopétricas e
simpatricas, capazes de produzir hibridos em laboratério (RUIZ et al., 1990; MASSIE;
MARKOW, 2005; JENNINGS; ETGES, 2009). Populacdes de D. arizonae sao mais
generalistas, utilizando como sitios de alimentacio e reproducdo cactos colunares ou do género
Opuntia, dependendo de sua distribuicdo geografica (RUIZ; HEED 1988; REED et al., 2006).
Essa espécie € encontrada a partir do sul da Guatemala, México e sudoeste dos Estados Unidos
da América, onde podem constituir populagdes simpdtricas com D. mojavensis (HEED, 1982;

RUIZ; HEED, 1988; REED et al., 2006). D. mojavensis, por sua vez, foi dividida em quatro
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subespécies, sendo elas D. m. mojavensis, encontrada no Deserto de Mojave, D. m. baja, presente
na Peninsula de Baja Califérnia, D. m. sonorensis, localizada no deserto de Sonora e sul do
Arizona e D. m. wrigleyi, endémica da ilha de Santa Catalina, na costa da Califérnia (REED et
al., 2006), e em cada uma dessas regides, as diferentes subespécies utilizam diferentes cactos
colunares como sitio de alimentacdo e reproducdo (REED et al., 2006; JENNINGS; ETGES,
2009). Reed et al. (2006) também reportaram que as populacdes pertencentes as quatro
principais dreas de distribuicdo de D. mojavensis apresentam-se estruturadas e com diferencas
genéticas significativas, em relagdo aos haplétipos de DNA mitocondrial. Dados semelhantes
foram reportados por Ross et al. (2006) utilizando locos microssatélites. Esses dados evidenciam
que as populacdes de D. mojavensis apresentam restricdo do fluxo génico entre as quatro
principais regides geograficas.

Embora existam poucos estudos sobre as barreiras de isolamento reprodutivo pods-
zigbtico entre D. arizonae e D. m. mojavensis, muitos estudos tém evidenciado a complexidade
de suas barreiras de isolamento pré-zigético. Isto €, essas espécies apresentam isolamento pré-
zigbtico e isolamento pré-zigético pds-copula varidvel e dependente da dire¢do de cruzamento,
bem como da subespécie de D. mojavensis considerada (PATTERSON, 1946; RUIZ et al., 1990;
MARKOW; HOCUTT, 1998; KNOWLES; MARKOW, 2001; REED; MARKOW, 2004,
ETGES et al., 2006; KELLEHER; MARKOW, 2007). Alguns estudos reportaram que fémeas de
D. mojavensis provenientes de populacdes simpdtricas apresentam isolamento reprodutivo pré-
zigbtico quase completo em relacio a machos de D. arizonae, ao passo que fémeas de D.
mojavensis que vivem em alopatria com D. arizonae mostraram menor indice de isolamento
reprodutivo (RUIZ et al., 1990; WARSEMAN; KOEPFER, 1977; MASSIE; MARKOW, 2005),
o que se ajusta a Teoria o Reforco (DOBZHANSKY, 1937). Por outro lado, Markow et al.
(1998), ao analisarem fémeas de D. mojavensis provenientes da peninsula de Baja California,
encontraram maiores taxas de isolamento reprodutivo em relagdo a D. arizonae em comparagao

com populacdes de D. mojavensis do sul do Arizona (USA), evidenciando que indices de
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isolamento pré-zigdtico sdo varidveis entre essas subespécies. Além disso, considerando a
barreira de isolamento reprodutivo pré-zigético pds-cOpula, foi mostrado que apds cruzamentos
interespecificos de D. mojavensis e D. arizonae, uma massa espermatica, denominada reacao de
inseminacgdo (consequéncia de incompatibilidades entre proteinas presentes no esperma € no
trato reprodutivo feminino) € formada no utero das fémeas. A persisténcia dessa massa no trato
reprodutivo feminino € varidvel de acordo com as subespécies de D. mojavensis, contudo, em
alguns casos ela pode permanecer por dias (KNOWLES; MARKOW, 2001), sendo capaz de
esterilizar as fémeas ou evitar o comportamento de re-cOpula nessas espécies, o qual € essencial
para seu sucesso reprodutivo (PATTERSON, 1946; MARKOW; ANKNEY, 1984; ALONSO-
PIMENTEL, 1994).

As espécies D. arizonae e D. mojavensis apresentam isolamento pds-zigético incompleto
e assimétrico, visto que em cruzamentos de fémeas de D. arizonae com machos de D.
mojavensis os machos hibridos sdo estéreis, mas em cruzamentos reciprocos a prole pode ser
fértil, dependendo da origem da populacdo materna (RUIZ et al., 1990; REED; MARKOW,
2004). Esse par de espécies apresenta tempo divergéncia recente, cerca de 1,5 milhdes de anos
(SANCHES-FLORES et al., 2016); diferindo, portanto, das espécies ja estudadas quanto aos
efeitos da hibridizacdo na expressdo génica e de TEs, como D. melanogaster e D. simulans
(KELLEHER et al., 2012) e D. buzzatti e D. koepferae (ROMERO-SORIANO et al., 2017).
Nesses dois pares de espécies, em cujos hibridos ocorre intensa desregulacdo de TEs, o tempo de
divergéncia estd em torno de 1,2 a 5 (RUSSO et al., 1995; KLIMAN et al., 2000; TAMURA et
al., 2004; CUTTER, 2008) e 4,63 milhdes de anos (GOMEZ; HASSON, 2003; LAAYOUNI et
al., 2003; OLIVEIRA et al., 2012), respectivamente. Além disso, estudos anteriores
evidenciaram que, diferentemente dos hibridos das espécies acima citadas, em hibridos fémeas
de D. arizonae e uma subespécie de D. mojavensis, ndo hé intensa desregulacdo, mas sim a
ativacdo de determinados TEs (LOPEZ-MAESTRE et al., 2017). Mais especificamente, Lopes-

Maestre et al. (2017), a partir da andlise de expressdao global de TEs mostraram que trés
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elementos se apresentaram superexpressos nos hibridos em relacdo aos parentais (GTWIN,
Copial e Frogger) e que a provavel causa dessa desregulacdo foi a auséncia de piRNAs
correspondentes na linhagem materna, impedindo, portanto, o controle da transcri¢do. Os autores
também encontraram, por andlise global do transcriptoma, que em hibridos haviam alguns genes
especificos, relacionados a reproducdo e ao desenvolvimento, desregulados em relacdo aos
parentais; contudo, andlises para verificar se esses TEs estavam influenciando a desregulacao
desses genes ndao foram realizadas. Adicionalmente, Carnelossi et al. (2014) analisaram a
expressdo do elemento /, um retrotransposon sem LTR que estd associado ao fendmeno de
disgenesia hibrida em D. melanogaster, em tecidos germinativos de hibridos de D. m. mojavensis
e D. arizonae. Os autores verificaram que os ovarios dos hibridos, independente da direcdo do
cruzamento parental, como também os testiculos de hibridos parcialmente férteis, apresentaram
niveis de expressdo semelhantes aos parentais. No entanto, em testiculos dos hibridos do
cruzamento reciproco (fémeas D. arizonae e machos de D. mojavensis), que sdo estéreis, houve
maior expressdo do elemento /, mais especificamente nos espermatdcitos primdrios, locais onde
ja foram detectados altos niveis de transcricdo de genes codificadores de proteinas responsaveis
pela espermatogénese, e de genes especificos da linhagem germinativa masculina (FULLER,
1998). Esses resultados sugeriram que, de alguma forma, a maior expressdo desse TE poderia
estar relacionada ao fendmeno de esterilidade observado.

Devido ao fato de D. mojavensis e D. arizonae estarem em processo recente de
especiagdo, a investigacdo de mecanismos genéticos que podem levar ao isolamento reprodutivo,
e o papel dos TEs nesse processo é relevante. Além disso, analisar descendentes de cruzamentos
de D. arizonae com diferentes subespécies de D. mojavensis, as quais apresentam diferentes
graus de incompatibilidade hibrida pode ampliar o entendimento dos fatores polimérficos que
influenciam o surgimento de barreiras de isolamento reprodutivo. Adicionalmente, de acordo
com Gomes et al. (2015), espécies que apresentam esterilidade hibrida assimétrica, como € o

caso de D. arizonae e D. mojavensis, sao candidatas ideais em estudos de isolamento
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reprodutivo, visto que € possivel comparar a expressdo de sequéncias genéticas de hibridos

estéreis com férteis e seus respectivos parentais.
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7 CONCLUSOES

Este trabalho permitiu elaborar as seguintes conclusdes:

1.

Reduciao de viabilidade nos dois sexos em hibridos reciprocos provenientes de cruzamentos
entre D. arizonae e quatro subespécies de D. mojavensis e esterilidade varidvel dos machos
hibridos dependente da populacdo materna de D. mojavensis, sugerem que os fatores que
levam a incompatibilidade hibrida nesse par de espécies sdo polimérficos, os quais podem
evoluir a diferentes taxas em cada populagdo de D. mojavensis, dependendo de sua origem

geografica, isto €, se estdo em simpatria ou em alopatria.

Machos hibridos sem espermatozoides mdveis apresentaram diversos genes diferencialmente
expressos, 0s quais eram, em sua maioria, subexpressos em relacdo a expressao génica nos
parentais, e tinham fungdes reprodutivas e de motilidade dos espermatozoides. No entanto,
hibridos machos que possuiam espermatozoides modveis apresentaram menos genes
diferencialmente expresssos, os quais tinham diversas fun¢des, como regulagdo e transcricao
génica. Esses resultados indicam que a motilidade espermética estd relacionada ao grau de

desregulacdo da expressao génica que ocorre nesses hibridos.

Fémeas hibridas apresentaram poucos genes diferencialmente expressos, concordando com
fenétipo fértil, e sugerindo menor disrupg¢ao de elementos regulatérios. Em machos hibridos, a
maior expressao diferencial de genes pode estar relacionada com a evolu¢ao mais rapida de
sequéncias regulatdrias, principalmente para genes exclusivamente expressos em testiculos,
bem como a incompatibilidade decorrente de alelos localizados no cromossomo X, uma vez
que em machos, alelos que normalmente se expressam em condi¢des de recessividade podem

se comportar como dominantes devido ao fato de estarem em hemizigose.
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4. Em fémeas hibridas ocorre menor desregulacio de TEs do que em machos hibridos, o que
também pode ter um papel importante no fenétipo fértil e estéril, respectivamente, verificados

nesses hibridos.

5 Diferentes mecanismos que envolvem a via de regulacdo de TEs atuam em ovdrios e
testiculos, uma vez que hibridos machos e fémeas provenientes dos mesmos cruzamentos

interespecificos niao apresentaram os mesmos TEs superexpressos.

6. Os mecanismos de silenciamento por meio das vias de piRNA e siRNAs se mostraram
complexos em fémeas e machos hibridos, uma vez que TEs que tinham piRNAs e siRNAs
complementares ndo estavam regulados, estando superexpressos, sugerindo ocorréncia de
falhas em outros mecanismos de regulacdo, tais como divergéncia de expressdo de genes
envolvidos nas vias de regulacdo em machos hibridos. Isso indica que, em machos, assim
como verificado em andlises de expressdo génica, interacdes epistaticas de alelos com maior

taxa de evolugdo ou expressao dominante podem contribuir para a desregulacdo de TEs.
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