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RESUMO 

 

Esta tese apresenta dois artigos associados a avaliação de padrões de evolução 

genômica que utilizam como modelo de estudo Drosophila incompta, uma espécie de 

drosofilídeos da ordem Diptera dos insetos, com registros bem distribuídos pelos 

Neotrópicos, a qual se notabiliza pela especificidade no uso de plantas do gênero 

Cestrum da família Solanaceae como sítios de corte, oviposição e alimentação de 

imaturos e adultos. No primeiro artigo fizemos a anotação e análise evolutiva do 

repertório de duas famílias gênicas de quimiorreceptores: receptores gustatórios 

(GR) e receptores olfativos (OR), além de outros dois grupos gênicos: Yellow e 

nAChR. Quimiorreceptores são a principal interface de um organismo com o 

ambiente em que este está inserido, sendo um bom foco de estudos evolutivos, 

especialmente para se investigar as pressões evolutivas que uma ecologia de nicho 

restrito impõe sobre espécies especialistas. Além do repertório gênico de D. 

incompta, o de outras 29 espécies do gênero Drosophila também foram 

contemplados a título de comparação, visto que este gênero é notabilizado por 

conter espécies com uma ampla gama de diferentes nichos, incluindo espécies 

especialistas e generalistas. Conseguimos verificar tendências de perdas gênicas 

ancestrais relacionadas à filogenia das espécies de Drosophila, pois conseguimos 

mostrar que boa parte dos genes presentes em espécies do subgênero Sophophora 

não estão presentes nas espécies não pertencentes a esse subgênero. Identificamos 

também sinais de seleção positiva em genes de D. incompta, indicando possível 

relação desses sinais evolutivos com a ecologia restrita desta espécie. Ainda, 

fizemos um experimento de preferência olfativa no qual testamos a preferência de D. 

incompta por odores relacionados às inflorescências de Cestrum contra odores já 

conhecidos como preferidos por outras espécies de Drosophila, e os resultados 

reforçam a clara preferência pelos odores da planta a qual D. incompta possui estrita 

relação. No segundo artigo caracterizamos e analisamos o repertório de elementos 

transponíveis (TEs) de D. incompta: seu mobiloma. Embora várias espécies de 
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Drosophila já contem com seus genomas sequenciados, poucas têm anotações 

criteriosas de seus mobilomas, os quais são considerados excelentes ferramentas 

para estudo de evolução molecular dessas espécies por parecerem responder a 

pressões evolutivas diversas, inclusive as relacionadas com a ecologia das espécies 

hospedeiras. Caracterizamos um total de 277 TEs dos quais 164 novos. Também 

analisamos a paisagem de TEs de D. incompta e de outras 31 espécies de 

Drosophila, onde não confirmamos a hipótese de que a paisagem de TEs é 

influenciada pela amplitude de nicho. Contudo achamos indicativos de diferenças 

entre as paisagens de espécies do gênero Sophophora e espécies não pertencentes 

a este gênero, indicando relação da disposição das paisagens com a filogenia das 

espécies. Ainda nesse artigo conseguimos verificar sinais de transferência horizontal 

de TEs (HTT) em elementos putativamente autônomos de D. incompta. Com esses 

estudos, foi possível, pois, corroborar a importância das espécies de ecologia restrita 

nas investigações de sinais de evolução molecular e evidenciar a presença de sinais 

evolutivos contrastantes em diferentes subgêneros de Drosophila. 

 

Palavras-chave: quimiorreceptores; OR; GR; ecologia restrita; TE; mobiloma; HTT. 
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ABSTRACT 

This thesis presents two scientific articles associated with an evaluation of patterns of 

genomic evolution that use Drosophila incompta as a study model, a Diptera: 

Drosophilidae species of insects, with wide distributed records along the Neotropics, 

which is notable for the specificity in the use of plants of the Cestrum genus 

(Solanaceae) as courtship, oviposition and larvae and adults feeding site. In the first 

article, we made the annotation and evolutionary analysis of the repertoire of two 

chemoreceptors gene families: gustatory receptors (GR) and odorant receptors (OR), 

in addition to two other gene groups: Yellow and nAChR. Chemoreceptors are the 

main interface of an organism with the environment in which it is inserted, being a 

focus of evolutionary studies, especially to investigate the evolutionary forces that a 

restricted niche ecology imposes on specialist species. In addition to the repertoire of 

D. incompta chemoreceptors, the repertoire of 29 other species of the genus 

Drosophila were also considered for comparison, since this genus is notable for 

containing species with a wide range of different niches, including specialist and 

generalist species. We were able to verify signals of ancestral gene losses related to 

the phylogeny of Drosophila, as we were able to show that a considerable amount of 

the genes present in species of the subgenus Sophophora are not present in non-

Sophophora species. We also identified signals of positive selection in 

chemoreceptors of D. incompta, indicating a possible relation between these 

evolutionary clues and the restricted ecology of this species. We also did an olfactory 

choice experiment in which we tested the preference of D. incompta for odorants 

related to Cestrum flowers against odorants already known as preferred by other 

Drosophila species, and the results reinforce the clear preference for odorants from 

the plant which D. incompta has a strict relationship. In the second article, we 

characterize and analyze the repertoire of transposable elements (TEs) of D. 

incompta: its mobilome. Although several Drosophila species already have their 

genomes sequenced, a few of them have carefully annotated mobilomes, which are 

considered excellent tools for studying the molecular evolution of these species 
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because they seem to respond to different evolutionary pressures, including those 

related to the ecology and niche breadth of host species. We characterize 277 TEs, of 

which 164 brand new ones. We also analyzed the TE landscape of D. incompta and 

31 other species of Drosophila, and we cannot confirm the hypothesis that the TE 

landscape is influenced by niche breadth. However, we found evidence of differences 

between the landscapes of Sophophora and non-Sophophora species, indicating a 

relation between the landscapes curves and the phylogenetic relation of Drosophila 

species. Still in this article, we were able to verify evidences of horizontal transposon 

transfer (HTT) in some putatively autonomous elements of D. incompta. With these 

studies, it was possible, therefore, to corroborate the value of species of restricted 

ecology in the investigation of signals of molecular evolution and to evince the 

presence of contrasting evolutionary signals in different subgenera of Drosophila. 

Keywords: Chemoreceptors; OR; GR; restrict ecology; TE; mobilome; HTT. 
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CAPÍTULO I 

 

INTRODUÇÃO GERAL 
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1. FAMÍLIA DROSOPHILIDAE 

 Dentro da ordem Diptera de Insecta, a família Drosophilidae está entre as 

mais diversas, contando com 4.547 espécies distribuídas em 77 gêneros (BÄCHLI, 

2020). Por sua vez, os gêneros são agrupados em duas subfamílias: Drosophilinae e 

Steganinae. Segundo dados biogeográficos e evidências fósseis 

(THROCKMORTON, 1975), a origem dessa família remete a regiões tropicais do 

Velho Mundo e datam do Eoceno. Esse mesmo autor ainda sugere que a evolução 

desse grupo se deu a partir de ancestrais que utilizavam fungos crescidos no folhiço 

como principal fonte de alimento. Com a diversificação de substratos, aliada a 

susceptibilidade à evolução de nicho, oportunidades de adaptações teriam surgido 

(THROCKMORTON 1975; ROBE et al., 2010). O sucesso evolutivo da família torna-

se evidente perante sua diversidade de espécies e nichos, bem como pela sua ampla 

distribuição. 

 O gênero Drosophila compreende o maior gênero da família, contando 

atualmente com 1.644 espécies descritas (BÄCHLI, 2020). Este gênero é 

amplamente estudado em diversas áreas da ciência, em especial na biologia 

EISEN, 2014; WANGLER et al., 2015; UGUR et al., 2016; O'GRADY; DESALLE, 

2018). Drosophila é um gênero parafilético com relação a diferentes gêneros de 

Drosophilidae, como Lordiphosa, Samoaia, Scaptomyza e Zaprionus 

(THROCKMORTON 1975; DESALLE; GRIMALDI, 1991; Robe et al. 2005; REMSEN; 

. Este gênero encontra-se subdividido em 

nove subgêneros (O'GRADY; DESALLE, 2018) (Figura 1), dentre os quais o 

subgênero Sophophora é o mais estudado, enquanto o subgênero Drosophila é o 

mais diverso (O'GRADY; DESALLE, 2018; BÄCHLI, 2020). 

 Drosophila também é o gênero de Drosophilidae mais abundante no Brasil, 

com mais de 181 registros (GOTTSCHALK et al., 2008; TIDON et al., 2015). No 

entanto, considera-se que esse número seja uma subestimativa (DE RÉ, 2016), dado 
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o viés de capturas relacionadas ao método mais utilizado para a coleta de espécimes 

(TIDON; SENE, 1988), que contempla, em sua maioria, drosofilídeos atraídos por 

frutas fermentadas e/ou em decomposição em detrimento das espécies que utilizam 

outros recursos. Apesar disso, mais recentemente, outros métodos que contemplam 

grupos de espécies com outros hábitos também vêm sendo empregados (ROBE et 

al., 2014; MACHADO et al., 2016; DE RÉ et al., 2017; BARRIOS-LEAL et al., 2018; 

SCHMITZ; VALENTE, 2019; GAUTÉRIO et al., 2020). 

 Neste sentido, sabemos atualmente que o tipo preferencial de recursos, bem 

como o nível de amplitude de nicho pode ser bastante diverso entre diferentes 

espécies de drosofilídeos. Dentre os hábitos ecológicos mais comumente 

observados na família, destacam-se a frugivoria, a fitofagia, a micofagia e a antofilia 

s, encontramos desde 

espécies generalistas, que utilizam vários grupos taxonômicos como recursos, até 

espécies bastante especialistas (GERLACH, 2009; CORDEIRO et al., 2020; 

GAUTÉRIO et al., 2020). Neste âmbito, é interessante observar que mesmo 

Drosophila melanogaster, comumente apontada como generalista (DAVID; CAPY, 

1988; LACHAISE; SILVAIN, 2004; MARKOW, 2015), parece ter apresentado, em sua 

origem, ecologia restrita a frutas de marula (Sclerocarya birrea) (Anacardiaceae), 

hábito este que ainda se manifesta sazonalmente em algumas regiões 

(MANSOURIAN et al., 2018). Entre as espécies especialistas, temos exemplos bem 

documentados, como D. sechellia, a qual depende intimamente dos frutos de 

Morinda citrifolia (Rubiaceae) para alimentação (JONES, 2005; MCBRIDE, 2007), e 

D. erecta, com sua associação a frutos de Pandanus spp. (Pandanaceae) 

(LACHAISE; TSACAS, 1974; RIO et al., 1983; LINZ et al., 2013). Além dessas, são 

conhecidas, dentro de Drosophila, espécies fitófagas com ecologia restrita a cactos. 

Este estado é bastante comum dentro do grupo repleta, sendo encontrado, por 

exemplo, em D. mojavensis, que utiliza cactos como local de acasalamento e fonte 

de alimento (MATZKIN, 2014) e D. buzzatii, que utiliza cactos em decomposição 

como fonte de alimento das larvas (PEREIRA et al., 1983; MANFRIN; SENE, 2006). 



16 
 

 
Figura 1  Filogenia proposta por Throckmorton (1975) para a família Drosophilidae com as 

correspondências indicadas pelas cores e a nova nomenclatura proposta por Yassin (2013). Adaptado 

 e DeSalle (2018). 
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1.1 GRUPO flavopilosa DE Drosophila 

 O grupo flavopilosa foi proposto no início da década de 60 por Wheeler et al. 

(1962). Este grupo pertence à radiação virilis-repleta do subgênero Drosophila 

(MALOGOLOWKIN, 1953; THROCKMORTON, 1975), atualmente considerada como 

um subgênero a parte, o subgênero Siphlodora ( ; DESALLE, 2018). No 

entanto, ainda existem controvérsias acerca do posicionamento filogenético do grupo 

flavopilosa, que parece constituir o grupo-irmão do grupo repleta ou do grupo virilis 

(DE RÉ et al., 2017). Dezoito espécies são consideradas, até agora, como 

pertencentes ao grupo flavopilosa, sendo elas: D. acroria, D. crossoptera, D. lauta, D. 

cordeiroi, D. cestri, D. flavopilosa e D. hollisae, pertencentes ao subgrupo flavopilosa; 

e D. incompta, D. melina, D. nesiota, D. gentica e D. mariahelenae, pertencendo ao 

subgrupo nesiota, além de outras seis espécies não alocadas a nenhum subgrupo 

(GUILLÍN; RAFAEL, 2018; BÄCHLI, 2020). 

 Registros de espécimes do grupo flavopilosa são encontradas em vários 

pontos dos Neotrópicos, desde o sul do Chile até a região central do México (ROBE 

et al., 2013; BÄCHLI, 2020). No Brasil, os estudos com esse grupo começaram com 

Brncic (1978), com coletas no estado do Rio Grande do Sul. Atualmente, seis 

espécies do grupo apresentam registros para o Brasil: D. cestri, D. cordeiroi, D. 

flavopilosa, D. hollisae, D. incompta, e D. mariahelenae. No entanto, esse número 

possivelmente está subestimado, devido ao baixo esforço amostral, que ainda não 

contempla por igual todas as regiões de ocorrência dos recursos preferenciais do 

grupo (ROBE et al., 2013). A monofilia recíproca dos subgrupos flavopilosa e nesiota 

foi confirmada recentemente para cinco das seis espécies do grupo que ocorrem no 

Brasil (MOREIRA, 2020). 

 Drosofilídeos pertencentes a esse grupo apresentam a particularidade de 

restrição de nicho relacionada a flores de algumas espécies do gênero Cestrum 

(Solanaceae) (Figura 2), além de Sessea brasiliensis (Solanaceae) (BRNCIC, 1966; 

HOFMANN, 1984 SANTOS; VILELA, 2005; ROBE et al., 2013). Essa ecologia restrita 

se apresenta na forma de oviposição exclusiva nas plantas de Cestrum, podendo ser 

em inflorescências desabrochadas ou ainda fechadas, que são ainda utilizadas como 
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sítio de alimentação de imaturos e adultos (WHEELER et al., 1962; BRNCIC, 1983; 

LUDWIG et al., 2002). Diferentes espécies do grupo flavopilosa apresentam uma 

série de adaptações morfológicas à exploração de Cestrum, entre as quais destaca-

se a coloração, críptica às flores de Cestrum, e o formato especializado do 

ovopositor das fêmeas, que é robusto e apresenta e espinhos que facilitam a 

escarificação das superfícies onde os ovos serão postos (ROBE et al., 2013). Esta 

última característica também é encontrada em outros drosofilídeos antófilos 

monófagos (PIPKIN et al., 1966), refletindo uma potencial adaptação à 

especialização. 

 
Figura 2  Fotografias de inflorescências de três espécies do gênero Cestrum que foram registradas 

no Rio Grande do Sul. A: C. parquii; B: C. euanthes; C: C. strigilatum. Fonte arquivo pessoal. 
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 Por estarem intimamente ligadas às plantas hospedeiras, espécies do grupo 

flavopilosa têm a sua distribuição afetada por variáveis ligadas à distribuição e à 

floração das espécies de Cestrum (ROBE et al., 2013). No entanto, devido à 

natureza efêmera e inconstante da floração de Cestrum ao longo do ano, Sepel et al. 

(2000) sugeriram que populações de Drosophila do grupo flavopilosa podem sofrer 

consecutivos bottlenecks seguidos de expansões populacionais. Além disso, esses 

mesmos autores sugerem que a taxa de ocupação das flores de Cestrum é 

diferenciada entre as espécies, mesmo no período de abundância de recursos, o que 

também poderia contribuir para os eventos de redução no tamanho populacional. 

Devido ao potencial , Napp e Brncic (1978) 

sugeriram que, as populações dessas espécies deveriam apresentar baixos níveis de 

variabilidade genética. Isso foi posteriormente refutado por estudos com isozimas, 

inversões cromossômicas e até análises de polimorfismo em nível de genes 

individuais ou mesmo a nível de genoma mitocondrial (ROBE et al., 2013; DE RÉ et 

al., 2014).  

 

1.2 Drosophila incompta 

 Drosophila incompta (Figura 3) pertence ao subgrupo nesiota do grupo 

flavopilosa de Drosophila, sendo encontrada desde a Argentina até o México (ROBE 

et al., 2013; BÄCHLI, 2020). Na região sul do Brasil, em particular, essa espécie é 

frequentemente encontrada em simpatria e até mesmo em sintopia com outras três 

espécies do subgrupo flavopilosa: D. flavopilosa, D. cordeiroi e D. cestri (ROBE et al., 

2013). No entanto, parece existir uma segregação temporal no padrão de oviposição 

destas espécies: enquanto D. incompta parece preferir flores em estágios mais 

avançados de floração, outras espécies do grupo flavopilosa, como D. cestri, 

costumam ovipor em flores ainda fechadas ou em botão (NAPP; BRNCIC, 1978; DE 

RÉ, 2016). Além disso, frequentemente, flores de Cestrum apresentam registros 

simultâneos para D. incompta e diferentes espécies de Zygothrica, em especial 

àquelas pertencentes ao grupo vittimaculosa (VILELA, 1983; SANTOS; VILELA, 
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2005; FONSECA et al., 2017). Neste último caso, a eclosão tardia dos espécimes de 

Zygothrica também suportam a existência de um padrão de segregação temporal no 

uso de recursos (observação pessoal). 

 
Figura 3  Fotografia de um espécime macho de Drosophila incompta. Adaptado de De Ré et al., 

2014. 

 

 Até o momento, D. incompta já foi coletada em associação a nove espécies de 

Cestrum: C. amictum, C. corymbosum, C. euanthes, C. intermedium, C. nocturnum, 

C. parqui, C. schlechtendalii, C. sendtnerianum e C. strigilatum, além de Sessea 

brasiliensis (SANTOS; VILELA, 2005; FONSECA et al., 2015). Esta espécie também 

se mostra mais tolerante a variações de precipitação e temperatura em comparação 

às outras espécies do grupo que co-ocorrem no Brasil (ROBE et al., 2013). 

Possivelmente, essas propriedades contribuem não apenas para um aumento na 
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área de distribuição potencial e real da espécie, como também para a grande 

abundância com que a mesma é frequentemente encontrada em coletas de Cestrum 

realizadas na região sul do Brasil. 

 

2 EVOLUÇÃO MOLECULAR E GENÔMICA NO GÊNERO Drosophila 

 Os avanços recentes no campo de sequenciamento de larga escala ou 

sequenciamento de nova geração tem facilitado o acesso a genomas e 

transcriptomas completos, o que por sua vez aumenta a gama de possibilidades de 

estudos evolutivos, especialmente em organismos modelos. Espécies do gênero 

Drosophila sempre foram conhecidas como ótimos modelos na investigação de 

diversos aspectos da evolução, como em genética de populações, evolução 

ecológica, mecanismos de especiação, filogenia, evolução molecular e biologia do 

desenvolvimento (POWELL, 1997). Um dos fatores que torna esse grupo tão 

especial para diferentes enfoques é o fato dele conter espécies com diferentes 

propriedades ecológicas, contemplando desde espécies generalistas até espécies 

muito especialistas, como é o caso de D. incompta. Por outro lado, a grande 

disponibilidade de genomas previamente caracterizados para diferentes espécies do 

gênero certamente tem auxiliado na consolidação deste táxon em diferentes estudos 

voltados para a evolução genômica. 

 

2.1 EVOLUÇÃO DE RECEPTORES SENSORIAIS 

 A principal forma de interação dos animais com o habitat onde estão inseridos 

é através de sistemas sensoriais, seja para localizar uma fonte de alimento, 

encontrar um parceiro reprodutivo ou até mesmo afastar potenciais predadores. Mais 

uma vez, Drosophila tem sido um excelente modelo para a investigação das formas 

de comunicação dos espécimes com o seu habitat, ou mesmo da evolução dos 

mecanismos sensoriais e dos genes a eles associados. Neste sentido, estudos sobre 

a evolução molecular associada a quimiorrecepção em Drosophila (MCBRIDE, 2007; 

ALMEIDA et al., 2014; MISSBACH et al., 2014) tem mostrado resultados 
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interessantes, tanto do ponto de vista qualitativo, quanto no âmbito quantitativo. 

Estudos semelhantes também têm sido realizados com genes associados à 

pigmentação (WITTKOPP et al., 2009; TAKAHASHI, 2013; REBEIZ; WILLIAMS, 

2017), de detoxifixação (MATZKIN et al., 2006; GLOSS et al., 2014; ETGES, 2019).  

 Dentre os quimiosensores, sugere-se que os receptores de odores ou 

receptores olfativos (OR) (Figura 4) e aqueles responsáveis pela percepção dos 

sabores, ou receptores gustativos (GR), estejam mais predispostos a 

experimentarem alterações associadas a mudanças de nicho (MCBRIDE, 2007). 

Como referência, D. melanogaster possui 121 genes codificadores desses 

quimiorreceptores, 60 para cada família gênica e mais um correceptor (ROBERTSON 

et al., 2003). Contudo, esse número é variável tanto internamente, no gênero 

Drosophila, quanto em outros insetos. Em Bombyx mori, por exemplo, foram 

encontrados 48 ORs (WANNER et al., 2007) e 65 GRs (WANNER; ROBERTSON, 

2008), enquanto na formiga Linepithema humile foram identificados, apenas para 

ORs, 367 genes (SMITH et al., 2011a). 
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Figura 4  Esquema genérico do processo de percepção de odores em Drosophila. OBP: Proteína 

carregadora de odores (do inglês Odorant Binding Protein); OR: Receptor olfativo genérico; ORCO: 

Cofator dos receptores olfativos. Figura modificada de Brito et al., 2016. 

 

Estudos como os de Gardiner et al. (2008) apontam que, embora GRs e ORs 

tenham relações quanto sua origem, os mesmos possuem propriedades moleculares 

diferentes e também respondem a processos evolutivos de formas diferentes. 

Trabalhos com espécies especialistas de Drosophila como D. sechellia (MCBRIDE, 

2007) e D. erecta (MCBRIDE; ARGUELLO, 2007), espécies especialistas nas frutas 

de Morinda citrifolia e em espécies do gênero Pandanus, respectivamente, tem 

mostrado tendência de perda gênica desses receptores relacionadas a restrição de 

nicho.  

Neste âmbito, devido a sua ecologia restrita, D. incompta constitui um bom 

modelo para investigação das mudanças evolutivas potencialmente associadas à 

especialização ecológica. Além disso, a disponibilidade do genoma de pelo menos 30 

outras espécies do gênero fornece uma oportunidade única de comparação dos 

padrões encontrados nessa espécie com espécies próximas, ecologicamente 

similares ou não, e sua potencial associação com diferentes pressões seletivas. 

 

2.2 ELEMENTOS TRANSPONÍVEIS  

 Bárbara McClintock, no final da década de 40, estudando padrões de 

coloração de sementes de milho, foi a descobridora desse tipo único de sequências 

de DNA, que têm como principal característica a capacidade de mudarem suas 

posições nos genomas (MCCLINTOCK, 1948, 1956). A comunidade científica 

demorou para perceber a importância desse novo campo de pesquisa, e somente em 

1983 McClintock teve o reconhecimento que merecia, sendo indicada ao prêmio 

Nobel de Fisiologia e Medicina por sua descoberta dos elementos transponíveis 

(TEs) - junk-DNA) (OHNO, 1972), os TEs já 

não são mais considerados apenas genes saltadores, mas importantes componentes 
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dos genomas e fundamentais para a evolução dos mesmos (BIÉMONT, 2010; KIM et 

al., 2012; SCHRADER, SCHMITZ, 2019; GILBERT et al., 2020). 

 Presentes em praticamente todos os organismos vivos (WICKER et al., 2007) 

e até no genoma de alguns vírus de DNA (SUN et al., 2015), os TEs geralmente 

variam de 100 a 10.000 pb (WELLS; FESCHOTTE, 2020), mas podem ser muito 

maiores (ARKHIPOVA; YUSHENOVA, 2019). Sua contribuição para a composição do 

genoma do hospedeiro pode variar de 1%, em alguns insetos (KELLEY et al., 2014), 

até aproximadamente 90%, no caso de variedades de milho (Zea mays) 

(SANMIGUEL et al., 1996; SCHNABLE et al., 2009;). Em humanos, praticamente 

metade do genoma é composto por TEs (KONING et al., 2011). Contudo, a 

porcentagem de TEs em um genoma e consequentemente o tamanho desse genoma 

não estão ligados à complexidade do organismo, visto que desde organismos menos 

complexos, como o unicelular Trichomona vaginalis, até répteis, como salamandras, 

possuem frações similares de TEs (WELLS; FESCHOTTE, 2020). 

 Devido a sua grande capacidade de mobilização e/ou multiplicação nos 

genomas hospedeiros, os TEs são considerados importantes criadores de 

variabilidade genética, moldando não só a plasticidade dos genomas como também 

o tamanho dos mesmos (BIÉMONT, 2010). 

 Elementos transponíveis também são considerados cruciais para a evolução, 

pois além da capacidade de mudança de posição dentro do genomas em que se 

encontram, também são capazes de invadir novos genomas, e quando a aquisição 

de um novo TE provém de forma que não por herança parental chamamos de 

transferência horizontal de TEs (HTT) (SCHAACK et al., 2010; PECCOUD et al., 

2017). Dessa forma, TEs tornam-se fontes inesgotáveis de inovação para os 

genomas, os quais ao longo desta corrida armamentista desenvolveram formas de 

tirar proveito das inúmeras possibilidades que as mobilizações podem gerar.  

 

2.2.1 CLASSIFICAÇÃO DE TEs 

 A principal classificação dos TEs, proposta por Fineggan (1989) é amplamente 

aceita e usada até hoje. Essa classificação divide os TEs em duas principais classes 
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de acordo com os mecanismos de transposição dos elementos: Classe I ou 

retrotransposons e Classe II ou transposons.   

A transposição de retroelementos da Classe I começa com a síntese de uma 

molécula de RNA mensageiro (mRNA) através de enzimas do hospedeiro, que por 

sua vez é utilizada como molde para a produção de uma molécula de DNA, através 

da enzima Transcriptase Reversa que é codificada pelo retroelemento. Essa nova 

molécula de DNA é integrada em alvos do DNA hospedeiro. Esse mecanismo de 

-e- copy-and-paste) ou 

transposição replicativa, e resulta no aumento do número de cópias do TE a cada 

evento de transposição (WICKER et al., 2007; BOURQUE et al., 
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2018).

 
Figura 5  Classificação dos TEs proposta por Wicker et al., 2007 levando em conta principalmente a estrutura 

dos elementos de transposição. Adaptado de Wicker et al., 2007. 

 

Os transposons de Classe II se transpõem por enzimas transposases que são 

codificadas na sequência do próprio elemento, que apresenta autonomia para sua 

mobilização. As transposases apresentam domínios conservados que excisam o 

elemento de um sítio doador, pelo reconhecimento de sequências específicas das 

extremidades do elemento, e o inserem em um sítio receptor característico. Esse tipo 

-e-

inglês, cut-and-paste) ou ainda, no caso específico da subclasse dos Helitron, 
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-e- peel-and-paste), mecanismo esse que utiliza um 

intermediário de DNA circular (cDNA) para a transposição (WICKER et al., 2007; 

GRABUNDZIJA et al., 2016; BOURQUE et al., 2018). 

Elementos das classes I e II apresentam elementos autônomos e não 

autônomos. Elementos autônomos possuem em sua estrutura sequências 

codificadoras das enzimas envolvidas com a sua transposição, enquanto os 

elementos não autônomos não apresentam essas sequências. Dentro das Classes 

os TEs são classificados em subclasses de acordo com sua estrutura e 

especificidades de inserção (WICKER et al., 2007; BOURQUE et al., 2018) (Figura 

5). As subclasses ainda podem ser subdivididas em ordens, superfamílias ou famílias 

de acordo com as semelhanças estruturais e através de relações filogenéticas 

(WICKER et al.,2007; BOURQUE et al., 2018).  

 

2.2.2 CICLO EVOLUTIVO DOS TEs E EVOLUÇÃO DOS HOSPEDEIROS 

 A relação dos TEs com seus hospedeiros pode ser comparada com várias 

relações comuns a diferentes seres vivos. Após a mobilização e inserção em um 

, interações comparáveis a competição, 

ao mutualismo e principalmente ao parasitismo ocorrem em conjunto com o genoma 

hospedeiro (ROBILLARD et al., 2016). Dependendo do local onde ocorre a inserção, 

a nova posição do TE pode ser deletéria para o hospedeiro. Isso ocorre, por 

exemplo, no caso de inserções em meio a sequências codificadoras ou regulatórias 

(KAZAZIAN, 2004). Outras modificações causadas pela mobilização de TEs incluem 

recombinações, deleções, duplicações, inversões e translocações (VOLFF, 2006; 

BURNS; BOEKE, 2012). Com isso, TEs vêm sendo considerados como importantes 

fontes de mutações e causadores de várias doenças genéticas em diversos 

organismos, com vários estudos desses casos em humanos (VORECHOVSKY, 2010; 

HANCKS; KAZAZIAN, 2012; CHÉNAIS, 2015; BURNS, 2017; ANWAR et al., 2017). 

Contrapondo isso, os genomas dos hospedeiros desenvolveram suas próprias 

defesas para essa corrida armamentista contra os TEs. Mecanismo de reparo e 
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produção de RNAs de interferência, como siRNAs e piRNAs (AGREN; WRIGHT, 

2011; YAMASHIRO; SIOMI, 2017) são as primeiras defesas do hospedeiro. Uma vez 

que o TE seja silenciado, o mesmo perde sua capacidade de 

transposição/proliferação, tendo seu ciclo de vida interrompido, acumulando 

mutações e padecendo através de forças evolutivas como a seleção natural (LINCH; 

WALSH, 2007). 

 Porém, nem todas as inserções de TEs são deletérias, podendo assim 

estabelecer- o TE e seu hospedeiro. Este 

cenário pode levar a domesticação, cooptação e exaptação, onde o hospedeiro 

utiliza-se da sequência do TE para produzir transcritos que interessam ao hospedeiro 

(VOLFF, 2006; REBOLLO et al., 2012; JANGAM et al., 2017; SCHRADER; 

SCHMITZ, 2019).  

O exemplo mais estudado de domesticação de TEs é o da proteína Rag1 em 

vertebrados (com exceção de Agnatha). Essa proteína, juntamente com a Rag2, é 

responsável pela geração de diversidade de receptores de imunoglobulinas e 

células-T, aumentando assim a capacidade do sistema imunológico de reconhecer 

uma gama maior de antígenos invasores (VOLFF, 2006). A origem da Rag1 é 

atribuída a domesticação de uma transposase pertencente a um transposon Transib 

há aproximadamente 500 milhões de anos (ZHOU et al., 2004; KAPITONOV; 

JURKA, 2005). 
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2.3 MOBILOMAS E PAISAGENS DE TEs 

 Todo o conjunto de Elementos Transponíveis de um genoma juntamente com 

os seus vírus endógenos é chamado de mobiloma (SIEFERT, 2009). Estudos de 

mobilomas têm provido diferentes visões sobre a composição dos genomas e as 

forças evolutivas que influenciam na transposição de TEs e consequente 

modificações nos genomas, bem como comparações entre mobilomas podem ser 

uma alternativa às análises mais frequentes, servindo como ferramenta importante 

em diversas áreas (SIEFFERT, 2009; ELLIOTT; GREGORY, 2015; QUADRANA et al., 

2016). 

 Paisagens de elementos transponíveis (do inglês Transposon Landscape) são 

representações gráficas da proporção de cada superfamília de TEs em relação à 

distância genética entre as cópias dos TEs no mobiloma, permitindo vislumbrar a 

história e a idade dessas superfamílias. Esses gráficos permitem termos  ideia da 

diversidade de TEs em um mobiloma e a dinâmica dos elementos ao longo do 

tempo.  

 

3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Análise de genes potencialmente relacionados a ecologia restrita a flores e efeito da 

ecologia restrita no mobiloma de Drosophila incompta. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1) Caracterizar e analisar o repertório de receptores olfativos (ORs) e receptores 

gustatórios (GRs) em Drosophila incompta; 

2) Comparar o repertório de GRs e ORs entre D. incompta e outras espécies também 

especialistas e espécies generalistas do gênero Drosophila;
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3) Investigar sinais de seleção positiva nos genes dos quimiorreceptores de D. 

incompta e em sítios dos mesmos e verificar a relação dessas forças evolutivas com 

a especificidade de nicho dessa espécie; 

4) Caracterizar e analisar o Mobiloma de D. incompta, comparando-o com os de 

outras espécies do gênero Drosophila;

5) Vislumbrar a paisagem de elementos transponíveis (TE Landscape) de D. 

incompta comparando-a com a de outras espécies especialistas e generalistas de 

Drosophila. 
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CAPÍTULO II 

 

ARTIGO 1 - COMPARISONS INVOLVING THE REPERTOIRE OF 

CHEMORECEPTORS BETWEEN A HIGHLY SPECIALIZED FLY AND 

OTHER DROSOPHILA SPECIES  

 

Fonseca, P. M., Robe, L.J., Loreto, E. L. S. 

 

Manuscrito em preparação. 
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ABSTRACT 
 
To explore the vast diversity of scenarios in nature, animals have developed some 

tools to interact with different conditions imposed by environments. Chemoreceptors 

encompass an important component of this interface, and are subdivided in odorant 

receptors (ORs), used to find food, detect partners and avoid predators, and 

gustatory receptors (GRs), used to distinguish healthy resources from dangerous 

ones. Drosophila has been widely employed as a model organism in many fields of 

science, partly because of diversity of species and niches. In this way, the contrast 

between generalist and specialist Drosophila species constitute an important model 

for the study of chemoreception evolution. Here we compare the repertoire of 

chemoreceptors of Drosophila incompta, a very specialized species which is 

ecologically restricted to flowers of Cestrum (Solanaceae), with that presented by 

other 30 Drosophila species, after associating the preferences of D. incompta to the 

odor of Cestrum flowers under olfactory choice tests. We found a clear preference of 

D. incompta for the extract of Cestrum flowers and presented evidence that the 

repertoire of GR and OR of this species is consistently smaller than that presented by 

species of the Sophophora subgenus. Nevertheless, a similar pattern was also 

detected for other non-Sophophora species, suggesting the presence of subjacent 

phylogenetic trends. Even so, we found some autapomorphic gene losses and many 

genes that seem to be under positive selection in D. incompta, indicating that the very 

specific lifestyle of these flies may be shaping the evolution of at least some of the 

members of these two gene families. 

 
 
 
 
KEYWORDS 
 
OR; GR; Olfaction; Taste; Odorant Receptor; Gustatory Receptor; Yellow gene family. 
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INTRODUCTION 

 

Nature is vast of environments with different conditions and particularities. 

Animals living in each environment are in constant contact with many chemical 

compounds. Some of these compounds come from other living forms, and are 

received and interpreted with many different purposes, as meeting sexual partners 

(Wyatt 2003; Kurtovic et al. 2007; Davis 2007), identifying predators or parasites 

(Joseph & Carlson 2015; Ebrahim et al. 2015) or even finding food and feeling their 

taste (Dahanukar et al. 2005; Hallem et al. 2006). Despite the kind of chemical 

signals, animals usually interpret them through chemoreceptors present in their cells. 

As chemoreceptors are directly involved in this first contact with nature, they are 

subject to different selection pressures during animal evolution (Whiteman & Pierce 

2008). In this sense, chemoreceptor genes generally evolve rapidly, producing a great 

diversification and birth and death of gene family members (McBride, 2007, McBride 

& Arguello, 2007; Vieira & Rozas, 2011, Cande et al., 2013). These patterns generally 

lead to a strict relationship between odorant recognition and individual ecological 

needs (Carey et al., 2010).  

Since the early of 20th century, many species of Drosophila have been used as 

model organisms in different fields of science, among which we can highlight 

Drosophila melanogaster (Markow 2015). Nevertheless, the genus comprises 1,644 

described species with many distinct characteristics, niches and distribution (O'Grady 

& DeSalle 2018; Bächli 2020). Many of these species have provided excellent models 

for evolutionary genomics, once there is wealthy phylogenetic information covering 

hundreds of species and at least thirty well-annotated genomes (Drosophila 12 

Drosophila has also several advantages to the study of adaptations related to 

different ecological habits, since it encompasses species with contrasting behaviors 

and niche breaths. Among these, we can detach some generalist species, as D. 

melanogaster, D. ananassae and D. simulans, and other specialists, like D. 

grimshawi, D. erecta and D. sechellia. Generalist habits provide the advantage of 
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exploiting different resources for feeding and laying eggs, allowing for resilience 

under conditions of limited availability of resources or competition (Anholt 2020). 

Conversely, specialists take advantage of low levels of competition for food or 

oviposition sites once they can explore toxic or extreme niches (Anholt 2020).  

In Drosophila, there are two well-studied families of chemoreceptors: gustatory 

receptors (GR) and olfactory receptors (OR), which are responsible for the detection 

of tastings or odorants, respectively (Clyne et al. 1999, Gao & Chess, 1999, Scott et 

al. 2001, Vosshall & Stocker 2007, Martin et al. 2013). In D. melanogaster, each of 

these two gene families presents 60 genes (Robertson et al. 2003). These genes are 

commonly involved in adaptations to different ecological contexts (Depetris-Chauvin 

et al. 2015; Diaz et al. 2018). Such a pattern has been demonstrated, for example, for 

the pestiferous species D. suzukii, which differs from other species of the D. 

melanogaster group due to its characteristic of exploring fresh fruit rather than rotting 

ones, which is reflected in the OR and GR repertoire (Hickner et al. 2016). Moreover, 

specialist Drosophila species can present a fivefold higher dn/ds ratio for OR and GR 

genes (McBride 2007), and may also present faster rates of gene loss for these two 

gene families (McBride & Arguello, 2007). Nevertheless, according to Gardiner et al. 

(2008), endemism rather than niche specialization may account for much of this 

straightforward chemosensory gene loss.  

 Within Drosophila, the D. flavopilosa species group draws attention for 

its close relationship with flowers of Cestrum (Solanaceae), since it uses this 

substratum as unique resource for oviposition, larval development, and adult feeding 

(Brncic 1966; Robe et al. 2013). This group consists of 18 species (Bächli 2020) 

divided into two subgroups and is considered to belong to the virilis-repleta radiation 

(Throckmorton 1975), currently considered the Siphlodora subgenus (Yassin, 2013). 

Nevertheless, the exact phylogenetic position of the group within the subgenus 

remains controversial, as this group can be considered either a sister-group of D. 

annulimana species group (Robe et al. 2010) or a sister-group of the D. virilis or D. 

repleta species groups (de Ré et al. 2017). Flies of the D. flavopilosa group share 

some strict morphological and physiological adaptations to the use of Cestrum 
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flowers, such as the light Yellow color of the body, that is cryptic with many Cestrum 

flowers; the medium to small size of the flies; the egg laying in advanced stages of 

embryonic development, pairing with the ephemeral nature of Cestrum flowers; and 

the robust and spine full characteristic of the ovipositors, that are used to scarify the 

flowers surface (Wheeler et al. 1962; Pipkin et al. 1966; Brncic 1983; Ludwig et al. 

2002; Robe et al. 2013). Although the occurrence of this group covers a great part of 

the Neotropical region, most species are strictly endemic to small patches (Robe et 

al., 2013). The most widespread species of the group is Drosophila incompta, which 

occurs from Argentina to Mexico (Bächli 2020). 

Due to the vast number of chemoreceptors in Drosophila, many different 

resources can be explored, establishing different niches. In order to associate the 

preference of a species with its specific resource, choice tests are usually performed 

comparing different substrates. In these tests, Drosophila usually prefers citric 

substrates for laying eggs (Dweck et al. 2013), but this choice can vary according to 

the niche of each species. Mansourian et al. (2018) demonstrated that specimens of 

D. melanogaster are seasonally specialist of marula fruits (Sclerocarya birrea), since 

they prefer marula volatile odors over orange ones, despite orange being preferred 

when tested against other fruit odors like banana. The host shift among populations 

can also be evaluated through the comparison of preferences to different odors. In 

fact, Date et al. (2013) found population specific preferences for Drosophila 

mojavensis (Date et al. 2013), a cactophilic species that can feed and breed on 

different species of cactus. 

 Thereby, this study aims to contribute to the knowledge involving the patterns 

of molecular evolution associated with the repertoire of chemoreceptors available in 

different ecological contexts. To this task, we first investigated the olfactory 

preferences of D. incompta, to test previous claims of antophilic specialization. After, 

we characterized OR and GR genes that are part of the repertoire of chemoreceptors 

of this species, and compared them with orthologous sequences in other Drosophila 

species, in order to get a glimpse about the forces that may shape the evolution of 

chemoreceptor genes in specialist species.  
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MATERIAL AND METHODS 

 

Sampling  

Specimens of the Drosophila flavopilosa group were obtained from flowers of 

Cestrum strigilatum (Solanaceae) collected in the city of Santa Maria, located at the 

south of Brazil (latitude -34.95303 and longitude -120.43572). The sampled flowers 

were maintained in the laboratory until the emergence of adult flies. Flies were 

identified by their external morphology and male genitalia patterns following Wheeler 

et al. (1962). 

 

Olfactory choice tests 

In 

was performed with adult flies of D. incompta and D. melanogaster. Flies of D. 

incompta were obtained from the field, as described above, whereas specimens of D. 

melanogaster were from the Oregon-R strain maintained in our lab stock. Flies were 

tested two days after emergence. The elected odors were: 1) extract of Cestrum 

strigilatum L. flowers (1ml of a solution of five entire non-rotting flowers  

approximately 5g  macerated in 5ml of distilled water); 2) extract of Brunfelsia 

uniflora (pohl) d.don (Solanaceae) (1ml of a solution of two entire non-rotting flowers 

 approximately 5g  macerated in 5ml of distilled water); 3) extract of banana fruit 

(1ml of a solution of 5g of a mature banana macerated in 5ml of distilled water); and 

4) extract of orange fruit (1ml of a solution of a piece of 5g of a mature orange with 

peel macerated in 5ml of distilled water). The odors were chosen according to the 

strict adaptation of D. incompta to Cestrum spp. (Hofmann & Napp 1984; Santos & 

Vilela 2005), and the general profile of exploring different fermenting fruits presented 

by frugivorous Drosophila species (Sevenster & Van Alphen 1993; Markow 2015). 

Conversely, Brunfelsia flowers were elected because they blossom concomitantly with 

Cestrum and have records of interaction with other Drosophilids (Frota-Pessoa 1952; 

Malogolowkin 1953; Sepel et al. 2000; Schmitz & Valente 2019).  
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  In each case, the extracts were combined in pairs and dripped into an unused 

piece of cotton (Fig. 1). Ten flies of the same sex were put into the center of the 

olfactometer (adapted from Fuyama 1975), with gates closed for two minutes to 

acclimatization. After opening the gates, flies were left to choose a side. After five 

minutes, flies at each side of the artifact were counted. The preference tests were 

performed on a darkroom with only red light available. Each test was replicated at 

least six times, and involved both males and females, since both sexes showed 

similar patterns. ANOVA tests were performed to evaluate the significance of 

preferences. 

 

Molecular Biology Procedures

Total DNA was isolated from 20 males of D. incompta using NucleoSpin Tissue 

XS kit (Macherey-

approaches were used to obtain whole-genome shotgun sequences. First, a single-

end approach with a read-size of approximately 100 bp was performed by the 

Fasteris DNA Sequencing Service, with a Solexa-Illumina HiSeq 2000 Next 

Generation Sequencing (NGS) device. The second NGS approach was performed by 

Macrogen Sequencing Service (Korea) using a Solexa-Illumina HiSeq 2000 device 

(Illumina Inc., San Diego, USA) under a paired-end approach, with read size of 100 

bp. 

 Other 20 males of D. incompta were used to obtain total adult RNA using the 

TRIzol Reagent (ThermoFisher Scientific) according to the protocol of Rio et al. 

(2010). mRNA was isolated using mRNA Dynabeads C kit (Life Technologies) and the 

construction of libraries was performed with Seq RNA Total Ion V2 kit (ThermoFisher 

Scientific). Sequencing was performed in the Ion S5 sequencer (ThermoFisher 

Scientific). 

 Filtering and trimming were performed for both DNA and RNA sequences using 

Trim Galore software (Krueger 2015). Three different assembling methods were 

employed: the softwares ABySS 2.0 (Jackman et al. 2017), SPAdes 3.0 (Bankevich et 

al. 2012) and SOAPdenovo (Xie et al. 2014). Performance of the different de novo 
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assemblies was assessed by Quast software (Gurevich et al. 2013). The 

transcriptome de novo assembly was performed on Trinity (Grabherr et al. 2011), 

under default parameters, on Galaxy platform (Afgan et al. 2018).  

Recovery of OR, GR, nAChR and Yellow gene sequences on D. incompta  

Once the draft genome and the transcriptome assembly of D. incompta were 

available, three methods were used to retrieve sequences related to OR and GR 

chemoreceptors:  

A) First, the repertory of gustatory and olfactory receptors genes of D. melanogaster 

(Robertson et al. 2003) and D. virilis (Drosophila 12 Genomes Consortium 2008) 

were downloaded from FlyBase (Thurmond et al. 2019), totaling 121 and 103 different 

genes sequences, respectively. These datasets were then employed as query under 

BLASTx searches (NCBI website) in order to recover the respective amino acid 

sequences. Drosophila melanogaster was chosen because it is a model organism 

that has a well-annotated and well-studied repertoire of chemoreceptors. In its turn, 

D. virilis entered as a query in our searches because it is closely related to D. 

incompta (Robe et al. 2010; De Ré et al. 2017). These sequences were then 

arranged in four separate matrices, subdivided by species and chemoreceptor gene 

family. Each of these sequence groups were then used as seed against the reads of 

D. incompta genome and transcriptome, through the use of aTRAM 2.0 software 

(Allen et al. 2018) with default parameters. This software simultaneously searches 

and assembles orthologous gene sequences. 

B) The second procedure was the functional annotation of the entire genome with 

eggNOG-mapper (Huerta-Cepas et al. 2017) using default parameters, to get a 

general view of the entire genome and a glimpse into gene functions. 

C) Finally, the repertoire of OR and GR gene sequences of D. melanogaster and D. 

virilis were used as query in BLASTx and BLASTn searches (NCBI website) against 

the assembled genome and transcriptome of D. incompta. In this sense, whereas the 

first strategy is directed against the amino acid sequences, the second aims to 

recover sequences potentially neglected in the BLASTx search because of putative 

stop-codons or due to introns.  
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RESULTS  

 

Olfactory Preference Tests   

The smells perception tests showed a clear preference of D. incompta for 

Cestrum flowers compared to fermented bananas extract (p = 0). Drosophila 

incompta also prefers Cestrum flowers in comparison to extract of fermented orange 

and flowers of Brunfelsia uniflora (p = 0). For D. melanogaster, the test of preference 

for Cestrum versus fermented banana extract showed no statistically significant 

difference. On the other hand, our results corroborated the results found by 

Mansourian et al. (2018) about the significant preference for orange over banana 

extracts (Fig. 2, Supplementary Table S2). 

 

Genome wide analyses

The best de novo assembly for the genome of D. incompta was obtained using 

SPAdes, with default parameters. This yielded 444,060 contigs, obtained from 

62,895,766 paired-end raw reads (47,631,683 reads after quality filtering, trimming 

and merging) and 29,829,750 single-end raw reads that were not trimmed and filtered 

due to high sequencing quality. The assembly statistics can be assessed in 

Supplementary Table S3.

The total RNA sequences resulted in 12,346,389 raw single-end reads that 

were pruned to 8,816,476 reads after trimming and filtering. The assembly resulted in 

4,818 contigs, with an L50 of 1,642 (Supplementary Table S3).  

  

Repertoire of genes related to OR, GR, Yellow and nAChR gene families 

We recovered a total of 78 sequences related to chemoreceptors genes in D. 

incompta, of which 36 and 42 are related to GRs and ORs, respectively (Table 1, 
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Supplementary Table S1). Of the 36 recovered GRs, 24 and 26 were found through 

homology searches using genes of D. melanogaster and D. virilis as queries, 

respectively, 25 through Egg-NOG Mapper tool and 12 through aTRAM assembly. For 

ORs, 31 and 36 were recovered through homology searches using genes of D. 

melanogaster and D. virilis as queries, respectively, 26 through Egg-NOG Mapper 

approach and 14 through aTRAM recovery. Only aTRAM did not recover any 

exclusive result, and 17 genes (eight GR and nine OR) were recovered in all 

searching strategies (Supplementary Table S4). Among the other gene families, all 

genes analyzed of the nAChR family and 11 of the 14 genes of the Yellow family were 

encountered for D. incompta (Table 1 and Supplementary Table S2). 

Regarding the other Drosophila species, the number of chemoreceptor genes 

related to GRs varied from minimum values of 33 (as for D. busckii and D. 

novamexicana) to maximum values of 60 (as for D. melanogaster, D. sechellia and D. 

simulans). ORs genes varied from 37, for D. busckii, to 60, for D. melanogaster. 

Conversely, the lower and higher number of sequences related to the Yellow gene 

family were found for D. incompta (11) and the melanogaster, suzukii and takahashii 

subgroups of the melanogaster group (14). For the nAChR gene family, most species 

presented all seven genes, although only four copies were found for D. rhopaloa 

(Table 1 and Supplementary Table S2). 

Regarding the distribution of losses or gains, a clear phylogenetic signal could 

be found for both, ORs and GRs (Figs. 3 and 4). In this context, it was interesting to 

see that the number of sequences retrieved for both, GR and OR gene families, was 

generally lower for non-Sophophora species. Even so, specific gene losses that are 

either autapomorphic of homoplasic for D. incompta were found for the ORs Or1a, 

Or71a, Or85f and Or94b genes, and for the GRs Gr22e, Gr93c and Gr98b genes. 

Among these, the two last losses were only found in D. incompta (Fig. 4).  

For the Yellow gene family, two of the three genes that were not found in D. 

incompta were also absent in all non-Sophophora species analyzed here (Yellow-e2 

and Yellow-f). Among these, Yellow-f was only recovered for the melanogaster 

species group of the Sophophora subgenus, with the exception of the ananassae 
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species group (D. ananassae and D. bipectinata). Conversely, Yellow-f2 was only 

absent in D. incompta.  

  

 

Selection Tests 

Of the 78 chemoreceptors genes found for D. incompta, 67 attained at least 

135 bp of coding sequence (45 aa), and were included in further evolutionary 

analysis. Of these, 33 and 34 were GRs and ORs, respectively. For the Yellow and 

nAChR gene families, all of the 18 genes recovered for D. incompta were evaluated 

under the two sets of selection tests.  

 Of the 67 chemoreceptors matrices used for selection tests, 12 presented 

signals of positive selection on aBSREL approach: gr21a, gr32a, gr57a, gr59f, gr68a, 

gr77a and gr89a for GRs, and or33c, or35a, or63a, or85d and or94a for ORs (p < 

0.05). These 12 matrices were also tested on FEL analysis and presented signals of 

positive selection ranging from one site for gr32a (p = 0.0029) to 17 sites on or94a (p 

= 0.0033). Also on three sites for gr21a (p = 0.0003), on four sites for gr68a (p = 

0.0212) and gr89a (p = 0.0116), on eight sites for gr77a (p = 0.0003), on nine sites for 

gr59f (p = 0.0026) and or35a (p = 0), on 10 sites for or33c (p = 0.0143), on 15 sites 

for gr57a (p = 0) and on 16 sites for or63a (p = 0) and or85d (p = 0) (Table 2). For the 

Yellow and nAChR gene families none gene showed signals of positive selection for 

D. incompta on aBSREL test. 

 

DISCUSSION 

Drosophila has been widely used as a model to study the forces shaping the 

evolution of chemoreceptor gene families in different ecological contexts. 

Nevertheless, the role played by selection and genetic drift in the evolution of these 

genes on specialist species is still a matter of debate (McBride 2007; McBride and 

Arguello, 2007; Gardiner et al. 2008). This study adds to the comprehension about 

the patterns of molecular evolution presented by OR and GR gene families on a 

strictly adapted species of the D. flavopilosa group, D. incompta, and provides several 
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glimpses to the comprehension of general patterns presented by the entire 

Drosophila genus. 

 

 

Molecular evolution in D. incompta 

Although it has been previously demonstrated that D. incompta can only 

explore Cestrum flowers as feeding and breeding resources (Sepel et al. 2000; 

Santos & Vilela 2005; Robe et al. 2013), the ethological or physiological properties 

associated with this restricted ecology were not yet recognized. Our findings about 

the olfactory preferences of D. incompta suggests a chemosensory basis for this 

condition, as demonstrated by its clear preference for extracts of Cestrum flowers in 

comparison with other scents. It is generally expected that at least part of this 

specialization may be related to chemosensory modifications that are ultimately 

associated with genetic alterations. This hypothesis is supported by some findings 

presented here for the OR and GR gene families in D. incompta, such as some 

autapomorphic or homoplasic gene losses suggested for some genes, contrasted by 

the signals of positive selection detected for others. This is the case, for example, for 

the putative loss of Or19a in the genome of D. incompta. In fact, since the product of 

this gene seems to be the main OR responsible by the interaction with the valencene, 

one of the majors components of the citric aroma (Münch & Galizia 2016), its loss 

explains the poor attraction of D. incompta for citric scents observed in the olfactory 

preference tests. Conversely, for D. melanogaster, the results of these tests suggest a 

clear preference for the citric fruit in comparison to banana, which agrees with the 

findings about oviposition preferences provided by Dweck et al. (2013) and 

Mansourian et al. (2018), and can be associated with the presence of an intact copy 

of Or19a. Moreover, D. melanogaster was the only species with a copy of Or19b, 

probably originated by a duplication of Or19a, but here considered as a canonical 

gene due to its presence on FlyBase database. 

It is known that both OR and GR gene families commonly evolve through gene 

duplication, gene loss and pseudogenization (Gardiner et al. 2008; Benton 2015). 
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More specifically, it has been suggested that a general trend of loss of some 

chemosensory genes, with action of positive selection on others could apply during 

host specialization (McBride 2007; McBride & Arguello 2007). We showed here that 

most missing chemoreceptor genes detected for D. incompta under different 

approaches seem to have been inherited from ancestral populations (see below), 

although there are some putative autapomorhic or homoplasic gene losses. In fact, 

from the 120 chemoreceptor genes that were evaluated in this study, only 78 retrieved 

orthologous sequences in D. incompta. Of the 42 missing genes, only seven 

presented evidence supporting an autapomorphic of homoplasic gene loss for the 

target species. This pattern generally fits the birth-and-death evolution model 

presented for chemoreceptor genes, showing the existence of a dynamic evolution 

related to both OR and GR gene families. The autapomorphic or homoplasic losses 

do also partially agree with the hypothesis suggesting a general trend toward gene 

losses in specialist species (McBride & Arguello, 2007; Croset et al. 2010). 

Nevertheless, it is important to consider that at least some of these putative gene 

losses may be an outcome of methodological sources of errors related to genome 

assembly or gene searches. The iterative approach wherein the results of two 

genomic and one transcriptome sequencing strategies were assembled and 

evaluated under at least three methods to retrieve sequences related to GR and OR 

chemoreceptors certainly reduced these sources of systematic errors, but possibly 

did not completely eliminate them. Such a reasoning can be further supported in face 

of the findings for the nAChR gene family, for which the number of genes found for D. 

incompta generally agrees with those found for other species of the Drosophila genus 

and especially for the Siphlodora subgenus.  

Nevertheless, for the Yellow gene family, D. incompta detached as the species 

with the lower number of genes, which can be either related to such methodological 

artifacts of may reflect a genetic modification putatively associated with the differential 

colors presented by the target species. In fact, although Yellow-e2 and Yellow-f were 

absent in all non-Sophophora species, Yellow-f2 was only absent in D. incompta. It is 

known that Yellow-f and Yellow-f2 code enzymes that participate in the melanization 
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process of D. melanogaster, with the last gene playing an important role in the 

pigmentation of the adult flies (Han et al. 2002). The absence of these two genes in 

D. incompta may contribute to the light-Yellow color of the adult flies of this species 

(Brncic 1983), which does not seem to present any polymorphism regarding body 

pigmentation, with rare records of other color related with feeding (Ludwig et al. 

2002). 

 The effect of differential selection pressures was also detected on the 

repertoire of chemoreceptor genes that were encountered for D. incompta, since 

seven and five of its GR and OR related sequences, respectively, presented signals 

of positive selection. Five of the seven GRs and three of the five OR genes 

presenting signals of positive selection for D. incompta were also recovered in all 

other evaluated species, suggesting their products may perform some important 

functions that are somehow conserved across Drosophila phylogeny. In agreement 

with this pattern, among the GR genes presenting signals of positive selection in D. 

incompta, we can highlight gr21a, which is known to play roles of odorant and 

gustative receptor and is considered basal for its gene family, being acknowledged as 

one of the most conserved chemoreceptor in insects (Robertson et al. 2003; 

Robertson & Kent 2009; Hickner et al. 2016). Although the effect of the specific 

alterations found for D. incompta on the function of this and several other receptors 

remains yet to be assessed, it is quite interesting to find evidences of positive 

selection is such conserved pathways. 

The association of the signals of positive selection with the restricted ecology 

of D. incompta can be further evoked when the specific roles of some OR genes 

under positive selection in this species are evaluated in more detail. or33c, for 

example, was previously found to be under positive selection in some species of the 

D. melanogaster subgroup (Tunstall et al., 2007). This gene encodes a receptor for 

cyclohexanone ligands (Münch & Galizia 2016), whose derivatives have been found 

in some essential oils of plants (Zhu 2011; Alvarez 2019) and may explain phytotoxic 

and cytotoxic activity of some essential oils (Berger 2007). Since many authors 

consider Cestrum toxic in many ways (McLennan & Kelly 1984; Al-Heza et al. 2009; 
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Bussmann et al. 2011b), the presence of cyclohexanone derivatives in the essential 

oils of species of this genus is an interesting topic to be addressed. Conversely, or35a 

is considered an indicator of food viability (Yao et al. 2005; Mansourian & Stensmyr 

2015), being known to interact with many chemical classes, such as aldehydes, 

alcohols and esters (Hallem & Carlson 2006; Münch & Galizia 2016). Among the 

potential ligands of the product of this gene is the 1-hexanol, which can cause 

behavioral aversion in adult flies (Stensmyr et al. 2003 Hallem & Carlson 2006; 

Nemeth et al. 2018). Finally, or86d is a receptor to esters, specially ethyl-pentanoate 

(Nemeth et al. 2018), which provides some pleasant fruity aroma (Xiao et al. 2014), 

whereas or94a is considered a detector of ethylphenols, that are derived from 

hydroxycinnamic acids. This last component, in particular, can act as a potent dietary 

antioxidant, which may attract adult flies and larvae (Dweck et al. 2015).  

 

Evolution of OR and GR genes in Drosophila 

Increasing the number of evaluated species we could increase the 

comprehension about the patterns of evolution of OR and GR gene families across 

the phylogeny of Drosophila. In this sense, we found a great variation in the number 

of chemoreceptor genes among species, with the higher and lower number of both 

OR and GR genes being generally found for species of the Sophophora subgenus, in 

particular for species of the melanogaster subgroup, and for D. busckii, respectively. 

As D. melanogaster was one of the species employed as query or seed in our 

searches, the higher number of chemoreceptor genes found for this species, and 

other closely allied taxa could be a methodological artifact. The lower number of 

orthologous sequences found for D. busckii could also be a biased result, because 

this species is not closely related to any of the two species used as query or seed in 

our searches 

was yet paid to the annotation of chemoreceptors for this species. Nevertheless, such 

a pattern does not explain the results found for D. virilis, which does not only present 

a well-annotated genome but was also used as query or seed in our searches. Even 

so, this species retrieved a number of orthologous sequences close to the lower 
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range for both OR and GR genes (49 and 40, respectively). Another point to consider 

is the fact that we are just considering one copy of each gene, which will focus the 

depicted scenario to more ancient events of gene duplication. In this sense, the 

number of genes for some species may be somewhat underestimated. This is the 

case, for example, for D. grimshawi, which was already shown to possess several 

copies of some loci, related to recent gene duplications (Guo & Kim 2007; Nozawa & 

Nei 2007; Gardiner et al. 2008).     

Despite these putative sources of bias, the general picture that emerges 

suggests that the distribution of OR and GR genes along the Drosophila phylogenetic 

tree possibly reflects a phylogenetic signal related to gene gains or gene losses on 

ancestral populations, that were stably inherited along millions of years. Such 

inferences are further supported when the presence/absence of each of the 24 GR 

and 18 OR genes of D. melanogaster that were not found in D. incompta are 

evaluated in a phylogenetic context. For the ORs that were not found for D. incompta, 

seven were also not found for all non-Sophophora species (or7a, or33a, or33b, 

or43b, or45a, or59c and or65a), and three were just recovered for one species of the 

Siphlodora subgenus (or47a in D. navojoa, or 65c in D. arizonae and or85a in D. 

mojavensis). These absences may indicate ancestral gene losses or may point a high 

divergence in relation to D. melanogaster sequences, reaching the limit of BLAST 

sensibility. Nevertheless, Or22b genes was just recovered for five of the evaluated 

species, among which the melanogaster subgroup and D. incompta, suggesting that 

neutral patterns and BLAST sensibility do not explain the complete picture. This also 

applies to the GR gene family, for which most genes that were not found in D. 

incompta seem to be widely restricted to the Sophophora subgenus. In fact, 17 GR 

genes (gr10b, gr22a, gr22b, gr22c, gr22d, gr22f, gr36a, gr36b, gr36c, gr59a, gr59b, 

gr59c, gr92a, gr93b, gr93d, gr98c and gr98d) were not recovered for none non-

Sophophora species and two of them (gr22c and gr93d) were present only on five 

and four Sophophora species respectively. Even so, losses of Gr93c and Gr98b were 

autapomorhic to D. incompta. Comparing the mean number of chemoreceptor genes 

between Sophophora (56.27 for OR and 53.59 for GR genes) and non-Sophophora 
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species (43.67 for OR and 37 for GR genes) further agrees with the scenario of 

putative phylogenetic trends (Figure 5).   

Nevertheless, as species of the melanogaster group frequently present the 

larger number of both OR and GR genes (60 for both in D. melanogaster), it is 

tempting to speculate that at least in some cases the number of chemoreceptor 

genes is also defining evolutionary potentials related not only with niche breadth, but 

also with the distribution range of individual species within each of the major lineages 

of Drosophila. In fact, several Sophophora species are recognized as generalist and 

cosmopolitan species, like D. ananassae (Singh 1996), D. kikkawai (Ramniwas 

2012), D. mauritiana (Tsacas & David 1974), D. melanogaster (David & Capy 1988; 

Lachaise & Silvain 2004; Markow 2015), D. obscura 

2008), D. persimilis (Wogaman & Seiger 1983), D. pseudoobscura (Carson 1971), D. 

serrata (Kelemen & Moritz 1999; Schiffer & McEvey 2006), D. simulans (Lemeunier et 

al. 1986), D. suzukii (Asplen et al. 2015; Biondi et al. 2016), D. willistoni (Spassky et 

al., 1971, Cordeiro & Winge, 1995, Powell, 1997), a pattern that seems to be less 

ubiquitous for non-Sophophora species. Nevertheless, this hypothesis also presents 

some important outliers, as is the case for D. sechellia, that presents 59 and 60 OR 

and GR genes, and is endemic to the Seychelles islands in the Indian Ocean and 

specialized on a single resource, the fruit of Morinda citrifolia (Tsacas & Bächli 1981; 

Louis & David 1986; Gerlach 2009); and D. erecta, that presents 58 and 56 OR and 

GR genes, and is endemic to west-central Africa and is specialized on ripe fruits of 

Pandanus spp. (Lachaise & Tsacas 1974; Rio et al. 1983; Linz et al. 2013).  Thus, 

although such circumstances may be related to ecological potentials that were 

inherited from ancestral populations, the patterns and processes behind the evolution 

of OR and GR gene families are certainly quite complex and need to be evaluated 

under different perspectives. 

 

CONCLUSIONS 

 The evolution of specialization towards the use of specific resources is an 

interesting topic of debate that is not yet fully understood (Etges 2019; Markow 2019; 
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Auer et al. 2020). Here we demonstrated the clear preference of D. incompta to the 

scent of macerated Cestrum flowers in comparison with other resources, and 

characterized some genetic alterations on OR and GR genes that are putatively 

related to this behavior. In this sense, during the characterization of the repertoire of 

chemoreceptors of D. incompta, we not only detected some autapomorphic or 

homoplasic gene losses, but also evidenced several signals of positive selection on 

different components of the two major gene families that provide the fundamental 

tools of interaction with nature (Benton, 2015). Even so, most gene losses presented 

by this species seem to have been inherited from ancestors distributed on different 

nodes of the Drosophila phylogenetic tree. This pattern supports the dynamic birth-

and-death model of evolution of these genes first proposed by Vieira et al. (2007). 

Nevertheless, the exact relationship between these alterations and the ecological 

potentials presented by each species still remains widely allusive, and it is not 

possible now to disentangle the putative causes and consequences of ecological 

specialization. 
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Figure 1  Olfactometer model used to perform the olfactory preference tests. Legend: A: Extracts 
scent vessels. B: Flies waiting box. C: Preference tubes. D: Air inlet pipes. E: Air suction pipe. F: 
Gates separating the flies from scents. 
 
 

 
Figure 2 - Results of ANOVA performed to test the preference of D. incompta (A, B and C) and D. 

melanogaster (D and E) for each pair of extract scents. A and D: Cestrum strigilatum against banana. 

F-Stat = 267.0286, p = 0 and F-Stat = 0.03866, p = 0.84555, respectively; B: C. strigilatum against 

orange. F-Stat = 80.2002, p = 0; C: C. strigilatum against Brunfelsia uniflora. F-Stat = 25.71407, p = 0; 

E: Orange against banana. F-Stat = 74.88571, p = 0. 
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Figure 3  Presence (blue boxes) and absence (red boxes) of 38 olfactory genes (OR) analyzed 

across Drosophila phylogeny, as modified from Robe et al. (2010), Yang et al. (2012), Yassin (2013), 

analyzed species were not depicted on this graph. 

 

Figure 4  Presence (blue boxes) and absence (red boxes) of 36 gustatory genes (GR) analyzed 

across Drosophila phylogeny, as modified from Robe et al. (2010), Yang et al. (2012), Yassin (2013), 

Hjelmen & Johnston (2017) and 

species were not depicted on this graph. 
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Figure 5  Graph comparing the mean of gene numbers of all four analyzed genes with the total D. 
incompta founding genes. 
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Table 1 - Number of olfactory receptors (OR), gustatory receptors (GR), Yellow and nAChR related 
genes retrieved for D. incompta and each of the other 30 Drosophila species. 

Species Number of OR Number of GR Number of YELLOW Number of nAChR
D. sechellia 59 60 14 7
D. simulans 59 60 14 7

D. mauritiana 57 57 14 7
D. melanogaster 60 60 14 7

D. erecta 58 56 14 7
D. yakuba 58 59 14 6

D. biarmipes 55 55 14 6
D. suzukii 57 55 14 5

D. takahashii 55 56 14 6
D. eugracilis 56 56 12 5
D. elegans 56 52 14 6
D. rhopaloa 56 55 14 4
D. ficusphila 56 51 14 6
D. kikkawaii 57 51 13 6

D. serrata 57 51 13 6
D. anananassea 57 54 13 7
D. bipectinata 52 46 13 6
D. persimilis 57 51 13 7

D. pseudoobscura 57 51 13 7
D. miranda 56 49 13 7
D. obscura 55 47 13 5
D. willistoni 48 47 13 7

D. mojavensis 47 42 12 7
D. navojoa 44 39 12 7
D. arizonae 43 36 12 6

D. hydei 42 36 12 7
D. incompta 42 36 11 7

D. novamexicana 45 33 12 7
D. virilis 49 40 12 7

D. grimshawi 44 38 12 7
D. busckii 37 33 12 7  

Note - For each species, the total number of orthologous sequences was considered, not including any 

duplication but considering pseudogenes. Drosophila melanogaster, D. simulans, D. sechellia, D. 

yakuba, D. erecta, D. ananassae, D. pseudoobscura, D. persimilis, D. mojavensis, D. virilis and D. 

grimshawi had their total numbers of OR and GR based on previous works (Guo & Kim 2007; Nozawa 

& Nei 2007; Gardiner et al. 2008). 
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Table 2 - Repertoire of olfactory receptors (OR) and gustatory receptors (GR) found in D. incompta, 

with their respective CDS fragment size and evidences of positive selection. 

 
Note - Blank values on the CDS fragment size columns correspond to genes for which we could not 
reach the minimum size (45 aa) of translated protein to align in their respective matrices. Genes with 
no significant signal of positive selection present blank values on the selection tests columns. 
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Supplementary Tables 
 
Supplementary Table S1  List of presence (X on the table) or absence (- on the table) of OR (sheet 
1), GR (sheet 2) and non-chemoreceptor genes (sheet 3) orthologues for each of the analyzed 
Drosophila species plus the outgroups. Abbreviations: Dinc (Drosophila incompta), Dana (D. 
ananassae), Dari (D. arizonae), Dbia (D. biarmipes), Dbus (D. bisckii), Dele (D. elegans), Dere (D. 
erecta), Deug (D. eugracilis), Dfic (D. ficusphila). Dgri (D. grimshawi), Dhyd (D. hydei), Dkik (D. 
kikkawai), Dmau (D. mauritiana), Dmel (D. melanogaster), Dmir (D. miranda), Dmoj (D. nojavensis), 
Dnav (D. navojoa), Dnov (D. novamexicana), Dobs (D. obscura), Dper (D. persimilis), Dpse (D. 
pseudoobscura), Drho (D. rhopaloa), Dsec (D. sechellia), Dsim (D. simulans), Dsuz (D. suzukii), Dtak 
(D. takahashii), Dvir (D. virilis), Dwil (D. willistoni), Dyak (D. yakuba), Blat (Bactrocera. latifrons), Mdom 
(Musca domestica), Ccap (Ceratitis capitata), Sleb (Scaptodrosophila lebanonensis), Csty (Calliphora 
stygia), Cobl (Ctenopseustis obliquana), Rmai (Rhopalosiphum maidis). 
 
 
 
 

Supplementary Table S2 - Sample design of the five olfactory choice tests performed with Drosophila 
incompta (A, B and C) and D. melanogaster (D and E), comparing odors of Cestrum x Banana (sheets 
A and D), Cestrum x orange (sheet B) and Cestrum x Brunfelsia uniflora (sheet C) and Banana x 
orange (sheet E). 
 
 
 
 
 
 
 
Supplementary Table S3 - Metrics and statistics of Drosophila incompta genome and transcriptome 
draft assemblies. 

 
 
 
 
 
 
 
Supplementary Table S4  Olfactory (OR  sheet A) and gustatory receptors (GR  sheet B) 
orthologues recovered for Drosophila incompta by each tool. 
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CAPÍTULO IV 

 

CONCLUSÕES GERAIS E PERSPECTIVAS 
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 Espécies de ecologia restrita têm sido uma interessante fonte de investigações 

de questões evolutivas devido às suas características especializadas de interação 

com seus nichos específicos. Lang et al. (2012), por exemplo, demonstram como 

pequenas mutações em um único gene são capazes de mudar a ecologia de uma 

espécie, tornando-a especialista. Nesse sentido, Drosophila incompta apresenta-se 

como um modelo ideal para estudos evolutivos, visto que apresenta ecologia restrita 

a plantas do gênero Cestrum, não explorando outro recurso. Neste trabalho 

conseguimos demonstrar mais um fator que reforça a especificidade de exploração 

de nicho de D. incompta com o experimento de preferência olfativa, no qual 

mostramos expressiva preferência dessa espécie pelos odores provenientes de 

flores de Cestrum em comparação com outros odores: de banana fermentada, de 

extrato de laranja fermentada, o qual também vimos pelo mesmo experimento ser a 

preferência de D. melanogaster em relação aos odores de banana fermentada, e de 

extrato de flores de Brunfelsia uniflora.  

 Uma das formas mais exploradas para estudar a evolução das espécies de 

ecologia restrita e as relações dessas espécies com seus nichos restritos é através 

de análises de quimiorreceptores, genes que codificam proteínas as quais interagem 

com compostos químicos ambientais e por isso estariam mais propensos às forças 

evolutivas. Ao caracterizarmos e analisarmos o repertório dos receptores gustatórios 

(GRs) e olfativos (ORs) de D. incompta, conseguimos mostrar padrões de evolução 

molecular dessas famílias gênicas dentro do gênero Drosophila, pois detectamos 

possíveis casos de perdas gênicas ancestrais, visto que vários genes não 

encontrados em D. incompta também se mostraram ausentes para as espécies não 

pertencentes ao agrupamento não-Sophophora. Neste âmbito, mostramos que a 

média geral do número de loci entre espécies pertencentes e não pertencentes ao 

subgênero Sophophora é significantemente menor no segundo grupo. Além dessa 

discrepância no número total de loci entre os grupos foi possível também observar 

sinais de seleção positiva em 12 genes quimiorreceptores de D. incompta, e em 

alguns desses genes ainda percebemos relações de interação com químicos 
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ambientais presentes nos substratos explorados por D. incompta. Das duas outras 

famílias gênicas investigadas nesse trabalho, verificamos que, apesar da 

discrepância se mostrar menor, espécies não pertencentes ao subgênero 

Sophophora também possuem menor número de loci de genes da família Yellow, 

sendo D. incompta a que registrou o menor número geral, podendo este fator indicar 

relação com sua pigmentação corporal, a qual é caracterizada pela total ausência de 

ornamentos e marcas escuras. 

 Padrões de evolução genômica associados a ecologia restrita de D. incompta 

também foram avaliados pela caracterização comparativa dos repertórios de 

Elementos transponíveis (TEs) de diferentes espécies. Esses elementos vêm tendo 

cada vez mais destaque em diversos campos da genética e genômica, dado a sua 

grande capacidade de mobilização e, consequentemente, de geração de 

variabilidade genética a seus hospedeiros. Nesse sentido, o mobiloma de uma 

espécie pode prover informações importantes sobre a composição e evolução do seu 

genoma, assim como a paisagem dos TEs de uma espécie é capaz de contar a 

história dos elementos naquela espécie e indicar, além de dados quantitativos e 

qualitativos, informações sobre atividade e viabilidade dos TEs. Mais de 30 espécies 

de Drosophila contam hoje com o genoma sequenciado e disponível, contudo poucas 

possuem o seu mobiloma anotado minuciosamente. Aqui fizemos uma anotação 

criteriosa e cuidadosa do mobiloma de D. incompta, onde anotamos 277 TEs, dos 

quais 164 novas descrições para a espécie alvo. Além disso, identificarmos 42 

elementos putativamente autônomos e portanto potencialmente ativos, bem como 25 

fragmentos de RNA que correspondem a TEs sendo transcritos, mais uma vez 

indicando potencial atividade. 

 Embora a transferência horizontal de elementos transponíveis (HTT) ainda 

careça de estudos mais amplos e aprofundados, ela é considerada como uma das 

mais importantes formas através das quais a dinâmica dos genomas pode gerar 

variabilidade genética. Além disso, a mesma é capaz de renovar o ciclo de vida de 

alguns TEs, fazendo com que os mesmos invadam genomas onde serão um 

componente novo e terão menor resistência, podendo evoluir mais facilmente através 
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de duplicações e se diversificar. Com as análises do mobiloma de D. incompta e 

comparações com bancos de dados de TEs, conseguimos inferir HTTs recentes para 

TEs que achamos em D. incompta, inclusive entre espécies distantes, tanto evolutiva 

quanto geograficamente. 

 Achados em ambos os artigos indicam distância evolutiva separando espécies 

do subgênero Sophophora e espécies não pertencentes a esse gênero: a diferença 

no número de quimiorreceptores entre os grupos e a diferença na análise modal das 

paisagens de TEs indicam uma relação de ancestralidade em tais eventos evolutivos, 

DeSalle 2018) onde o subgênero Sophophora seria o clado ancestral, e tais 

diferenças evolutivas encontradas seriam então sinapomorfias dos outros 

subgêneros não-Sophophora. 

 Por fim, essa tese contribuiu de diferentes maneiras para o entendimento da 

evolução em organismos especialistas e com ecologia restrita, como é o caso de D. 

incompta. Estudos futuros onde mais genes com interação com o ambiente, como 

por exemplo genes de detoxificação e até genes relacionados ao ciclo circadiano de 

espécies de ecologia e/ou distribuição restrita e/ou específicas, certamente 

contribuirão para um maior entendimento dessa parcela das espécies que têm essas 

particularidades com seus nichos e vivenciam a evolução de forma particular e 

diferente em relação às espécies generalistas e/ou cosmopolitas. Para a questão de 

aprofundar-se no entendimento sobre D. incompta, experimentos que relacionam a 

particularidade de espera pelas flores de Cestrum, que não florescem o ano todo, 

com a genética e genômica dessa espécie podem contribuir para o completo 

entendimento do ciclo de vida e da exploração dos recursos desta espécie tão 

particular. 
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