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"Nothing in biology makes sense except in the light of evolution" 
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Resumo 

Elementos de transposição (TEs) são sequências de DNA móveis e abundantes em 

genomas procarióticos e eucarióticos. Em eucariotos, TEs podem ser divididos em duas 

classes, denominadas classe I, que utilizam intermediários de RNA para se transporem, e 

classe II, que utilizam intermediários de DNA. Cada uma destas classes compreende 

diferentes subclasses, que por sua vez são divididas em superfamílias e famílias. Helitrons 

representam uma subclasse de elementos dentro da classe II que se transpõem por meio de 

um mecanismo único em eucariotos, sendo encontrados em todos os principais grupos 

taxonômicos deste domínio da vida. Estes transposons impactam genomas eucarióticos por 

ocuparem frações consideráveis do DNA de seus hospedeiros, além de estarem envolvidos 

na mobilização e duplicação de fragmentos cromossômicos adjacentes. Embora a 

compreensão sobre vários aspectos relacionados aos Helitrons tenha avançado 

consideravelmente nas duas décadas que sucederam a descoberta destes elementos, sua 

origem evolutiva e detalhes do seu mecanismo de transposição são temas que permaneceram 

amplamente inexplorados durante o mesmo período. Neste trabalho, investigamos a origem 

dos Helitrons através de análises evolutivas dos dois domínios principais presentes na sua 

transposase. Os resultados das análises de cada domínio revelam aspectos distintos, porém 

complementares, sobre a origem dos Helitrons. Em conjunto, nossos achados indicam que 

estes elementos descendem de plasmídeos procarióticos que, após invadirem genomas 

eucarióticos, passaram a utilizar a transposição como mecanismo de replicação em seus 

hospedeiros. Este cenário se opõe às principais hipóteses apresentadas até o momento para 

explicar a origem dos Helitrons e dos domínios da sua transposase. Além disso, com base 

nas evidências obtidas neste trabalho e em outros estudos, propomos que a transposase dos 

Helitrons desempenha funções catalíticas mais complexas do que havia sido sugerido 

anteriormente. Por fim, nossa investigação paralela sobre a evolução de uma família de 

Helitrons presente em artrópodes ilustra a capacidade notável destes transposons invadirem 

novos genomas hospedeiros por meio de transferências horizontais que podem ocorrer entre 

ordens ou mesmo classes distintas de organismos. 

 

Palavras-chave: Helitrons. Elementos de transposição. Transposon. Transferência horizontal. 

 

 

 

 



Abstract 

Transposable elements (TEs) are mobile DNA sequences found in a large number of 

copies in prokaryotic and eukaryotic genomes. In eukaryotes, TEs can be divided into two 

classes, named class I, which use RNA intermediates to transpose, and class II, which use 

DNA intermediates. Each one of these classes include different subclasses, which in turn are 

divided into superfamilies and families. Helitrons represent a subclass of elements within class 

II that transpose by a mechanism that is unique in eukaryotes, being found in all major 

taxonomic groups from this domain of life. These transposons impact eukaryotic genomes by 

occupying considerable DNA fractions of their hosts, also being involved in the mobilization 

and duplication of adjacent chromosomal fragments. Although the understanding about 

several aspects related to Helitrons has advanced considerably in the two decades that 

followed their discovery, their evolutionary origin and details of their transposition mechanism 

are subjects that remained largely unexplored during the same period. In this work, we 

investigate the origin of Helitrons using evolutionary analyses of the two major domains present 

in their transposase. The results from the analyses of each domain reveal distinct, albeit 

complementary, aspects about the origin of Helitrons. Together, our findings indicate that these 

elements descend from procaryotic plasmids that, after invading eukaryotic genomes, started 

using transposition as the replication mechanism in their hosts. This scenario opposes the 

main hypotheses that have been advanced to explain the origin of Helitrons and the domains 

of their transposase. Furthermore, based on the evidence provided in this work and other 

studies, we propose that Helitron transposases execute more complex catalytic functions than 

it was previously suggested. Finally, our parallel investigation about the evolution of a Helitron 

family found in arthropods illustrate the marked capacity of these transposons to invade new 

host genomes through horizontal transfers that can occur between distinct orders or even 

classes of organisms. 

 

Keywords: Helitrons. Transposable elements. Transposon. Horizontal transfer. 

       

 

 

 

 

 



LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

Figura 1. Estrutura geral dos Helitrons  ................................................................................ 11 

Figura 2. Mecanismo proposto para a transposição dos Helitrons  ...................................... 12 

Figuras do Capítulo 1 

Figure 1. Modular diversity of HUH endonucleases  ......................................................... 18 

Figure 2. Phylogenetic analysis of RCRE domain sequences .......................................... 20 

Figure 3. NMDS of evolutionary divergence between RCRE domains  ............................. 21 

Figure 4. Proposed scenario for the origin of Helitrons and other RCR elements  ............ 22 

Figuras do Capítulo 2 

Figure 1. Helitron structural and coding variants  .............................................................. 30 

Figure 2. Workflow with the methodology used in our study  ............................................ 31 

Figure 3. Maximum-likelihood phylogeny of Pif1-like helicases  ........................................ 32 

Figure 4. NMDS plot of Pif1-like helicases  ....................................................................... 34 

Figure 5. Cladogram of plant groups that appear to have lost genomic Pif1 helicases  .... 36 

Figure 6. A hypothesis for the evolution of Helitrons  ........................................................ 36 

Figuras do Capítulo 3 ........................................................................................................... 12 

Figure 1. Phylogeny of Hel_c35 sequences  ..................................................................... 48 

Figure 2. Geographical distribution of arthropod species containing Hel_c35  .................. 50 

Figure 3. Hypothesis for HTTs involving Hel_c35 sequences  .......................................... 52 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE ABREVIATURAS 

3’-OH – Grupo hidroxila presente na extremidade 3’ do DNA 

AP – apurinic–apyrimidinic (‘apurínica-apirimidínica’) 

bp – base pairs (‘pares de base’) 

CvBV – Cotesia vestalis bracovirus 

dsDNA – Double-strand DNA (‘DNA dupla-Fita’) 

Hel – Domínio helicase presente na RepHel 

Hel_c35 – Família de Helitrons presente em artrópodes e descoberta no genoma de CvBV 

HGT – Horizontal Gene Transfer (‘Transferência Horizontal de Gene’) 

HT – Horizontal Transfer (‘Transferência Horizontal’) 

HTT – Horizontal Transposon Transfer (‘Transferência Horizontal de Transposons’) 

LTR – Long Terminal Repeat (‘Repetição Terminal Longa’) 

MGE – Mobile Genetic Element (‘Elemento Genético Móvel’) 

MYA – Million Years Ago (‘Milhão de Anos Atrás’) 

NCLDV – Nucleocytoplasmic large DNA viruses (‘Vírus nucleocitoplasmáticos de DNA grande’) 

NMDS – Non-metric multidimensional scaling (‘Escalonamento Multidimensional Não-Métrico’) 

ORF – Open Reading Frame (‘Fase de Leitura Aberta’) 

PCNA – Proliferating Cell Nuclear Antigen (‘Antígeno Nuclear de Células em Proliferação’) 

RC – Rolling-Circle (‘Círculo-Rolante’) 

RCR – Rolling-Circle Replication (‘Replicação por Círculo-Rolante’) 

RCRE – RCR endonuclease domain (‘Domínio endonuclease utilizado na RCR’) 

RCT – Rolling-Circle Transposition (Transposição por ‘Círculo-Rolante’) 

Rep – Domínio catalítico central presente na RepHel 

RepHel – Transposase dos Helitrons 

S1H – Superfamily 1 helicase (‘Helicase da superfamília 1’) 

S3H – Superfamily 3 helicase (‘Helicase da superfamília 3’) 

SH-aLRT – Teste da razão de verossimilhança aproximada com correção Shimodaira–Hasegawa                             

TE – Transposable Element (Elemento Transponível) 

 

 



SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO ................................................................................................................. 13 

1.1 Elementos de transposição  ....................................................................................... 13 

1.1.2 Classificação dos TEs  ......................................................................................... 13 

1.2 Helitrons ..................................................................................................................... 14 

1.2.1 Origem evolutiva dos Helitrons  ........................................................................... 17 

2. OBJETIVOS  .................................................................................................................... 19 

3. CAPÍTULO 1 .................................................................................................................... 20 

4. CAPÍTULO 2 .................................................................................................................... 31 

5. CAPÍTULO 3 .................................................................................................................... 48 

6. DISCUSSÃO GERAL ....................................................................................................... 61 

7. CONCLUSÕES ................................................................................................................ 64 

8 REFERÊNCIAS  ............................................................................................................... 66 

9 ANEXOS  .......................................................................................................................... 68 

9.1 Material suplementar do Capítulo 1  ........................................................................... 68 

9.2 Material suplementar do Capítulo 2  ........................................................................... 83 

9.3 Material suplementar do Capítulo 3  ......................................................................... 146 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 
 

1. INTRODUÇÃO 

1.1 Elementos de transposição 

Elementos de transposição (TEs), são sequências de DNA capazes de se mover nos 

genomas dos seus hospedeiros, e assim se replicar de maneira independente destes. TEs 

representam frações consideráveis do DNA de praticamente todos organismos eucariotos, 

sendo que a proporção ocupada por estes elementos apresenta uma forte correlação com o 

próprio tamanho genômico de seus hospedeiros. Além de impactar diretamente o tamanho 

genômico de eucariotos, TEs estão frequentemente associados a mutações, polimorfismos, 

rearranjos cromossômicos e, em alguns casos, são fonte de fatores moduladores da atividade 

gênica (revisado em Bourque et al. 2018, Wells & Feschotte 2020). 

Apesar de estarem associados a inovações evolutivas benéficas para os seus 

hospedeiros em alguns casos isolados, os TEs representam entidades genéticas 

essencialmente ‘egoístas’ que geralmente evoluem nos genomas em que habitam de forma 

neutra ou afetando estes negativamente. Por esta razão, é esperado que, com o passar do 

tempo, linhagens de TEs sejam eliminadas dos seus genomas hospedeiros por seleção 

negativa e/ou deriva genética em algum momento de sua evolução. De fato, assim como 

outros parasitas, TEs podem utilizar diferentes estratégias para evadir tais processos que 

promovem sua eliminação. Entretanto, durante longos períodos evolutivos (dezenas ou 

centenas de milhões de anos) de transmissão vertical em seus genomas hospedeiros, tais 

estratégias seriam capazes de apenas adiar a extinção aparentemente inevitável destes 

elementos (revisado em Schaack et al. 2010).  

Ao contrário da herança vertical, o processo conhecido como transferência horizontal 

(horizontal transfer, HT) ocorre através da transmissão de um segmento de DNA de um 

organismo para o genoma de outro (Wallau et al. 2018, Van Etten & Bhattacharya 2020), 

sendo assim uma alternativa para TEs escaparem sua extinção. Deste modo, a HT de TEs 

para novos genomas hospedeiros representa o principal mecanismo para explicar a 

persistência destes elementos no longo prazo (Schaack et al. 2010). 

1.1.2 Classificação dos TEs 

Quanto à sua classificação, TEs eucarióticos podem ser divididos em duas classes 

principais, definidas pelo tipo de intermediário de transposição gerado. Cada uma destas 

classes pode ser dividida em subclasses, definidas pelo mecanismo enzimático em que 

intermediários são gerados e inseridos, além de superfamílias e famílias, definidas pela 

relação filogenética dos seus membros (Bourque et al. 2018, Wells & Feschotte 2020). 

Elementos de classe I, também conhecidos como retrotransposons, utilizam intermediários de 
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RNA para se replicar. Estes intermediários são gerados por transcrição e posteriormente 

transcritos reversamente em DNA antes de serem integrados em um novo local do genoma 

hospedeiro, sendo que os elementos geradores dos intermediários permanecem intactos. Por 

esta razão, os elementos pertencentes à classe I também são referidos como sendo do tipo 

“copia-e-cola”. Já elementos de classe II, também conhecidos como transposons de DNA, 

utilizam intermediários de DNA para se replicar. Como a grande maioria dos grupos de TEs 

nesta classe geram intermediários por meio da excisão do próprio elemento doador e 

reinserção em uma nova localidade do genoma hospedeiro, estes elementos também são 

referidos como sendo do tipo “corta-e-cola”.  

Entretanto, dentro da classe II, há duas subclasses de elementos que utilizam 

mecanismos de transposição distintos do padrão geral corta-e-cola, os Polintons (ou 

Mavericks) e os Helitrons. A primeira dessas subclasses compreende os Polintons que, 

apesar de não terem sido estudados em detalhe quanto ao seu mecanismo de transposição, 

provavelmente sintetizam intermediários de DNA diretamente a partir dos elementos doadores 

(Wells & Feschotte 2020). Mesmo que sejam considerados como TEs, o conjunto de 

evidências obtidas nos últimos anos indica de forma inequívoca que Polintons teriam se 

derivado de integrações virais em genomas hospedeiros e, por isso, provavelmente deveriam 

ser classificados como virus (Krupovic et al. 2014, Krupovic & Koonin 2015, Koonin & Krupovic 

2017, Bellas & Sommaruga 2021).  

1.2 Helitrons 

A segunda subclasse de elementos da classe II que não utilizam um mecanismo de 

transposição do tipo corta-e-cola compreende os transposons conhecidos como Helitrons. 

Estes elementos eucarióticos foram identificados pela primeira vez em 2001 nos genomas de 

Arabidopsis thaliana, Oriza sativa e Caenorhabditis elegans, através de análises in silico 

(Kapitonov & Jurka 2001). Desde então, os Helitrons foram encontrados nos genomas de 

todos os principais grupos de organismos eucariotos em diferentes proporções. Por exemplo, 

Helitrons podem representar entre 0.1%-6.6% do DNA genômico em espécies de plantas e 

entre 0%-10% no caso de espécies animais (Kapitonov & Jurka 2007, Thomas & Pritham 

2015). Estes transposons são encontrados em diferentes tamanhos que podem variar de 

poucas centenas de pb até poucos kb em elementos não-autônomos (que não codificam uma 

transposase funcional), e de poucos kb até várias dezenas de kb em elementos autônomos, 

dependendo do organismo hospedeiro e da família de Helitron em questão (e.g., Kapitonov & 

Jurka 2001, Pritham & Feschotte 2007, Du et al. 2009, Thomas et al. 2014, Chellapan et al. 

2016). 
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Helitrons codificam uma transposase denominada RepHel, composta por dois 

domínios principais: uma endonuclease (Rep) e uma helicase (Hel) pertencente a superfamília 

1 (S1H). O domínio Rep é o centro catalítico responsável pela clivagem do DNA nas 

extremidades do elemento doador e do sítio de inserção no cromossomo hospedeiro. Já o 

domínio Hel provavelmente é responsável por auxiliar na separação do DNA dupla fita 

(dsDNA) do elemento doador, gerando um intermediário de DNA fita simples (ssDNA). Além 

destes dois domínios comuns a todas transposases RepHel, Helitrons também possuem uma 

sequência palindrômica de 16-20 pb localizada ~ 11 pb antes da sua extremidade 3’, capaz 

de formar estruturas secundárias do tipo hairpin ou stem-loop que provavelmente auxiliam no 

processo de transposição (Thomas & Pritham 2015) (Fig. 1). 

 

 

Figura 1. Estrutura geral dos Helitrons. Domínios Rep e Hel estão presentes em todas transposases 
RepHel e estruturas do tipo stem-loop são encontradas em todos os Helitrons. Já os domínios, genes 
e estruturas restantes podem ou não estar presentes em diferentes variantes dos Helitrons.         

 

Desde a descoberta dos Helitrons, notou-se a RepHel apresenta similaridades 

estruturais com transposases encontradas em elementos procarióticos (e.g., família IS91). 

Por isso, antes que estudos experimentais fossem conduzidos, todos os modelos sugeridos 

para descrever a transposição dos Helitrons se baseavam no mecanismo utilizado por TEs da 

família IS91 (Feschotte & Wessler 2001, Kapitonov & Jurka 2007, Thomas & Pritham 2015, 

Dias et al. 2016). Este mecanismo (Fig. 2), denominado transposição por círculo rolante 

(rolling-circle transposition, RCT) representa uma variação do processo conhecido como 

replicação por círculo rolante (rolling-circle replication, RCR), utilizado por diversos grupos de 

vírus e plasmídeos encontrados em organismos procariotos e eucariotos (Chandler et al. 

2013, Wawrzyniak et al. 2017). Mais recentemente, análises experimentais confirmaram as 

principais etapas sugeridas para descrever a transposição dos Helitrons, além de revelar 

detalhes como, por exemplo, o fato de elementos circulares de dsDNA serem os 

intermediários viáveis de transposição (Grabundzija et al. 2016, 2018). 
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Figura 2. Mecanismos propostos para a transposição dos Helitrons. (A) Principal modelo sugerido 
para explicar a transposição dos Helitrons até 2016, baseado no mecanismo proposto para elementos 
bacterianos da família IS91. (B) Modelo alternativo sugerido pelo nosso grupo (Dias et al. 2016) para 
explicar inserções em tandem de Helitrons, baseado no fato de que elementos da família IS91 são 
capazes de gerar intermediários circulares. Estudos posteriores confirmaram que Helitrons são capazes 
de gerar intermediários circulares (Grabundzija et al. 2016) e que apenas intermediários circulares de 
dsDNA representam substratos de transposição viáveis (Grabundzija et al. 2018). Desta forma, o 
conjunto de dados indica que Helitrons geram intermediários através de um mecanismo mais próximo 
ao representado pelo segundo modelo (B). Em todo caso, após a geração de intermediários circulares 
de dsDNA, Helitrons provavelmente utilizam um mecanismo catalítico semelhante ao representado no 
primeiro modelo (A) para se integrarem no sítio receptor do hospedeiro. Figura adaptada de Dias et al. 
(2016).         

 

De acordo com o que sabemos atualmente sobre os processos RCR e RCT, inclusive 

em Helitrons, a transposição destes elementos se inicia com a ligação entre a primeira tirosina 

catalítica do domínio Rep e a extremidade 5’ do elemento, criando um intermediário 5’-

fosfotirosina e uma extremidade 3’-OH livre no sítio doador. A fita líder ligada covalentemente 

ao domínio Rep começa a se desassociar da sua fita complementar, provavelmente com o 
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auxílio da atividade de translocação sentido 5’-3’ do domínio Hel. Ao mesmo tempo que a 

extremidade 5’ da fita líder começa a ser desassociada, uma forquilha de replicação 

possivelmente se forma no mesmo local, promovendo a síntese das fitas complementares 

tanto do intermediário em desassociação, quanto do sítio doador a partir de sua 3’-OH 

terminal. Desta forma, um intermediário de dsDNA é sintetizado até que a RepHel alcança o 

lado oposto do elemento, clivando este com sua segunda tirosina catalítica e expondo uma 

extremidade 3’-OH livre que ataca a primeira ligação 5’-fosfotirosina, resultando na formação 

de um intermediário de dsDNA circular.  

Em um segundo momento, a RepHel ligada covalentemente à extremidade 5’ deste 

intermediário circular se associa à um segundo local do genoma hospedeiro que é clivado 

pela segunda tirosina presente na transposase, expondo uma extremidade 3’-OH livre do sítio 

receptor. Esta extremidade então ataca a ligação 5’-fosfotirosina entre a RepHel e o 

intermediário, ligando este ao DNA receptor. Após alcançar o lado oposto do intermediário 

circular, a primeira tirosina catalítica cliva este, gerando uma extremidade 3’-OH que ataca a 

ligação 5’-fosfotirosina entre o sítio receptor e a segunda tirosina catalítica. Tal processo 

resulta na inserção do Helitron na forma de um “loop” de DNA fita simples no sítio receptor 

que provavelmente é resolvido durante a replicação do genoma hospedeiro (Fig. 2).           

1.2.1 Origem evolutiva dos Helitrons 

 Desde a descoberta dos Helitrons, foram propostas diferentes hipóteses para explicar 

sua origem e determinar quais seriam os elementos genéticos móveis mais próximos 

evolutivamente destes TEs eucarióticos. Por um lado, a semelhança estrutural e aparente 

semelhança funcional da RepHel com transposases de elementos procarióticos (e.g., família 

IS91) foi interpretada como um indício de que Helitrons seriam descendentes diretos ou 

parentes próximos destes últimos. Além disso, na época em que Helitrons foram descobertos 

em espécies de plantas e animais, vírus eucarióticos do tipo RCR haviam sido identificados 

apenas em espécies de plantas. Tal fato foi utilizado para sugerir a hipótese de que os 

Helitrons não só descenderiam de TEs procarióticos, mas talvez tivessem dado origem a vírus 

eucarióticos do tipo RCR (Kapitonov & Jurka 2001). Por outro lado, foi sugerida a hipótese 

alternativa de que os Helitrons poderiam ter se originado a partir de integrações ancestrais de 

vírus eucarióticos do tipo RCR (Feschotte & Wessler 2001). Esta hipótese foi baseada no fato 

de que, ao contrário dos transposons procarióticos do tipo RCT, os Helitrons codificam uma 

helicase e, em alguns casos, proteínas que se ligam a ssDNA (single-stranded binding 

proteins, SSBs), similarmente a vírus eucarióticos do tipo RCR. Além disso, integrações de 

vírus eucarióticos do tipo RCR já haviam sido identificadas em genomas de eucariotos, o que 

demonstraria a plausibilidade do cenário proposto. 
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Apesar de serem possíveis, ambas as hipóteses apresentam inconsistências ou 

requerem a ocorrência de eventos secundários para serem explicadas. No caso da primeira 

hipótese (origem a partir de transposons procarióticos), o principal problema se dá pelo fato 

de os Helitrons possuírem um domínio Rep seguido de uma helicase, ao contrário dos 

transposons procarióticos que só codificam um domínio Rep. Para explicar esta diferença foi 

sugerido que ancestrais dos Helitrons teriam adquirido seu domínio Hel por meio da captura 

de uma helicase proveniente de um hospedeiro eucarioto. As principais evidências que dão 

suporte à esta sugestão são a presença de introns no domínio Hel de alguns Helitrons e o fato 

de que o domínio Hel pertence à família de helicases Pif1 (Kapitonov & Jurka 2001, 2007, 

Thomas & Pritham 2015). Helicases da família Pif1 são encontradas em praticamente todos 

os eucariotos, sendo responsáveis por várias funções genômicas importantes como 

replicação e reparo do DNA, manutenção telomérica e mitocondrial, maturação de fragmentos 

de Okazaki, ruptura de complexos proteína-DNA, resolução de estruturas secundárias em 

ácidos nucleicos, dentre outras (Boule & Zakian 2006, Bochman et al. 2010, Muellner & 

Schmidt 2020) 

A presença de uma helicase Pif1 na transposase RepHel também é inconsistente com 

a segunda hipótese (origem a partir de vírus eucarióticos). Apesar de Helitrons se 

assemelharem a vírus eucarióticos do tipo RCR por codificarem uma proteína com um domínio 

helicase, no caso dos Helitrons este domínio representa uma S1H, ao contrário dos vírus 

eucarióticos do tipo RCR em que sua helicase pertence a superfamília 3 (S3H) (Krupovic 

2013, Koonin & Dolja 2014). Esta característica também é inconsistente com o cenário 

adicional proposto para a primeira hipótese (Helitrons teriam se originado de transposons 

procarióticos e deram origem a vírus eucarióticos). Em todo caso, até hoje nenhuma das 

hipóteses apresentadas acima foi investigada em detalhe, de forma que a origem dos 

Helitrons, e dos domínios presentes em sua transposase permanecem desconhecidos.   

Nota-se que o conhecimento sobre os Helitrons tem avançado consideravelmente nas 

últimas duas décadas desde a sua descoberta, principalmente no que diz respeito à sua 

prevalência e influência nos genomas eucarióticos e, mais recentemente, ao seu mecanismo 

de transposição. Apesar disso, vemos que durante este mesmo período pouco, ou quase 

nada, foi revelado sobre a sua origem evolutiva e sua relação com outros elementos genéticos 

móveis.       
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2. OBJETIVOS 

O objetivo geral do presente trabalho consistiu em investigar a origem evolutiva dos 

Helitrons utilizando análises filogenéticas moleculares das sequências de aminoácidos dos 

domínios presentes em sua transposase (RepHel).   

 Os objetivos específicos foram: 

(i) Investigar as relações evolutivas entre o domínio Rep presente nos Helitrons e proteínas 

codificadas por outros elementos genéticos móveis encontrados em procariotos e eucariotos.     

(ii) Testar as duas principais hipóteses acerca da origem dos Helitrons, sendo a primeira a de 

que estes teriam se originado de transposons procarióticos, e a alternativa a de que os 

Helitrons teriam se originado de vírus eucarióticos ou seriam parentes próximos destes. 

(iii) Investigar as relações evolutivas entre helicases presente nos Helitrons e as encontradas em 

diferentes organismos e elementos genéticos móveis, de forma a testar a hipótese de que os 

Helitrons teriam adquirido seu domínio Hel de um gene Pif1 eucariótico. 

(iv) Utilizar os dados obtidos nas análises anteriores para propor um cenário abrangente sobre a 

origem e evolução dos Helitrons. 

(v) Complementarmente, decidimos reexaminar a distribuição e a história evolutiva de uma 

família de Helitrons (Hel_c35) presente em artrópodes, identificada pelo nosso grupo em um 

trabalho anterior, utilizando para isso análises filogenéticas moleculares das suas sequências 

de nucleotídeos.  
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Abstract 

In a previous study we found that a Helitron transposon became integrated as a segment in 

the genome of a symbiotic Cotesia vestalis bracovirus (CvBV) from the parasitoid wasp C. 

vestalis. We presented evidence that this Helitron, named Hel_c35, initially invaded the C. 

vestalis genome through a horizontal transfer (HT) event from a dipteran species and was later 

transferred horizontally from C. vestalis to a lepidopteran species. We have also anticipated 

that, as more species would have their genomes sequenced, more HT events involving 

Hel_c35 might be detected. Here, we investigated the evolution of Hel_c35 in arthropods using 

a more updated data set to reassess our previous findings. Most species (95%) in the present 

analysis had their genomes sequenced only after our initial study was published, thus 

representing new descriptions of taxa harboring Hel_c35. Our results expand considerably the 

number of putative HTs involving Hel_c35 and suggest that several recent HTs took place in 

Europe, probably from C. vestalis to other insects. We argue that many of these HT events 

were likely favored by the behavior of this wasp and the stability conferred to Hel_c35 DNA 

circles by CvBV particles.  

 

Introduction 

Horizontal Transfer (HT) events are defined as the exchange of DNA segments 

between organisms without the involvement of vertical inheritance (Wallau et al. 2018, Van 

Etten and Bhattacharya 2020). Although HTs are major drivers of evolutionary change in 

prokaryotes, they are considerably less frequent in eukaryotes, especially in multicellular 

organisms (Husnik and McCutcheon 2018, Van Etten and Bhattacharya 2020). 

In contrast to most genomic components, transposons are DNA segments capable of 

moving from a locus to another and, as a consequence, they can be found in multiple copies 

on most eukaryotic genomes, thus being one of the genetic entities most likely to be involved 
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in successful HTs among eukaryotes. Indeed, as the number of eukaryotic sequenced 

genomes has increased considerably in the last few decades, the number of described 

examples of horizontal transposon transfers (HTTs) between eukaryotes has also increased, 

as well as the availability of new bioinformatic methods to detect those events (Schaack et al 

2010, Wallau et al. 2018).   

We have previously described a Helitron transposon from the parasitoid wasp Cotesia 

vestalis, which was found to represent one of the circular segments of the symbiotic virus C. 

vestalis bracovirus (CvBV) (Heringer et al. 2017). This Helitron was named Hel_c35, as it was 

first characterized from the CvBV segment 35 (HQ009558.1). The Hel_c35 has 5,294 bp and 

appears to be autonomous, containing a 4,538 bp gene encoding its transposase 

(AEE09607.1) consisting of 1,384 amino acids. In the same work, we showed that, not only 

this CvBV Helitron originated after a HTT event (from a Drosophila species to C. vestalis), but 

also that this transposon was later transferred horizontally from C. vestalis to the domestic silk 

moth (Bombyx mori). Those HTTs were probably facilitated by the close interactions between 

C. vestalis and its potential hosts, which are mediated by CvBV and a fundamental part of this 

wasp’s life cycle. However, as we anticipated in our study, any HT analysis is subject to a 

different interpretation in the future as more species with sequenced genomes become 

available (Heringer et al. 2017).  

Here, we reassessed our earlier propositions using an updated data set that includes 

genomes sequenced more recently, providing both a larger and more diverse sample of 

species. Our results reveal that Hel_c35 elements can be found in a considerably wider range 

of arthropod species from different orders than it was previously suggested. Likewise, our 

analysis indicates that presence of Hel_c35 sequences in a large number of species are most 

likely the result of HT events. In particular, the investigation of sequences more similar to 

Hel_c35 elements from C. vestalis suggests that several recent putative HTs took place in 

Europe and were probably facilitated by the parasitoid behavior of this wasp, together with the 

association between Hel_c35 and CvBV.       

  

Results and Discussion 

We Blastn searched sequences similar to Hel_c35 (> 80% identity covering > 70% of 

the query) in all arthropod genomes available on GenBank (Sayers et al. 2019) using the 

complete CvBV Helitron sequence as a query. A total of 285 sequences from 117 species were 

retrieved for further analyses (Table S1). Although the vast majority of taxa consisted of 

Lepidoptera species, several different insect orders and two spider species were found to 

harbor Hel_c35 sequences. 
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After aligning all the retrieved Hel_c35 sequences, we conducted a phylogenetic 

analysis using the Maximum Likelihood method. The resulting phylogeny shows that Hel_c35 

sequences from specific taxa (insect order or Lepidoptera superfamily) are mostly scattered 

across different branches, instead of representing the overall topology expected from their 

evolutionary relationships (Fig. 1). In addition, although several lepidopterans from the same 

superfamily grouped together, many of those clades contain species from distinct families. At 

the same time, taxa from the same family were found in separate clades, even though they 

were grouped with species from the same superfamily (Fig. S1, Table S1). 

Despite the diversity and incongruent topology observed in the resulting phylogeny, its 

Hel_c35 sequences have > 80% sequence identity, what would place its earliest origin at ~ 33 

million years ago (MYA), assuming that this transposon evolves neutrally. This diverge time is 

at least 15 times more recent than the one estimated for the split between arachnids and 

insects (> 500 MYA) (Kumar et al. 2017) and several times more recent than the estimated 

time of divergence between most insect orders (Misof et al. 2014). The patchy distribution of 

taxa, together with the marked deviation between observed and expected divergence times 

among sequences, strongly indicate that Hel_c35 has been involved in multiple HTT events 

during its evolution. 

Given the large number of sequences included in our phylogeny, we decided to focus 

our analysis in the main clade containing the CvBV Hel_c35 sequence (zoomed in clade on 

Fig. 1). This well supported clade (SH-aLRT branch support = 0.95) (see also Fig. S1 for 

support values) contains species from seven insect orders, along with a variety of lepidopteran 

species from 6 different superfamilies. Similarly to the phylogeny as a whole, most of this clade 

topology does not reflect the evolutionary relationships between species. Moreover, the 

estimated evolutionary distances between many sequences in this clade (Table S2) also 

strongly deviate from their expected divergence times. For example, the cat flea 

Ctenocephalides felis and Drosophila ficusphila were the two species with the largest number 

of pairwise differences per site (0.0751) between their Hel_c35 sequences. Using a 

conservative assumption of one generation per year for all species, this clade would have 

originated ~ 12.5 MYA, which strongly contrasts with the estimated divergence time between 

most taxa included in this clade. For instance, C. felis and D. ficusphila are estimated to have 

diverged > 200 MYA, and all Lepidoptera species are estimated to have diverged from Gryllus 

bimaculatus (Orthoptera) > 300 MYA (Kumar et al. 2017). In both examples, if Hel_c35 has 

been exclusively evolving neutrally and being inherited vertically, no sequence homology 

would be expected in Hel_c35 copies between groups. This contrasts strikingly with the 

observed sequence nucleotide identity > 92% between all sequences in this clade. 
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Figure 1. Phylogeny of Hel_c35 sequences. Maximum Likelihood phylogeny including all 285 Hel_c35 
sequences retrieved from arthropod genomes is represented on the left. A clade containing sequences 
closely related to the CvBV Hel_c35 is featured on the right. Lepidoptera species from different 
superfamilies are represented by different colors. Non-lepidopteran arthropods are represented in black. 
Branches with < 0.7 SH-aLRT statistical support were collapsed. The same phylogeny with branch 
supports and all taxa names is shown on Fig. S1.     

 

A deviation from the expected pairwise nucleotide differences per site between species 

is even more pronounced in the clade comprising taxa with sequences more closely related to 

the CvBV Hel_c35 (zoomed in clade on Fig. 2). All sequences in this proximal clade have > 

99% identity between each other, even though they include species from 3 insect orders that 

diverged up to > 300 MYA (e.g., Hymenoptera and Lepidoptera) and 6 Lepidoptera 

superfamilies that diverged up to > 100 MYA (e.g., Bombycoidea and Tortricoidea) (Kumar et 

al. 2017). Considering the largest value of pairwise nucleotide differences per site among taxa 

in this clade, which is found between Apotomis turbidana and Habrosyne pyritoides 
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(0.009830), its earliest origin would be ~ 1.64 MYA, in contrast to the estimated divergence 

time for some species included, which are higher by up to two orders of magnitude. 

Some of the most conspicuous examples of recent HTTs are shown on the clade 

containing the Hel_c35 sequences from C. vestalis (including CvBV), Pararge aegeria and 

Pyrgus malvae (Fig. 1). The phylogenetic relationships between these three species are 

represented as a polytomy containing sequences with > 99.95% identity, what puts its earliest 

date of origin at 0.068 MYA (68 thousand years ago). Considering that P. aegeria and P. 

malvae diverged > 70 MYA and these two Lepidoptera species have diverged from C. vestalis 

> 300 MYA, these values are at least three orders of magnitude higher than the maximum 

estimated divergence time for Hel_c35 sequences in this clade. 

Even though the phylogenetic topology and level of identity between Hel_c35 

sequences strongly suggest the occurrence of multiple HTTs, these events also require some 

degree of geographic overlap between species to be inferred (Loreto et al. 2008). To verify if 

the geographical distribution of the analyzed species provides further evidence for HTT events, 

we represented our phylogeny by color coding the taxa according to the geographical locations 

where the species were sampled. Sample locations were assigned into one of seven regions 

defined by their biogeographic realm, bioregions and/or expected migration barriers. Several 

topological incongruencies consisting of distantly related taxa grouping together on Figure 1 

represent species sampled in the same region (Fig. 2 and Fig. S2), indicating that, in some 

cases, the geographical distribution of species appears to better explain the phylogenetic 

relationships of their Hel_c35 sequences. 

Interestingly, 11 from the 14 species belonging to the CvBV immediate clade 

correspond to samples from Europe (zoomed in clade on Fig. 2). From those 11 species, nine 

were derived from the island of Great Britain (Table S1). The remaining two species were 

collected in Romania (P. malvae and Fabriciana adippe) but can also be found in Great Britain 

(Butterfly Conservation 2022a, 2022b). Although the C. vestalis samples used in our analysis 

derive from East Asia (China and South Korea), this wasp species can also be found in several 

European countries (Furlong et al. 2013), including Great Britain (Broad et al. 2016). Hence, 

12 out of 14 species in this clade containing the CvBV Hel_c35 sequence overlap 

geographically in Great Britain, indicating this island as the most probable region where those 

HTT events occurred.  
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Figure 2. Geographical distribution of arthropod species containing Hel_c35. The same phylogeny of 
Hel_c35 sequences from Fig. 1 is represented, but with colors corresponding to the geographical 
location where the species were sampled (Table S1). A clade with species containing sequences closely 
related to CvBV Hel_c35 is featured expanded on the right. The same phylogeny with branch supports 
and all taxa names is shown on Fig. S2. 

 

Although it is difficult to infer the direction of HTTs, the diversity of Lepidoptera 

superfamilies at the base of most clades suggests that species in this order are the earliest 

donors of horizontally transferred Hel_c35 sequences. However, considering the large number 

of potential HTTs in the presented phylogeny, it is also possible that Lepidoptera species could 

have received Hel_c35 sequences by secondary HTT events. For example, a HTT from a 

lepidopteran to a dipteran, which later transferred this transposon to another Lepidoptera 

species. The diversity and broad distribution of dipterans in the phylogeny (Fig. 1 and Fig. S1) 

indicate that species from this order were also basal donors of Hel_c35 elements. Nonetheless, 

because of mechanical and physiological constraints, direct HTs between insects should be 
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considered rare events. In those cases, it is reasonable to expect the involvement of species 

like C. vestalis as likely HT vectors or intermediates, due to their life history which is thought 

to facilitate those events (Schaack et al 2010, Wallau et al. 2018). That is particularly relevant 

for the putative HTTs in the clades more closely related to the CvBV Hel_c35 (Fig. 1). This 

Helitron appears to be autonomous and its copies are likely protected by a viral capsid and 

envelope when injected every time C. vestalis lay eggs in its potential hosts (Heringer et al. 

2017). Hence, we suggest a preferred direction for those specific HTT events, which is from 

the parasitoid to other species.   

Considering the topology revealed by our phylogenetic analysis, the geographical 

distribution of the species and their natural history, we suggest the following hypothesis to 

explain the putative HTTs involving sequences more closely related to the C. vestalis Hel_c35 

element. The originally Palearctic/eastern Asian distribution of C. vestalis (Hiroyoshi et al. 

2017) and several other lepidopterans and dipterans harboring closely related Hel_c35 

sequences (Heringer et al. 2017) indicates that C. vestalis acquired Hel_c35 by HT from an 

insect species within those orders, less than 12.5 MYA. In our previous work (Heringer et al. 

2017) we suggested a drosophilid as the most probable donor of the C. vestalis Hel_c35, given 

the evidence available at the time. Although our results showing eastern Asian drosophilids 

near the base of the CvBV Hel_c35 clade provide some support for that hypothesis, we cannot 

reject that lepidopterans from the same geographical region could also have been potential 

donors. In any case, after this HTT event, a Hel_c35 sequence became one of CvBV 

segments, which in turn facilitated other HTTs from C. vestalis to multiple species from several 

insect orders (Fig. 3).  

Lepidoptera species are overrepresented in our phylogeny, what could indicate a 

genome sequencing bias favoring this order. On the other hand, this could likewise be a 

consequence of lepidopterans being more frequently attacked by parasitoid wasps. This 

feature might be particularly relevant to explain the putative HTTs indicated in the immediate 

clade containing the CvBV Hel_c35 sequence (Fig. 1). Despite being considered a specialist 

parasitoid of the diamondback moth (Plutella xylostella), C. vestalis is known to attack 

lepidopterans from at least ten different families within eight superfamilies (Hiroyoshi et al. 

2017). In view of the high diversity of lepidopteran larvae that can be targeted by C. vestalis, it 

is reasonable to expect that unspecific attacks to larvae from other insect orders could also 

occur in some conditions, even if rarely. In fact, the diversity of insect orders found in the main 

clade containing C. vestalis/CvBV in itself might be considered as evidence for the occurrence 

of those unspecific attacks. As we previously suggested (Heringer et al. 2017), the detection 

of HTs involving parasitoid wasps and species outside the known range of hosts targeted by 
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those wasps could be used to indicate potential cryptic interactions to be confirmed in future 

ecological and behavioral studies. 

 

 

Figure 3. Hypothesis for HTTs involving Hel_c35 sequences closely related to the one found in CvBV. 
Arrows represent the probable direction of HTTs and numbers indicate the order which most HTTs 
events in each geographical region occurred. The earliest event from a Diptera or Lepidoptera species 
to C. vestalis and CvBV (1) was followed by HTTs from CvBV to multiple insects from several orders, 
initially to species found in Southeast Asia (2) and more recently to species from Europe (3). Although 
most HTTs in 2 appear to have occurred earlier than those in 3, some European species are 
interspersed with, or more basal in relation to some Southeast Asian species, indicating that this 
chronological division is not clear cut.    

  

Overall, the results presented here differ from our previous findings (Heringer et al. 

2017) in some important aspects. Firstly, the single best hits from 24 species were retrieved in 

our earlier work, as opposed to the current analysis, in which 285 sequences from 117 species 

were included, even though we used a more stringent selection criteria in the latter. For 

instance, here we considered the same minimum query coverage (> 70%) and identity (> 80%) 

as previously, but using the whole CvBV Hel_c35 (5,294 bp) as a reference, as opposed to a 

region of ~ 838 bp only containing the Rep coding sequence. The sampled species in our 

former analysis belonged to five insect orders, with one spider species, in contrast to the 

current sample that comprises 117 species from eight insect orders and two spider families. 

Therefore, not only the resulting data set presented here is larger, but is also more diverse. It 
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is also worthwhile mentioning that using this more stringent sequence selection criteria, only 

five out of 24 species from the previous analysis were included in the current study. Only one 

of the new species included in the present data set (Heliconius wallacei) had its genome 

sequence already available before the previous study was conducted (November 2015), 

although we cannot explain the reason for this absence. The remaining 111 new species all 

had their genome sequences made available only after our previous work (Heringer et al 2017) 

was submitted (September 2017) and represent 95% of the current data set (Table S1).             

The larger number of species in the present analysis revealed a more complex scenario 

regarding the evolutionary history of Hel_c35 sequences more closely related to the one found 

in C. vestalis. We previously suggested that East/Southeast Asia was probably the 

geographical region in which the most recent HTTs of Hel_c35 involving C. vestalis had 

occurred (Heringer et al. 2017). Although the evidence provided here still is consistent with a 

scenario in which the C. vestalis Hel_c35 originated from a HTT that probably occurred in 

East/Southeast Asia < 12.5 MYA, our current results also indicate that this Helitron was 

probably horizontally transferred more recently to multiple insect species in Europe in the last 

few million years. In spite of those significant differences, our results presented here confirm 

the previous hypothesis that, as new genome sequencing projects would become available, 

new HT events would probably be detected, resulting in new interpretations about the evolution 

of Hel_c35. 

Given the large amount of putative HTTs involving C. vestalis as a donor of Hel_c35 

sequences to other species, and the evidence for CvBV being an important promoter of these 

events, we consider that future sequencing C. vestalis and/or CvBV genomes from different 

lineages and geographical locations will be essential to confirm our proposed scenario. For 

instance, we expect that if Hel_c35 copies turn out to be absent in genomes from European 

lineages of C. vestalis, our main hypotheses regarding the direction and geographical location 

of the most recent HTTs would be refuted, at least partially. Likewise, an absence of Hel_c35 

in CvBV genomes from outside East Asia would contradict our suggestion that CvBV has been 

a major HTT vector of Hel_c35 copies.            

       

Materials and Methods 

We Blastn searched all arthropod genomes available (as in October 2021) on the 

Whole Genome Shotgun (WGS) contigs database from GenBank (Sayers et al. 2019) using 

the Hel_c35 sequence from CvBV (HQ009558.1) as a query. In order to include only highly 

similar elements in our analysis, we downloaded all Blast aligned sequences from hits with > 

80% sequence identity covering > 70% of the query. Those downloaded hits are sometimes 
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composed by multiple separate matches which, together, cover > 70% of the query, instead of 

continuous sequences with the minimum query cover size. Hence, to include only sequences 

covering > 70% (3,705 bp) of the query, we adapted a Biopython (Cock et al. 2009) script for 

that purpose and also to edit FASTA sequence descriptions in order to contain only the hit 

accession number, the sequence match range and the species name (Data S1). The resulting 

285 sequences (Data S2) were aligned using the E-INS-i method in the MAFFT online service 

(Katoh et al. 2019). For the phylogenetic analysis, the best-fit evolutionary model (GTR+G+I) 

was selected using the Smart Model Selection (SMS) in PhyML (Lefort et al. 2017). The 

maximum likelihood phylogeny of sequences was inferred using the best topology from NNI 

and SPR methods, six random plus one parsimony starting trees and 10 substitution rate 

categories across sites, modelled with estimated gamma-shaped distribution parameter and a 

proportion of invariant sites. Branch supports were estimated using the approximate likelihood 

ratio test (aLRT) with the nonparametric Shimodaira–Hasegawa correction (SH-aLRT). The 

phylogenetic analysis procedures described above were conducted on PhyML 3.1 (Guindon 

et al. 2010). All branches with < 0.7 SH-aLRT statistical support were collapsed using 

TreeGraph 2 (Stöver and Müller 2010), with the final tree edited and visualized using FigTree 

v.1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/; last accessed December 15, 2022). The 

species taxonomy and sample collection locations were obtained from their corresponding 

accession on GenBank (Sayers et al. 2019), and additional information about the geographical 

distribution of organisms included in our analysis was obtained from various Web sources. The 

average nucleotide differences per site between groups in the main clade containing CvBV 

Hel_c35 (Table S2) was calculated using MEGA X (Kumar et al. 2018), and their divergence 

time estimated using the equation: 

𝑇 =
𝐾

2𝑟
 

in which 𝑇 is the number of generations, 𝐾 is the number of substitutions per site, and 𝑟 is the 

rate of nucleotide substitution. We considered that 𝑟 is equal to the mutation rate (μ), as 

expected for neutral mutations (Graur and Li 2000), and a value of μ equal to 3.0 x 10-9 for 

insect species (Liu et al. 2017). To obtain a conservative estimation for the maximum time of 

divergence between sequences we considered one generation per year for all insect species. 

Hence, in our equation, the value found for 𝑇 is equal to the diverge time between species 

given in number of years. 
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6. DISCUSSÃO GERAL 

 Os resultados apresentados no Capítulo 1 sugerem que, a despeito de os Helitrons 

serem transposons exclusivamente eucarióticos, estes elementos pertencem a uma linhagem 

filogenética de replicons tipicamente procarióticos. Apesar de os Helitrons terem uma origem 

procariótica, modo de replicação por transposição e possuírem uma proteína com atividade 

enzimática semelhante às encontradas em transposons procarióticos que utilizam RCT, 

nossos resultados indicam que Helitrons não são parentes próximos destes últimos. Por outro 

lado, a hipótese de que Helitrons seriam descendentes ou mesmo teriam dado origem a vírus 

eucarióticos do tipo RCR também não é sustentada pelos resultados das nossas análises 

utilizando o domínio Rep. 

Ao contrário, nossos dados indicam que Helitrons são parentes são mais 

proximamente relacionados a plasmídeos e vírus procarióticos, formando com estes um grupo 

filogenético composto por elementos circulares que se replicam por RCR e possuem duas 

tirosinas catalíticas no seu domínio Rep. Após sua publicação (Heringer & Kuhn 2018), estes 

resultados foram corroborados por um estudo independente que analisou as relações 

evolutivas entre proteínas Rep de elementos procarióticos e eucarióticos (Kazlauskas et al. 

2019). 

Já os resultados no Capítulo 2 argumentam contra a hipótese de que os Helitrons 

teriam adquirido seu domínio Hel após a captura de uma helicase Pif1 eucariótica. Apesar de 

helicases Pif1 serem tipicamente codificadas por genomas de eucariotos, esta família de 

proteínas também é encontrada em diversos genomas de arqueias e bactérias, além de vírus 

eucarióticos e procarióticos. A distribuição filogenética das proteínas analisadas demonstra 

que o domínio Hel evoluiu independentemente de da linhagem que deu origem a helicases 

Pif1 eucarióticas, indicando que Helitrons já possuíam uma transposase contendo seus dois 

domínios antes de invadirem seus primeiros hospedeiros eucariotos.   

Sugerimos que Helitrons representam um grupo de plasmídeos procarióticos que, 

após invadirem organismos eucariotos, passaram a se replicar por transposição nos genomas 

de seus hospedeiros (Fig. 6 do Cap. 2). Esta hipótese se baseia no conjunto de dados 

revelados no presente trabalho e em outros estudos, sendo estas evidências apresentadas a 

seguir. Primeiramente, apesar de terem se tornado transposons, Helitrons geram 

intermediários de dsDNA circulares para se mover no genoma (Grabundzija et al. 2018). Além 

disso, estes elementos possuem em sua transposase um domínio Rep mais proximamente 

relacionado com proteínas de vírus circulares e plasmídeos (Cap. 1, Kazlauskas et al. 2019).  

Por outro lado, o domínio helicase presente em relaxases TraA de plasmídios parece 

ser filogeneticamente relacionado à família Pif1, que inclui o domínio Hel (Cap. 2). Apesar de 
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remota, esta relação sugere que Helitrons poderiam representar parentes distantes de 

plasmídeos atuais. Mesmo considerando que a similaridade entre a transposase RepHel e a 

relaxase TraA provavelmente resulta de convergência evolutiva, tal fato ainda indicaria a 

existência de paralelos entre os processos enzimáticos conduzidos por estas duas proteínas 

distintas. Recentemente, a estrutura da RepHel associada à extremidade 5’ ssDNA do Helitron 

foi resolvida por crio-microscopia eletrônica, revelando que esta transposase apresenta uma 

estrutura tridimensional notavelmente similar a encontrada na relaxase TraI (Kosek et al. 

2021). Assim como a semelhança na sequência de aminoácidos observada para o caso da 

relaxase TraA, a similaridade estrutural entre TraI e RepHel muito provavelmente resulta de 

convergência evolutiva pelo fato de ambas as proteínas desempenharem reações catalíticas 

análogas.      

Apesar de possuírem características de plasmídeos, o conjunto de resultados 

apresentados nos dois primeiros capítulos indicam que cada um dos dois domínios principais 

da transposase RepHel se assemelha mais a proteínas encontradas em elementos genéticos 

móveis de grupos distintos. De um lado, o domínio Rep claramente pertence a um grupo de 

proteínas responsáveis pela replicação de plasmídeos e vírus procarióticos do tipo RCR (Cap. 

1); do outro, o domínio Hel representa um dos clados mais basais de helicases Pif1 (Cap. 2). 

De fato, a divergência dos dois grandes grupos do domínio Hel (Helitrons e 

Helentrons/Helitron2) parece ser tão antiga quanto as principais radiações basais de proteínas 

semelhantes a helicases Pif1. A profundidade desta divergência evolutiva entre domínios Hel 

de Helitrons e Helentrons/Helitron2 é tão acentuada que domínios Hel sequer formam grupos 

monofiléticos na nossa análise (Fig. 3 e Fig. S2 do Cap. 2).       

Por fim, no Capítulo 3 exemplificamos a capacidade que os Helitrons possuem de se 

propagar horizontalmente cruzando a barreira das espécies, muitas vezes entre organismos 

de ordens ou mesmo classes diferentes. Em um trabalho anterior (Heringer et al. 2017) 

havíamos identificado um Helitron, denominado Hel_c35, que se tornou um dos segmentos 

do vírus simbionte Cotesia vestalis bracovirus (CvBV) associado à vespa parasitoide C. 

vestalis. Neste último estudo, também havíamos demonstrado que elementos Hel_c35 se 

encontravam distribuídos de forma desigual em genomas de diversas espécies de insetos em 

diferentes ordens, além de uma espécie de aracnídeo. Tal distribuição desigual e irregular já 

indicava que este Helitron estaria envolvido em vários eventos de HT. De fato, nossos 

resultados sugeriam que o próprio elemento Hel_c35 presente em CvBV teria se originado 

após a HT de um díptero para C. vestalis, seguida pela inserção deste Helitron no genoma 

proviral de CvBV. Além disso, nossas análises apontavam para um segundo evento de HT, 

de C. vestalis para a espécie de mariposa Bombyx mori. 
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Os resultados apresentados no Capítulo 3 descrevem a evolução de elementos 

Hel_c35 e sua distribuição em genomas de artrópodes utilizando uma amostra 

consideravelmente maior de espécies e análises mais robustas. Além de atualizar nossos 

achados anteriores (Heringer et al. 2017) ao revelar uma quantidade e diversidade 

consideravelmente maior de espécies com elementos Hel_c35, nossos resultados sugerem 

que esta família de Helitrons possivelmente está envolvida em dezenas de eventos de HT. 

Várias destas HTs estão associadas a espécies que contém sequências mais similares ao 

elemento Hel_c35 encontrado em C. vestalis, provavelmente foram transferidas 

horizontalmente desta vespa parasitoide para outras espécies de insetos e facilitada pela 

presença do Helitron Hel_c35 em partículas virais de CvBV.           
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7. CONCLUSÕES 

Desde que os Helitrons foram descritos pela primeira vez em 2001, estes elementos 

têm se revelado cada vez mais como componentes genômicos importantes e versáteis em 

diversos grupos de organismos eucariotos. Algumas das características mais bem 

estabelecidas sobre os Helitrons nas últimas duas décadas dizem respeito a sua capacidade 

de ocupar frações consideráveis dos seus genomas hospedeiros, capturar, mobilizar e 

duplicar fragmentos cromossômicos. Apesar disso, informações sobre a sua origem e 

mecanismo de transposição permaneceram obscuras até recentemente. O objetivo central 

deste trabalho foi o de elucidar a origem e relações evolutivas destes elementos através do 

estudo de sua estrutura codificante, composta por dois domínios principais. Nossos resultados 

indicam que Helitrons representam transposons descendentes de plasmídeos procarióticos 

que invadiram o genoma dos seus primeiros hospedeiros eucarióticos em um período próximo 

à origem deste domínio da vida. Apesar do domínio catalítico central da sua transposase 

RepHel se assemelhar mais a proteínas encontradas em um grupo de plasmídeos e vírus 

bacterianos, Helitrons diferem destes últimos por codificarem um domínio helicase em sua 

transposase.  

Em conjunto com dados revelados em outros estudos, nossos resultados sugerem que 

este domínio helicase não representa uma aquisição evolutiva posterior à invasão dos 

Helitrons em genomas eucarióticos. Ao contrário, a estrutura composta por dois domínios 

principais na transposase RepHel parece anteceder a origem dos Helitrons em eucariotos e 

ser indispensável para a transposição destes elementos. De fato, a similaridade estrutural 

entre a transposase RepHel e relaxases encontradas em plasmídeos indica que o domínio 

Hel desempenha uma função complexa que vai além da simples atividade típica de uma 

helicase. Neste cenário, os domínios Rep e Hel desempenhariam funções enzimáticas 

essenciais, complementares e necessariamente concatenadas nas principais etapas do 

processo de transposição dos Helitrons. 

 Para além dos aspectos fundamentais sobre a origem e mecanismo de transposição 

destes elementos, nosso estudo de uma família de Helitrons encontrada em artrópodes ilustra 

como a evolução destes transposons em genomas hospedeiros pode ser altamente complexa. 

Tal complexidade se dá pela capacidade dos Helitrons de invadir novas espécies por 

transferência horizontal, sendo que análises filogenéticas de suas sequências comumente 

resultam em topologias incongruentes com as relações evolutivas de suas espécies 

hospedeiras. A evolução desta família de Helitrons analisada no nosso último capítulo é 

particularmente notável não só por incluir múltiplos eventos de transferência horizontal entre 
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diferentes ordens de artrópodes, mas também pela associação entre um elemento desta 

família com o vírus simbiótico de uma vespa parasitóide.   

Os aspectos revelados sobre os Helitrons neste trabalho, e em outros estudos 

recentes, sobre a sua origem, evolução, mecanismo de transposição e estrutura da sua 

transposase, abrem caminho para futuras investigações mais profundas sobre cada um 

destes temas. No campo das análises in silico, o aumento no número de espécies com 

genomas sequenciados poderá contribuir com cenários mais completos sobre a origem dos 

Helitrons, seja revelando variantes estruturalmente mais semelhantes à sua forma ancestral 

ou replicons evolutivamente mais próximos dos Helitrons. Já análises in vitro poderão 

confirmar se as similaridades estruturais entre transposases RepHel e relaxases de fato se 

traduzem em semelhanças funcionais. Por fim, a compreensão mais detalhada da estrutura e 

processos enzimáticos conduzidos por esta transposase única em genomas eucariotos cria 

novas possibilidades na investigação de ferramentas de engenharia genética.  
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9. ANEXOS 

9.1 Material suplementar do Capítulo 1 
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9.2 Material suplementar do Capítulo 2 
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9.3 Material suplementar do Capítulo 3 
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Supplementary Material 

 

Table S1 

Rank 
   

Species # of 
sequences 

Geographical 
location 

Submission Institution Submission Date 

Class Insecta 
        

 
Order 
Lepidoptera 

       

  
Superfamily 
Papilionoidea 

      

   
Family 
Nymphalidae 

     

    
Pararge aegeria  31 Scotland/UK  Wellcome Sanger Institute/UK, Stockholm 

University/SWE 
2021-01-28, 2018-
08-08     

Fabriciana adippe 1 Romania Wellcome Sanger Institute/UK 2021-04-15     
Heliconius wallacei 1 Peru University of Cambridge/UK 2015-11-29     
Vanessa cardui 5 Scotland/UK  Wellcome Sanger Institute/UK 2021-02-13     
Dryas iulia 7 Costa Rica Cornell University/USA 2021-06-28     
Danaus melanippus 1 India Iridian Genomes/USA 2020-01-30     
Nymphalis polychloros 1 Spain Wellcome Sanger Institute/UK 2021-02-13    

Family Riodinidae 
     

    
Apodemia ares 1 USA Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Emesis lacrines 1 Costa Rica Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Emesis aurimna 1 Costa Rica Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Emesis ocypore 1 Peru Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Emesis heterochroa 1 Peru Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03    

Family 
Papilionidae 

     

    
Parnassius apollo 5 Germany, Italy Florida Museum of Natural History/USA, Stockholm 

University/SWE 
2021-05-03, 2021-
06-20       

Parnassius imperator 1 China Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Parnassius smintheus 1 Canada Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Zerynthia polyxena 1 Italy Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Archon apollinus 1 Greece Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Protesilaus protesilaus 2 Peru Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03    

Family Lycaenidae 
     

    
Curetis bulis 1 Myanmar Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Cyaniris semiargus 3 Romania Wellcome Sanger Institute/UK 2021-01-25     
Lysandra coridon 2 Romania Wellcome Sanger Institute/UK 2021-02-13     
Lycaena phlaeas 1 Scotland/UK  Wellcome Sanger Institute/UK 2021-03-17     
Aricia agestis 1 Romania Wellcome Sanger Institute/UK 2021-01-25     
Lysandra bellargus 1 Spain Wellcome Sanger Institute/UK 2021-03-17     
Lepidochrysops patricia 1 South Africa Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Eumaeus atala 7 USA University of Texas Southwestern/USA 2021-03-02    

Family Pieridae 
     

    
Pieris rapae 3 Scotland/UK  Wellcome Sanger Institute/UK 2021-01-25    

Family Hesperiidae 
     

    
Pyrgus malvae 3 Romania Wellcome Sanger Institute/UK 2021-07-21     
Satarupa nymphalis 1 China Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Gindanes brontinus 1 Costa Rica Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Pyrrhopyge telassa 1 Peru Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Pyrrhopyge sergius 1 Peru Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Pyrrhopyge hadassa 1 Peru Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Pyrrhopyge kelita 1 Peru Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Pyrrhopyge crida 1 Costa Rica Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Pyrrhopyge pelota 1 Bolivia Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Celaenorrhinus cf. opalinus 1 Kenya Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Katreus holocausta 1 Cameroon Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Morvina fissimacula 1 Costa Rica Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Ouleus salvina 1 Costa Rica Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Cecropterus casica 1 USA Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Mylon lassia 1 Costa Rica Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Eburuncus unifasciata 1 Panama Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Oxynetra roscius 1 Brazil Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Duroca duroca 1 Brazil Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Charidia lucaria 1 Peru Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Aurina azines 1 Guyana Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Mimia cf. chiapaensis 1 Ecuador Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Pythonides amaryllis 1 Costa Rica Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Zopyrion sandace 1 Mexico Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Mimoniades ocyalus 1 Brazil Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Dalla cyprius 1 Peru Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Signeta flammeata 1 Australia Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Erynnis tages 1 Romania Wellcome Sanger Institute/UK 2021-01-25     
Ectomis octomaculata 1 Costa Rica Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Cecropterus confusis 1 USA Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Thymelicus sylvestris 6 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-07-21     
Piruna pirus 1 USA Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Timochares trifasciata 1 Costa Rica Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03     
Autochton oryx 1 Ecuador Florida Museum of Natural History/USA 2021-05-03   

Superfamily 
Geometroidea 

      

   
Family 
Geometridae 

     

    
Campaea margaritaria 2 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-08-18     
Hydriomena furcata 4 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-08-18     
Ectropis grisescens 9 China Institute of Plant Physiology and Ecology/CHN 2021-03-22   

Superfamily 
Noctuoidea 

      

   
Family Noctuidae 

     
    

Amphipyra tragopoginis 2 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-02-13     
Griposia aprilina 1 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-09-30     
Atethmia centrago 4 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-03-17     
Mythimna ferrago 1 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-07-06     
Autographa pulchrina 1 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-04-14     
Autographa gamma 1 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-01-25     
Trichoplusia ni 1 USA Cornell University/USA 2018-10-01     
Mamestra brassicae 2 Wales/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-01-25     
Sesamia nonagrioides 1 France Paris-Saclay University/FRA 2021-04-13    

Family 
Notodontidae 

     

    
Clostera curtula 3 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-04-14     
Ptilodon capucinus 4 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-09-11    

Family Erebidae 
     

    
Eilema sororculum 1 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-09-24 
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Spilosoma lubricipeda 3 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-02-13     
Euproctis similis 3 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-01-25     
Spilarctia lutea 11 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-09-18     
Schrankia costaestrigalis 1 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-04-14     
Arctia plantaginis 3 Finland? University of Cambridge/UK 2020-04-10     
Lymantria monacha 6 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-01-25     
Lymantria dispar 5 Japan, China Laval University/CAN 2021-05-04   

Superfamily 
Bombycoidea 

      

   
Family 
Bombycidae 

     

    
Bombyx mori 3 Japan The University of Tokyo/JPN 2020-11-06    

Family Sphingidae 
     

    
Laothoe populi 7 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-02-13     
Hyles vespertilio 1 Italy Max Planck Institute of Molecular Cell Biology and 

Genetics/DEU 
2020-01-29 

   
Family Saturniidae 

     
    

Samia ricini 7 India* Gakushuin University/JPN 2020-06-20   
Superfamily Pyraloidea 

      
   

Family Crambidae 
     

    
Chilo suppressalis 1 China Huazhong Agricultural University/CHN 2019-01-08     
Chrysoteuchia culmella 2 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-07-06   

Superfamily 
Gelechioidea 

      

   
Family 
Blastobasidae 

     

    
Blastobasis lacticolella 15 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-01-25     
Blastobasis adustella 4 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-05-19   

Superfamily 
Drepanoidea 

      

   
Family Drepanidae 

     
    

Habrosyne pyritoides 1 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-05-11   
Superfamily 
Tortricoidea 

      

   
Family Tortricidae 

     
    

Apotomis turbidana 1 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-01-25  
Order Diptera 

       
  

Superfamily 
Diopsoidea 

      

   
Family Diopsidae 

     
    

Teleopsis dalmanni 4 Malaysia SUNY Geneseo/USA, University of Maryland/USA 2020-09-23, 2020-
10-30   

Superfamily 
Syrphoidea 

      

   
Family Syrphidae 

     
    

Cheilosia vulpina 1 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-09-30     
Melanostoma mellinum 3 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-09-11   

Superfamily 
Tephritoidea 

      

   
Family Tephritidae 

     
    

Bactrocera dorsalis 1 USA Agricultural Research Service-USDA/USA 2014-12-03   
Superfamily 
Ephydroidea 

      

   
Family 
Drosophilidae 

     

    
Drosophila biarmipes 7 India to SE Asia* University of Pennsylvania/USA 2019-05-08     
Drosophila ficusphila 1 Taiwan Stanford University/USA 2021-04-28     
Drosophila auraria 1 Japan University of California, Berkeley/USA 2019-08-21     
Drosophila bifasciata 1 Japan University of California, Berkeley/USA 2019-11-15     
Drosophila obscura 3 Europe*, Serbia National Institute of Genetics/JPN, Stanford 

University/USA 
2017-10-14, 2021-
04-28     

Drosophila ambigua 1 Serbia Stanford University/USA 2021-04-28     
Drosophila guanche 1 Canary Islands/ESP Centro Nacional de Análisis Genómico/ESP 2018-09-20     
Scaptomyza montana 2 USA* Stanford University/USA 2021-06-16     
Scaptomyza flava 1 USA University of California, Berkeley/USA 2018-12-17   

Superfamily Oestroidea 
      

   
Family Tachinidae 

     
    

Tachina fera 1 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-02-13  
Order 
Orthoptera 

       

  
Superfamily Grylloidea 

      
   

Family Gryllidae 
     

    
Teleogryllus occipitalis 4 Japan Waseda university/JPN 2020-02-22     
Gryllus bimaculatus 1 Japan Tokushima University/JPN 2021-02-13   

Superfamily 
Eumastacoidea 

      

   
Family Morabidae 

     
    

Vandiemenella viatica 1 Australia Uppsala University/SWE 2021-08-07  
Order 
Hymenoptera 

       

  
Superfamily 
Ichneumonoidea 

      

   
Family Braconidae 

     
    

Cotesia vestalis 1 South Korea Andong National University/KOR 2015-03-18     
Cotesia vestalis bracovirus 
segment c35 

1 China Zhejiang University/CHN 2011-05-09 

   
Family 
Ichneumonidae 

     

    
Mesochorus sp. 1 Costa Rica University of Georgia/USA 2021-06-16  

Order 
Coleoptera 

       

  
Superfamily 
Tenebrionoidea 

      

   
Family 
Pyrochroidae 

     

    
Pyrochroa serraticornis 5 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-03-17  

Order 
Neuroptera 

       

   
Family 
Chrysopidae 

     

    
Chrysoperla carnea 1 England/UK Wellcome Sanger Institute/UK 2021-04-14  

Order 
Siphonaptera 

       

  
Superfamily Pulicoidea 

      
   

Family Pulicidae 
     

    
Ctenocephalides felis 5 USA West Virginia University/USA 2018-08-24  

Order 
Phasmatodea 

       

   
Family 
Phasmatidae 

     

    
Clitarchus hookeri 1 New Zealand Landcare Research/NZL 2017-11-16 
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Class 
Arachnida 

        

 
Order Araneae 

       
  

Superfamily 
Araneoidea 

      

   
Family Nephilidae 

     
    

Trichonephila inaurata 
madagascariensis 

1 Madagascar Institute for Advanced Biosciences - Keio 
University/JPN 

2021-07-22 

   
Family Linyphiidae 

     
    

Oedothorax gibbosus 1 Belgium Royal Belgian Institute of Natural Sciences/BEL 2021-07-22 

 

*Original or known distribution of the species (geographical location of biosample not available). 
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Figure S1. Same Maximum Likelihood phylogeny as Fig. 1 (main text), displaying taxa names and 
branch support values. Distinct Lepidoptera superfamilies are represented by different colors and 
non-lepidopteran arthropods are represented in black. See Materials and Methods for details of the 
phylogenetic inference procedures. 
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Figure S2. Same Maximum Likelihood phylogeny as Fig. 2 (main text), displaying taxa names and 
branch support values. Colors correspond to geographical locations where the species were sampled 
(Table S1). 
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Data S1. Biopython script to only include sequences with > 70% (3705 bp) and to edit FASTA 
descriptions to contain only the hit accession number, the sequence match range and the species 
name. 

 

>>> from Bio import SeqIO 

>>> large_sequences = [] 

>>> for record in SeqIO.parse("blast_results.txt", "fasta"): 

 if len(record.seq) > 3705: 

  large_sequences.append(record) 

 

>>> SeqIO.write(large_sequences, "large_seq.fasta", "fasta") 

>>> clean_sequences = [] 

>>> for seq_record in SeqIO.parse("large_seq.fasta", "fasta"): 

 seq_record.id = ((seq_record.description.split()[0])+(" ")+ 

    (seq_record.description.split()[1])+(" ")+ 

    (seq_record.description.split()[2])) 

 seq_record.description = ("") 

 clean_sequences.append(seq_record) 

  

>>> SeqIO.write(clean_sequences, "clean_seq.fasta", "fasta") 
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Data S2. List of sequences descriptions used in the analysis, with their accession number, match 
range and the species name. 

HQ009558.1 Cotesia vestalis bracovirus segment c35 
CAJHZN010000006.1_22939.28228_Pararge_aegeria 
CAJHZN010000001.1_159388.164677_Pararge_aegeria 
CAJHZN010000001.1_169618.174907_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000138.1_366440.371729_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000104.1_145538.150827_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000080.1_261023.266312_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000059.1_423418.428707_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000045.1_4316124.4321413_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000014.1_1104039.1109328_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000011.1_2007535.2012824_Pararge_aegeria 
CAJVQM010000016.1_22902664.22907953_Pyrgus_malvae 
CAJHZM010000035.1_19926.25209_Pararge_aegeria 
CAJHZN010000005.1_288029.293318_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000130.1_729237.734526_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000130.1_840737.846026_Pararge_aegeria 
UIGX01030406.1_1.5288_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000036.1_7433354.7438643_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000035.1_609216.614505_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000035.1_617278.622567_Pararge_aegeria 
CAJVQM010000016.1_22913002.22918291_Pyrgus_malvae 
CAJHZM010000079.1_760808.766097_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000059.1_2265283.2270572_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000271.1_10360.15649_Pararge_aegeria 
JZSA01007369.1_21189.25964_Cotesia_vestalis 
CAJHZM010000038.1_5963116.5968405_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000012.1_12234942.12240231_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000002.1_2420860.2426149_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000035.1_670716.676005_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000041.1_658925.664220_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000110.1_4418285.4423571_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000130.1_1146594.1151884_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000102.1_657339.662628_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000092.1_631160.636449_Pararge_aegeria 
CAJHZM010000024.1_3952072.3957361_Pararge_aegeria 
CAJVWE010000011.1_3500217.3505507_Campaea_margaritaria 
CAJVWE010000087.1_1169967.1174606_Campaea_margaritaria 
CAJVWD010000025.1_408819.414108_Hydriomena_furcata 
CAJVWD010000070.1_510413.515617_Hydriomena_furcata 
CAJVWD010000025.1_377294.382499_Hydriomena_furcata 
CAJVWD010000012.1_3716744.3722060_Hydriomena_furcata 
CAJMZV010000185.1_996280.1001569_Amphipyra_tragopoginis 
CAJMZV010000218.1_4569479.4574767_Amphipyra_tragopoginis 
CAJOSM010000467.1_148944.154232_Pyrochroa_serraticornis 
CAJOSM010000275.1_305597.310868_Pyrochroa_serraticornis 
CAJOSM010000934.1_7793.12723_Pyrochroa_serraticornis 
CAJOSL010000003.1_780653.785583_Pyrochroa_serraticornis 
CAJOSM010000568.1_196017.200944_Pyrochroa_serraticornis 
BHWX01000001.1_13148640.13153928_Bombyx_mori 
DWHE01006833.1_1.5238_Satarupa_nymphalis 
CAJNAB010000311.1_202758.208045_Laothoe_populi 
CAJNAB010000435.1_67852.73189_Laothoe_populi 
BHWX01000007.1_11846872.11852161_Bombyx_mori 
CAJNAB010000107.1_670398.675633_Laothoe_populi 
CAJNAB010000260.1_341534.346834_Laothoe_populi 
CAJRBD010001370.1_98905.104202_Habrosyne_pyritoides 
CAJQEY010000087.1_6085973.6091264_Fabriciana_adippe 
CAJNAB010000869.1_72668.77560_Laothoe_populi 
CAJQFY010000135.1_335220.340495_Clostera_curtula 
CAJQFY010000347.1_1.5279_Clostera_curtula 
CAJQFY010001131.1_62176.67434_Clostera_curtula 
BHWX01000022.1_752045.757343_Bombyx_mori 
CAJNAB010000154.1_1044455.1049578_Laothoe_populi 
CAJNAB010001387.1_170726.175895_Laothoe_populi 
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CAJHUU010000108.1_3275763.3280672_Apotomis_turbidana 
DWQB01000133.1_862.6189_Gindanes_brontinus 
DVYD01000130.1_683.5891_Apodemia_ares 
DWEO01003961.1_926.5870_Pyrrhopyge_telassa 
DVQA01000780.1_1045.5981_Pyrrhopyge_sergius 
DWOT01000734.1_76.5034_Pyrrhopyge_hadassa 
DVQD01000579.1_78.4419_Pyrrhopyge_kelita 
DWEP01000053.1_1589.6485_Pyrrhopyge_crida 
DWSZ010000156.1_1.5209_Emesis_lacrines 
CAJZCT010000117.1_1734641.1739951_Eilema_sororculum 
DWLK01000137.1_1.4747_Celaenorrhinus_cf._opalinus 
DWMK01000004.1_19.5148_Katreus_holocausta 
DWFE01002627.1_226.5042_Pyrrhopyge_pelota 
NLCU02019152.1_17889.23172_Teleopsis_dalmanni 
JACTOK010041713.1_346.5639_Teleopsis_dalmanni 
JACTOK010037361.1_40126.45029_Teleopsis_dalmanni 
JACTOK010035260.1_62.5356_Teleopsis_dalmanni 
DWPO01000177.1_2362.6863_Morvina_fissimacula 
DWMC01000015.1_734.5673_Ouleus_salvina 
DVZB010000096.1_227.5537_Emesis_aurimna 
WUWR01000078.1_21074.25328_Hyles_vespertilio 
DWSV010000232.1_290.4623_Emesis_ocypore 
CAKAJF010000605.1_396300.401682_Griposia_aprilina 
DWQE01036201.1_1.5321_Parnassius_apollo 
DWTE010001035.1_1801.6867_Parnassius_imperator 
DWHT01000605.1_4715.9222_Parnassius_smintheus 
CAJOSY010001674.1_384948.390327_Atethmia_centrago 
CAJOSY010000266.1_43501.48893_Atethmia_centrago 
CAJOSY010000707.1_37529.42796_Atethmia_centrago 
CAJOSY010001674.1_347256.352311_Atethmia_centrago 
CAJQZP010000349.1_456251.461622_Parnassius_apollo 
CAJQZP010001011.1_5021097.5026488_Parnassius_apollo 
CAJQZP010000971.1_1549.6922_Parnassius_apollo 
CAKAIX010000158.1_18940.23791_Cheilosia_vulpina 
CAJUUQ010000015.1_15920890.15926267_Mythimna_ferrago 
RSAL01000011.1_2782940.2788264_Chilo_suppressalis 
CAJNAL010000544.1_199300.204585_Spilosoma_lubricipeda 
CAJNAL010000084.1_2628222.2633568_Spilosoma_lubricipeda 
CAJNAL010000037.1_461673.466985_Spilosoma_lubricipeda 
CAJQZP010000220.1_17370713.17376024_Parnassius_apollo 
DWKJ01000024.1_3286.8454_Cecropterus_casica 
DWOG01000018.1_2139.7331_Mylon_lassia 
DWPY01000040.1_1418.6608_Eburuncus_unifasciata 
DWAC01000453.1_1451.6623_Curetis_bulis 
DWQQ01006667.1_124.5302_Oxynetra_roscius 
DWES01000095.1_1328.6454_Duroca_duroca 
DVYP01001143.1_1.4807_Emesis_heterochroa 
DWEU01002184.1_201.5367_Charidia_lucaria 
DWHR010001274.1_81.5252_Protesilaus_protesilaus 
DWJD01000127.1_1144.5908_Aurina_azines 
DWKU01000031.1_2444.7269_Mimia_cf._chiapaensis 
DWQC01000345.1_112.4922_Pythonides_amaryllis 
DWIN01000090.1_544.5362_Zopyrion_sandace 
DWDV01005608.1_2783.7956_Mimoniades_ocyalus 
DWHJ01000209.1_1124.5942_Dalla_cyprius 
FAUM01003789.1_1.4923_Heliconius_wallacei 
JABMBV010043498.1_1630.6800_Mesochorus_sp. 
CAJQFV010000391.1_2439220.2444392_Autographa_pulchrina 
DWOH01000281.1_282.5439_Signeta_flammeata 
DWHW01001352.1_2.5076_Zerynthia_polyxena 
CAJHUW010000011.1_6732089.6737217_Erynnis_tages 
CAJHUY010000088.1_316293.321449_Cyaniris_semiargus 
CAJHUY010000030.1_1176489.1181646_Cyaniris_semiargus 
CAJNAE010000125.1_547677.552484_Lysandra_coridon 
CAJOSV010000025.1_2708796.2713947_Lycaena_phlaeas 
CAJNAE010000284.1_175958.180754_Lysandra_coridon 
CAJHUN010000073.1_4061456.4066594_Aricia_agestis 
CAJHUY010000065.1_1171637.1176785_Cyaniris_semiargus 
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CAJOSR010000320.1_1406546.1411686_Lysandra_bellargus 
CAJMZN010000024.1_1507394.1512552_Vanessa_cardui 
CAJMZN010000124.1_3678898.3684055_Vanessa_cardui 
JFBF01000201.1_310245.315026_Bactrocera_dorsalis 
BLXV01000007.1_15866984.15871803_Samia_ricini 
DWJG01000135.1_5347.9705_Ectomis_octomaculata 
BLXV01000001.1_16639069.16643890_Samia_ricini 
BLXV01000007.1_15019349.15023900_Samia_ricini 
BLXV01000007.1_13697906.13703072_Samia_ricini 
BLXV01000004.1_17631991.17637154_Samia_ricini 
BLXV01000003.1_13005615.13010779_Samia_ricini 
DWTU01020815.1_2.5164_Cecropterus_confusis 
PPHH01001895.1_1995326.2000041_Trichoplusia_ni 
CAJMZN010000221.1_54458.59610_Vanessa_cardui 
CAJMZN010000118.1_342983.348103_Vanessa_cardui 
SZUW01001905.1_136961.141302_Drosophila_biarmipes 
SZUW01001905.1_119326.123659_Drosophila_biarmipes 
SZUW01001905.1_128145.132475_Drosophila_biarmipes 
SZUW01001905.1_123735.128069_Drosophila_biarmipes 
SZUW01001905.1_132551.136885_Drosophila_biarmipes 
SZUW01001905.1_114917.119250_Drosophila_biarmipes 
SZUW01001905.1_141332.145691_Drosophila_biarmipes 
BLXV01000003.1_10750556.10755705_Samia_ricini 
JADLOZ010000452.1_2509044.2514246_Ectropis_grisescens 
JADLOZ010000461.1_14720351.14725555_Ectropis_grisescens 
JADLOZ010000163.1_10872915.10878112_Ectropis_grisescens 
JADLOZ010000001.1_13982744.13987947_Ectropis_grisescens 
CAJHUX010000250.1_682937.687759_Euproctis_similis 
CAJHUX010000124.1_2633936.2638758_Euproctis_similis 
CAJHUX010000174.1_1512495.1517317_Euproctis_similis 
CAJHZL010000021.1_134729.139550_Mamestra_brassicae 
CAJHZL010000102.1_1.4272_Mamestra_brassicae 
CAJHUA010000005.1_10193835.10198656_Autographa_gamma 
CAJHWT010000024.1_864030.868851_Pieris_rapae 
CAJHWT010000025.1_8267413.8272232_Pieris_rapae 
CAJHWT010000037.1_2774121.2778939_Pieris_rapae 
CAJZHO010000673.1_459067.463887_Spilarctia_lutea 
CAJZHO010000165.1_1345674.1350495_Spilarctia_lutea 
CAJZHO010000105.1_881927.886748_Spilarctia_lutea 
CAJZHO010000219.1_260539.265361_Spilarctia_lutea 
CAJZHO010000021.1_867128.871949_Spilarctia_lutea 
CAJZHO010000673.1_453918.458739_Spilarctia_lutea 
CAJZHO010000143.1_1190670.1195491_Spilarctia_lutea 
JADLOZ010000086.1_11071347.11076164_Ectropis_grisescens 
JADLOZ010000127.1_29382932.29387733_Ectropis_grisescens 
CAJZHO010000233.1_432824.437645_Spilarctia_lutea 
CAJZHO010000266.1_548611.553432_Spilarctia_lutea 
CAJZHO010000274.1_1798316.1803137_Spilarctia_lutea 
CAJZHO010000256.1_664353.669174_Spilarctia_lutea 
CAJZBM010000107.1_62863.67683_Ptilodon_capucinus 
CAJZBM010000088.1_746415.751235_Ptilodon_capucinus 
CAJZBM010000074.1_502408.507228_Ptilodon_capucinus 
CAJZBM010000044.1_1818003.1822823_Ptilodon_capucinus 
JADLOZ010000416.1_12189676.12194702_Ectropis_grisescens 
JADLOZ010000492.1_6103834.6108866_Ectropis_grisescens 
JAHESG010000032.1_186837.191985_Dryas_iulia 
JAHESG010000017.1_6164655.6169460_Dryas_iulia 
JAHESG010000029.1_7559667.7564471_Dryas_iulia 
JAHESG010000004.1_15479610.15484420_Dryas_iulia 
JAHESG010000016.1_3595041.3599846_Dryas_iulia 
JAHESG010000029.1_3085886.3090704_Dryas_iulia 
JAHESG010000009.1_9945615.9950420_Dryas_iulia 
CAJMZN010000075.1_4313759.4318266_Vanessa_cardui 
CAJQFW010000081.1_700146.704641_Chrysoperla_carnea 
CAJMZR010001290.1_460177.465027_Tachina_fera 
DWAK01008481.1_1.4253_Lepidochrysops_patricia 
JAFELO010000258.1_750129.755321_Eumaeus_atala 
JAFELO010000541.1_77968.82990_Eumaeus_atala 
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JAFELO010000139.1_388908.393951_Eumaeus_atala 
JAFELO010001003.1_188367.193567_Eumaeus_atala 
JAFELO010000370.1_1179360.1184501_Eumaeus_atala 
JAFELO010000151.1_120296.125456_Eumaeus_atala 
JAFELO010001549.1_174743.179937_Eumaeus_atala 
CAJQGC010000043.1_973037.977303_Schrankia_costaestrigalis 
JAECXK010000002.1_87239.91306_Drosophila_ficusphila 
JAAAKD010007556.1_22285728.22290784_Danaus_melanippus 
VNJW01002308.1_9702.14301_Drosophila_auraria 
QVAO01001492.1_48901893.48906517_Ctenocephalides_felis 
QVAO01000696.1_15497.20117_Ctenocephalides_felis 
QVAO01001492.1_52438176.52442793_Ctenocephalides_felis 
QVAO01002597.1_29873.34493_Ctenocephalides_felis 
QVAO01001409.1_9024.13640_Ctenocephalides_felis 
CAJVQL010000107.1_930262.935515_Thymelicus_sylvestris 
CAJVQL010000166.1_2342372.2347626_Thymelicus_sylvestris 
CAJVQL010000077.1_2140588.2145740_Thymelicus_sylvestris 
CAJVQL010000077.1_2145744.2150856_Thymelicus_sylvestris 
CAJVQL010000007.1_627957.633205_Thymelicus_sylvestris 
CAJVQL010000185.1_2083593.2088691_Thymelicus_sylvestris 
CAJNAI010000002.1_5361683.5366998_Nymphalis_polychloros 
CADEBC010000506.1_2189273.2194586_Arctia_plantaginis 
CADEBD010000226.1_11524308.11529654_Arctia_plantaginis 
CADEBD010000226.1_5511712.5517026_Arctia_plantaginis 
BMAV01001078.1_255549.259048_Trichonephila_inaurata_madagascariensis 
BLKR01001327.1_272646.277539_Teleogryllus_occipitalis 
BLKR01000082.1_620997.625590_Teleogryllus_occipitalis 
BLKR01001662.1_236479.241317_Teleogryllus_occipitalis 
BLKR01000118.1_545117.549975_Teleogryllus_occipitalis 
WIOZ01000119.1_47745.51620_Drosophila_bifasciata 
BOPP01000152.1_2643530.2648840_Gryllus_bimaculatus 
JADODW010002850.1_173738.178412_Vandiemenella_viatica 
JAFNEN010000473.1_151816.155317_Oedothorax_gibbosus 
DWOJ01002358.1_82.4857_Piruna_pirus 
DWHR010000359.1_2831.7604_Protesilaus_protesilaus 
CAJHUO010000233.1_1599422.1604185_Blastobasis_lacticolella 
CAJHUO010000267.1_2646904.2651683_Blastobasis_lacticolella 
DWIA01002199.1_1562.6349_Archon_apollinus 
CAJHUO010000037.1_3811342.3816132_Blastobasis_lacticolella 
CAJHUO010000261.1_1929974.1934751_Blastobasis_lacticolella 
CAJHUO010000046.1_898348.903124_Blastobasis_lacticolella 
CAJHUO010000427.1_199617.204394_Blastobasis_lacticolella 
CAJHUO010000318.1_112116.116892_Blastobasis_lacticolella 
CAJHUO010000318.1_123543.128316_Blastobasis_lacticolella 
CAJHUO010000345.1_691171.695944_Blastobasis_lacticolella 
CAJHUO010000401.1_1220232.1225032_Blastobasis_lacticolella 
CAJHUO010000228.1_159363.164129_Blastobasis_lacticolella 
CAJHUO010000331.1_164805.169582_Blastobasis_lacticolella 
CAJHUO010000118.1_176842.181594_Blastobasis_lacticolella 
CAJHUO010000212.1_73386.78146_Blastobasis_lacticolella 
CAJVQM010000028.1_32499509.32504298_Pyrgus_malvae 
CAJHUO010000203.1_1777648.1782415_Blastobasis_lacticolella 
CAJSMA010000017.1_23489.28276_Blastobasis_adustella 
CAJSMA010000011.1_3727558.3732195_Blastobasis_adustella 
CAJSMA010000156.1_848419.853213_Blastobasis_adustella 
JADLOZ010000397.1_7224651.7229441_Ectropis_grisescens 
CAJSMA010000114.1_315849.320627_Blastobasis_adustella 
BDQP01000130.1_301209.305884_Drosophila_obscura 
JAECWW010000026.1_245028.249259_Drosophila_obscura 
CAJUUO010000047.1_3826225.3831009_Chrysoteuchia_culmella 
CAJUUO010000001.1_1104634.1109407_Chrysoteuchia_culmella 
JAECWW010000075.1_438317.443049_Drosophila_obscura 
CAJHZW010001009.1_110301.115094_Lymantria_monacha 
CAJHZW010000306.1_1864909.1869687_Lymantria_monacha 
CAJHZW010000292.1_841817.846553_Lymantria_monacha 
CAJHZW010000280.1_101693.106468_Lymantria_monacha 
JAFEKU010001978.1_7197.11978_Lymantria_dispar 
JAFEKT010001198.1_1395550.1400311_Lymantria_dispar 
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JAFEKT010002896.1_71452.76223_Lymantria_dispar 
CAJHZW010001466.1_82990.87783_Lymantria_monacha 
CAJHZW010000168.1_160361.165147_Lymantria_monacha 
JAFEKT010001681.1_858485.863270_Lymantria_dispar 
JAFEKU010001203.1_63466.68240_Lymantria_dispar 
JAECWS010000095.1_10811294.10815056_Drosophila_ambigua 
DWOM01000141.1_313.5042_Timochares_trifasciata 
DWLJ01000697.1_3.4421_Autochton_oryx 
JAEIGR010000030.1_263589.268325_Scaptomyza_montana 
JAEIGR010000013.1_846018.850751_Scaptomyza_montana 
RKRM01002430.1_4632.9349_Scaptomyza_flava 
CAJZBV010000028.1_2548868.2553642_Melanostoma_mellinum 
CAJZBV010000338.1_234267.239006_Melanostoma_mellinum 
CAJZBV010000077.1_1060277.1065056_Melanostoma_mellinum 
JADWQK010000266.1_7378926.7383667_Sesamia_nonagrioides 
OUUW01000028.1_232789.236744_Drosophila_guanche 
NQII01007758.1_22450.27113_Clitarchus_hookeri 

 


