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1. RESUMEN

El genoma mitocondrial de Drosophila se ha consolidado como una herramienta
esencial en estudios de evolucion, filogenia y conservacion. Su estructura compacta, herencia
materna, ausencia de recombinacion y elevada tasa de mutacién lo convierten en un
marcador molecular particularmente util. Este mitogenoma estd compuesto por 37 genes
funcionales, entre ellos 13 codificadores de proteinas, 2 de ARN ribosomal y 22 de ARN de
transferencia, todos involucrados en procesos celulares fundamentales como la fosforilacion
oxidativa y la sintesis proteica mitocondrial. En estudios filogenéticos, los genes altamente
conservados como COI/, COll y CytB han demostrado ser eficaces para resolver relaciones
profundas dentro del género, mientras que genes mas variables como ND5, ATP6 y regiones
intergénicas permiten dilucidar divergencias recientes entre especies estrechamente
relacionadas. Sin embargo, fendmenos como la introgresion mitocondrial o la saturacion de
mutaciones pueden afectar la resolucién de arboles evolutivos, o que ha motivado la
incorporacion de marcadores nucleares como EF-1a, 28S rRNA y elementos
ultraconservados (UCEs) para fortalecer las inferencias. Comparaciones con otros insectos,
como Apis mellifera o Bombyx mori, han revelado tanto similitudes estructurales como
particularidades funcionales del mitogenoma de Drosophila, reafirmando su valor como
organismo modelo. Ademas, el analisis mitocondrial ha contribuido significativamente a la
biogeografia evolutiva, permitiendo reconstruir patrones histéricos de dispersion y
colonizacién, principalmente en especies insulares como las del archipiélago hawaiano.
Finalmente, el desarrollo de herramientas moleculares avanzadas como el secuenciamiento
de nueva generacion, el metabarcoding ambiental (eDNA) y los analisis coalescentes
refuerza el papel del genoma mitocondrial como un eje integrador para la investigacion en

biologia evolutiva, genética poblacional y conservacion de la biodiversidad.



2. ABSTRACT

The mitochondrial genome of Drosophila has emerged as a fundamental tool for evolutionary,
phylogenetic, and conservation studies due to its compact structure, maternal inheritance, lack
of recombination, and elevated mutation rate. Comprising 37 essential genes—including
protein-coding genes, rRNAs, and tRNAs—the Drosophila mitogenome supports vital cellular
processes such as oxidative phosphorylation and mitochondrial translation. Highly conserved
genes (COI, COIl, CytB) provide reliable markers for deep phylogenetic inference, while
variable regions (ND5, ATP6, intergenic spacers) enhance resolution at shallow evolutionary
scales. Phylogenetic studies have successfully reconstructed evolutionary relationships within
the genus Drosophila, though challenges such as mitochondrial introgression and saturation
in deeper nodes necessitate the complementary use of nuclear markers (e.g., EF-1a, 28S
rRNA, UCEs). Structural comparisons with other insects, including Apis mellifera and Bombyx
mori, reveal conserved genomic organization, reinforcing the utility of Drosophila as a model
for mitogenomic analysis across Insecta. Beyond phylogenetics, mitochondrial data have
proven instrumental in evolutionary biogeography by tracing colonization pathways and
historical refugia, notably in insular taxa like the Hawaiian Drosophila. Moreover, mitogenomic
analyses have been applied to define Evolutionarily Significant Units (ESUs), contributing to
the conservation of genetically distinct lineages. The integration of mitogenomics with
phylogenomics, coalescent-based methods, and high-throughput sequencing technologies—
such as environmental DNA (eDNA) and metabarcoding—offers promising prospects for

advancing biodiversity research, population monitoring, and informed conservation strategies.



3. INTRODUCCION

Drosophila es uno de los modelos biolégicos mas significativos en las ciencias
biolégicas. Este género ha sido fundamental para comprender principios basicos de genética,
desarrollo y biologia celular. Algunos estudios ayudaron a revelar como se organizan los
genes en cromosomas y como las mutaciones genéticas pueden utilizarse como
herramientas para desentranar los procesos bioldgicos complejos. Ademas, se conoce que
sus genes y funciones bioldgicas estan altamente conservadas en la evolucion, lo que permite
que hallazgos encontrados en las moscas sean relevantes para entender enfermedades
humanas y el avance de las investigaciones en la biomedicina (Perrimon et al., 2016). Durante
mas de un siglo, Drosophila ha servido como organismo modelo para investigar el
comportamiento, el desarrollo, la genética, la regulacién génica y la neurobiologia. Su
popularidad se debe a su ciclo de vida corto, su facilidad y bajo costo de cultivo en laboratorio,
y a la amplia disponibilidad de herramientas genéticas especificas para este género. Aunque
se han descrito mas de 3 000 especies de Drosophila (Remsen & O’Grady, 2002), la mayoria
de los estudios se ha centrado en D. melanogaster y unas pocas especies adicionales, por lo
que los datos de genética de poblaciones escasean en la mayor parte del género.
Afortunadamente, en muchas de estas especies ya se ha reconstruido la filogenia
combinando caracteres morfolégicos y moléculas, lo que proporciona una base esencial para
futuras investigaciones (Remsen & O’Grady, 2002). El género Drosophila esta dividido en
diez subgéneros, de los cuales los dos mas numerosos—Drosophilay Sophophora—abarcan

aproximadamente el 95 % de todas las especies descritas (Markow & O’Grady, 2005).

El género Drosophila, incluye mas de 1600 especies con una diversidad morfoldgica,
ecologica y de comportamiento significativa. Este género es uno de los mas estudiados
debido a su importancia evolutiva y su capacidad para adaptarse rapidamente a diferentes

nichos ecoldgicos. La rapida diversificacion de este género ha permitido avances en la



comprension de relaciones filogenéticas complejas dentro de la familia (O’Grady & DeSalle,

2018).

Estas moscas han desempenado un papel fundamental en los estudios evolutivos
debido a sus caracteristicas Unicas. Una de sus contribuciones mas destacadas ha sido en
el area de la gendmica poblacional. Investigaciones sobre Drosophila melanogaster, por
ejemplo, han ayudado a desentrafiar los roles de la mutacion, la recombinacion y la seleccion
natural en el mantenimiento de la diversidad genética en las poblaciones. Ademas, la
secuenciacién del genoma completo de especies de Drosophila ha proporcionado valiosos
conocimientos sobre cémo los procesos evolutivos dan forma a la variacion genética y la

adaptacion a diversos desafios ambientales (Casillas & Barbadilla, 2017; Markow, 2015).

Estos hallazgos son cruciales porque ofrecen una comprension mas profunda de
como las especies evolucionan, se adaptan y mantienen la estabilidad genética a lo largo del
tiempo. La creciente disponibilidad de datos gendmicos de multiples especies de Drosophila
ha mejorado aun mas nuestra capacidad para explorar los mecanismos moleculares que
impulsan los cambios evolutivos, consolidando su importancia en la biologia evolutiva

(Dowling & Wolff, 2023b).

El ADN mitocondrial es el material genético presente en las mitocondrias, que son
organelas clave para la conversién de energia en los eucariotas, aunque se asumia que la
variacién genética de este genoma seria en su mayoria neutral. Las investigaciones durante
los ultimos afios han desafiado este supuesto y ahora se conoce que existen enfermedades
mitocondriales e interacciones genéticas que al interactuar con el ADN nuclear influyen en la

expresion génica (Dowling & Wolff, 2023).



El genoma mitocondrial es una herramienta clave en estudios filogenéticos debido a
su estructura compacta, alta tasa de mutacién y herencia materna. En el género Drosophila,
el analisis de genes mitocondriales, como el cytochrome oxidase | (COl), ha demostrado ser
especialmente util para resolver relaciones evolutivas, permitiendo identificar patrones de
divergencia entre especies y reconstruir linajes con gran precision. Ademas, la conservacion
en la organizacion gendmica y las caracteristicas especificas del ADN mitocondrial, como su
alto contenido en A+T, refuerzan su importancia como marcador molecular en este género

(Garesse, 1988).



4. OBJETIVOS

41.

4.2.

4.21.

4.2.2.

4.2.3.

4.24.

4.2.5.

GENERAL

Analizar el genoma mitocondrial de Drosophila y su utilidad en la construccion
de filogenias, evaluando su relevancia para la comprension de las relaciones

evolutivas dentro del género y otras especies relacionadas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Describir la estructura y las caracteristicas del genoma mitocondrial de Drosophila.
Identificar las regiones del genoma mitocondrial mas informativas para el analisis
filogenético.

Analizar informacién de genomas de insectos modelo para su posterior comparacion
con el género Drosophila.

Evaluar el uso de marcadores mitocondriales en estudios filogenéticos y compararlos
con otros marcadores moleculares nucleares.

Analizar las implicaciones evolutivas y taxondmicas de las filogenias obtenidas a partir

del genoma mitocondrial.



5. DESARROLLO TEORICO

5.1. ESTRUCTURAY CARACTERISTICAS DEL GENOMA MITOCONDRIAL DE
Drosophila

5.1.1. COMPOSICION DEL GENOMA MITOCONDRIAL

El ADN mitocondrial (mtDNA) de los animales ha conservado un papel crucial en el
metabolismo aerdbico durante amplios periodos evolutivos incluso con los cambios radicales
en el genoma nuclear y en la fisiologia y ecologia de los organismos (Boore, 1999; Saccone
et al., 1999). En los animales el ADN mitocondrial es usualmente un genoma de tamafio
compacto (de 15 a 20kb) que contiene 37 genes. Aunque en algunos casos se han
identificado algunos mas extensos, suele deberse a duplicaciones internas de segmentos de

ADN mitocondrial y no a genes distintos (Boyce et al., 1989; Fuller & Zouros, 1993).

En los metazoos bilaterales el genoma mitocondrial, en general es altamente
conservado, con similaridades en tamano y en contenido de bases entre los taxones,
formando un componente esencial en la coleccion genética de las células eucariotas (Nass,
1969; Sager R, 1972; Wallace, 1982). La mayoria de los genomas mitocondriales que se han
encontrado tienen un set idéntico de genes con 22 ARN de transferencia (tRNAs), 2 unidades
ribosomales (rRNAS) propios de la traduccion en la mitocondria y 13 genes codificantes de
proteinas que suministran componentes fundamentales del sistema de transporte de
electrones que genera el ATP (Wolstenholme & Clary, 1985).El primer genoma de una

especie de invertebrado que fue secuenciado completamente fue Drosophila yakuba (Clary
et al., 1982; Wolstenholme & Clary, 1985). Mientras que la parte codificante del genoma

de Drosophila melanogaster se secuencio poco tiempo después para posteriormente en 1995

obtener la secuencia completa (D. L. Lewis et al., 1995).



El genoma mitocondrial estd compuesto por 37 genes funcionales que desempefan
un papel importante en el mantenimiento de la funcién mitocondrial. Entre estos genes, 13
codifican para proteinas relacionadas a la cadena de transporte de electrones y la
fosforilacion oxidativa (Boore, 1999). La disposicion de los genes dentro del genoma esta
altamente conservada, se ha identificado un orden ancestral para los 13 genes que codifican
para las proteinas y los ribosomales (Adina M et al., 2009). La mayoria de los genes se
encuentran codificados en una sola hebra, conocida como la hebra pesada o H-strand, otros
como el gen nad6 y ciertos tRNA se transcriben a partir de la hebra ligera o L-strand (S. C.

Lewis et al., 2016).

La molécula circular de ADN de la mitcondria en Drosophila, especificamente en D.
yakuba posee 16190 pares de bases, esta secuencia contiene los genes para moléculas de
rRNA, y tRNA ademas de cinco polipéptidos (citocromo b, citocromo ¢, oxidasa subunidades
I, I, 11l'y una subunidad 6 de ATPasa) (Clary & Wolstenholme, 1984). La estructura presenta
una alta densidad génica con intrones ausentes lo que hace que haya un uso eficiente del
espacio gendomico disponible (Clary & Wolstenholme, 1985a). Entre los espacios no
codificantes, existe una regidon extensa denominada regién de control, en donde se
encuentran el origen de la replicaciéon y los sitios de inicio de la transcripcién o también

conocida como region rica en A+ T (Adina M et al., 2009).

En Drosophila, esta zona altamente repetitiva muestra una notable divergencia en
secuencia y longitud entre diferentes especies del género convirtiéndolo en un marcador util
para estudios evolutivos y filogeograficos (Montooth et al., 2009a), en D. melanogaster se
debe a inserciones y deleciones de repeticiones en tdndem en la region de control. Esta

dinamica mutacional caracteristica brinda una oportunidad para comparar patrones de



variacion en este marcador con los de otros marcadores con diferentes presiones
mutacionales (Townsend & Rand, 2004). La regién también contiene promotores, sefales de
terminacion y sitios de unién para factores de replicacién, debido a esto su variacién puede

tener efectos reguladores sobre la expresion génica mitocondrial (Gissi et al., 2008).

5.1.2. TAMANO Y VARIABILIDAD DEL GENOMA MITOCONDRIAL EN Drosophila

El mitogenoma de las especies dentro del género Drosophila presenta una longitud
que varia entre 15 000 y 19 500 pares de bases, dependiendo de |la especie y de la presencia
de regiones no codificantes. En el caso de D. melanogaster con 19 517 pb o en el de D.
yakuba que contiene 16 019 pb (Clary & Wolstenholme, 1984, 1985a; Wolff et al., 2016). La
razén de esta variabilidad en la longitud se debe a las diferencias en la regién de control, la
cual es propensa a inserciones y deleciones (Clary & Wolstenholme, 1987a). Al comparar con
los genomas mitocondriales de los vertebrados se observa que hay algunos genes ordenados
diferente en D. yakuba. En ambos el sitio donde se origina la replicacion se localiza dentro de
una region de 800 np pero en el mtDNA de mamiferos solo cortas secciones de la region de
origen de la replicacién estan altamente conservadas entre especies (Chang & Clayton, 1985;

Walberg & Clayton, 1981).

En las moléculas de mtDNA de diferentes especies de Drosophila como se observa
en la Figura 1, la region que contiene el origen de la replicacion es considerablemente rica en
adenina y timina, y varia ampliamente entre especies tanto en secuencia como en longitud
(Fauron & Wolstenholme, 1976). Por ejemplo D. virilis 1 kb o D. melanogaster 5,1 kb, es
importante mencionar que se han definido variantes de secuencia y longitud de regiones de
origen ricas en A + T entre diferentes individuos de una misma especie y entre diferentes

moléculas de ADN mitocondrial de una misma mosca (Fauron & Wolstenholme, 1980Db,
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1980a; Solignac et al., 1983). Se encontré que la regién rica en A + T de D.virilis es de 1029
np y de D. yakuba es de 1077 np en donde dos secuencias en ambas especies son similares
sugiriendo que estas secuencias han sido conservadas a partir de secuencias presentes en

una mosca ancestral (Clary & Wolstenholme, 1987b).

Drosophila

Control

cesion mitochondrial

genome

B Protein-coding genes tRNA genes

Cnantral raninn

Figura 1 Mapa esquematico circular del genoma mitocondrial de Drosophila melanogaster mostrando genes codificantes,
tRNAs y region A+T. Imagen generada con inteligencia artificial mediante ChatGPT/DALL-E (2025).

Durante varios afios en estudios de variacion y evolucién de los mitogenomas se
adoptaron dos suposiciones sobre la manera en la que cambia esta molécula, la primera es
que se hereda del lado materno de los progenitores, es decir las moléculas son las mismas
por lo tanto el individuo es homoplasico para el mtDNA, y en segundo es que las
substituciones son mas comunes que las otras mutaciones (Francisco et al., 1979; Lansman
et al., 1983). Después se observaron varios casos de heteroplasmia en donde dos variantes
de mtDNA ocurren en un individuo tanto en vertebrados como en invertebrados (Densmore

et al., 1985). En poblaciones naturales de D. melanogaster es relativamente comun la
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variacion del tamano y la heteroplasmia del ADN mitocondrial comparandolo con sus sitios
de restriccion, se ha encontrado que de 92 isolineas femeninas de distintas regiones

geograficas 17 eran heteroplasmicas (Hale & Singh, 1986).

Al compararlo con otras especies modelo, se han observado micro reordenamientos
y variaciones en la secuencia entre especies, en D.yakuba 5 genes proteicos 2 genes de
rRNA y 11 genes de tRNA estan ordenados diferente en relacidon con genes adyacentes en
las moléculas mitocondriales de los mamiferos especificamente de ratones, estas diferencias
pueden estar dadas por translocaciones e inversiones, comparando los genomas se puede
ver que 9 genes de tRNA han sido independientemente translocados durante la evolucion
(Clary & Wolstenholme, 1985b). Ademas 11 genes proteicos de D.yakuba se diferencian en
tamafo con sus genes correspondientes de ratones ( menos del 3%), la deficiencia
encontrada en los codones del extremo 5’ del gen URF5 de D.yakuba comparandola con el
gen URF5S del ratén es el primordial componente del 6% de una diferencia general entre los

genes(Clary & Wolstenholme, 1985b).

5.1.3. FUNCIONES PRINCIPALES DE LOS GENES MITOCONDRIALES

Las mitocondrias mantienen su propio genoma, evidenciando su origen bacteriano a
lo largo de la evolucién, la mayoria de las proteinas se sintetizan a partir de genes que se
localizan en el nucleo, varias proteinas implicadas en la respiracion celular, asi como algunos
tRNA se codifican por el ADN mitocondrial (Andersson et al., 1998) Para su adecuada
formacion es necesario que se regulen los genes nucleares y mitocondriales ya que ambos
contribuyen a la produccion de proteinas esenciales para que la cadena de respiracion

mitocondrial se ensamble y funcione de manera correcta (Anderson et al., 1981).
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La respiracién mitocondrial depende del oxigeno y permite establecer un gradiente de
protones a través de la superficie expandida de las crestas mitocondriales. Este gradiente
representado principalmente por un potencial eléctrico a través de la membrana mitocondrial
es fundamental para llevar a cabo procesos clave como la produccion de ATP, el movimiento
de Ca e iones, y la entrada de proteinas (Ryan & Hoogenraad, 2007). La fosforilacién
oxidativa es modulada a través de la interaccion con las sefiales celulares de calcio, cuando
las moléculas de calcio se transfieren hacia la matriz mitocondrial, actia como una sefal de
aumento en la demanda energética, lo cual estimula la produccién de energia al activar las
enzimas clave que controlan la velocidad del ciclo del acido citrico (Jacobson & Duchen,

2004).

El genoma mitocondrial de Drosophila codifica genes esenciales para la produccion
de energia y también para la sintesis de proteinas dentro de la mitocondria, se dividen en 3
categorias principales: genes que codifican proteinas involucradas en la cadena de transporte
de electrones, genes de RNA ribosémico (rRNA) y por ultimo genes de RNA de transferencia
(tRNA) (Clary & Wolstenholme, 1985b; Salinas et al., 2008; Wredenberg et al., 2002). Dentro
del genoma existen 13 genes que codifican proteinas fundamentales para el funcionamiento
de la cadena de transporte de electrones y la sintesis de ATP. Las proteinas forman parte de
los complejos I, 11, 1I, IV, V de la fosforilacién oxidativa, parte crucial para generar energia
celular (J. W. O. Ballard et al., 2007; Clary & Wolstenholme, 1985b). Por ejemplo, los genes
ND1 a ND6 y ND4L codifican subunidades del complejo I; el gen cytb forma parte del complejo
lll; los genes COI, COIl y COIlll estan comprometidos en el complejo 1V, y ATP6 y ATP8

participan en la alineacion del complejo V o ATP sintasa (Clary & Wolstenholme, 1985b).

El complejo mitocondrial | también conocido como NADH: ubiquinona oxidorreductasa

es una enzima importante en el metabolismo celular, necesario para la homeostasis del
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NAD+, la respiracion y la fosforilacidon oxidativa, es también un colaborador crucial para la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) celulares (Hirst, 2013; Parey et al., 2020)
La enzima responsable de la oxidacién del NADH en la matriz mitocondrial, en conjunto con
la reduccion de la ubiquinona en la membrana interna, permite la regeneracion de NAD*, una
molécula principal para mantener activos procesos metabdlicos fundamentales como el ciclo
de Krebs y la B-oxidacion. Asimismo, este proceso genera equivalentes reductores necesarios
para los siguientes pasos de la cadena de transporte de electrones. La energia liberada por
esta reaccion redox es utilizada para bombear cuatro protones hacia el espacio
intermembranal, contribuyendo asi al gradiente electroquimico necesario para la sintesis de

ATP (Jones et al., 2017).

El complejo lll, conocido también como citocromo bc, interviene en la transferencia de
electrones desde el ubiquinol, que es la forma reducida de la coenzima Q, hacia el citocromo
c (proteina movil que esta localizada en el espacio intermembrana). Este proceso ocurre
mediante el ciclo Q, que también transloca los protones al espacio intermembranal, ayudando
a la generacion del gradiente de protones para la sintesis del ATP. Después el citocromo ¢
actua como transportador y entrega los electrones al complejo IV (Hatefi, 1985; Klimova &

Chandel, 2008).

El citocromo ¢ (complejo 1V) oxidasa es la enzima final de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial, responsable de transferir electrones del citocromo c al oxigeno, lo
que permite la formacion de agua. Este proceso también ayuda a la translocacion de protones
desde la matriz mitocondrial al espacio intermembranal, aumentando la eficiencia en la

produccion de energia (Rich, 2003).
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Por ultimo, las subunidades mitocondriales ATP6 y ATP8 desempenan funciones
esenciales en la sintesis del ATP, ya que forman parte integral del dominio transmembranal
de la ATP sintasa, las subunidades codificadas por ADN mitocondrial son importantes para el
ensamblaje y la funcionalidad del complejo (He et al., 2018). La subunidad ATP6 forma parte
del canal de protones de la ATP sintasa, actuando como la subunidad "a", cuya funcion
principal es permitir el flujo de protones a través de la membrana interna mitocondrial. Este
movimiento de protones crea la rotacién del anillo de subunidades ¢, que es un proceso clave

al activar la produccién de ATP en el dominio catalitico F; del complejo (He et al., 2018).

En Drosophila los genes de ARN ribosémico mitocondrial son el 12S rRNA (subunidad
menor) y el 16S rRNA (subunidad mayor). Se ensamblan con proteinas que van desde el

citosol para formar los ribosomas mitocondriales (Clary & Wolstenholme, 1985c).

5.2. REGIONES INFORMATIVAS PARA ANALISIS FILOGENETICO

5.2.1. GENES ALTAMENTE CONSERVADOS

Los genes que codifican proteinas mitocondriales usualmente evolucionan con
rapidez y se saturan velozmente, debido a un sistema deficiente de reparacion de errores de
apareamiento o a una composicion de bases ricas en A—T (mutacion de transversion). Y
gracias a ello el mtDNA es una molécula util para el analisis de alta resolucién del proceso
evolutivo (Brown et al., 1979a). Algunos genes mitocondriales como COI, COll y CytB se han
solidificado como marcadores de eleccion para reconstruir relaciones evolutivas profundas
gracias a la combinacién de conservacion de regiones ribosomales criticas y a la variabilidad
suficiente en sitios sindnimos (Cameron, 2014; Hebert, Ratnasingham, et al., 2003; Irwin et

al., 1991; C. Simon et al., 1994).
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Investigaciones recientes han demostrado que la identificacién de ADN basada en el
gen mitocondrial del citocromo ¢ oxidasa subunidad | (COl) contribuye eficazmente al estudio
de la diversidad taxondmica en el reino animal. Se ha sugerido que, en casi todos los filos,
las variaciones en las secuencias de COIl son suficientes para diferenciar especies muy
parecidas, debido a la rapida tasa de evolucion de este gen en la mayoria de los grupos
animales y a la baja variabilidad del ADN mitocondrial dentro de cada especie. Esta reducida
variacién intraespecifica refleja eventos de barridos selectivos que interactuan con el genoma
nuclear(Hebert et al., 2003). El gen COIl de mtDNA codifica la subunidad Il del citocromo c
oxidasa, que incluye el centro CuA responsable de recibir los electrones del citocromo ¢ antes
de transferirlos al hemo a3—CuB para la reduccion de oxigeno (Fontanesi et al., 2006). En
Drosophila yakuba, esa region abarca 681 pb, segun el mapeo completo del mtDNA que fue
publicado en 1985 (Clary & Wolstenholme, 1985b). Su tasa de evolucion es intermedia —mas
rapida que la de muchos genes nucleares, pero algo menor que la de COl—, lo que lo hace
particularmente util tanto para filogenias profundas como para comparaciones entre géneros

cercanos (C. Simon et al., 1994).

El gen CytB evoluciona mas rapido que COI/COIl, su longitud es de aproximadamente
~1 140 bp y las diferencias proporcionales entre regiones de alta y baja conservacién lo
convierten en un marcador eficaz para inferir flogenéticamente desde el nivel de género hasta
el de orden. Este gen codifica una subunidad esencial del complejo Il de la cadena de
transporte de electrones, lo que le otorga una funcién biolégica conservada, pero con
suficiente variabilidad para analisis filogenéticos (Mindell et al., 1998). En estudios publicados
hace varios afios se demostré tempranamente su eficacia en teledsteos (Irwin et al., 1991), y
su aplicabilidad se ha extendido exitosamente a artropodos, incluyendo insectos como
Drosophila, donde CytB aporta sefales filogenéticas complementarias que ayudan a resolver
discrepancias entre arboles construidos exclusivamente con COI (Simmons & Weller, 2001),

se ha observado que la combinacién de COIl y CytB mejora la resoluciéon de especies
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cripticas, ya que mientras COIl se satura mas rapidamente en ramas profundas, CytB
mantiene niveles de divergencia informativos en escalas mas antiguas (Cameron et al., 2007)
Estudios recientes también destacan que el uso de multiples marcadores mitocondriales,
incluyendo CytB, reduce errores sistematicos derivados de la evolucién convergente o de la

saturacion de sitios sinénimos (Rubinoff & Holland, 2005).

Debido a estas caracteristicas los genes mitocondriales altamente conservados como
COlI, COIl y CytB son fundamentales en el estudio de filogenias profundas en el género
Drosophila, asi como en diversos grupos de insectos. La conservacion evolutiva de estos
genes a lo largo de largas escalas temporales ha permitido realizar inferencias robustas sobre
sus relaciones ancestrales, en especial entre linajes divergentes. Como se ha dicho estos
genes codifican para componentes importantes dentro del sistema de transporte de
electrones mitocondrial por lo tanto estan sujetos a fuertes presiones de seleccion purificadora
lo que ayuda a la reduccion de su tasa de cambio y una alta sefial filogenética en diferentes
niveles taxonémicos(Boore, 1999; C. Simon et al., 1994) Se consideran utiles debido a su
equilibrio entre conservaciéon funcional y su ritmo evolutivo moderado, los mismos que
permiten detectar divergencias a nivel de géneros y familias sin saturar las sefales .Mandal

et al., 2014).

Se han realizado estudios con el género Drosophila, particularmente en un analisis
filogenético multigenico que usé COI, COIll y CytB en mas de 200 especies de Drosophila
expuso que estos genes altamente conservados conservan suficiente sefal evolutiva para
reconstruir eventos de diversificacion profunda en el linaje, lo cual confirmaria su valor como
herramientas para estudiar relaciones filogenéticas profundas dentro del género y entre
géneros cercanos (Remsen & O’Grady, 2002). Y al compararlos con marcadores mas

variables, los genes conservados son Utiles en trabajos investigativos donde se busca
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establecer las bases del arbol evolutivo, minimizar la saturacion de cambios de nucleétidos y
evitar la homoplasia, aunque es importante también complementar con genes mas rapidos
en estudios de especiacion reciente para llegar a un equilibrio entre resolucién y profundidad

(Cameron, 2014).

5.2.2. GENES Y REGIONES VARIABLES

Dentro del mitogenoma del género Drosophila, ciertos genes como ND5 y ATP6 y
regiones intergénicas presentan niveles de variabilidad superiores, lo que los hace
marcadores utiles para analizar procesos evolutivos a escalas temporales medias y recientes
a demas de escalas de tiempo largas. Por ejemplo, se ha observado que las secuencias del
gen ND5 en D. melanogaster y D. simulans muestran patrones de variabilidad que reflejan
tanto deriva genética como posibles barridos selectivos, lo cual le otorga un valor informativo
considerable en estudios filogeograficos (Rand et al., 1994) Asimismo, se ha documentado
que las inserciones y deleciones en regiones intergénicas mitocondriales —como aquellas
con repeticiones ricas en A+T— contribuyen significativamente a la diversidad genética

intraespecifica e interespecifica en Drosophila (Nigro et al., 1991).

El gen ND5, que codifica una subunidad de la NADH deshidrogenasa en la cadena de
transporte de electrones mitocondrial y ha sido identificado como uno de los componentes
clave en las variaciones genéticas mitocondriales que afectan el fenotipo en Drosophila
melanogaster. La diversidad en regiones que incluyen ND5 contribuye a las diferencias entre
haplogrupos mitocondriales, los mismos que se han asociado con variaciones en funciones
metabdlicas, como la produccidon de energia y el metabolismo, fundamentales para la
actividad locomotora y los patrones de suefio de los dipteros (Anderson et al., 1981; Lang et
al., 1999). La evidencia sugiere que las mutaciones en genes como ND5 pueden alterar la

eficiencia del metabolismo mitocondrial, lo que se refleja en cambios en comportamientos
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relacionados con la energia, como el movimiento y el descanso, en funcién de las variaciones

especificas en su secuencia (Lang et al., 1999).

Especialmente, las secuencias del gen ND5 han sido estudiadas de forma extensa
para evaluar la evolucién neutral; un analisis comparativo de poblaciones de D. melanogaster
y D. simulans reveld que el numero de sitios variables en ND5 cumple en general con las
expectativas neutrales, aunque también presentaron posibles sefiales de barridos selectivos
en D. simulans (J. W. Ballard & Kreitman, 1994). En Drosophila melanogaster, el gen ATP6
presenta niveles inusualmente altos de polimorfismo de aminoacidos en comparacién con
especies hermanas como D. simulans y D. mauritiana, 10 que sugiere cierto grado de
relajacion de restriccion selectiva y potencial reparto de mutaciones neutrales especificas de

D. melanogaster (J. W. Ballard & Kreitman, 1994; Rand et al., 1994).

Las regiones intergénicas del genoma mitocondrial que estan localizadas entre los
genes codificantes y los tRNAs, acumulan inserciones y deleciones (indels). Esto hace que
se incremente la diversidad observada entre poblaciones de moscas del género y ha sido

utilizado con éxito en los analisis filogeograficos de estudios recientes (Anderson et al., 1981).

5.2.3. CRITERIOS PARA LA SELECCION DE MARCADORES MITOCONDRIALES

EVOLUCION NEUTRAL VS SELECCION POSITIVA

En Drosophila, la mayor parte del cambio en el ADN mitocondrial es resultado de la
seleccion purificadora, que trabaja para mantener las funciones esenciales del organismo
eliminando mutaciones dafinas (J. W. O. Ballard, 2000). Esto se refleja en la baja tasa de

cambios en las proteinas y en la conservacion de regiones clave, como las relacionadas con



19

la produccién de energia, lo que indica que muchas mutaciones en esas areas son eliminadas
por la presion de la seleccion negativa. Sin embargo, también hay evidencia de que, en ciertos
linajes y regiones del genoma, la seleccién positiva y las corridas evolutivas recurrentes
pueden impulsar cambios que ayudan a la especie a adaptarse a diferentes condiciones
ecologicas o fisioldgicas. La existencia de mutaciones que, aunque en su mayoria daninas,
logran fijarse en la poblacion, también muestra que procesos como la deriva genética, en
conjunto con la seleccion, estan moldeando la evolucion mitocondrial de manera

compleja(Kern & Kondrashov, 2004; Montooth et al., 2009b).

Por otro lado, la interaccién entre mutaciones en el ADN mitocondrial y en el nucleo,
junto con fendmenos como la deriva génica y las ventajas selectivas en ciertos contextos,
crean una dinamica en la que tanto la eliminacion de mutaciones dafinas como la
incorporacion de cambios adaptativos coexisten. Esto se relaciona con la coadaptacion entre
los genes nucleares y mitocondriales, que es fundamental para mantener la eficiencia
metabdlica en diferentes linajes y ambientes(J. W. O. Ballard, 2000). Es decir, la evolucién
del ADN mitocondrial no puede entenderse por separado de estos procesos, sino que resulta
de un equilibrio entre fuerzas que actuan en diferentes niveles y en diferentes momentos de
la historia evolutiva de las especies. Por tanto, la diversidad génica en las mitocondrias de
Drosophila resulta de fuerzas evolutivas en conflicto y cooperacion, adn en un sistema sin

recombinacion, resaltando la complejidad de su historia evolutiva (Montooth et al., 2009b).

5.3. ANALISIS COMPARATIVO CON OTROS INSECTOS MODELO

5.3.1. COMPARACION ESTRUCTURAL DEL MITOGENOMA

El genoma mitocondrial de los insectos conserva en la mayoria de los casos una forma

basica incluyendo 37 genes, 13 de los cuales son genes codificadores de proteinas (PCGs),
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22 genes de tRNA y 2 genes de rRNA. También incluye una region no codificante tica en A+T.
Pese a esta generalidad, existen variaciones en longitud, organizacién y contenido entre
distintos d6rdenes de insectos (Cameron, 2014). Algunos de los genomas comparados se

encuentran en la Tabla 1.

En Drosophila, orden Diptera, el mitogenoma posee una longitud aproximada de
19,517 pb con una organizacion altamente conservada que no tiene reordenamientos ni
codones no convencionales. La region rica en A+T representa cerca del 78% del genoma
total y la estructura es congruentemente estable (Clary & Wolstenholme, 1985b). En
comparacion con Apis mellifera, orden Hymenoptera, que tiene un mitogenoma de 16.343 pb,
mas compacto que Drosophila pero con multiples reordenamientos de genes tRNA, ademas
su region rica en A+T es una de las mas amplias entre los insectos, cercana al 85%, lo que
podria influir en la tasa de mutacion y en la evolucion de la estructura del genoma (Crozier &
Crozier, 1993). Mientras que en el lepidéptero Bombyx mori, el famoso gusano de seda, el
genoma mitocondrial presenta una longitud de 15 629 bp, y aunque posee el conjunto
estandar de genes, este genoma se destaca por el uso de codones de inicio no canonicos
como CGA para el gen COIl y por una region de control con repeticiones en tdndem (Zhang

et al., 2016).

Por otro lado, el mosquito Anopheles gambiae, orden Diptera, cuenta con un
mitogenoma con 15,363 bp, los elementos estructurales son en su mayoria similares a
Drosophila, pero en su region de control presenta una variabilidad superior, lo que lo hace util
para diferencias linajes en estudios de evolucion reciente (Beard et al., 1993). Entre
coleoptereos el escarabajo Tribolium castaneum, tiene un mitogenoma de 15 881 bp que
mantiene el orden de genes ancestrales, la caracteristica mas notable es la relativa escasez

de motivos de secuencia especiales en la region de control(Friedrich & Mugim, 2003). En el
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saltamontes Locusta migratoria, la secuencia tiene una longitud de 15 722 bp y contiene
75.3% de regio rica en A+T, el valor mas bajo entre los insectos comparados hasta el
momento en este trabajo, por lo demas contiene un ordenamiento parecido a Drosophila
(Flook et al., 1995). Por ultimo, el hemiptero Nilaparvata lugens contiene una excepciéon
importante en el orden conservado de los demas insectos. Su mitogenoma es de 17 619 bp
y muestra una inversion unica del gen trnQ, representando un reordenamiento poco comun
en los insectos que probablemente ocurrié por un proceso evolutivo especifico dentro del

grupo (Zhang Kaidun et al., 2013) .

Tabla 1 Comparacion del genoma mitocondrial de varios insectos de diferentes érdenes

ESPECIE ORDEN LONGITUD | REGION REORDENA | FUENTE
(bp) RICA A+T | MIENTO
(%)
Drosophila Diptera 19 517 ~ 78,6 No (Clary &
melanogaster Wolstenholm
e, 1985b)
Apis mellifera | Himendptera | 16 343 ~84,9 Si (tRNAs) (Crozier &
Crozier,
1993)
Bombyx mori Lepidoptera 15 629 ~81,2 No (Zhang et al.,
2016)
Anopheles Diptera 15 363 ~82 Si (Beard et al.,
gambiae 1993)
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Tribolium Coleoptera 15 881 ~76,6 No (Friedrich &
castaneum Mugim,
2003)
Locusta Ortoptera 15722 ~74,2 No (Flook et al.,
migratoria 1995)
Nilaparvata Hemiptera 17 619 ~78,9 Prominente | (Zhang
lugens Kaidun et al.,
2013)

5.3.2. EVOLUCION DE LAS TASAS DE MUTACION

La tasa de substitucion mitocondrial varia cuantiosamente entre especies de insectos
y esta relacionada con la dinamica de la estructura del genoma. En un estudio realizado en
el 2003, se analizo la correlacién entre los reordenamientos genémicos y la tasa de sustitucion
de 20 genomas mitocondriales de insectos y los resultados muestran una correlacién positiva
(R*2= 0.73, p= 0,01) lo que indica que los insectos con mas reordenamientos en sus
mitogenomas son los que tienen a acumular mutaciones genéticas con mayor rapidez (Shao

et al., 2003).

En Drosophila melanogaster, se ha estimado una tasa de mutacion puntual de ~
6.2 x 1078 mutaciones por sitio por generacién, esta tasa es aproximadamente diez veces
mayor que la de los genes nucleares. Ademas, se ha observado un marcado sesgo de
transiciones G > A en ~70 veces mas frecuente que en el genoma nuclear (Haag-Liautard et
al., 2008a). Estos hallazgos sugieren que la elevada tasa de mutacion contribuye a una sefial

genética solida para el andlisis de poblaciones recientes sin alcanzar niveles criticos de



23

saturacion evolutiva. Comparativamente insectos con distribucidon mitocondrial reorganizada
como algunos psocopteros y hemipteros, es decir estos presentan tanto tasas mas altas de
mutacion como un nimero considerable de sitios con microdeleciones (Shao et al., 2003). En
contraste con especies como Bombyx mori, con una organizaciéon gendémica mas conservada,
muestran tasas de mutacion inferiores, lo que limita su resolucion en estudios de

diversificacion recientes (Zhang et al., 2016).

Estos analisis confirman que el género Drosophila, combina una organizacion
gendmica conservada con una alta dinamica mutacional, o que lo convierte en un grupo ideal
para realizar estudios de evolucion rapida a nivel poblacional mientras que, en insectos con
mayor reordenamiento presentan una evolucién mitocondrial aun mas acelerada, pues es el
reflejo de presiones selectivas o aumentada tasa mutacional neutra (Haag-Liautard et al.,

2008a; Shao et al., 2003).

5.4. EVALUACION DEL USO DE MARCADORES MITOCONDRIALES EN FILOGENIA

5.4.1. VENTAJA DE LOS MARCADORES MITOCONDRIALES

HERENCIA MATERNA Y AUSENCIA DE RECOMBINACION

La transmision materna del genoma mitocondrial llama un filtro selectivo especifico del
sexo, por el cual las mutaciones en el ADN mitocondrial solo generan una respuesta directa
y adaptativa a la seleccion que actua directamente sobre las hembras mientras que los
machos representan un callejon sin salida evolutivo. Tedricamente, esto establece una
presion selectiva diferenciada segun el sexo, lo que posibilita que mutaciones perjudiciales
se acumulen en el genoma mitocondrial si sus efectos negativos se manifiestan
exclusivamente en los machos (Frank & Hurst, 1996; Gemmell et al., 2004; Innocenti et al.,

2011). Cabe mencionar que hay estudios en los que se sugiere una posibilidad de transmision
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materna incompleta del mtDNA por la presencia de heteroplasmia donde se mostraron

evidencias de clara fuga paterna de mtDNA (Kondo et al., 1990).

La maldicion materna, como es conocida esta dinamica, puede evitar la complejidad
que genera un sistema haplotipico uniparental sin recombinacion del ADN nuclear; esto
permite reconstrucciones filogenéticas mas claras, detalladas, precisas, amplias y lineales,
especialmente en estudios de linajes femeninos y en analisis poblacionales complejos (Avise
et al., 1987a). Ademas, al ser haploides, los marcadores mitocondriales tienen un tamano
efectivo de poblacion mas bajo que los autosomas, lo que provoca una coalescencia mas
rapida y mayor sensibilidad para detectar eventos demograficos recientes, ya que las
mutaciones logran fijarse con mas eficacia en poblaciones pequefias o en expansion (J. W.

O. Ballard & Whitlock, 2004).

Sin embargo, la herencia sin recombinacion también puede facilitar el arrastre
genético mitocondrial (genetic hitchhiking) en donde mutaciones beneficiosas por ejemplo en
un gen de tRNA o proteina mitocondrial en un locus influyen en la frecuencia de todo el
haplotipo, limpiando la diversidad mitocondrial y fijando nuevas variantes neutrales en

poblaciones naturales, lo que puede distorsionar las interpretaciones filogenéticas (Hill, 2020).

ALTA TASA DE MUTACION EFECTIVA PARA DELIMITAR ESPECIES

El ADN mitocondrial evoluciona entre 5 y diez veces mas rapido que el nuclear en
animales, lo que se atribuye en parte a su proximidad a la cadena de transporte de electrones
y mecanismos de reparacion menos eficientes (Brown et al.,, 1979b). En Drosophila
melanogaster, estudios de lineas de acumulacion de mutaciones han estimado que la tasa

puntual de mutacion mitocondrial es aproximadamente diez veces superior a la de los loci
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nucleares, reforzando su utilidad para detectar divergencias recientes y eventos demograficos

a escalas cortas (Haag-Liautard et al., 2008b).

Esta rapidez en la acumulacion de mutaciones, unida a la ausencia de recombinacion,
es la base del gran éxito del DNA barcoding: utilizar fragmentos del gen COI/ estandar ha
permitido identificar correctamente mas del 95 % de las especies en numerosos estudios de
insectos. Se ha estimado que la identificacion de especies fue correcta en el 98% de los casos
puesto que las divergencias interespecificas superaron consistentemente el 2% mientras que
las intraespecificas rara vez excedieron el 1% (Hebert, Cywinska, et al., 2003). Asimismo,
genes aun mas variables como ND5 y ATP6 ofrecen una resolucion extra al analizar especies
hermanas, la tasa media de sustituciones sinébnimas en genes mitocondriales es
aproximadamente 16 veces mayor que la de loci nucleares comparables. Esto siempre que

se combinen con marcadores mas estables para evitar la saturacién (Oliveira et al., 2008).

SENAL CONSISTENTE Y ROBUSTA EN ANALISIS FILOGENETICOS

La sefal filogenética mitocondrial destaca por su firmeza y consistencia debido a la
transmisidén uniparental, la ausencia de recombinacién y un orden génico muy conservado
que reduce los conflictos marcadores. Varios estudios han demostrado que arboles
filogenéticos generados a partir de distintos genes mitocondriales—como COI, COIll y CytB—
muestran altos niveles de congruencia tanto en relaciones profundas entre géneros como en
divergencias mas recientes dentro de Drosophilidae y otros ordenes de insectos. Esta
coherencia persiste aun cuando se emplean metodologias diferentes (maximum likelihood,
Bayesian inference), lo que refleja la robustez de la sefial mitocondrial frente a artefactos
como la homoplasia o las variaciones en tasas evolutivas entre linajes. Ademas, al

compararse con filogenias construidas con datos nucleares, los mitogenomas a menudo
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recuperan topologias muy similares, validando su utilidad para inferencias evolutivas en

multiples escalas temporales(Boore, 1999; Cameron, 2014; C. Simon et al., 1994).

5.4.2. LIMITACIONES Y PROBLEMAS POTENCIALES

INTROGRESION MITOCONDRIAL

La introgresion mitocondrial tiene lugar cuando el ADNmt de una especie se incorpora
con el genoma de otra a través de hibridacion y multiples cruces, creando discordancias entre
filogenias mitocondriales y nucleares. Este fendmeno se ha documentado en numerosos
grupos de insectos, incluyendo dipteros como Drosophila y lepidopteros, y este fendmeno
puede ocultar la verdadera historia evolutiva de los linajes estudiados (Toews & Brelsford,
2012). Por ejemplo, se han realizado estudios que en avifauna y anfibios donde evidencian
casos de “captura” mitocondrial donde la sefial mtDNA muestra patrones que visibilizan
antiguos procesos hibernatorios en lugar de divergencias inter-especies, lo que obliga a
realizar analisis con multiples marcadores nucleares para validar sus conclusiones (Funk &

Omland, 2003a).

Ademas de los ejemplos generales de captura de mitocondrias en vertebrados, hay
documentacién especifica sobre la introgresidon mitocondrial en insectos que demuestra su
influencia en las filogenias. En el grupo de especies de Anopheles gambiae, se ha
evidenciado a través de la secuenciacion del mitogenoma que los haplotipos de mtDNA se
intercambiaron entre especies estrechamente relacionadas en eventos de hibridacion que
ocurrieron hace menos de 100 mil anos, lo que provocé discrepancias significativas entre los
arboles mitocondriales y nucleares. De manera analoga, en ciertas mariposas del género
Heliconius se ha registrado que la introgresion de mitogenomas entre H. melpomene y H.

timareta resultdé en una captura mitocondrial que oculta la verdadera historia de especiacién
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al utilizar unicamente datos de mtDNA. Estos casos muestran que, aunque el ADN
mitocondrial ofrece una sefial muy clara, es crucial complementarlo con marcadores
nucleares para obtener una comprension completa de los procesos evolutivos y evitar
deducciones incorrectas basadas en un solo relato genémico (Fontaine et al., 2015; Salazar

et al., 2010; Toews & Brelsford, 2012).

SATURACION MUTACIONAL EN RAMAS PROFUNDAS

Al comparar secuencias que son muy diferentes entre si, los mismos lugares pueden
sufrir varias sustituciones a lo largo del tiempo, lo que resulta en una saturacion de
mutaciones y una disminucion gradual de la senal filogenética genuina. Este problema se
observa claramente en genes mitocondriales que evolucionan rapidamente y en las
posiciones del tercer coddn, donde la acumulacion de homoplasias puede dar lugar a
agrupaciones erroneas entre linajes que no estan relacionados. Philippe et al. (2011) sefalan
que este tipo de saturacion impacta significativamente los nodos mas antiguos en los arboles
filogenéticos, y en esos casos, Unicamente agregar mas datos no mejora la claridad, sino que
puede fortalecer inferencias incorrectas con un alto nivel de soporte estadistico. Por lo tanto,
sugieren que es fundamental utilizar modelos evolutivos mas avanzados y elegir marcadores
menos saturados de manera cuidadosa para evitar reconstrucciones equivocadas,

especialmente al inferir relaciones antiguas entre clados divergentes (Philippe et al., 2011).

5.4.3. COMPARACION CON MARCADORES NUCLEARES

Se conocen dos posturas extremas respecto al uso de marcadores mitocondriales:
una de ellas propone desechar el ADN mitocondrial ya que han existido casos aislados de
filogenias incongruentes con marcadores nucleares, y la otra postura respalda el DNA

barcoding, que es la utilizacién exclusiva de un fragmento pequefio de COIl para identificar
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toda la diversidad de especies. Los dos enfoques omiten que, tras varios afos de
investigacion el ADN mitocondrial ha aportado valiosos datos y alcanza su maxima utilidad
cuando se integra con informacion de ADN nuclear, morfologia y otros caracteres biolégicos,
todo esto aprovechando su fortaleza en la resolucién rapida de linajes recientes sin ignorar
sus limitaciones en contextos de hibridacion o saturacion mutacional. Ademas la combinacién
de multiples marcadores mitocondriales con loci nucleares permite validar los patrones
filogenéticos y corregir problemas como la captura mitocondrial o las sefiales no verdaderas

que pueden ser producidas por la homoplasia temprana (Rubinoff & Holland, 2005).

Los genes nucleares codificantes se han asociado cada vez mas en estudios
filogenéticos de insectos complementando a los marcadores mitocondriales clasicos como
COl, 16S (Lin & Danforth, 2004). En general, los genes nucleares evolucionan mas
lentamente y con una composicion de bases menos sesgada que los mitocondriales (Lin &
Danforth, 2004), lo que los hace especialmente utiles para resolver divergencias profundas
en las filogenias. En Drosophila estos marcadores han sido extensamente estudiados por
ejemplo se ha reportado que este género de dipteros tiene dos copias paralelas de EF-1a
(también denominadas F1 y F2) con diferentes posiciones de intrones (Danforth & Ji, 1998),
indicando sobre posibles confusiones filogenéticas si no se distinguen los paralogos, en
general el EF-1a es un gen nuclear altamente conservado a nivel de aminoacidos y es
reconocido como un marcador prometedor para relaciones evolutivas de orden superior en

insectos (Danforth & Ji, 1998; S. Simon et al., 2010).

El factor de elongaciéon EF-1a es una proteina involucrada en la traduccion, su
secuencia codificante evoluciona de manera lenta, y tanto la secuencia de ADN como la
posicién de intrones han demostrado ser de utilidad informativa para filogenias de insectos

pterigotos (insectos voladores) (S. Simon et al., 2010). Se mostré que esta proteina aporta
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caracteres valiosos en niveles intraordinales e interordinales concluyendo que las secuencias
de EF-1a y la ubicacion de sus intrones proporcionan marcadores utiles para reconstruir la
filogenia de insectos pterigotos (S. Simon et al., 2010). Se comparé a EF-1a con genes
mitocondriales como el 16S o el citocromo b ademdas de ribosomales como el 28S en
triatominos y se encontré6 que EF-1a muestra un nivel de diversidad intermedio, pero resulta
altamente informativo para la resolucién de relaciones filogenéticas profundas como tribus o

géneros (Diaz et al., 2016).

Algunas ventajas del factor de elongacion EF-1a son su alto nivel de conservacion, lo
que hace que su alineamiento sea mas facil, y la presencia de intrones en diferentes
posiciones que aportan caracteres filogenéticos adicionales (S. Simon et al., 2010). Aparte de
ser un marcador nuclear de un solo locus, da una estimacion de la historia evolutiva
independientemente de la herencia del ADN mitocondrial. Pese a sus ventajas, tiene también
limitaciones, como su lenta tasa de sustitucion que implica poca variabilidad en eventos muy
recientes y la existencia de duplicados paralogénicos, como las copias de F1 y F2 en
Drosophila y en abejas, haciendo que se puedan confundir los analisis filogenéticos (Danforth

& Ji, 1998).

La proteina de histona H3 es otro de los marcadores nucleares que se emplean en la
construccion de filogenias, sus genes codifican proteinas nucleosomales esenciales y se
hallan en copias multiples muy conservadas en los eucariotas, lo que permite alinear de forma
confiable secuencias de H3 en taxones distantes. Se utilizaron ~4500 bp de datos nucleares
que incluyen genes como 18S, 28S y H3, para inferir la filogenia de insectos del orden
Phasmatodea y se obtuvieron topologias consistentes y bien soportadas (Stone & French,

2003). Mientras que en otro estudio se incorporaron datos de H# en un analisis de relaciones
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entre artrépodos mayores y observaron que esta proteina de histona aporta caracteres

adicionales en analisis concatenados (Colgan et al., 1998).

H3 evoluciona lentamente por lo que su potencial resolutivo es limitado, Colgan et al.
(1998) senalaron que en los artropodos estudiados los datos de la proteina mostraron un
fuerte sesgo de uso de codones y un bajo indice de consistencia (Cl=0,26), indicando un alto
nivel de homoplasia. Lo que sugiere que el gen H3 por si solo puede generar arboles
filogenéticos débiles o que presenten incongruencias, esto si no se usa en conjunto con otros
marcadores nucleares que aporten sefiales adicionales (Colgan et al., 1998). En resumen,
H3 funciona como un marcador nuclear que se conserva (se alinea adecuadamente y carece
de intrones en la zona codificante), sin embargo, su baja variabilidad restringe su capacidad

para diferenciar clados recientes.(Colgan et al., 1998).

Los marcadores mitocondriales como COI, 16S o citocromo b, son populares en
filogenias de insectos por su facilidad de amplificacién con primers universales y por su rapida
tasa de mutacion. No obstante, si presentan claras diferencias con los genes nucleares como
que evolucionan a una rapidez de 2-9 veces mas rapido que los nucleares en insectos (Lin &
Danforth, 2004). Su ritmo acelerado de mutacién es ventajoso para resolver divergencias
recientes pero conduce a una saturacion en divergencias mayores a ~5-10 millones de afios
(Lin & Danforth, 2004). Asimismo, los genes mitocondriales suelen presentar un marcado
sesgo de nucledtidos, es decir alto contenido de A/T en la tercera posicion del coddn, lo que
aumenta la homoplasia (Lin & Danforth, 2004). Se observa en la Tabla 2 las principales

caracteristicas y limitaciones tanto en genes nucleares como mitocondriales.



Tabla 2 Comparacion entre genes mitocondriales y nucleares utilizados en estudios filogenéticos del género Drosophila.
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Gen Origen Funcién Uso Ventajas /
principal filogenético Limitaciones
COl Mitocondrial Subunidad de la | Marcador Alta
citocromo ¢ universal, util conservacion;
oxidasa en filogenias puede
(complejo IV) profundas saturarse en
divergencias
antiguas
coill Mitocondrial Subunidad de la | Complementa a | Buena
citocromo ¢ COl en resolucion
oxidasa filogenias filogenética
CytB Mitocondrial Codifica Frecuente en Moderada
citocromo b genética de variabilidad;
(complejo 111) poblaciones util en
divergencias
intermedias
ND5 Mitocondrial Subunidad del Alta Elevada tasa
complejo | de la | variabilidad; util | de mutacion
cadena en especies
respiratoria cercanas
ATP6 / ATP8 Mitocondrial Subunidades de | Resolucion de | Sensibles a
ATP sintasa divergencias saturacion; no
(complejo V) recientes siempre
presentes
rmS / rrnL Mitoconderial ARNr 12S y 16S | Utiles para Muy
linajes antiguos | conservados;
baja resolucion
en niveles
bajos
EF-1a (F1/F2) | Nuclear Factor de Usado en Alta resolucion;
elongacion de la | insectos; requiere
traduccion distingue diferenciacion
copias F1/F2
paralogas
28S rRNA Nuclear ARN ribosomal Relaciones Conservado;
de subunidad profundas entre | baja
grande géneros variabilidad
intraspecifica
Adh Nuclear Alcohol Estudios de Informativo
deshidrogenasa | adaptaciony pero
evolucion rapidamente
variable
Period Nuclear Ritmo circadiano | Filogenia del Buena
grupo repleta resolucion en
clados
intermedios
Sensilla Nuclear Desarrollo de Marcador Poco
érganos complementario | explorado adn
sensoriales
UCEs Nuclear Regiones Filogenomica Alta resolucion;
ultraconservadas | moderna requiere
del genoma secuenciacion

masiva
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En Drosophila, los grupos de especies han sido analizados usando marcadores en
combinacion, como es el caso de la filogenia del grupo repleta que se ha estudiado usando
genes mitocondriales junto con genes nucleares para mejorar la resolucion filogenética. La
filogenia de mas de 60 especies de este grupo fue construida mediante un conjunto de cuatro
fragmentos mitocondriales, los genes usados fueron COIl. ND1 y 16S, y seis marcadores
nucleares incluido EF-1a, lo que colaboré para apoyar la monofilia del grupo y confirmar
subdivisiones internas significativas (Durando et al., 2000). Finalmente, se ha registrado que
en D. repleta y D. buzzatii, el locus Adh experimentd duplicaciones y reorganizaciones en los
cromosomas, lo que dificulta su analisis filogenético, pero al mismo tiempo proporciona
informacion adicional para comprender la evolucién del grupo (Menotti-Raymond et al., 1991).
Como resultado, la filogenia del grupo repleta suele fundamentarse en datos combinados de
diversos genes mitocondriales y nucleares, equilibrando sus fortalezas (alta variabilidad
mitocondrial) y debilidades (eventos de duplicacion o reordenamientos nucleares), con el fin
de aumentar la solidez y confiabilidad de las conclusiones evolutivas (Durando et al., 2000;

Menotti-Raymond et al., 1991; Moran & Fontdevila, 2005).

5.5. IMPLICACIONES EVOLUTIVAS Y TAXONOMICAS DE LAS FILOGENIAS

MITOCONDRIALES

5.5.1. RECONSTRUCCION DE RELACIONES EVOLUTIVAS

La reconstrucciéon de relaciones evolutivas utilizando secuencias mitocondriales en
Drosophila emplea diversas técnicas filogenéticas que facilitan la inferencia de arboles
filogenéticos precisos. Uno de los métodos mas comunes es la maxima parsimonia, que
busca la estructura con el menor nimero de cambios genéticos, aunque puede presentar

limitaciones en areas que presentan saturacion o elevadas tasas de mutacion (Gompel &
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Carroll, 2003). No obstante, en investigaciones recientes predominan técnicas estadisticas
como la maxima verosimilitud y la inferencia bayesiana que modelan de forma clara los
patrones de evolucién molecular, permitiendo evaluar la credibilidad de los arboles generados

a través de valores de probabilidad o posteriores(Arnold et al., 2014; Gao et al., 2011) .

La maxima verosimilitud es especialmente valorada por su capacidad de incluir
modelos complejos de sustitucion de nucleétidos, lo que permite distinguir entre diferentes
ritmos evolutivos en diversas partes del arbol filogenético. Por ejemplo, Oliveira y
colaboradores (2012), utilizaron este método para analizar las relaciones en un grupo diverso,
sugiriendo tiempos de divergencia precisos y patrones de radiacion adaptativa (Oliveira et al.,
2012). La inferencia bayesiana, en contraste, permite evaluar la probabilidad de diferentes
arboles de manera simultanea y proporciona medidas de apoyo a través de valores
probabilisticos, facilitando asi la representacion de la incertidumbre en las inferencias. Ambos
meétodos han sido cruciales para desentraiar la historia evolutiva en investigaciones sobre

Drosophila y otros insectos (Arnold et al., 2014).

Es fundamental mencionar que distintas secciones del ADN mitocondrial, como COl,
CYTB o ATPasa, pueden ofrecer diversas resoluciones dependiendo del nivel taxonémico en
cuestiéon. La evaluacién de estos marcadores, junto con modelos estadisticos adecuados,
ayuda a esclarecer relaciones en diferentes escalas filogenéticas. Ademas, en los estudios
que incluyen tiempos de divergencia, es indispensable el uso de relojes moleculares
calibrados, basados en datos fésiles o eventos histéricos, utilizando programas como BEAST

o MrBayes para lograr estimaciones cronoldgicas fiables (Russo C A et al., 1995).

Sin embargo, también existen retos asociados a estos métodos, como la saturacion

de mutaciones, que puede restringir la resolucion en periodos temporales mas profundos y la
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variabilidad en las tasas evolutivas en diferentes linajes. Ademas, podrian surgir
discrepancias entre las filogenias mitocondriales y aquellas reconstruidas a partir de datos
nucleares, debido a fenédmenos como la hibridaciéon o la introgresion. Por lo tanto, las
estrategias actuales sugieren combinar datos mitocondriales con secuencias nucleares y
analisis genomicos integrales, para lograr reconstrucciones filogenéticas mas solidas y
precisas (Rosenfeld et al., 2012). El analisis filogendmico mitocondrial ha indicado que es
fundamental reevaluar el sistema de clasificacion habitual que se basa en morfologia, puesto
que ciertas especies presentan conexiones mas cercanas de lo anticipado en funcién de su

ubicacién geografica o rasgos reproductivos (P. M. O'Grady & DeSalle, 2018).

En Drosophila, estudios filogenéticos recientes han demostrado que el género
Lordiphosa, tradicionalmente considerado externo al subgénero Sophophora, esta
filogenéticamente anidado dentro de este ultimo, lo que evidencia la parafilia de Sophophora
(Gao et al., 2011; Katoh et al., 2000). En una filogenia construida a partir de genomas
mitocondriales completos, se propone incluir varias especies de Lordiphosa (como clarofinis
y magnipectinata) dentro de Sophophora, reforzando la necesidad de una revisiéon

taxondmica del grupo (DeSalle et al., 2022)

En definitiva, las técnicas estadisticas como maxima verosimilitud y bayesianas, junto
con la utilizacién de diversas regiones mitocondriales, han facilitado la comprension de la
historia evolutiva de Drosophila, contribuyendo a la comprension de su diversificacion,
biogeografia y tiempos de divergencia, aunque es esencial complementar estas
investigaciones con otros datos gendmicos y fenotipicos para mejorar la resolucion y la
fiabilidad de las inferencias filogenéticas (Oliveira et al., 2012; Rosenfeld et al., 2012; Russo

CAetal., 1995).
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5.5.2. CONSIDERACIONES SOBRE EVOLUCION RETICULADA

La evolucion reticulada es una idea clave para entender de qué manera las especies
intercambian material genético a lo largo de su historia evolutiva, retando las ideas
tradicionales de aislamiento completo. En el caso de Drosophila yakuba 'y D. santomea, la
presencia de zonas de contacto, como la zona hibrida en Sao Tomé, evidencia la existencia
de un flujo génico que ha reconocido la introgresion de ciertos loci, como el ADN mitocondrial
y algunos genes nucleares (Llopart et al., 2005). Este intercambio de genes indica que la
historia evolutiva de estas especies no ocurre de manera lineal, sino reticulada, donde la
hibridacion y la transferencia horizontal de genes contribuyen a su divergencia y adaptacion,
en lugar de la separacién absoluta (Llopart et al., 2005; Mallet, 2007). La deteccion de signos
de introgresion en algunos loci refuerza la idea de que la evolucion puede seguir caminos
enredados, enriqueciendo la diversidad genética y facilitando procesos adaptativos (Abbott et

al., 2013; Llopart et al., 2005).

Este fenémeno plantea también desafios importantes para las clasificaciones
taxondmicas y las definiciones de las especies. Segun Mayr (1996), las especies, bajo el
concepto bioldgico, se consideran unidades de aislamiento reproductivo, pero los estudios
genéticos recientes muestran que muchas especies no cumplen con este criterio rigido (Funk
& Omland, 2003b; Mayr, 1996). La utilizacion de modelos de analisis de divergencia y flujo
génico, como el modelo de aislamiento con migracion, ha permitido identificar regiones
especificas del genoma que intercambian genes entre poblaciones o especies, evidenciando
redes reticulares de relaciones evolutivas (Nielsen & Wakeley, 2001). La reticulacién genética
en estos procesos puede favorecer el aparecimiento de nuevas formas hibridas o ampliar la
variabilidad, contribuyendo a la diversificacion evolutiva dentro de ecosistemas naturales

complejos (Abbott et al., 2013).
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Es decir, la evolucion reticulada tiene implicaciones en la dinamica de la especiacién
y en el proceso de adaptacion. La transferencia de genes puede aportar variantes que
incrementan la capacidad de adaptacion de las poblaciones a nuevos habitats o condiciones
ambientales adversas, promoviendo la coexistencia y la formacién de hibridos viables (Mallet,
2007). La evolucion reticulada puede generar combinaciones génicas novedosas que deriven
en especies hibridas con rasgos distintivos, incrementando la diversidad biolégica; no
obstante, también puede causar la dilucion genética y la pérdida de la identidad de las
especies que hibridan con frecuencia (Rhymer & Simberloff, 1996; Rieseberg et al., 1995).
En esencia, la evolucion reticulada es un proceso complicado que usa enfoques
multidisciplinarios para lograr su comprension ya que puede enriquecer o complicar la historia
evolutiva de diversas especies, asi como se ilustra en varios casos de Drosophila y otras

especies de insectos en la naturaleza (Llopart et al., 2005).

5.6. IMPLICACIONES FUTURAS

El uso de genomas mitocondriales en Drosophila sigue abriendo nuevas vias para
comprender como la historia evolutiva de las especies se entrelaza con la geografia y los
cambios ambientales, a la vez que aporta herramientas practicas para la conservacion y el
monitoreo ecolégico (Avise et al., 1987b; Lapoint et al., 2013). El estudio del genoma
mitocondrial en Drosophila ha brindado valiosas herramientas para explorar la biogeografia
evolutiva, al vincular las variaciones en el ADN mitocondrial con procesos histéricos y
geoldgicos. A través de redes haplotipicas construidas con fragmentos como CO/ 'y ND5, se
han identificado trayectorias de dispersion y antiguos refugios glaciales en linajes europeos
del subgénero Sophophora, mostrando como ciertos haplotipos ancestrales quedaron
aislados en zonas montafosas durante el Pleistoceno, recolonizando otras areas tras el
deshielo (Avise et al., 1987b; Schmidt et al., 2005). Ademas, el uso de relojes moleculares

mitocondriales —con tasas de divergencia estimadas en ~1.5-2.3 % por millén de afios— ha
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facilitado fechar eventos de especiacién relacionados con la formacién del archipiélago
hawaiano, donde diferentes linajes presentan divergencias marcadas en Kaua‘i y multiples

colonizaciones en Hawai‘i (Craddock & Kambysellis, 1997; Russo C A et al., 1995).

En el campo de la conservacion bioldgica, el estudio del ADN mitocondrial en
poblaciones aisladas de Drosophila ha demostrado ser clave para identificar Unidades
Evolutivamente Significativas (ESUs), es decir, linajes genéticamente distintos que merecen
atencion especial. Un ejemplo concreto es el caso de Drosophila grimshawi, una especie
endémica de Hawai, cuyo analisis gendmico reveld grupos genéticos confinados a valles
volcanicos de la Isla Grande. Esta informacién ha sido esencial para guiar esfuerzos de cria
en cautiverio y restauracion de habitats prioritarios con el fin de conservar su diversidad
genética (P. O’Grady & DeSalle, 2008). En investigaciones con Drosophila subobscura, el
analisis de un fragmento del gen mitocondrial ND5 revelé patrones de diversidad genética
compatibles con una expansion poblacional tras un cuello de botella que posiblemente ocurrid
después de la ultima glaciacion o de manera estacional (Castro et al., 2010). Este estudio
describe dos haplotipos comunes (I y Il) junto con variantes raras y endémicas, y concluye
qgue los datos son mas consistentes con un escenario de expansion post-cuello de botella que
con seleccién neutral o continua (Avise et al., 1987b; Castro et al., 2010). Por lo tanto, se
aporta evidencia de como eventos demograficos extremos—como veranos largos o inviernos
intensos—pueden dejar huellas duraderas en la variabilidad mitocondrial, incluso dentro de

poblaciones que se recuperan rapidamente después de ser afectadas (Castro et al., 2010).

La incorporacion de métodos coalescentes avanzados, como los Bayesian skyline
plots, permite reconstruir con detalle dindmicas poblacionales a lo largo del tiempo y evaluar
respuestas demograficas a alta resoluciéon (Drummond et al., 2005). Por otra parte, la

combinacion de datos mitocondriales con ultraconserved elements (UCEs) y SNPs nucleares
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ofrece un enfoque filogenémico de genoma completo que reduce el sesgo de un solo
marcador y fortalece la robustez de las inferencias evolutivas (Faircloth et al., 2012). El
metabarcoding ambiental (eDNA) basado en fragmentos cortos de ADN mitocondrial se esta
consolidando como herramienta para evaluar la biodiversidad de comunidades de Drosophila
y otros artropodos sin muestreos destructivos, permitiendo monitorizar cambios en la

estructura comunitaria en habitats naturales o perturbados (Bista et al., 2018).

A futuro, combinar los datos de mitogendmica con la transcriptémica y la epigenémica
en Drosophila nos permitira entender de qué manera las variantes del ADN mitocondrial
regulan la actividad de los genes y facilitan adaptaciones especificas a condiciones extremas.
Este enfoque integrador sera clave para disefar estrategias de conservacion que tengan en
cuenta tanto la variacion genética como los cambios funcionales que permiten a estas moscas

sobrevivir y diversificarse en distintos ambientes (J. W. O. Ballard & Pichaud, 2014).
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6. CONCLUSIONES

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

El analisis del genoma mitocondrial de Drosophila ha revelado que este tipo de
ADN, debido a su herencia materna, falta de recombinacién y alta tasa de
mutacion, constituye una herramienta poderosa para estudiar las relaciones
evolutivas entre especies de este género (Boore, 1999; Wolstenholme & Clary,

1985).

El mitogenoma en Drosophila es altamente conservado en su organizacién y
codificacién, conteniendo 37 genes esenciales para funciones como la respiracion
celular y la sintesis proteica, lo que refuerza su valor como marcador filogenético

confiable (Garesse, 1988; Montooth et al., 2009a).

La existencia de genes mitocondriales altamente conservados, como COI, COIll y
CytB, permite reconstruir filogenias profundas, mientras que regiones variables
como ND5, ATP6 y las regiones intergénicas son utiles para resolver divergencias
recientes, permitiendo una resolucion jerarquica en distintos niveles taxonémicos

(Simon et al., 1994; Cameron, 2014)(Cameron, 2014; C. Simon et al., 1994).

Comparaciones con otros insectos, como Apis mellifera, Bombyx mori y Locusta
migratoria, evidencian tanto la conservacion como la diversidad estructural del
genoma mitocondrial en insectos, y posicionan a Drosophila como un modelo ideal
por su equilibrio entre estabilidad estructural y variabilidad funcional (Crozier &

Crozier, 1993; Zhang et al., 2016).

A pesar de sus ventajas, el uso exclusivo del ADN mitocondrial puede llevar a
inferencias erréneas debido a problemas como la introgresion mitocondrial o la

saturacion mutacional en ramas profundas del arbol filogenético. Esto justifica la
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necesidad de combinarlo con marcadores nucleares como EF-1a, 28S rRNA vy
UCEs, que ayudan a equilibrar las fortalezas y limitaciones de cada tipo de

marcador (Durando et al., 2000; Lin & Danforth, 2004).

La evolucion reticulada detectada en algunos linajes de Drosophila refleja una
compleja red de relaciones filogenéticas, en la que la hibridacion, la introgresion y
el flujo génico desafian los modelos tradicionales de especiacion. Estos procesos
no solo enriquecen la diversidad genética sino que también reconfiguran los limites

entre especies (Abbott et al., 2013; Llopart et al., 2005).

La aplicacion de genomas mitocondriales en estudios de biogeografia ha permitido
rastrear eventos historicos de dispersion, colonizacion y refugios glaciales en
linajes de Drosophila, como los de las islas hawaianas o regiones montafiosas
europeas, demostrando la utilidad del ADNmt para reconstruir historias evolutivas
en contextos geograficos complejos (Craddock & Kambysellis, 1997; Schmidt et

al., 2005).

Desde la conservacion, el ADN mitocondrial ha sido fundamental para identificar
Unidades Evolutivamente Significativas (ESUs), linajes genéticamente distintos
con prioridades de manejo. Esto ha sido aplicado exitosamente en especies
endémicas como Drosophila grimshawi, apoyando estrategias de conservacion en

habitats insulares vulnerables (P. O’'Grady & DeSalle, 2008).

La incorporacién de metodologias filogenédmicas como el uso de UCEs, SNPs y
andlisis bayesianos coalescentes ha fortalecido la precision de las inferencias
filogenéticas en Drosophila, permitiendo entender patrones demograficos y
eventos de especiacion con mayor resolucién (Drummond et al., 2005; Faircloth

et al., 2012).
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6.10. Parafinalizar, la amplia disponibilidad de herramientas moleculares en Drosophila,
junto con el creciente acervo de datos mitogendmicos y nucleares, seguira
posicionando a este género como un modelo de referencia para los estudios
evolutivos, ecoldgicos y de conservacion a nivel global (Perrimon et al., 2016b;

Remsen & O’Grady, 2002).
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7. RECOMENDACIONES

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

Se recomienda ampliar los estudios mitogendmicos en especies poco
exploradas del género Drosophila, especialmente aquellas distribuidas en
regiones tropicales y endémicas, donde la diversidad genética aun no esta

completamente documentada.

Es fundamental integrar analisis multilocus (ADNmt + ADN nuclear) y enfoques
filogenédmicos en los estudios filogenéticos para obtener resultados mas

robustos y evitar errores derivados de procesos como la introgresion.

Se sugiere fomentar la aplicacion del ADN mitocondrial en programas de
conservacion para especies amenazadas o con distribucidén restringida,
particularmente en islas y habitats fragmentados, donde el analisis genético

puede orientar decisiones de manejo.

Seria valioso incorporar analisis de dinamica poblacional mediante
herramientas coalescentes para entender como eventos ambientales (como el
cambio climatico) afectan la estructura genética de las poblaciones de

Drosophila.

Finalmente, se alienta el uso de tecnologias emergentes como el
metabarcoding y el secuenciamiento de nueva generacion para expandir el
conocimiento de la biodiversidad de Drosophila en habitats naturales y

disturbados por los humanos.
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