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RESUMEN

Drosophila amaguana, es una especie andina perteneciente al grupo mesophragmatica, que
a su vez pertenece a la radiacion virilis-repleta del subgénero Drosophila esta especie es de
gran tamafio y se caracteriza por habitar bosques andinos con vegetacion alta, baja
luminosidad y mucha humedad. D. amaguana es un organismo de interés, debido a que
tiene uno de los genomas mitocondriales méas grandes del género Drosophila, se estima que
el tamafio de su genoma podria alcanzar unas 600 Mb (datos no publicados). En este estudio
se realizd el ensamblaje del genoma mitocondrial de Drosophila amaguana. La
informacion de este genoma es importante para esclarecer las relaciones filogenéticas entre
las especies del grupo mesophragmatica. Utilizando los datos de secuenciacién illumina,
mediante herramientas bioinforméaticas como NOVOPlasty 4.3, bowtie2, IGV, BBMap y
GEPARD, se ensambld y caracterizé el genoma mitocondrial de D. amaguana. Ademas,
se compard con el genoma de la especie de referencia Drosophila melanogaster. Los
resultados demostraron que existe diferencias de tamafio en los genomas mitocondriales de
D. melanogaster 19523 pb y D. amaguana 15078 pb. Ademas de encontrarse que D.
melanogaster tiene muchos satélites en el bloque final de su genoma mitocondrial. A través
del web server MITOS, se identificaron los genes mitocondriales del genoma de D.
amaguana: 37 genes (2 ARNr, 22 ARNt y 13 polipéptidos implicados en la fosforilacién
oxidativa), numero similar a los genes mitocondriales encontrados en otras especies de este
género. Adicionalmente con los genes mitocondriales COX 1 y COX 2 se construy en

arbol de distancia genética con especies neotropicales.



ABSTRACT

Drosophila amaguana is an Andean species belonging to the mesophragmatica group,
which in turn belongs to the virilis-repleta radiation of the subgenus Drosophila, this
species is large and is characterized by inhabiting Andean forests with high vegetation, low
luminosity and high humidity. D. amaguana is an organism of interest because it has one
of the largest mitochondrial genomes of the genus Drosophila, it is estimated that the size
of its genome could reach 600 Mb (unpublished data). In this study, the assembly of the
mitochondrial genome of Drosophila amaguana was performed. The information from this
genome is important for elucidating the phylogenetic relationships among species of the
mesophragmatica group. Using illumina sequencing data, using bioinformatics tools such
as NOVOPlasty 4.3, bowtie2, IGV, BBMap and GEPARD, the mitochondrial genome of
D. amaguana was assembled and characterized. In addition, it was compared with the
genome of the reference species Drosophila melanogaster. The results showed that there
are size differences in the mitochondrial genomes of D. melanogaster 19523 bp and D.
amaguana 15078 bp. In addition, it was found that D. melanogaster has many satellites in
the final block of its mitochondrial genome. Through the MITOS web server, the
mitochondrial genes of the D. amaguana genome were identified: 37 genes (2 rRNAs, 22
tRNAs and 13 polypeptides involved in oxidative phosphorylation), a number similar to
the mitochondrial genes found in other species of this genus. Additionally, with the
mitochondrial genes COX 1 and COX 2, a genetic distance tree with neotropical species

was constructed.



1. INTRODUCCION

La familia Drosophilidae se encuentra conformada por dos subfamilias:
Drosophilinae y Steganinae. La subfamilia Drosophilinae, cuyas especies son
empleados con frecuencia en estudios moleculares, es considerada la mas
abundante en términos de géneros (Remsen & O’Grady, 2002). La subfamilia
Steganinae, es monofilética, es decir, este grupo incluye a un mismo ancestro en
comdun, y hasta la fecha su taxonomia y filogenia ha sido estudiada de manera
superficial, especialmente de aquellas especies distribuidas en los Andes,
ademas, muchos aspectos como su historia evolutiva, la sistematica y genética
de esta subfamilia se desconocen (Dias et al., 2020; Otranto et al., 2008). Las
especies del género Drosophila (Drosophilidae) son organismos modelo
ampliamente utilizados en las ciencias de la vida como la biologia del desarrollo,
biomedicina, genética molecular, biotecnologia, ecologia, biogeografia, entre
otras, por su diversidad y distribucion en diferentes habitats alrededor del planeta
(Remsen & O’Grady, 2002).

Estudios realizados en Ecuador, revelan que es uno de los paises
bioldgicamente mas diversos del planeta, debido a la incidencia de la Cordillera
de los Andes en su geografia, puesto que su gradiente altitudinal y factores
meteoroldgicos recrean gran variabilidad de ecosistemas y microclimas (Larsen
et al., 2011; Rahbek et al., 2019), estos factores contribuyen en la variabilidad
genética entre las especies. Becker en 1919, realiz6 el primer registro de una
especie del género Drosophila en el Ecuador; habiéndose descrito en los tltimos
20 afos un gran numero de nuevas especies (Figueroa & Rafael, 2017). El grupo
mesophragmatica, que estd conformado por 19 especies y mas de la mitad se
localiza en el Ecuador (Figueroa, 2017), sin embargo, posee relaciones
filogenéticas ambiguas hasta la fecha.

Drosophila amaguana, es una especie andina perteneciente al grupo
mesophragmatica, que a su vez pertenece a la radiacion virilis-repleta del

subgénero Drosophila (Figueroa, 2017; Saletti-cuesta et al., 2020; Vela &



Rafael, 2004), esta especie es de gran tamafio y se caracteriza por habitar bosques
andinos con vegetacion alta, baja luminosidad y mucha humedad (Céspedes &
Rafael, 2017). D. amaguana es un organismo de interés, debido a que tiene uno
de los genomas mas grandes del género Drosophila, se estima que el tamafio del
genoma mitocondrial de esta especie podria alcanzar unas 600 Mb (datos ain no
publicados). No existe informacion sobre el genoma mitocondrial de Drosophila
amaguana, por lo que resulta fundamental iniciar con el analisis de este genoma
con el proposito de contribuir en la generacion de informacion que permita
esclarecer las relaciones filogenéticas entre las especies del grupo
mesophragmatica y describir el genoma mitocondrial de Drosophila amaguana.

El genoma mitocondrial de todos los organismos eucariotas tiene
caracteristicas particulares como por ejemplo la herencia materna y la
heteroplasmia. Esta molécula se caracteriza por tener un alto nimero de copias
en cada célula y una alta tasa de mutacién en comparacion con el genoma nuclear,
ademas de su papel fundamental en el metabolismo aerdbico asociado a la

respiracion celular y la generacion de energia (Montooth et al., 2009).

Se conoce que el tamafio del genoma mitocondrial de Drosophila
melanogaster varia entre 19 532 y 19 537 pares de bases (pb) de longitud (Wolff
et al., 2016), presentando 37 genes (2 ARNr, 22 ARNt y 13 polipéptidos
implicados en la fosforilacién oxidativa), ademas, el contenido genémico y
estructural es similar al de otros genomas mitocondriales de otras especies de este
género (Zhang & Jin, 2020a). Algunos genes mitocondriales relevantes son el COX
1y el gen COX 2, los cuales forman parte de la enzima citocromo ¢ oxidasa,
enzima de multiples subunidades y eslabén final en la cadena de transporte de
electrones mitocondriales de la membrana interna, impulsando la fosforilacion
oxidativa (Beckenbach & Borkent, 2003; Otranto et al., 2008).

Esta investigacion pretende ensamblar y caracterizar el genoma
mitocondrial de Drosophila amaguana, generar un arbol de distancia de genes
de las especies de Drosophila (D. acanthoptera, D. nannoptera, D. macroptera,
D. ornatipennis, D. incompta, D. mercatorum, D. canalinea) a partir de los genes

mitocondriales COX 1 y COX 2 utilizando herramientas bioinformaticas como



NOVOplasty, GUEPARD, FigTree & IGV (Cummings, 2004b; Dierckxsens et
al., 2017; Krumsiek et al., 2007b; Thorvaldsdéttir et al., 2013a).

2.0BJETIVOS

2.1. 2.1. OBJETIVO GENERAL

. Ensamblar y analizar la composicion del genoma mitocondrial de

la especie Drosophila amaguana.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Ensamblar el genoma mitocondrial de Drosophila amaguana, a
partir de datos de secuenciacion Illumina.

. Elaborar un arbol de distancia genética basado en los genes COX 1
y COX 2, con diez especies de Drosophila (D. acanthoptera, D. nannoptera, D.
macroptera, D. ornatipennis, D. incompta, D. mercatorum, D. canalinea, D.
tripunctata, D. amaguana, D. melanogaster).

o Comparar la secuencia del genoma mitocondrial entre Drosophila
amaguana y Drosophila melanogaster.

. Identificar los genes del genoma mitocondrial de Drosophila
amaguana.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. ESPECIES INCLUIDAS EN EL ANALISIS

Se analizaron dos especies, Drosophila amaguana, cuyas secuencias
fueron obtenidas mediante secuenciacion Illumina en investigaciones previas, y
Drosophila melanogaster cuyo genoma se obtuvo de las bases de datos del
Centro Nacional de Informacion de Biotecnologia de los Estados Unidos de
Norteamérica (NCBI), (numero de acceso de GenBank Nc_024511.2)

3.2 ENSAMBLAJE GENOMA MITOCONDRIAL DE Drosophila

damaguana

Para el ensamblaje del genoma mitocondrial completo de la especie de
interés, se requiere seguir al menos tres fases: obtener la secuencia, alineamiento
con depuracion y el ensamblaje. La secuencia se obtuvo mediante Illumina Inc.
y se usé como referencia el genoma mitocondrial de D. melanogaster para su uso
en NOVOplasty. El protocolo de ensamblaje se detalla en el diagrama de flujo

que se ilustra en la Figura 1.

El archivo que contiene el genoma mitocondrial completo de la especie
en estudio, proporcionado por Illumina Inc. es provisto en formato “.fastq”. El
ensamblaje requiere que este archivo sea reestructurado en formato “.sam” en el
terminal del sistema operativo Ubuntu LTS 18.04.06, empleando el comando
“bowtie2-build” a fin de que el programa Bowtie 2 pueda alinear las lecturas de
secuenciacion usando como referencia la secuencia de igual manera previamente
formateada del genoma mitocondrial de D. melanogaster. Segin Dierckxsens et
al. (2017) el ensamblaje y caracterizacion del genoma mitocondrial debe cumplir

con las siguientes fases:



La primera fase consistié en el mapeo de las secuencias archivo mediante
bowtie2, que analiz6é segmentos de genoma cada 8 millones de pb de lectura
forward y 8 millones de pb de lectura reverse, en el genoma mitocondrial de D.
melanogaster empleada como referencia; la velocidad de ejecucion del
ensamblaje se pudo optimizar reduciendo los datos del genoma no ensamblado,
¢éstos fueron eliminados de la lectura del genoma, el recorte de los segmentos del
genoma se obtuvo calculando el nimero de secuencias ejecutando el comando
“zgrep-c” en el terminal del sistema operativo Ubuntu. El genoma recortado,

(13

resultado del mapeo, se obtuvo en formato “.sam”, como ya se explico

anteriormente.

La segunda fase consisti6 en filtrar e identificar del genoma resultante las
lecturas que mapean en el mismo sitio de la secuencia, éstas son secuencias
repetitivas o idénticas que no son informativas para el ensamblaje, para ello se
empleo la herramienta BBMap, que filtro las secuencias del genoma mitocondrial
y elimino las secuencias del genoma nuclear, que es un alineador global con

reconocimiento de empalme para lecturas de secuenciacion de ADN.

Una vez filtradas y eliminadas las lecturas duplicadas, en la tercera fase
se ejecutd el ensamblaje empleando el software NOVOplasty (Figura 1),
finalizado este procedimiento, se obtuvo una secuencia almacenada en formato
“fasta”’, a la cual se le asignd6 por defecto Ila identificacion:
“Uncirculazired assemblies 1.Secuencia.fasta”. Finalmente, se determinan los

contings que permiten caracterizar la calidad del ensamblaje.

La comparacién gendmica mitocondrial o alineamiento, se facilita con la
aplicacion del software GEPARD, Genome Pair Rapid Dotter, esta herramienta
permite el calculo de diagramas de puntos incluso para secuencias grandes como
cromosomas 0 genomas bacterianos (Krumsiek et al., 2007a). La comparacion
local de dos secuencias de nucleétidos se puede sintetizar en graficas
comparativas entre genomas mitocondriales, en este caso, los pertenecientes a D.
amaguana y D. melanogaster, este procedimiento permite esclarecer las
diferencias estructurales entre genomas comparados. La comprobacion del
ensamblaje se realiz6 mediante la aplicacién del software Integrative Genomics
Viewer (IGV), herramienta interactiva de alto rendimiento y facil aplicacion para

la exploracion visual de datos gendmicos, cuyo entorno de programacion se



3.3

desarrolla en JavaScript protocolo descrito por Thorvaldsdottir et al. (2013). Que
facilita el alineamiento con mejor detalle a nivel de nucleétidos. Para la
identificacion de los genes del genoma mitocondrial se emple6 el Webserver
“MITOS” (Tabla 1). URL.: http://mitos.bioinf.uni-leipzig.de/index.py

ARBOL DE DISTANCIA DE LOS GENES MITOCONDRIALES.

Se obtuvieron las secuencias nucleotidicas del gen mitocondrial COX /
y COX 2, de diez especies del género Drosophila, D. melanogaster, D.
tripunctata, D. acanthoptera, D. nannoptera, D. macroptera, D. ornatipennis, D.
incompta, D. mercatorum, D. canalinea, mediante las bases de datos del Centro
Nacional de Informacion de Biotecnologia de los Estados Unidos de
Norteamérica (NCBI), el Archivo Europeo de Nucléotidos (ENA) y UniProt
como se observa en la (Tabla 2). Para D. amaguana se us6 los genes del
ensamblaje; las secuencias conseguidas se alinearon mediante el algoritmo

“muscle”.

La depuracion del archivo y la seleccion del modelo de arbol
filogenético de maxima verisimilitud se realizd con el Webserver Gblock.
Finalmente, para la modelizacion del arbol filogenético se empled el software

libre FigTree como recomienda Cummings (2004).



4 RESULTADOS

41 ENSAMBLAJE

Se ensambl¢ y aline6 el genoma mitocondrial de D. amaguana mediante
la utilizacidon de la herramienta informatica NOVOplasty.

Del andlisis realizado en Bowtie 2 se determind que el 100 % de las
lecturas estan pareadas (8 000 000 de pb), el 99,85 % de pb no se pudieron alinear
con el genoma (7 988 365 pb), y 11 538 pb, es decir el 0,14 % se pudieron alinear
al menos una vez (97 pb), por lo tanto no se identificaron irregularidades en el
proceso de ensamblaje y se determind alta calidad en la secuencia, por lo que se
puede considerar apto para el alineamiento, puesto que el analisis ejecutado por

NOVOplasty determind la existencia de un conting.

4.2 COMPARACION GRAFICA CON GEPARD

Con el software GEPARD se alined graficamente el genoma mitocondrial
ensamblado de Drosophila amaguana con el de Drosophila melanogaster como
referencia, facilitandose asi la comparacion local de las secuencias de nucleétidos. En
la Figura 2, se observa una diagonal de linea entrecortada que representa falta de

alineamiento en dichas zonas.

4.3 IDENTIFICACION DE LOS GENES MITOCONDRIALES
CON MITOS

Se realiz¢ la identificacion de genes que codifican proteinas del genoma
mitocondrial detallando sus posiciones, nombres, secuencias, longitudes, calidad
y estructura mediante el Webserver MITOS. Se hallaron 37 genes, de los cuales
13 codifican ARNs mensajeros, equivalentes a la sintesis de 13 proteinas, 22
genes que codifican para tARNs y 2 genes que codifican rRNAs mitocondriales

(Tabla 1)
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4.4 ARBOL DE DISTANCIA DE GENES

La Figura 8 comprende el arbol de distancia de genes de maxima
verosimilitud de las especies D. acanthoptera, D. nannoptera, D. acroptera, D.
ornatipennis, D. incompta, D. mercatorum, D. canalinea, D. amaguana, D.

tripunctata, D. melanogaster, con los genes COX 1 y COX 2.



5. DISCUSION

En los archivos crudos secuenciado por llumina viene unido tanto
genoma mitocondrial como el genoma nuclear, motivo por el cual la cantidad de
secuencias del archivo “.fastq” en bruto es inmensa, a razon de esto y para que
corran de manera adecuada los softwares, se recorto el nimero de secuencias del
archivo, utilizandose 8 millones de secuencias. Se hizo esto ya que, existen varias
copias del genoma mitocondrial en una célula, adicionalmente, de que el
ensamblaje corresponde a un genoma mitocondrial, que es una molécula pequefia
con menos secuencias que un genoma nuclear al no poseer regiones repetidas,
asimismo estos 8 millones de secuencias son las comunmente utilizadas para
genomas mitocondriales, variando generalmente el nimero de secuencias de
entre 8 millones a 16 millones como referencia (Bernt et al., 2013; Kefi-Ben Atig
etal., n.d.; Zhang & Jin, 2020)

Se opto por el software NOVOplasty iddéneo para codigos genéticos
cortos. No se encontraron irregularidades en el proceso de ensamblaje puesto que
se determind la existencia de un conting, lo que indica una alta calidad en la
secuencia ensamblada por lo que se puede circularizar el genoma (Dierckxsens
et al., 2017; Zhang & Jin, 2020). De igual manera, los resultados del software
Bowtie 2 aportaron informacién del genoma mitocondrial ensamblado, como que
el porcentaje de lecturas pareadas en el ensamblaje es del 100 %; y que el 99,85
% de pb no se alinearon, resultando esto debido a que este porcentaje corresponde
a las secuencias nucleares, en cambio el 0,14% de pb que se alinearon
correctamente se atribuye a las secuencias mitocondriales; esta diferencia en los
porcentajes a su vez representa la diferencia natural que existe en el tamafio de
los genomas nucleares y mitocondriales (Ballard & Kreitman, 1994; Gonzalez L
etal., 2016; Langmead & Salzberg, 2012). Una vez se corrobora la buena calidad
del ensamblaje, el genoma mitocondrial de D. amaguana esta listo para ser

alineado y comparado con el de otras especies.

De igual manera en cuanto a la cantidad y calidad de los genes, por medio
del server MITOS se obtuvieron los 37 genes mitocondriales junto con lo que

estos transcriben y la direccion de su lectura, constando de 13 genes codificantes

11



de proteinas, 22 genes de ARNt y 2 genes de ARNr; la organizacién genética de
D. amaguana es idéntica a la disposicion que se encuentra en la mayoria de los
insectos (Bernt et al., 2013; Gonzélez L et al., 2016; Montooth et al., 2009b;
Zhang & Jin, 2020).

La Tabla 1 indica los 37 genes junto con sus respectivos codones de inicio
y de stop, muestra también el tamafio de estos. Los genes importantes utilizados
para el arbol de distancia genética son el COX 1y el COX 2 (citocromo oxidasa)
(Figura 5). Estos genes son clave para la fosforilacion oxidativa y para otros
procesos celulares. No obstante, su principal funcion recae en su utilidad para
estudios filogenéticos. Como se aprecia en la figura 5 al estar representados con
flechas rojas se indica que producen proteinas (Beckenbach & Borkent, 2003;
Otranto et al., 2008; Remsen & O’Grady, 2002).

El tamafio del genoma mitocondrial de D. amaguana es grande para su
especie, teniendo un total de 15078 pares de bases (pb) reflejado en la Figura 4.
Como referencia el tamafio del genoma mitocondrial de D. melanogaster varia
entre 19 532 y 19 537 pares (pb) de longitud (Wolff et al., 2015). En la Figura 4
se halla el alineamiento grafico de los genomas mitocondriales, la linea
representa la homologia en los nucleétidos de ambos genomas, el genoma de D.
melanogaster es mas grande por lo que se observa una diagonal entrecortada,
representando la falta de alineamiento en dichas zonas (Krumsiek et al., 2007).
En caso de que la diagonal fuera continua, significaria una mayor similitud entre
ambas moléculas, a razon de esta diferencia de tamafio, la parte final de la
diagonal y el alineamiento estan incompletos; los puntos y manchas negras
visibles al final del alineamiento son satélites y repeticiones del genoma maés

grande, el de D. melanogaster (Krumsiek et al., 2007; Montooth et al., 2009).

Tambien se opto por utilizar otra herramienta bioinformatica para analizar
maés a detalle la parte final del par de genomas, corroborandose en el proceso la
calidad del ensamblaje, esto se logré6 mediante la aplicacion del software
Integrative Genomics Viewer (IGV), herramienta que permite ver el

alineamiento mas a detalle a nivel de nucleétidos, para identificar las bases
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nitrogenadas homdlogas entre ambas especies (Thorvaldsdottir et al., 2013a).
Con el fin de esclarecer si la falta de alineamiento de la zona terminal entre ambos
genomas mitocondriales consiste en un error del procedimiento, o si resulta de
una diferencia propia de las especies, siendo este ultimo caso el correcto.
Analizandose la zona final del alineamiento se encontré como resultado a los

mismos satelites vistos con el programa GUEPARD (Krumsiek et al., 2007b).

Por otro lado, cada nucledtido es un caracter para el arbol de distancia
genes, permitiendo esto identificar la similitud y diferencia de las bases
nitrogenadas en los genes COX1 y COX2 de las 10 Drosophilas seleccionadas
(Beckenbach & Borkent, 2003; Otranto et al., 2008). Nueve de estos diez insectos
son neotropicales y mas de la mitad de las especies se encuentran en el Ecuador,
los mismos que poseen relaciones filogenéticas que siguen sin estar claras del
todo hasta la fecha (Figuero & Rafael, 2013; Loma et al., 1984; Vela & Rafael,
2004). No obstante, los resultados obtenidos no pretenden trazar las ramas de un
arbol filogenético completo ni la historia evolutiva de las especies, puesto que
para el estudio solo se utilizé de un par de genes y no de genomas mitocondriales
completos. Sin embargo, se puede ver la distancia genética entre las especies y
por ende la homologia a nivel nucleotidico de los genes seleccionados en los
insectos del analisis, mostrando que, estas moscas comparten en comdn la misma
ubicacién de sus bases nitrogenadas que sus antepasados (Ayala et al., 1974;
Zhang & Jin, 2020c).

En la filogenia se pueden identificar ocho eventos de cladogénesis en las
especies. La especie de interés D. amaguana (que conforma parte del grupo
mesophragmatica) pertenece a la misma rama filogenética de D. canalinea al no
haber una distancia genética alta de los genes COX 1y COX 2 en estos insectos.
Asi mismo, especies con las que D. amaguana mantiene bases similares, pero
con mayor distancia genética son D. melanogaster, D. incompta, D. mercatorum;
otras especies que integran una rama filogenética cercana son D. acanthoptera,
D. nannoptera. Por otro lado, las moscas que conforma una rama alejada del
nodo de D. amaguana son: D. ornatipennis, D. tripunctat; finalmente D.
macroptera, es igualmente representada perteneciendo a una de las ramas mas
alejadas del centro del arbol (de Vienne, 2016; O’Grady & DeSalle, 2018).
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En contraste con estos resultados, la literatura basada en el web server
“lifemap” de NCBI, nos indica que, D. nannoptera y D. acanthoptera estan
relacionadas al pertenecer ambas al grupo nanoptera, D. mercatorum pertenece
al grupo repleta, D. tripunctata y D. incompta estan agrupadas al formar parte
del grupo flavopilosa, D. canalinea pertenece al grupo canalinea, D.
ornatipennis pertenece al grupo (calloptera), D. macroptera pertenece al grupo
marcoptera, y D. melanogaster pertenece al grupo melanogaster. Como se
evidencia en la bibliografia las agrupaciones resultantes de los genes COX 1y
COX 2 contrastan, con las que las se encuentran en la literatura, siendo esta
diferencia algo esperada por la variacién en la cantidad de informacidn que aporta
uno o dos genes comparados a todo un genoma completo (Brncic & Santibanez,
1957; de Vienne, 2016; Pruitt et al., 2005).

14



6. CONCLUSIONES

En conclusion, D. amaguana tiene 37 genes mitocondriales; la diferencia
de tamafio de los genomas mitocondriales de D. amaguana y D. melanogaster
se evidencio en el alineamiento, teniendo D. melanogaster 19523 pb y D.

amaguana 15078 pb.

El arbol de distancia de genes permitio identificar que las especies D.
amaguana y D. canalinea comparten una mayor cantidad de nucleotidos

homdlogos basado en los genes de COX 1y COX 2.
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8. FIGURAS, TABLAS Y ANEXOS

8.1. FIGURAS
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Figura 1. Diagrama de flujo del ensamblaje. Esquema del ensamblaje, mediante
el programa NOVOplasty.
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Figura 2. Alineamiento grafico de los genomas mitocondriales. Alineamiento
gréafico de los genomas mitocondriales de D. melanogaster y D. amaguana con
el programa GUEPARD.
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Figura 5. Arbol de distancia de genes. Genes COX I y COX 2 de las especies D.
acanthoptera, D. nannoptera, D. 22acroptera, D. ornatipennis, D. incompta, D.
mercatorum, D. canalinea, D. amaguana, D. tripunctata



8.2. TABLAS

Tabla 1. Tabla de genes mitocondriales. Genes mitocondriales de D.
amaguana

Jobid: Mytos prueba (Contig01+42461)

Mame | Start | Stop |Strand Lengthlﬁtructure
trnl{atc) 40 104 + £5 Vg D5
trnCicaa)] 125 203 - &9 svg 05
troMiatg) | 213 281 + &9 svg DS

nadd 303 1195 + B34
trnW(tga)]| 1311 | 1376 + EG svg 05
trmCitge) | 1369 | 1430 - £2 Vg D5
trn¥itac) | 1443 | 1508 - £6 sVg pS

coxl 1518 | 3026 + 1505
trnl2(tkz)] 2050 | 3115 + £5 Vg D5

Coxd 3125 | 3796 + E72
trok{aag)]| 3813 | 2883 + 71 svg DS
trnD{gac}]| 2884 | 3950 + &7 sVg ps

atpg 3551 | 4105 + 159
atpk 4105 | 4771 + EE6

Coxa 4815 | 5601 + 783
trnG{gga)]| 5620 | 5683 + £4 svg 05

nad3-0 36593 | 6021 + 339
trmA{gea) | &043 | 5107 + £5 sVg pS
trnR{cgal | 6117 | 6179 + &3 svg DS
trmi{zach| 6180 | 5245 + £6 Vg D5
trnS1(zgc)| 6246 | 6313 + £3 svg 05
trmElgaal | &314 | 6380 + &7 svg DS
trnF{tic) | 6398 | 464 - &7 sVg pS

nad5-0 5478 | 8145 - 1668
trnHi{cac)| 8200 | 8264 - £5 Vg D5

nad4 8270 | 5604 - 1335

nadd S&01 | 5861 - 261
trnTiaca) | 9897 | 9961 + £5 Vg D5
trnP{cca) | 9562 | L0026 - ] SVO OS5

nads 10041 | 10544 + S04
cob 10553 ] 11677 + 1125
trmS2(tca)] 11688 ) 11754 + &7 svg 05
nadl 117771 12700 - 524
trnll{cta}] 12720 12784 - £5 sVg pS
rrnlL 2743 ) 14126 - 1334 SWiJ D5
trnWigta) | 14105 | 14180 - 72 Vg D5
rns 14180 ] 14564 - 785 S5V D5

M t"MA gene @ rRMA gene B protein coding gene



Tabla 2. Tabla de las especies de Drosophila.
Drosophila con los nimeros de acceso de NCBI de los genes COX 1y COX 2.

Las nueve especies de

Especies COX1 COX 2
(nimero de (numero de
acceso) acceso)

D. melanogaster KY310615.1 KY310615.1

D. tripunctata AB932759.1 AB932804.1

D. acanthoptera KF632601.1 AF183968.1

D. nannoptera DQ471531.1 AF478425.1

D. macrodptera EU493597.1 EU493727.1

D. ornatipennis EF570010.1 EU493704.1

D. incompta JX993098.1 AY847764.1

D. mercatorum DQ202068.1 DQ202028.1

D. canalinea EU493575.1 KX275255.1
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8.3. ANEXOS

Anexo 1.

A) Genoma mitocondrial de D. amaguana ensamblado:

https://puceeduec-
my.sharepoint.com/:w:/g/personal/ngmachado_puce_edu_ec/EULGVythDEVB

mfilCNd8S04B5Ss9eudJA6RbxfQaQblD5w?e=0Q142QF

B) Los 37 genes mitocondriales del genoma ensamblado de D. amaguana en FAA

file:

https://puceeduec-
my.sharepoint.com/:w:/g/personal/ngmachado puce edu ec/EUP7SPmVUXx

9AuXPyqTD7VD4BpVihgddVEKTxIm4WO08Y9Sg?e=iH8H70

Anexo 2. Web server MITOS, genes mitocondriales de D. amaguana:

http://mitos.bioinf.uni-leipzig.de/result.py?hash=wVRjdANU




