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1. RESUMEN

El grupo mesophragmatica estd conformado por 19 especies, mas del 50%
se encuentran en el Ecuador. Las relaciones filogenéticas del grupo son
inconsistentes debido a la falta de analisis moleculares que sustenten las
agrupaciones morfolégicas que han sido sugeridas. En este estudio se estimaron
las relaciones filogenéticas de 12 especies del grupo mesophragmatica, en donde
se incluyeron 7 especies ecuatorianas (D. amaguana, D. neoamaguana, D.
cashapamba, D. rucux, D. chorlavi, D. mesophragmatica, D. yanayuyu). Para
establecer las relaciones filogenéticas en el grupo se usaron dos genes nucleares
(alcohol deshidrogensa, alfa metil dopa-resistente) y un gen mitocondrial (citocromo
oxidasa Il), los cuales fueron analizados mediante el método de maxima
verosimilitud. El arbol filogenético resultante divide a las especies en dos grupos, el
primer grupo se encuentra conformado por las especies D. amaguana, D.
neoamaguana, D. cashapamba y D. yanayuyu, y el segundo agrupa a D. rucux, D.
chorlavi, D. mesophragmatica, D. pavani, D. gasici, D. viracochi, D. brncici, y D.
gaucha. Evidencias morfolégicas y citolégicas confirmaron las relaciones
filogenéticas de 6 especies ecuatorianas en nuestro estudio, sin embargo D.
yanayuyu presenta caracteristicas morfologicas muy distantes al grupo
mesophragmatica, por ende, sus relaciones dentro del grupo son inconsistentes;
este estudio muestra un analisis preliminar de las relaciones filogenéticas del grupo
mesophragmatica, los cuales necesitan ser complementados con las 19 especies

del grupo.

Palabras clave: Drosophila, mesophragmatica, filogenia, ADH, amd, COII.



2. ABSTRACT

The mesophragmatica group is conformed by 19 species, more than 50% are
found in Ecuador. The phylogenetic relationships of the group are inconsistent due
to the lack of molecular analysis that support the morphological group that have
been suggested. In this study, the phylogenetic relationships of 12 species of the
mesophragmatica group were analyzed and 7 Ecuadorian species were included
(D. amaguana, D. neoamaguana, D. cashapamba, D. rucux, D. chorlavi, D.
mesophragmatica, D. yanayuyu). Two nuclear genes (alcohol dehydrogenase,
alpha methyl dopa-resistnat) and one mitochondrial gene (cytochrome c oxidase 1)
were analyzed, using the maximum likelihood method, to establish the phylogenetic
relationships in the group. The resulting phylogenetic tree show two groups, the first
group includes the species D. amaguana, D. neoamaguana, D. cashapamba and
D. yanayuyu, and the second includes D. rucux, D. chorlavi, D. mesophragmatica,
D. pavani, D. gasici, D. viracochi, D. brncici, and D. gaucha. Morphological and
cytological evidences confirmed the phylogenetic relationships of 6 Ecuadorian
species in our study, however D. yanayuyu presents morphological characteristics
very distant from the mesophragmatica group, therefore, their relationships within
the group are inconsistent. This study shows a preliminary analysis of the
phylogenetic relationships of the mesophragmatica group, which need to be

complemented with the 19 species of the group.

Keywords: Drosophila, mesophragmatica, phylogeny, ADH, amd, COIlI.



3. INTRODUCCION

Hace casi un siglo, Sturtevant, uno de los genetistas mas destacados de
todos los tiempos, contribuyé enormemente a la taxonomia de drosofilidos,
aportando un catalogo con informacion morfologica, ecolégica, taxondmica y
sistemética de las especies norteamericanas de la familia Drosophilidae
(Sturtevant, 1921), debido a la investigacion tan completa realizada por este
investigador, la familia Drosophilidae continua siendo de gran interés para la
ciencia, especialmente en campos como la genética, genémica, biologia del
desarrollo, entre otros (Mishra, Sachan, Mutsuddi y Mukherjee, 2014; Palmieri,
Nolte, Chen y Schl6tterer, 2015; Andersen y Horne-Badovinac, 2016; Tidon y
Almeida, 2016).

La familia Drosophilidae esta incluida en la superfamilia Ephydroidea y es
considerada una de las familias mas numerosas dentro de los dipteros, la cual
incluye 76 géneros con mas de 3800 especies descritas cuya distribucion
Unicamente excluye la region éartica (Mahato y Gupta, 2018), debido a la
incapacidad de establecer un grupo hermano para la familia Drosophilidae (Markow
y O’Grady, 2006), sus relaciones filogenéticas continlan en controversia (Wiegman
et al., 2011). Este problema esta relacionado con el poco conocimiento taxonémico
en la superfamilia Ephydroidea, ademas de la falta de estudios detallados en la
mayoria de especies que la conforman (Grimaldi y Spriggs, 2012).

Cientificos como Throckmorton (1975), Ramsen y DeSalle (1998),
Kwiatowski y Ayala (1999), O'Grady y Kidwel (2002), enfocaron sus investigaciones
en resolver las relaciones filogenéticas dentro de la familia Drosophilidae. Asi pues,
Throckmorton (1975) plantea varias radiaciones en base a informacién morfolégica,
ecologica y geografica siendo la radiacion Stangininae la mas basal en la familia
Drosophilidae seguida de las radiaciones Drosophilidae, Scaptodrosophila,
Sophophora y Drosophila, en donde la radiacion Drosophila incluye la radiacion
virilis-repleta, immigrans-Hirtodrosophila y el grupo funebris, de igual manera
Ramsen y DeSalle (1998) comparan las relaciones filogenéticas morfologicas y

moleculares en la familia Drosophilidae, en donde sefialan que la radiacion



Sophophora es basal a la radiacion Drosophila, resultado propuesto inicialmente
por Throckmorton (1975).

Las dudas que pretendian resolver los analisis moleculares en la familia
Drosophilidae quedaron inconclusos, por lo que la atencion se centr6 en los
subgéneros Drosophila, Sophophora, Hirtodrosophila, Dorsilopha y Saprinus; en
donde se propone a Drosophila y Sophophora como clados hermanos y la monofilia
del subgénero Sophophora (Kwiatowski y Ayala, 1999), resultado que fue apoyado
por O’Grady y Kidwel (2002) en base a un estudio molecular de los genes alcohol
deshidrogenasa (ADH), citrocromo oxidasa Il (COIl) y la subunidad 28s del

ribosoma.

Con la generacién de nuevas técnicas de secuenciacion, el nimero de genes
utilizados para el estudio filogenético en el género Drosophila aumenté (Hales,
Korey, Larracuente y Roberts, 2015), generando nuevas aportaciones en las que
se discute la monofilia del subgénero Sophophora (Robe, 2010), y a su vez se
propone una nueva division del género Drosophila en siete linajes: el linaje Il
(subgénero Sophophora, el género Lordiphosa), IV (subgénero Dorsilopha y el
género Styloptera), VII (subgénero Drosophila), VIII (Drosophila Hawaiian), IX
(Siphlodora) y los linajes V-VI los cuales incorporan géneros no relacionados
(O’'Grady y DeSalle, 2018).

Con el fin de solucionar las dudas con respecto a las relaciones filogenéticas
en el género Drosophila, los estudios cientificos se centran en el subgénero
Drosophila, debido a que incluye mas del 50% de especies del género (O’'Grady y
DeSalle, 2018). Estudios posteriores han contrastado la division del subgénero
Drosophila sugerida por Throckmorton (1975), en donde la radiacion virilis-repleta
incluye en su mayoria especies neotropicales pertenecientes a los grupos repleta,
canalinea y mesophragmatica, siendo este ultimo uno de los grupos mas complejos
en la radiacion virilis-repleta debido a la gran similitud morfolégica presente entre
las especies, por lo que la dificultad en su descripcidn, taxonomia y filogenia es
mayor en relacion al resto de especies de la radiacion virilis-repleta (Brncic y
Santibafiez, 1957; Robe, Valente, Budnik y Loreto, 2005).



Sin embargo, el grupo mesophragmatica que inicialmente estaba
conformado por D. canascens (Duda, 1927), D. mesophragmatica (Duda, 1927) y
D. gaucha (Jaeger y Salzano, 1953) incremento su diversidad a un total de 10
especies, en las que se incluye a D. camaronensis (Brncici, 1957), D. gasici
(Brncici, 1957), D. altiplanica (Brncic y Koref, 1957), D. pavani (Brncici, 1957), D.
orkui (Brncic y Koref, 1957), D. viracochi (Brncic y Koref, 1957) y D. brnicici (Hunter
y Hunter,1964). Afios mas tarde, Vela y Rafael (2004) confirman la presencia de las
especies D. mesophragmatica, D. gaucha y D. pavani en Ecuador, incluyendo la
descripcion de tres especies nuevas pertenecientes al grupo mesophragmatica: D.
amaguana, D. shyri y D. ruminahui. Por consiguiente, la presencia de la mitad de
especies en el Ecuador genera inquietud sobre el grupo mesophragmatica,
intensificando los estudios en los cuales se describen 6 especies nuevas: D.
cashapamba (Cepédes y Rafaél, 2012), D. chorlavi (Cepédes y Rafael, 2012), D.
rucux (Cepédes y Rafael, 2012), D. yanayuyu (Cepédes y Rafael, 2012), D.
neoamaguana (Guillin y Rafael, 2017) y D. neoyanyuyu (Guillin y Rafael, 2017).

De este modo, el grupo mesophragmatica esta conformado por un total de
19 especies, cuyas relaciones filogenéticas no estan claras y se han planteado dos
propuestas. Vela y Rafael (2004) proponen la division del grupo mesophragmatica
en dos subgrupos: el subgrupo mesophragmatica con las especies: D. altiplanica,
D. amaguana, D. brncici, D. canescens, D. camaronensis, D. gasici, D.gaucha, D.
mesophragmatica, D. orkui, D. pavani, D. shyri y el subgrupo viracochi con dos
especies D. rumifiahui y D. viracochi. Mientras que Mota et al., (2008) sugiere la
division del grupo mesophragmatica en tres subgrupos: el subgrupo viracochi con
D. viracochi; el subgrupo gaucha con D. gaucha y D. pavani, y el subgrupo

mesophragmatica con D. mesophragmatica, D. brncici y D. gasici.

La descripcion de nuevas especies y la falta de estudios moleculares no
permiten establecer un modelo idéneo que agrupe correctamente a las especies
del grupo mesophragmatica, por lo tanto, el objetivo de este estudio fue obtener la
filogenia molecular del grupo mesophragmatica, en base a los genes alcohol
deshidrogenasa (ADH), alfa metil dopa-resistente (amd) y el gen mitocondrial

citocromo oxidasa Il (COIll), en la cual se incluyeron datos de siete especies



descritas recientemente y se compararon estos resultados con la clasificacion

existente basada en datos morfoldgicos.



3.1. OBJETIVOS

3.1.1. OBJETIVO GENERAL

Realizar la filogenia molecular de las especies del grupo mesophragmatica,

a la cual se sumaran siete especies descritas en el Ecuador.

3.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer las relaciones filogenéticas de las especies del grupo
mesophragmatica en base a dos genes nucleares (ADH y amd) y un gen
mitocondrial (COIl)

Verificar con datos moleculares, que siete especies de Drosophila

recientemente descritas en Ecuador pertenecen al grupo mesophragmatica.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. ESPECIES INCLUIDAS EN EL ANALISIS

Se utilizé las secuencias codificantes (cds) de los genes ADH, amd y COIl
en 13 especies agrupadas en dos grupos: el primer grupo conformado por las
especies D. gaucha, D. viracochi, D.gasici, D. brncici, D. pavani y D. hydei cuyas
secuencias fueron obtenidas de la base de datos NCBI. La especie D. hydei
muestra una estrecha relacion con el grupo mesophragmatica (Mota et al., 2008),
razon por la cual los cds de los tres genes de D. hydei fueron utilizados como molde
para la extraccion de los cds en las especies de interés. El segundo grupo
conformado por la especies D. mesophragmatica, D. amaguana, D. cashapamba,
D. rucux, D. neoamaguana, D.charlovi y D. yanayuyu, cuyas secuencias fueron
extraidas a partir de los genomas secuenciados y ensamblados previamente
(Anexo 1).

4.2. EXTRACCION DE SECUENCIAS A PARTIR DEL GENOMA COMPLETO

La extraccion de secuencias se realizdé usando linea de comandos en el
terminal Ubuntu LTS 18.04, en donde se cre6 una base de datos en NCBI en la
cual se incorporé los genomas de D. mesophragmatica, D. amaguana, D.
cashapamba, D. rucux, D. neoamaguana, D.charlovi y D. yanayuyu. Posteriormente
se realiz6 un blastn (NCBI, 2008) entre los cds de los tres genes de D. hydei con el
fin de identificar los contigs que contengan la secuencia mas similar en los genomas
de las 7 especies, cada contig fue extraido en base al E-value mas cercano a cero
(Anexo 2).

A continuacion, se utilizé el programa Dotter 4.44.1 (Sonnhammer y Durbin,
1996) para generar una matriz comparativa entre las secuencias codificantes de los
3 genes de D. hydei y las secuencias contig extraidas, donde se obtuvo informacion
sobre las regiones conservadas entre ambas secuencias, direccion de la secuencia,

presencia de intrones y exones (Anexo 2), permitiéndonos obtener los puntos en



los cuales se encontraban los cds en cada contig. Con estos valores, se utilizé el
programa Artemis 17.0.1 (Rutherford, Parkhill, Crook, Horsnell y Rice, 2000) para
delimitar y editar la secuencia de interés, generando un archivo FASTA individual

para cada secuencia codificante de los 3 genes en las 7 especies de interés.

4.3. ANALISIS FILOGENETICO

Las secuencias nucleotidicas codificantes de los genes ADH, amd y COIl de
las 13 especies, fueron concatenadas en 4 archivos FASTA, en donde 3 archivos
corresponden a las secuencias individuales de cada gen y un archivo que incluye
la combinacion de las secuencias de los tres genes para cada especie. Los 4
archivos fueron sometidos a un alineamiento mdultiple usando el programa MUSCLE
v3.8.1551 (Edgar, 2004), posteriormente cada archivo alienado fue tratado en
Gblocks 0.91 (Castresana, 2000) generando 4 archivos correspondientes a los
alineamientos curados, en ambos programas se usaron los parametros

predefinidos por el sistema.

Se estimaron cuatro arboles correspondientes a los tres genes individuales
y combinados, para determinar las relaciones existentes en el grupo. Las filogenias
fueron estimadas bajo el criterio de maxima verosimilitud del programa igtree
(Nguyen, Schmidt, Haeseler y Minh, 2014) cuyo algoritmo genera una
reconstruccion filogenética con valores menos sesgados y en menor tiempo (Minh,
Anh, Nguyen y Haeseler, 2013), el mejor modelo de tasas de sustitucion de bases
para cada arbol fue generado por el mismo programa usando ModelFinder
(Kalyaanamoorthy, Minh, Wong, Haeseler y Jermiin, 2017). Para determinar el valor
de cada nodo en la filogenia, se realiz6 un bootstrap ultrarapido con 1000
pseudoréplicas (Mota et al., 2008). Los soportes de las filogenias fueron definidos

por valores bootstrap bajos (<75) y altos (>75).

Como se menciond anteriormente D. hydei esta relacionado con el grupo
mesophragmatica (Mota et al., 2008; L. J. Robe et al., 2005), por lo que fue utilizada
como grupo externo para el andlisis. Cada arbol fue editado en el programa

FigTree.
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5. RESULTADOS

5.1. EXTRACCION DE SECUENCIAS

Se obtuvo un total de 21 secuencias correspondientes a los genes ADH, amd
y COIl pertenecientes a las especies D. mesophragmatica, D. amaguana, D.
cashapamba, D. rucux, D. neoamaguana, D.charlovi y D. yanayuyu (Anexo 2). Las
secuencias del gen ADH en las 7 especies presentan una longitud aproximada de
756 pares de bases mientras que para el gen amd la longitud de las secuencias es
de ~1033 pares de bases, con respecto al gen mitocondrial COIll, D. cashapamba
presenta una secuencia de 427 pb mientras que la longitud del resto de especies
es de alrededor de 600 pb.

5.2. ANALISIS FILOGENETICOS

Los analisis de maxima verosimilitud para los genes nucleares y para el gen
mitocondrial, presentan una topologia con cambios leves en la ubicacion de tres
especies D. chorlavi, D. rucux y D. viracochi, sin embargo, se evidencian 3
subgrupos (A, B, C) cuyas relaciones son similares en todos los filogramas

obtenidos.

El mejor arbol para el gen ADH se encontr6 mediante el modelo K2P+G4
con una probabilidad logaritmica de -1729.657 (Figura 1). Para amd el mejor arbol
se encontrd con el modelo TNe+G4 con una probabilidad logaritmica de -3569.124
(Figura 2). Para COIIl el mejor arbol se encontré con el modelo TIM2+F+I+G4 con
una probabilidad logaritmica de -1336.925 (Figura 3) y el mejor arbol concatenado
se obtuvo mediante el modelo SYM+G4 con una probabilidad logaritmica de -
6834.350 (Figura 4), todos los modelos incluyen tasas de sitios distribuidos en 4
categorias gamma (G4) y con COIl se incluye frecuencias contadas desde la
alineacion (F) y una proporcion de sitios invariables (I). Las propiedades de los

analisis para cada gen se muestran en la Tabla 1.
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De los filogramas obtenidos, el que presenta un soporte mas bajo es COIll,
en donde la mayoria de valores bootstrap son menores a 75. La topologia de este
arbol es la que presenta mas diferencias en relacion al resto, principalmente en la
ubicacién de las especies D. rucux, D. chorlavi y D. viracochi ubicadas en los grupos
1y 2; incluso es el Unico arbol que incluye a D. chorlavi y D. viracochi como
especies hermanas y a D. rucux como primera especie en ramificarse del grupo
mesophragmatica (Figura 3). Para los genes nucleares ADH y amd se obtuvieron
topologias ligeramente distintas, en primer lugar, la ubicacion de D. yanayuyu
genera la division del grupo mesophragmatica en tres grupos para ADH y en dos
grupos para amd (Figura 1, 2), siendo el arbol con amd el que muestra una mejor
resolucién en la filogenia. Con respecto al arbol concatenado, es el que presenta
un mejor soporte con valores boostrap > 75, con excepciéon en la rama que ubica a

D. chorlavi en el grupo 2 (Figura 4).

En forma global, en los 4 filogramas se observan 3 subgrupos (A, By C)
cuyas especies mantienen las mismas relaciones en cada subgrupo, el subgrupo A
estd conformado por las especies D. amaguana, D. cashapamba y D.
neoamaguana, el subgrupo B incluye a D. gaucha y D. pavani y el subgrupo C esta
conformado por D. mesophragmatica, D. brncici y D. gasici, todos los subgrupos se
ubican en el grupo 1 para amd,COIll, y el arbol concatenado, y en el grupo 2 para
ADH. Cabe destacar que las relaciones entre los subgrupos B y C son similares en
los arboles con ADH, amd y el arbol concatenado, a su vez, en los 4 filogramas se
ubica a D. yanayuyu cercanamente relacionada a las especies D. amaguana, D.
cashapamba y D. neoamaguana independientemente del grupo en el que se

encuentren ubicadas para cada filograma.
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6. DISCUSION

6.1. FILOGENIA DE LOS GENES ADH, amd y COll

Los genes nucleares (ADH y amd) y el gen mitocondrial (COIll) analizados
en este trabajo son genes conservados en las especies de la familia Drosophilidae
cuya informacién obtenida a partir de los mismos es considerada Util para la
reconstruccion de las relaciones filogenéticas (Robe et al., 2005; Katoh, Izumitani,
Yamashita y Watada, 2016; Chen et al., 2019). A pesar de que los resultados
generados entre genes nucleares y mitocondriales pueden ser diferentes, la
informacion resultante al combinar ambos analisis puede mejorar la resolucion en
la filogenia (Grady y Kidwell, 2002), por lo tanto se obtuvieron los filogramas de los
genes individuales y concatenados con sus correspondientes valores boostrap, con
el fin de obtener una perspectiva mas acertada con respecto a las relaciones

filogenéticas del grupo mesophragmatica.

Los filogramas obtenidos presentan un soporte distinto, el cual puede estar
relacionado con los pares de bases analizados (Tabla 1), en donde un nimero
menor de pares de bases es un factor limitante en los analisis (Zwiebel et al., 1982);
razon por la cual el arbol con amd muestra un soporte mas alto en comparacion
con los arboles con ADH y COIl. Este resultado contrasta con lo encontrado en el
analisis de Li y colaboradores (2012), en donde las relaciones filogenéticas
obtenidas para genes mitocondriales presentan un soporte menor en comparacion
con los genes nucleares. Estas variaciones pueden ser explicadas por la evolucion
molecular de genes nucleares y mitocondriales, en donde los genes mitocondriales
en Drosophila presentan una evoluciéon aproximadamente del doble en
comparacion con los genes nucleares (Moriyama y Powell, 1997), esto debido a

gue estan sujetos a una seleccion de purificacion mas fuerte (Havird y Sloan, 2016).
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6.2. RELACIONES ENTRE LAS ESPECIES DEL GRUPO
MESOPHRAGMATICA

Como se menciond, este estudio demuestra que existen tres subgrupos
cuyas relaciones internas se mantienen en todos los filogramas, el subgrupo A
integrado por las especies D. neoamaguana, D. cashapamba y D. amaguana; el
subgrupo B integrado por D. gaucha y D. pavani y el subgrupo C que agrupa a las
especies D. brncici, D.gasici y D. mesophragmatica.

En primer lugar, en el subgrupo A las tres especies que lo conforman se
encuentran cercanamente relacionadas con valores de soporte alto para ADH, amd
y el arbol concatenado, y bajo para COIl. Los filogramas muestran a D.
neoamaguana y D. cashapamba como especies hermanas, con un valor de soporte
bootstrap alto Unicamente en el arbol concatenado, mientras que en los arboles
individuales los valores de soporte bootstrap son bajos pero mayores a 50, de
hecho esta relacion es consistente de acuerdo con similitudes morfoldgicas
compartidas entre ambas especies en la genitalia de machos y hembras, en donde
los machos presentan la cabeza del edeago recta y sin un proceso dorsal, y las
hembras presentan una espermateca irregular (Céspedes y Rafael, 2012; Guillin y
Rafael, 2017), por ende morfologicamente estas especies se encuentran
cercanamente relacionadas. A su vez, las caracteristicas mencionadas
anteriormente son las que separan a estas dos especies de D. amaguana (Vela y

Rafael, 2004), contrastando los resultados del presente estudio.

Con respecto a los dos subgrupos B y C, los filogramas obtenidos con los
genes nucleares y concatenado son similares a otros estudios (Robe et al., 2005;
Mota et al., 2008; Robe, Loreto y Valente, 2010; Morales y Vieira, 2012), en donde
las especies D. gaucha y D. pavani, esta cercanamente relacionadas a las especies
D. brncici, D.gasici y D. mesophragmatica, sin embargo el resultado obtenido con
COll, en donde D. brncici, D.gasici y D. mesophragmatica se encuentran mas
relacionadas con D. chorlavi y D. viracochi, también es consistente con lo obtenido

por Mota y colaboradores (2008), aunque es necesario aclarar que ambos analisis
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presentan valores de soporte bajos, por ende la relacion obtenida para este gen

puede Ser erronea.

Por otro lado, las especies D. yanayuyu y D. rucux presentan una morfologia
diferente al resto de especies del grupo mesophragmatica, D. yanayuyu tiene el
térax atigrado, caracteristica compartida con especies del grupo repleta, y D. rucux
presenta pelos acrosticales heterogéneos (Céspedes y Rafael, 2012). Sin
embargo, estudios citoldgicos confirman a D. rucux dentro del grupo
mesophragmatica, debido a que comparte el mismo nimero cromosémico (2n=10)
del resto de especies (Mafla, 2012), dato inexistente para D. yanayuyu. A pesar de
las diferencias morfologicas y citoldgicas entre estas dos especies, en nuestro
trabajo se obtuvo que D. yanayuyu esta cercanamente relacionada a las especies
D. neoamaguana, D. cashapamba y D. amaguana en todos los arboles, con valores
bootstrap altos para amd y el arbol concatenado y bajos para ADH y COIl, no
obstante, la longitud de la rama en la mayoria de los filogramas indican que D.
yanayuyu presenta una diferenciacion mucho mayor con el resto de especies, por
lo tanto, sus relaciones dentro del grupo todavia son inconsistentes. Por otra parte,
D. rucux se encuentra relacionada a las especies D. viracochi, D. chorlavi, D.
gaucha, D. pavani, D. mesophragmatica, D. brncici y D. gasici en casi todos los
arboles, con valores de soporte bootstrap de 56 para ADH, 91 para amd y 96 para
el arbol concatenado, sin embargo, el alargamiento del cromosoma 5 en esta
especie sugiere una relacion mas estrecha con las especies D. mesophragmatica,
D. brncici y D. gasici (Mafla, 2012), al contrario de los resultados obtenidos en este

estudio.

D. chorlavi y D. viracochi presentan una estrecha relacién en todos los
filogramas del estudio, aunque solo en COIl se las agrupa como especies hermanas
con un soporte bootstrap bajo. La morfologia del edeago, las cerdas escutelares
anteriores convergentes y el nimero cromosomico (2n=10), ha permitido agrupar a
D. chorlavi dentro del grupo mesophragmatica y ademas corroborar su estrecha
relacién con D. viracochi (Céspedes y Rafael, 2012; Mafla, 2012), contrastando con

los resultados de esta investigacion.
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Segun los resultados del presente estudio, en el arbol filogenético cuyo
soporte es el mas alto, las relaciones obtenidas son consistentes con la informacion
morfolégica y citologica previa (Nacrur, 1958; Vela y Rafael, 2004; Céspedes y
Rafael, 2012; Mafla, 2012; Guillin y Rafael, 2017); no obstante, los resultados
obtenidos no comparten las divisiones sugeridas por Vela y Rafael (2004), y Mota
y colaboradores (2008), esto se debe a que en el analisis realizado se utilizaron
un mayor namero de especies cuya informacion molecular era desconocida, por
ende este trabajo necesita ser complementado afiadiendo las 7 especies restantes
del grupo mesophragmatica ademas de incorporar especies del grupo repleta y

tripunctata debido a que las relaciones de D. yanayuyu no son claras.

7. CONCLUSIONES

El analisis filogenético basado en dos genes nucleares (ADH y amd) y un gen
mitocondrial (COIlIl) confirman la clasificacion de las especies D. amaguana, D.
cashapamba, D. neoamaguana, D. rucux, D. chorlavi y D. mesophragmatica dentro

del grupo mesophragmatica.

Los arboles filogenéticos obtenidos al analizar las 12 especies muestran tres
agrupaciones (subgrupos A, By C) los cuales coinciden con los datos morfologicos

y citologicos de estudios previos tomados en cuenta para esta investigacion.

La especie D. yanayuyu no presenta evidencia suficiente que respalde su
agrupacion dentro del grupo mesophragmatica.
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Figura 1. Filograma del grupo mesophragmatica con el gen nuclear ADH. Los colores de las ramas representan los diferentes

grupos obtenidos en el estudio. Sobre cada rama se encuentra el valor de soporte bootstrap.
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Figura 2. Filograma del grupo mesophragmatica con el gen nuclear amd. Los colores de las ramas representan los diferentes
grupos obtenidos en el estudio. Sobre cada rama se encuentra el valor de soporte bootstrap.
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Figura 3. Filograma del grupo mesophragmatica con el gen mitocondrial COIl. Los colores de las ramas representan los
diferentes grupos obtenidos en el estudio. Sobre cada rama se encuentra el valor de soporte bootstrap.
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Tabla 1. Caracteristicas de las secuencias analizadas de los genes ADH, amd y COIl

10. TABLAS

ADH Amd coll
Pares de bases analizadas 492 941 340
Numero de sitios informativos de parsimonia 52 153 68
Frecuencia de nucledtidos
A 25 25 33.7
C 25 25 12
G 25 25 12
T 25 25 42.4
Pardmetro Gamma 0.335 0.289 0.484
Tasa de la matriz
A-C 1.00000 1.00000 5.88387
A-G 3.20186 3.36648 11.89134
A-T 1.00000 1.00000 5.88387
C-G 1.00000 1.00000 1.00000
C-T 3.20186 5.16054 100.000
G-T 1.00000 1.00000 1.00000
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Anexo 1. Especies utilizadas en el estudio y nimero de acceso GenBank

GRUPO ESPECIE ADH ACCESO amd ACCESO COIl ACCESO
D. brncici EF560573.1 EF560566.1  AY847757.1
D. gaucha EF560579.1 AF324955.1  AF478423.1
1 D. gasici EF560576.1 EF560568.1  AY847762.1
D. hydei XM_023321692.2 AF293712.1 GQ244454.1
D. pavani EF560580.1 EF560570.1  AY847771.1
D. viracochi EF560578.1 EF560571.1  AY847773.1
Genoma Genoma Genoma

D. amaguana secuenciado secuenciado  secuenciado
Genoma Genoma Genoma

D. cashapamba secuenciado secuenciado  secuenciado
Genoma Genoma Genoma

D. chorlavi secuenciado secuenciado  secuenciado
) Genoma Genoma Genoma

D. mesophragmatica secuenciado secuenciado  secuenciado
Genoma Genoma Genoma

D. neoamaguana secuenciado secuenciado  secuenciado
Genoma Genoma Genoma

D. rucux secuenciado secuenciado  secuenciado
Genoma Genoma Genoma

D. yanayuyu secuenciado secuenciado  secuenciado




Anexo 2. Informacion de los contigs extraidos
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GEN CORRESPONDIENTE ESPECIE CONTIG E-VALUE SENTIDO DE LA SECUENCIA INTRONES EXONES

ADH D. amaguana jcf7180002884595 2.00E-78 3'-5' 2 3
ADH D. cashapamba jcf7180002225261 6.00E-82 3'-5' 2 3
ADH D. chorlavi jcf7180001063200 5.00E-81 5'-3' 2 3
ADH D. mesophragmatica jcf7180001816055 6.00E-88 5'-3' 2 3
ADH D. neoamaguana jcf7180001512138 4.00E-76 5'-3' 2 3
ADH D. rucux jcf7180001658517 2.00E-85 5'-3' 2 3
ADH D. yanayuyu jcf7180002358001 5.00E-70 3'-5' 2 3
amd D. amaguana jcf7180002879235 0 3'-5' 1 2
amd D. cashapamba jcf7180002219335 0 3'-5' 1 2
amd D. chorlavi jcf7180001061809 0 5'-3' 1 2
amd D. mesophragmatica jcf7180001779083 0 3'-5' 1 2
amd D. neoamaguana jcf7180001522179 0 5'-3' 1 2
amd D. rucux jcf7180001652418 0 3'-5' 1 2
amd D. yanayuyu jcf718002355117 0 5'-3' 1 2
coll D. amaguana jcf7180002862497 0 3'-5' 0 1
coll D. cashapamba jcf7180002142981 8.00E-161 3'-5' 0 1
coll D. chorlavi jcf7180001062558 0 5'-3' 0 1
coll D. mesophragmatica jcf7180001776031 0 3'-5' 0 1
coll D. neoamaguana jcf7180001507313 0 3'-5' 0 1
coll D. rucux jcf7180001569763 0 5'-3' 0 1
coll D. yanayuyu jcf7180002289021 0 5'-3' 0 1




