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RESUMEN

El género Drosophila es un modelo clave para la genética evolutiva, particularmente en
la region neotropical, que alberga una biodiversidad excepcional. Este estudio se centra
en Drosophila guayllabambae (D. guayllabambae), una especie endémica de Ecuador
perteneciente al grupo repleta. EI ADN genomico fue secuenciado utilizando la
tecnologia de secuenciaciéon Illumina, mediante la libreria TruSeq DNA Nano y el
secuenciador Illumina Hiseq, obteniéndose un ensamblaje del genoma de 160.42 Mb con
9,909 contigs mediante MaSuRCA.. La evaluacion con BUSCO revel6 un 98.90% de
ortélogos completos, lo que indica un ensamblaje robusto. Los analisis genémicos
comparativos con D. mojavensis, D. melanogaster y D. rucux destacaron tanto regiones
conservadas como divergencias significativas, reflejando adaptaciones especificas a
ambientes aridos y andinos. EI genoma comprende 14,364 genes determinados por
AUGUSTUS, 69,628 exones y 48,084 intrones, con un 20.06% de elementos
transponibles (TEs) enmascarados por RepeatMasker. Estos hallazgos subrayan la
importancia de D. guayllabambae como modelo para estudiar procesos evolutivos en
especies neotropicales endémicas. Este estudio no solo proporciona un recurso genémico
valioso para analisis comparativos, sino que también resalta la necesidad de investigar
maés a fondo los mecanismos ecoldgicos y evolutivos que impulsan la biodiversidad en la
region. La integracion de datos gendmicos con estudios ecoldgicos mejorard las

estrategias de conservacion para especies endémicas frente a los desafios ambientales.

Palabras clave: Drosophila guayllabambae, grupo repleta, ensamblaje de genoma
completo, genémica comparativa, componentes gendmicos, elementos transponibles,

biologia computacional.



ABSTRACT

The genus Drosophila is a key model for evolutionary genetics, particularly in the
Neotropical region, which harbors exceptional biodiversity. This study focuses on
Drosophila guayllabambae (D. guayllabambae), an endemic species from Ecuador
belonging to the repleta group. Genomic DNA was sequenced using Illumina technology,
specifically the TruSeq DNA Nano library and the Illumina HiSeq platform, resulting in
a genome assembly of 160.42 Mb with 9,909 contigs using MaSuRCA.. Evaluation with
BUSCO revealed 98.90% complete orthologs, indicating a robust assembly. Comparative
genomic analyses with D. mojavensis, D. melanogaster, and D. rucux highlighted both
conserved regions and significant divergences, reflecting specific adaptations to arid and
Andean environments. The genome comprises 14,364 genes predicted by AUGUSTUS,
69,628 exons, and 48,084 introns, with 20.06% of the genome masked as transposable
elements (TEs) by RepeatMasker. These findings underscore the importance of D.
guayllabambae as a model for studying evolutionary processes in endemic Neotropical
species. This study not only provides a valuable genomic resource for comparative
analyses but also emphasizes the need for further research into the ecological and
evolutionary mechanisms driving biodiversity in the region. In addition, the integration
of genomic data with ecological studies will enhance conservation strategies for endemic

species in the face of environmental challenges.

Keywords: Drosophila guayllabambae, repleta group, whole genome assembly,
comparative genomics, genomic components, transposable elements, computational

biology.
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1. INTRODUCCION

1.1. La familia Drosophilidae y su diversidad en Ecuador como parte de la region

neotropical

La region neotropical, compuesta por América del Sur y Central, es un Hot-spot de
biodiversidad, particularmente evidente en el género Drosophila, que exhibe una notable
diversidad adaptativa y evolutiva (Silva et al., 2020). Este género pertenece a la familia
Drosophilidae al orden de los dipteros, que se distingue no solo por su vasta cantidad de
especies, aproximadamente 3.962 distribuidas en 73 géneros y su distribucion
cosmopolita, sino también por su rapida radiacion, lo cual la convierte en un modelo
excelente para estudios de genética evolutiva (O’Grady & DeSalle, 2018; Rafael,
2023a).

La clasificacion dentro de esta familia a veces puede ser objeto de debate, no obstante,
por lo general se reconoce que se organiza en dos subfamilias principales: Steganinae y
Drosophilinae (Brake & Béchli, 2008). Dentro del amplio género Drosophila, se
distinguen ocho subgéneros, destacando Sophophora, que incluye a la conocida D.
melanogaster y el subgénero Drosophila, el mas abundante (Figuero, 2017). Ademas, se
identifican dos importantes radiaciones evolutivas en este género: la radiacion
immigrans-Hirtodrosophila y la radiacion virilis-repleta, ambas originarias de zonas
tropicales (Throckmorton, 1975; O'Grady & DeSalle, 2018). En la region neotropical,
el subgénero Drosophila predomina dentro de la familia, agrupando al menos 46 grupos
de especies (O’Grady & DeSalle, 2018).

En Ecuador, que figura entre los paises mas biodiversos del planeta, la Cordillera de los
Andes ha propiciado la formacion de numerosos microecosistemas con condiciones
ambientales diversas, estos microecosistemas fomentan la diversificacion bioldgica,
incluyendo a las especies de Drosophilidae (Bussmann, 2011; Rafael, 2023b). El género
Drosophila, que constituye aproximadamente el 53% de las especies de la familia, es el
mas estudiado en el pais. En 1987, Arcos y Rafael iniciaron los primeros estudios del
género Drosophila en Ecuador (Acurio & Rafael, 2009). Estos estudios fueron



realizados en zonas semiaridas, como el valle de Guayllabamba (Rafael et al., 2000). Asi
es como, desde finales de la decada de 1980, se han identificado mas de 139 especies de

este género en el pais y la cifra sigue en aumento cada afio.

En cada muestreo, realizado en Ecuador, se encuentran numerosos individuos del género
Drosophila, desconocidas para la ciencia. Por lo que, ha sido indispensable el analisis
taxondmico riguroso y muy detallado para determinar la identidad de cada espécimen
(Llangari et al., 2022). Varias investigaciones han contribuido al conocimiento de la
diversidad del género Drosophila en el Ecuador; no obstante, ain no se conoce la
totalidad de especies del género (Acurio & Rafael, 2009). Sin embargo, esta diversidad
subraya la importancia de Ecuador como un laboratorio natural para la investigacion en
adaptacion y evolucion de Drosophila y su potencial para ofrecer pistas en genética

evolutiva.

1.2. D. guayllabambae y el grupo repleta

Durante mas de un siglo, el grupo de especies repleta del subgénero Drosophila Fallén
ha sido utilizado como un sistema modelo en investigaciones sobre adaptacion ecoldgica,
evoluciény especiacion (Oliveira et al., 2012; Stefanini et al., 2021). Segun la definicion
de Throckmorton, (1975), este grupo pertenece a la radiacién virilis-repleta, con 106
especies (O’Grady & DeSalle, 2018), el grupo repleta es uno de los mas diversos dentro
del género. Muchas de estas especies son cactéfilas, lo que significa que habitan en zonas
aridas y desiertos a lo largo de América. Se reconocen seis subgrupos dentro del grupo
de especies repleta: fasciola, hydei, mercatorum, repleta, mulleri e inca, siendo este
altimo el mas reciente en ser definido, que incluye tres especies, todas endémicas de
Ecuador y Peru (Rafael & Arcos, 1989).

Histéricamente, la Region Trans-volcanica de México fue considerada el centro de
diversificacion del grupo repleta (Patterson & Stone, 1952; Throckmorton, 1975). Sin
embargo, en el estudio realizado por Oliveira et al., (2012), sugieren que el centro de
diversificacion del grupo repleta podria haber sido Sudamérica y estar asociado con la



radiacion de sus huéspedes cactus, aunque los autores no proporcionaron soporte
estadistico para esta hipotesis. En otro estudio realizado por Morales & Vieira, (2012),
se analizaron los patrones de diversificacion en el subgénero Drosophila, que respalda la
monofilia del grupo repleta. A pesar de la contribucion significativa de estos dos estudios,

el origen geogréafico del grupo sigue siendo desconocido.

Es importante mencionar que, un factor que ha influido en la comprensién de la
diversificacion del grupo repleta ha sido el sesgo en las localidades muestreadas para las
colecciones de Drosophila (Acurio, 2024). Durante varios afios, los esfuerzos para
recolectar muestras de Drosophila se centraron en regiones de Norteamérica y
Centroamérica, con un énfasis en las zonas aridas de México (Sturtevant, 1921;
Patterson & Mainland, 1945; Oliveira et al., 2005). En contraste, existen relativamente
pocas colecciones provenientes de los paises andinos de Sudamérica (Oliveira et al.,
2012). Como resultado, la fauna de Drosophila es bien conocida en Norteamerica,

mientras que en Sudamérica aln se siguen describiendo nuevas especies y registros.

Este grupo incluye varias especies, como D. mojavensis, Drosophila hydei y Drosophila
buzzatii, que han desarrollado adaptaciones Unicas para sobrevivir en ambientes aridos,
utilizando recursos como cactus y frutas fermentadas. En 1940, Patterson, describio que,
D. mojavensis se destaca por su caracter cactéfilo, una caracteristica compartida con otras
especies de este grupo, como D. buzzatii, descrita en 1942, por el mismo Patterson junto
con Wheeler (Puppato et al., 2023). Su distribucién geografica abarca principalmente las
regiones desérticas del suroeste de Estados Unidos y México. Esta especie ha captado
considerable atencion cientifica debido a su notable capacidad de coevolucion con
diversas especies de cactus, lo que refleja una rapida adaptacion evolutiva (Benowitz et
al., 2020). Estos atributos convierten a D. mojavensis, en un modelo valioso para estudios

sobre interacciones ecoldgicas y procesos evolutivos.

Asimismo, los estudios en especies como D. buzzatii han revelado variaciones genémicas
significativas que subrayan la importancia de la seleccién natural en la conformacion de
su fisiologia y comportamientos adaptativos (Hasson et al., 2019). De igual forma,
referente a miembros del grupo repleta con distribuciones restringidas a los Andes son

Drosophila huaylasi del subgrupo mulleri, endémica de Ecuador y Per( (Fontdevila et



al., 1990) y D. guayllabambae del subgrupo hydei, endémica de Ecuador (Rafael &
Arcos, 1989). Esta ultima, en particular se alimenta del cactus Opuntia, compartiendo
muchas caracteristicas evolutivas con sus congéneres del mismo grupo. La biologia,
ecologia y genética de D. guayllabambae siguen siendo relativamente desconocidas en
comparacion con otras especies del grupo repleta, misma especie que serd analizada en

este proyecto de investigacion.

1.3. Informacion gendmica de especies en la region neotropical

La region Neotropical es reconocida por su biodiversidad, impulsada por la variedad de
ambientes que han fomentado la evolucién de una amplia gama de especies de plantas y
animales, como especies de la familia Drosophilidae. Muchos estudios han intentado
descubrir los factores que contribuyen a generar y sostener la biodiversidad, pero existe
una notable escasez de investigacion centrada en la evolucion gendmica especifica de esta
region (Prediger, 2024). Sin embargo, el anélisis gendmico de especies de esta zona se
ha vuelto esencial para entender la rica biodiversidad de estas areas.

Investigaciones en este campo han descubierto, una amplia gama de adaptaciones
genéticas que estas especies han desarrollado para prosperar en condiciones tropicales,
como la resistencia a enfermedades, la tolerancia a temperaturas y humedades extremas,
asi como, métodos de reproduccién y dispersion especializados (O’Grady & DeSalle,
2018). Adicionalmente, estudios comparativos de genomas en Diptera:Drosophilidae han
proporcionado informacidn valiosa sobre su evolucion y su historia evolutiva, realzando
su importancia en los esfuerzos de conservacion y en la evaluacion de los efectos del

cambio climatico y la deforestacion en estas comunidades bioldgicas (Doré et al., 2022).

Aunque la informacion gendmica de las especies neotropicales sigue siendo limitada, se
han logrado avances significativos en la caracterizacion de ciertas especies, como es el
caso de Drosophila willistoni. Esta especie de Drosophila fue una de las primeras en la
regién neotropical cuyo genoma fue completamente secuenciado (Bergman, 2002). Este

estudio pionero ha proporcionado pistas cruciales sobre los mecanismos gendmicos de



adaptacion y evolucién en D. willistoni, marcando un hito importante para futuras
investigaciones en la genética de especies neotropicales. Asimismo, en una investigacion
realizada por Moreyra et al., (2019), indican que, dentro del grupo repleta, el cluster D.
buzzatii es un clado sudamericano de siete especies estrechamente relacionadas en
distintas etapas de divergencia, siendo un modelo valioso para estudios evolutivos.
Aunque se han realizado esfuerzos para clarificar sus relaciones filogenéticas, los
resultados han sido ambiguos, variando segun los marcadores moleculares utilizados. A
pesar de la utilidad del ADN mitocondrial en estudios evolutivos, ninguno de los mas de
20 mitogenomas de Drosophila secuenciados hasta 2019 incluia este cluster. Este estudio
presentd el ensamblaje de seis mitogenomas completos de cinco especies: Drosophila
antonietae, Drosophila borborema, D. buzzatii, dos cepas de Drosophila koepferae y
Drosophila seriema, con el fin de revisar las relaciones filogenéticas y los tiempos de
divergencia mediante analisis mitogendmicos. Los resultados apoyaron la monofilia del
cluster D. buzzatii, dividiéndolo en dos clados principales: uno con D. buzzatii y D.
koepferae (ambas cepas) y otro con las especies restantes. Estos hallazgos coinciden con
estudios previos basados en genes mitocondriales y nucleares, pero contradicen una
filogenia nuclear reciente, sugiriendo que los genomas nuclear y mitocondrial reflejan
historias evolutivas distintas (Rohland et al., 2007; Pacheco et al., 2011). Asimismo, la
investigacion realizada por Rodriguez, (2020), donde realizé la secuenciacion parcial del
genoma mitocondrial de D. buzzatii, mediante la técnica de amplificacion de PCR (del
inglés, Polymerase Chain Reaction) de fragmentos de ADN mitocondrial con el fin de

comparar las secuencias obtenidas con una secuencia de referencia de D. buzzatii.

También, se encuentra la investigacion realizada por Guillén et al., (2014), donde
describe que, D. buzzatii y D. mojavensis son dos especies cactéfilas que pertenecen al
grupo repleta; no obstante, tienen distribuciones geogréaficas y plantas hospederas
primarias muy diferentes. Por lo que, para investigar la base gendmica de la adaptacion
ecoldgica, secuenciaron el genoma y el transcriptoma de D. buzzatii y compararon su
contenido génico con el de D. mojavensis y otras dos especies de Drosophila no cactéfilas
del mismo subgénero. Hoy en dia, la investigacion genomica continda siendo una
herramienta esencial para la conservacion y gestion de especies neotropicales, ademas de
ser crucial en el desarrollo de estrategias para adaptarse y mitigar los retos ambientales

contemporaneos.



1.4. Importancia de la biologia computacional en estudios gendémicos para

Drosophila

Esta falta de informacion genomica de las especies neotropicales representa una barrera
para entender completamente su ecologia y evolucién, por lo que, la biologia
computacional desempefia un papel esencial en los estudios genémicos de eucariotas,
como en Drosophila, organismos que generalmente presentan genomas mas grandes y
complejos que los procariotas. Esta complejidad se refleja en caracteristicas como
multiples copias de genes, extensos intrones, elaborada regulacion transcripcional y una
gran cantidad de ADN no codificante. Estos elementos representan tanto desafios como
oportunidades para el analisis genomico, haciendo indispensable el uso de herramientas
computacionales avanzadas para el ensamblaje y la anotacion de genomas (Jung et al.,
2020).

El desarrollo exponencial de las tecnologias de secuenciacion de proxima generacion
(NGS, del inglés Next Generation Sequencing), junto con herramientas bioinformaticas
eficientes para el andlisis de la informacion gendémica, ha permitido el ensamblaje
eficiente de genomas mitocondriales, dando lugar a la aparicién de la era de la
mitogendmica (Smith, 2016). Asi es como se ha podido identificar los ADN satélites
(satDNAs, del inglés satellite DNAs), estos son secuencias altamente repetitivas y
organizadas en tndem, que generalmente constituyen una gran parte (>20%) del genoma
eucariota (Mora et al., 2023). La mayoria de los satDNAs evolucionan rapidamente y los
cambios en su abundancia y composicion nucleotidica, pueden estar relacionados con
incompatibilidades genéticas entre especies. Este tema es abordado por Laborne et al.,
(2024), donde utilizaron datos crudos de secuenciacion pareada de Illumina y
agrupamiento de lecturas basado en grafos con la herramienta bioinformatica TAREAN
(Novak et al., 2017; Silva et al., 2019) para analizar los satDNAs en dos especies
cripticas neotropicales cactofilas de Drosophila del cluster buzzatii, Drosophila serido y
D. antonietae, provenientes de cinco localidades de Brasil. Dentro del grupo repleta, los
satDNAs han sido estudiados principalmente en el clado monofilético buzzatii, sus siete
especies son: D. buzzatii, D. koepferae, D. serido, D. antonietae, D. seriema, D. gouveai
y D. borborema (Manfrin & Sene, 2006). Estas especies son predominantemente

endémicas de América del Sur, con la excepcion de D. buzzatii, que ha logrado una

6



distribucion subcosmopolita (Manfrin & Sene, 2006; Santos et al., 2023). Igualmente,
en su investigacion Kuhn et al., (2021), resaltan que, los satDNASs representan una pieza
importante en la arquitectura del genoma y que los cambios en su estructura, organizacion
y abundancia pueden afectar la evolucién de los genomas y las especies de multiples
maneras. Desde su descubrimiento hace mas de 50 afios, las especies del género
Drosophila han sido utilizadas continuamente como modelos para estudiar diversos

aspectos de la biologia de los satDNAs mediante herramientas bioinformaticas.

Asi es como, la biologia computacional se ha establecido como un pilar fundamental en
el estudio de la gendmica, proporcionando herramientas esenciales para el analisis y la
interpretacion de grandes conjuntos de datos bioldgicos. En particular, su aplicacion al
estudio de especies del género Drosophila, ha revelado patrones de diversidad genética y
adaptaciones evolutivas con precision (Stefanini et al., 2021). La capacidad de secuenciar
y analizar genomas completos a bajo costo y con alta eficiencia, ha permitido investigar
a fondo la biologia evolutiva y ecoldgica de estas especies. Un ejemplo destacado de esto,
es el estudio realizado por Ometto et al., (2013), donde la secuenciacion del genoma de
D. mojavensis, miembro del grupo repleta subgrupo mulleri, proporcioné indicios
significativos sobre los mecanismos genéticos subyacentes a la adaptacion al nicho
ecoldgico especifico de descomposicién de cactus.

Ademas, la integracion de datos de multiples fuentes y su andlisis mediante software
especializado de biologia computacional posibilita una comprension mas profunda de la
estructura poblacional y la dindmica evolutiva. Puesto que, comprender la genética de
especies endémicas no solo contribuye al conocimiento cientifico global, sino que
también tiene implicaciones practicas para la conservacion y la gestion de los recursos
naturales, especialmente en paises megadiversos como Ecuador (Mestanza et al., 2020).
Estos estudios y muchos mas, realizados subrayan la importancia de la biologia
computacional en la investigacion genémica, demostrando su capacidad para descifrar
complejas interacciones genéticas y adaptaciones en el género Drosophila. Por lo que,
con la finalidad de preservar la especie D. guayllabambae en Ecuador, se realizara una
caracterizacion del genoma completo mediante profundo analisis utilizando biologia

computacional.



1.5. Elementos Transponibles (TEs) en Drosophila

Los elementos transponibles (TEs, del inglés Transposable Elements) de clase |,
conocidos como retrotransposones, se clasifican en cinco categorias principales:
retrotransposones con repeticiones terminales largas (LTR), elementos similares a las
secuencias intermedias repetidas de Dictyostelium (DIRS), elementos tipo Penelope
(PLEs), elementos nucleares intercalados largos (LINES) y elementos nucleares
intercalados cortos (SINESs) (Sessegolo et al., 2016). No obstante, Hill (2019), menciona
que, aungue todos estos tipos estan presentes en Drosophila, los retrotransposones LTR
y los LINES son los mas comunes. Lindsley & Zimm, (2012), mencionan que, en el caso
de Drosophila, los retrotransposones LTR suelen tener una longitud de entre 5y 7 kb, tal
dato fue presentado previamente por investigaciones de Wicker et al., (2007) y Mount
& Rubin, (1985).

Asimismo, Lindsley & Zimm, (2012) y Wicker etal., (2007), indican que, los elementos
LINEs tienen una longitud de 3 a 5 kb y generalmente, contienen dos marcos abiertos de
lectura (ORFs, del inglés Open Reading Frame), misma informacién que afios antes habia
sido descrita por Bucheton et al., (1984) y Fawcett et al., (1986). Como se ha
mencionado previamente, ademas de los retrotransposones LTR y los LINEs, que son
muy comunes en los genomas de Drosophila, la clase | también abarca otros tres grupos:
DIRS, PLEs y SINEs. Hasta el 2016, no se detectaron DIRS ni SINEs en Drosophila
(Sessegolo et al., 2016). Segun Evgen’ev, (2013), los PLEs fueron identificados por
primera vez en Drosophila virilis y estan relacionados con el fenémeno de disgenesia
hibrida. Estos elementos transponibles estan presentes, al menos, en el grupo virilisy en
D. willistoni. Los PLEs comparten similitudes con los LINES, ya que también codifican
una endonucleasa y una transcriptasa inversa. No obstante, se diferencian por tener

repeticiones terminales que pueden presentarse en orientacion directa o inversa.

Por su parte, los TE de clase I, son transposones de ADN, segun Meérel et al., (2020),
existen cuatro ordenes: transposones con repeticiones invertidas terminales (TIR),
Crypton, Helitron y Maverick. Los TIR y los Helitrones son los mas abundantes en
Drosophila. De acuerdo con Wicker et al., (2007), los elementos transponibles TIR



suelen tener un tamafio de 1.5 a 3 kb en D. melanogaster y se caracterizan por sus
repeticiones invertidas terminales (TIR) de longitud variable. EI orden Helitron,
representado por la Unica superfamilia Helitron, ha dado lugar a elementos transponibles

bastante pequefios en D. melanogaster (< 1 kb) (Kapitonov & Jurka, 2007).

Es importante resaltar que, aunque la mayoria de los TEs se consideran dafiinos o
neutrales, algunas inserciones pueden ser adaptativas. Estas inserciones pueden afectar la
evolucion del genoma al inactivar o duplicar genes, afiadir o eliminar regiones
reguladoras, introducir empalmes alternativos y afectar la expresion de genes cercanos.
Ademas, se han detectado inserciones de TEs en transcripciones maduras de genes en
genomas de D. melanogaster de poblaciones silvestres, lo que sugiere que las secuencias

de TEs pueden contribuir a la novedad genética y a la estructura de los genes (Han, 2021).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Analizar el genoma de Drosophila guayllabambae, una especie endémica del Ecuador,

utilizando biologia computacional.

2.2. Objetivos Especificos

e Ensamblar el genoma de D. guayllabambae a partir de lecturas crudas obtenidas

a través de secuenciacion Hlumina.

e Comparar la estructura del genoma de D. guayllabambae con la especie de

referencia Drosophila mojavensis, Drosophila melanogaster y Drosophila rucux.

e Identificar los componentes del genoma de D. guayllabambae: genes y elementos
transponibles (TEs).



3. METODOLOGIA

La presente investigacion, llevé a cabo el analisis del genoma completo de D.
guayllabambae, considerada una especie endémica del Ecuador, cuyas secuencias se
recopilaron de investigaciones previas, las cuales se generaron utilizando la tecnologia

Illumina, mediante la libreria TruSeq DNA Nano y el secuenciador Illumina Hiseq.

3.1. Andlisis de la calidad del ensamblaje de novo del genoma de D. guayllabambae

Con los datos crudos obtenidos mediante la secuenciacion Illumina de la especie
endémica D. guayllabambae, se utilizd la herramienta FastQC (v0.12.1) (Babraham
Bioinformatics, 2018) para determinar la calidad de las secuencias en formato .fastg.
Tal herramienta identific una diferencia significativa en las secuencias totales, para lo
cual, se empled la herramienta bioinformatica BBTools (Graham et al., 2024), a traves
del comando: repair.sh; los resultados del procesamiento se muestran en la Tabla 1.
Nuevamente, se utilizé FastQC, con la que se determind que ya no era necesario realizar
ningun tipo de ajuste, ya que el programa infirié una buena calidad de secuencias para

iniciar con el proceso de ensamblaje.

Para el ensamblaje de las secuencias de D. guayllabambae, se utilizo la herramienta
MaSuRCA (v4.1.1) (del inglés, Maryland Super-Read Celera Assembler) (Bronski et al.,
2020), el archivo de configuracion para la especie contenia la media y la desviacion
estandar del tamafio de insercién de la biblioteca de secuenciacion correspondiente, asi
como los siguientes parametros: GRAPH_KMER_SIZE = 31, USE_LINKING_MATES = 1,
NUM_THREADS=20, LIMIT_JUMP_COVERAGE = 300 y CA_PARAMETERS =
cgwErrorRate = 0.15. El tamafio del hash de Jellyfish (JF_SIZE) se establecié como el
producto del tamarfio estimado del genoma x 20 (de acuerdo al manual de MaSuRCA en
GitHub). Por su parte, los gaps que se encontraban entre los contigs fueron sellados por
GapFiller (v1.1.0) (Boetzer & Pirovano, 2012). Las estadisticas del ensamblaje inicial y
final fueron generadas por QUAST (v5.3.0) (del inglés, Quality Assessment Tool for
Genome Assemblies) (Gurevich et al., 2013). Complementariamente, se utilizé las
herramientas Minimap2 (Li, 2018) y BUSCO (v5.8.0) (del inglés, Benchmarking
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Universal Single-Copy Ortholgs) (Siméo et al., 2015; Seppey et al., 2019; Manni et al.,
2021), para identificar genes ortologos, haciendo uso del dataset del linaje diptera_odb10

para evaluar la cobertura y calidad del genoma.

3.2. Alineamiento de la estructura del genoma de D. guayllabambae con las especies

D. mojavensis, D. melanogaster y D. rucux

Para realizar la comparacion del genoma de D. guayllabambae con D. mojavensis
(accesion: GCF_018153725.1) y D. melanogaster (accesion: GCF_000001215.4), se
obtuvo sus respectivos ensamblajes mediante la base de datos del NCBI (del inglés,
National Center for Biotechnology Information). Por su parte, el ensamblaje de D. rucux,
fue proporcionado por el grupo de investigacion del Laboratorio de Genética Evolutiva
de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador. Con lo cual, se utilizO MUMmer’s
NUCmer (v3.1), mediante el comando: nucmer [options] <Reference> <Query>
(Marcais et al., 2018). Esto permitié alinear fragmentos de genomas similares de manera
rapida y eficiente, generando el archivo de salida de nucmer “.delta”. Seguidamente, Se
utiliz6 la herramienta Dot, para generar el plot de los alineamientos (Nattestad, 2020),
ejecutando el script de Python “DotPrep.py”, donde los archivos de salida incluyeron los
archivos *.coords y *.coords.idx que fueron usados con Dot para la visualizacion de cada

alineamiento junto con el genoma de D. guayllabambae.

3.3. Identificacion de los componentes del genoma de D. guayllabambae

Para la identificacion de elementos transponibles de novo, se empled la herramienta
RepeatModeler (v2.0.5) (Hubley & Smit, 2023), en la cual se encuentran tres programas:
RECON, RepeatScout y LtrHarvest/Ltr_retriever, utilizando métodos computacionales
distintos para identificar y delinear los limites de elementos repetidos en secuencias de
ADN. Al finalizar con éxito la ejecucion, RepeatModeler genero 3 archivos: 1) families.fa
: Consensus sequences, 2) families.stk : Seed alignments y 3) rmod.log : A summarized

log of the run. Asi es como, el formato fasta result6 Util para emplear en RepeatMasker
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(v4.1.5) a través del comando: <RepeatMaskerPath>/RepeatMasker  -1ib

<database name>-families.fa mySequence.fa.

En cuando a la prediccion de genes, se utilizd6 AUGUSTUS (v3.5.0) (Hoff & Stanke,
2019), como es un programa ab initio basd sus predicciones exclusivamente en la
secuencia gendmica del archivo Dguayllabambae.fasta. Ademas, se emple6 el conjunto
predeterminado "fly" de AUGUSTUS para llevar a cabo las comparaciones, el cual esta
basado en un conjunto de entrenamiento aplicable a dipteros en general, utilizando el
comando: augustus --gff3=on --species=fly Dguayllabambae.fasta >
output.gff3. Por Gltimo, se empled la herramienta AGAT (del inglés, Annotation
Genome Analysis Toolkit) (Dainat et al., 2023), la cual es perfectamente capaz de analizar
y manipular archivos en formato GFF3, estd herramienta genero estadisticas detalladas
sobre los elementos contenidos en el archivo GFF3 producido por AUGUSTUS, como
nimero de genes, genes predictores de proteinas, exones, intrones, entre otros

componentes.

12



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.  Andlisis de la calidad de las secuencias y ensamblaje de novo del

genoma de D. guayllabambae

Al iniciar el analisis del genoma completo de D. guayllabambae, se observo una variacion
considerable entre las secuencias, la cual fue corregida mediante el uso de la herramienta
BBTools. De acuerdo con Wang (2023), esta discrepancia en la longitud de las lecturas
puede deberse tanto a errores técnicos como a variaciones bioldgicas propias de la
muestra, lo que resalta la importancia de una evaluacion detallada. En este contexto, el
uso de herramientas bioinformaticas como BBTools resulta especialmente adecuado para
abordar y corregir tales inconsistencias. Los resultados del procesamiento indicaron que
se analiz6 un total de 129.324.881 lecturas, equivalentes a 19.528.057.031 bases,
logrando un proceso completo del 100% de las lecturas y bases. De estas, el 95.65%
fueron identificadas como pares (pairs), mientras que el 4.35% se clasificaron como
Unicas (singletons), dichos datos se detallan en la Tabla 1. De acuerdo con Hanussek et
al., (2021), indican que, estos datos reflejan una eficiencia alta en la separacion y
procesamiento de las secuencias, lo que es fundamental para analisis posteriores en

estudios gendmicos o transcriptémicos.

Tabla 1

Resultados del procesamiento de las secuencias de D. guayllabambae realizado con
BBTools

Input Result Pairs Singletons
Reads 129324881 129324881 123703226 5621655
Bases 19528057031 19528057031 18679187126 848869905
Percentage (%) 100 95.65 4.35

La secuenciacion de extremos emparejados (paired-end) de Illumina del ADN genémico
(gDNA) de D. guayllabambae generé 9.3 Gbp de datos de secuenciacion, donde se
trabajo con 123.708.226 lecturas identificadas como pares, las estadisticas de las lecturas
se proporcionan en la Tabla 2. El andamiaje (scaffolding) y el llenado de huecos (gap-
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filling) produjeron un borrador final del genoma de 160,421,720 pb, compuesto por 9,909

contigs, las estadisticas del ensamblaje se presentan en la Tabla 3.

Tabla 2

Estadisticas de las lecturas del secuenciamiento de Illumina en D. guayllabambae

Read statistics Raw reads Processed reads
(BBTools)
Forward Reverse Forward Reverse
Read count 61,851,613 67,473,268 61,851,613 61,851,613
Nucleotide A 32.14 32.14 31.94 32.14
percentages (%) T 30.40 30.40 30.10 30.40
G 20.20 20.20 20.30 20.20
C 17.26 17.26 17.66 17.26
Dinucleotide AT 62.54 62.54 62.04 62.54
percentages (%) GC 37.46 37.46 37.96 37.46

Nota. Las graficas de resultados de las lecturas crudas se muestran en el apartado de
Figura Al.

La Tabla 3 presenta un andlisis comparativo de las estadisticas de ensamblaje genémico
antes y después de la aplicacion de la herramienta GapFiller, utilizando los resultados
generados por QUAST. En ambas etapas, tanto en el ensamblaje inicial (Initial contig
assembly), como en el ensamblaje final (Final draft assembly), se observa que el nimero
de bases ensambladas (160,421,720 pb) y el nimero de contigs (9,909) permanecen
constantes. Esto sugiere que la herramienta GapFiller no alterd significativamente la
estructura general del ensamblaje en términos de cantidad de secuencias o su longitud
total. Por su parte, el valor de N50, que es una medida cominmente utilizada para evaluar
la calidad del ensamblaje, también se mantiene en 110,832 pb en ambas etapas. EI N50
indica que la mitad de todo el ensamblaje esta contenido en contigs de al menos este
tamafio, lo que refleja una consistencia en la calidad del ensamblaje antes y después de la
correccion de gaps. Ademas, el contenido de GC (40.56%) no muestra variacion, lo que
es esperable, segun Kyriacou et al., (2024), ya que mencionan que, esta caracteristica es

inherente al genoma en estudio y no deberia verse afectada por procesos de correccion de
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gaps. Ademas, Boetzer & Pirovano, (2012), describen que, la similitud de los datos del
ensamblaje inicial y final, podria sugerir que el ensamblaje inicial ya era de alta calidad
0 que las correcciones realizadas por GapFiller no impactaron de manera notable en las

estadisticas generales.

Tabla 3

Estadisticas de la calidad del ensamblado final de D. guayllabambae

Initial contig assembly Final draft assembly
Assembled bases (pb) 160,421,720 160,421,720
Number of contigs 9,909 9,909
N50 (pb) 110,832 110,832
GC Content (%) 40.56 40.56

Los resultados de BUSCO para determinar la integridad del ensamblaje del genoma de
D. guayllabambae, identificd que, el 98.90% de los genes ortologos eran completos. De
estos, el 98.29% eran genes completos de una Unica copia y el 0.61% correspondia a
genes completos duplicados. Adicionalmente, se encontr6 que el 0.37% de los genes
ortologos estaban fragmentados y el 0.73% no fueron identificados. Al contrastar estos
resultados con los genomas de Drosophila reportados en el NCBI, se noté una alta
similitud del genoma de D. guayllabambae con D. mojavensis (99% de genes completos)
(NCBI, 2021) y D. melanogaster (99.3% de genes completos) (NCBI, 2014), lo que
indica valores similares entre las especies. Asimismo, en la investigacién de DSouza et
al., (2021), el ADN genomico de la cepa de Drosophila nasuta nasuta fue secuenciado
en pares de extremos utilizando la tecnologia lllumina HiSeq 2500, obteniéndose un
ensamblaje preliminar del genoma de 145.64 Mb, este ensamblaje recupero el 93.6% de
los ortélogos con BUSCO, lo que indica que el analisis comparativo final de D.
guayllabambae revel6 una mayor presencia de 3,249 genes eucariéticos conservados de
un total de 3,285 genes conocidos, segun el conjunto de datos diptera_odb10 (ver Figura
1), en comparacion a otras especies. Sin embargo, en la investigacion realizada por Casal,
(2024), se identificd un 98.6% de genes ortélogos completos en el genoma ensamblado
de D. rucux, siendo un valor méas cercano al valor de 98.90% obtenido por D.

guayllabambae.
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Figura 1l

Representacion esquematica de los resultados de Benchmarking Universal Single-Copy
Orthologs (BUSCO) de D. guayllabambae

Complete (C) and single-copy (S)
Complete (C) and duplicated (D)
Fragmented (F)

Missing (M)

i

Nota. Representacion esquematica de los resultados generados por BUSCO para
determinar la calidad del ensamblaje del genoma de D. guayllabambae. Los colores
indican los grados de integridad de los genes predichos en el ensamblaje. 'n' indica el
numero total de genes en el conjunto de datos diptera_odb10.
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4.2.  Alineamiento de la estructura del genoma de D. guayllabambae con

las especies D. mojavensis, D. melanogaster y D. rucux

El analisis de alineamiento gendmico entre D. guayllabambae y D. mojavensis (ver
Figura 2-A) muestra una correlacion lineal en la mayoria del genoma, indicando una
conservacion significativa en sus secuencias genémicas, lo cual podria sugerir un ancestro
comudn reciente o presiones selectivas similares. Las diferencias observadas en el
alineamiento pueden deberse a divergencias en la seleccion natural, deriva genética y
eventos de especiacion. No obstante, la presencia de puntos dispersos y regiones no
alineadas refleja divergencias genémicas como inserciones, deleciones y rearreglos
cromosOmicos post-divergencia, esenciales para la adaptacion y evolucion de las especies
(Markow & O'Grady, 2007; Markow, 2019).

El alineamiento gendmico entre D. guayllabambae y D. melanogaster (ver Figura 2-B)
muestra una relacion menos lineal y una mayor dispersion de puntos que con D.
mojavensis, reflejando una divergencia evolutiva significativa y diferencias profundas en
sus historias evolutivas y adaptaciones a sus respectivos ambientes. Segun Coronado et
al., (2019), menciona que, los puntos dispersos en el grafico probablemente representan
variaciones genéticas como Polimorfismos de Nucledtido Unico (SNPs, del inglés Single
Nucleotide Polymorphisms) o Variaciones en el Nimero de Copias (CNVs, del inglés
Copy Number Variations), que son cruciales para entender los mecanismos adaptativos y
evolutivos de estas especies. Estas diferencias genomicas son fundamentales para las
respuestas adaptativas ante los cambios ambientales y desafios ecolégicos, impactando
directamente en la biodiversidad y la supervivencia de las especies (Li et al., 2022).
Ademas, laamplia caracterizacion del genoma de D. melanogaster, un organismo modelo
adaptado a una variedad de ambientes incluidos los urbanos, contrasta con las
adaptaciones especificas de D. guayllabambae a su habitat. Esto se refleja en diferencias
en genes relacionados con la respuesta al estrés, el metabolismo y la interaccién con el
entorno. Las discrepancias y regiones no conservadas en el alineamiento sugieren
acumulacion de mutaciones, eventos de especiacion y adaptacion divergente (Borne et
al., 2021).

El alineamiento gendmico entre D. guayllabambae y D. rucux (ver Figura 2-C),

revelando tanto similitudes como divergencias gendémicas clave. La diagonal principal,
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dominada por puntos azules que representan alineaciones directas Unicas, indica una
conservacion significativa de grandes segmentos genomicos, sugiriendo una relacion
evolutiva cercana entre ambas especies. Estas regiones conservadas probablemente
incluyen genes esenciales y secuencias regulatorias que han mantenido su funcion a lo
largo de la evolucidn. Por otro lado, los puntos verdes, que indican alineaciones inversas
Unicas, y los puntos naranjas, que representan alineaciones repetitivas, estdn mas
dispersos. Las inversiones gendmicas podrian reflejar eventos de reorganizacion
cromosOmica posteriores a la divergencia, mientras que las regiones repetitivas resaltan
la presencia de elementos transponibles y secuencias repetidas, cruciales para la
variabilidad genética pero desafiantes para el ensamblaje gendmico. Este analisis sugiere
que, aunque D. guayllabambae y D. rucux comparten una base gendmica comun, existen
diferencias significativas en la organizacion y estructura de sus genomas, posiblemente

relacionadas con adaptaciones especificas a sus respectivos entornos.
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Figura 2

Dotplot del alineamiento del genoma ensamblado de D. guayllabambae vs D. mojavensis, D. melanogaster y D. rucux
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Nota. Dotplot del alineamiento del genoma ensamblado de D. guayllabambae (a lo largo del eje Y) en comparacion a los genomas de referencia (a lo largo del eje X) con A) D. mojavensis, B)

D. melanogaster y C) D. rucux. Los puntos de colores representan alineaciones directas Unicas (azul), alineaciones inversas Unicas (verde) y alineaciones repetitivas (naranja).
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4.3. Componentes del genoma de D. guayllabambae: genes y elementos

transponibles (TESs).

Los datos presentados por RepeatModeler, detallados en la Tabla 4, se pueden contrastar
con la investigacion realizada por Rius et al., (2016), donde se menciona que, los
elementos transponibles representan el 8.43%, el 4.15% y el 15.35% de los ensamblajes
de los genomas de D. buzzatii st-1, D. buzzatii j-19 (dos cepas de esta especie) y D.
mojavensis, respectivamente. Como se evidencia, los genomas de D. buzzatii st-1 y j-19
tienen un porcentaje menor de elementos transponibles que D. mojavensis, incluso
después de corregir un sesgo de subestimacién en la secuenciacién NGS. Dado que, al
realizar la correccion en la cobertura de lecturas (read coverage), revel6 4.4 Mb
adicionales de TEs en D. buzzatii st-1 (aumentando su contenido al 11 %) y 5 Mb mas en
j-19 (7 % del genoma). A pesar de esto, el contenido de TEs en las cepas de D. buzzatii
continuaba siendo inferior al de D. mojavensis. Finalmente, se determinaron que, los
genomas de D. buzzatii contenian TEs entre un 21 % (st-1) y un 25 % (j-19) més pequefios
que los de D. mojavensis. Por su parte, segun Hasson et al., (1992) y Oliveira et al.,
(2012), detallan que, las diferencias en el contenido de TEs podrian deberse a presiones
selectivas vinculadas a los recursos utilizados por cada especie. Es decir, D. buzzatii se
desarrolla en cactus Opuntia méas pequefios y de descomposicién réapida, lo que
favoreceria un desarrollo mas acelerado y un genoma compacto, similar a D.
guayllabambae. Mientras que, D. mojavensis utiliza cactus columnares méas grandes y
persistentes, lo que podria relajar la presion selectiva sobre el tamafio gendmico,
permitiendo una mayor acumulacion de TEs. Esto sugiere que las diferencias ecoldgicas

entre especies podrian influir en la evolucién de sus genomas.

El andlisis comparativo de los elementos transponibles (TEs) en los genomas de D.
buzzatii (cepas st-1y j-19) y D. mojavensis revel6 patrones distintivos en la contribucion
relativa de los diferentes 6rdenes definidos por Wicker et al., (2007). Si bien ambas cepas
de D. buzzatii presentan una composicion similar de TEs (Helictrones, LINEs,
retrotransposones LTR, transposones TIR y Mavericks/Polintones), esta difiere
significativamente de la observada en D. mojavensis. Puesto que, los helictrones
constituyen el orden mas abundante en las tres especies, aunque su proporcion varia
notablemente: representan el 40.61% del contenido total de TEs en D. buzzatii st-1, frente
al 30.65% en D. buzzatii j-19 y 33.90% en D. mojavensis; donde en D. guayllabambae
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con tan solo el 1.29%. En contraste, los retrotransposones LTR, que ocupan el segundo
lugar en abundancia en D. mojavensis (33.46%), muestran una contribucion
significativamente menor en ambas cepas de D. buzzatii (17.38% en st-1y 19.54% en |-
19), donde los LINEs emergen como el segundo orden mas representativo; pues para D.
guayllabambae, los LTR representan el 16.13% (valor cercano a D. buzzatii st-1) y los
LINEs el 7.74%. Asimismo, los transposones TIR son mas frecuentes en D. buzzatii
(14.81% en st-1; 14.46% en j-19) que en D. mojavensis (9.24%), patron que se repite para
las secuencias repetitivas no clasificadas (7.15% en st-1y 9.11% en j-19 vs. 2.42% en D.
mojavensis), siendo para D. guayllabambae un total de 61.94% de secuencias
desconocidas. Por lo tanto, estas diferencias cuantitativas podrian reflejar distintos
procesos evolutivos o presiones selectivas entre estas especies estrechamente
relacionadas.

Tabla 4

Resultados de los elementos transponibles (ET) del genoma ensamblado de D.

guayllabambae generados por RepeatModeler

Transposable Elements Number Percentage (%)

Retroelements LINE total 12 7.74
(Class 1) LTR total 25 16.13
SINE total 4 2.58

DNA transposons Helitron total 2 1.29
(Class II) Maverick total 2 1.29
Others (DNA/TcMar-Tcl y 9 5.81

DNA/TcMar-Mariner)

Simple repeat 2 1.29
Others rRNA, DNA, ARTEFACT 3 1.95
Unknown 96 61.94

Nota. De 155 secuencias analizadas se muestra la prevalencia de los elementos

transponibles indicados por la herramienta RepeatModeler.
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Los analisis realizados con RepeatMasker y presentados en la Tabla 5 muestran que el
20.06% del genoma consiste en elementos repetitivos enmascarados, debido a que, este
porcentaje ilustra la extension del genoma influenciada por dichos elementos. De acuerdo
con Goubert et al., (2015) y Hill (2019) indica que el genoma de D. melanogaster
contiene aproximadamente un 20% de TEs. No obstante, cabe mencionar que existe una
variacion significativa en estas estimaciones, como indican Kaminker et al., (2002) y
Drosophila 12 Genomes Consortium et al., (2007), pues es probable que estas
diferencias se expliquen, al menos en parte, por el ensamblaje del genoma o la parte del
ensamblaje del genoma que se analiza, o0 ambos. Por lo que, existen variaciones en los
informes sobre D. melanogaster, como lo indican Kapitonov et al., (2002), quienes
sugieren que entre el 22% y el 25% del genoma de esta especie estd compuesto por
elementos moviles. Por otro lado, estudios recientes en especies como D. mojavensis y
D. arizonae, realizados por Banho et al., (2021), indican que los elementos transponibles
constituyen el 25% y el 26% del genoma, respectivamente. Estos datos sugieren que la
presencia de elementos transponibles en D. guayllabambae podria exhibir patrones

similares a los observados en estas especies estrechamente relacionadas.

Tabla 5

Resultados de los elementos transponibles (ET) del genoma ensamblado de D.

guayllabambae generados por RepeatMasker

Number of Lenght Percentage of
elements Occupied sequence (%)
(bp)
Class I 54049 5748695 3.55
SINEs 710 39049 0.02
PLEs 0 0 0.00
LINEs 26050 2288102 1.41
LTR elements 27289 3421544 2.11
Gypsy/DIRS1 17345 1935327 1.19
Clas 1T 22540 3999946 2.47
Rolling-circles 32720 4637043 2.86
Unclassified 83047 7485082 4.62
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Number of Lenght Percentage of

elements Occupied sequence (%)
(bp)
Total interspersed repeats 17233723 10.64
Small RNA 1122 281197 0.17
Satellites 2289 228212 0.14
Simple repeats 168851 9109679 5.62
Low complexity 19417 1004023 0.62

Nota. La mayoria de las repeticiones fragmentadas por inserciones o deleciones se han
contado como un solo elemento. Se excluyeron las ejecuciones de >=20 X/Ns en la
consulta en los calculos de %. *Total length: 162181721 bp (161981076 bp excl N/X-
runs). *Bases masked: 32490503 bp (20.06 %).

El analisis desarrollado por AUGUTUS determiné que, 14,364 genes se encontraban en
el genoma de D. guayllabambae, ademas del nimero de exones e intrones, lo cual se
visualiza en la Figura 3. Este dato se puede contrastar con el genoma de D. melanogaster,
en el cual se han identificado alrededor de 17,872 genes, y es uno de los modelos
genéticos mas detalladamente mapeados entre los organismos no humanos (Misra et al.,
2009). Por ultimo, la Tabla 6 muestra un resumen comparativo de puntos relevantes de
los genomas de D. guayllabambae frente a D. mojavensis, D. melanogaster y D. rucux.
Estos datos se pueden contrastar con la investigacion realizada por Guillén et al., (2014),
donde describe que, las especies de Drosophila cactéfilas, como D. buzzatii y D.
mojavensis, son modelos importantes para estudiar las interacciones gen-ambiente y la
adaptacion ecoldgica. Aunque ambas pertenecen al grupo repleta, difieren en sus
distribuciones geograficas y plantas hospederas Para explorar la base genémica de estas
adaptaciones, se secuenciaron el genoma y el transcriptoma del desarrollo de D. buzzatii
y se compard su contenido génico con el de D. mojavensis y otras dos especies no
cactodfilas del mismo subgénero. EI genoma recién secuenciado de D. buzzatii (161.5 Mb)
contenia 13,657 genes codificantes de proteinas anotados. Al comparar estos datos con
los de D. guayllabambae con 160.42 Mb, se infiere que, los resultados obtenidos son
similares, pues es evidente, ya que estas especies se encuentran estrechamente

relacionadas, principalmente, por pertenecer al grupo repleta. No obstante, la
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discrepancia en el nimero de genes codificantes de proteinas de 0,707 genes, entre D.
guayllabambae (14,364 genes) y D. buzzatii (13,657 genes) puede atribuirse a diferencias
en los métodos de anotacion genética, la calidad del ensamblaje genémico y las
herramientas bioinformaticas utilizadas en cada estudio. Ademas, factores bioldgicos
como la evolucion especifica de cada especie y la presencia de elementos genéticos
moviles pueden influir en la variacion del contenido génico (Blumenstiel, 2011). Es
importante mencionar que, estos factores que generan diferencias gendmicas entre estas
dos especies también se las puede atribuir a las diferencias existentes entre todas las
especies del grupo repleta y, por tanto, a las especies en general, del género Drosophila
(Droge et al., 2012; Monier et al., 2024).

Figura 3

Estadisticas de AGAT de la prediccion de genes realizada por AUGUSTUS para la
especie D. guayllabambae

Genome components

Intron 48,084
[}
S CDs 14,364
S
S
Transcript 14,364
Gene 14,364
Number of ...
Genome components Number Total length (bp)
Gene 14,364 95,033,674
Transcript 14,364 95,033,674
CDs 14,364 30,025,643
Exon 69,628 45,082,236
Intron 48,084 36,546,040
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Tabla 6

Comparacion de las caracteristicas entre el genoma ensamblado de D. guayllabambae frente a los genomas de D. mojavensis, D. melanogaster

y D. rucux

Categories D. guayllabambae D. mojavensis D. melanogaster D. rucux
Sequencing Technology [llumina Oxford Nanopore MinlON; PacBio; Illumina [llumina
TrueSeq [1lumina HiSeq HiSeq TrueSeq

Genome size (Mb) 160.4 163.2 143.7 182.7

Percentage GC (%) 40.56 39.50 41.90 37.73
AUGUSTUS 14, 364 15,130 17,872 15,920
Encode proteins 14, 364 13,270 13,962 19.805

BUSCO (%) 98.29 99.30 99.40 98.20

Nota. Los datos de D. mojavensis y D. melanogaster se los obtuvo mediante los nimeros del NCBI, cddigos de acceso GCF_018153725.1;

GCF_000001215.4 respectivamente. La informacion de D. rucux, fue obtenida de Casal, (2024).
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5.

5.1.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

El andlisis computacional del genoma completo de D. guayllabambae permiti6
caracterizar de manera integral su estructura gendmica, mostrando una alta calidad de
ensamblaje y un contenido genético comparable con otras especies del grupo repleta,
como la especie de referencia estrechamente relacionada, D. mojavensis y la especie
comunmente conocida, D. melanogaster, lo que subraya un ancestro comun y posibles
presiones selectivas similares a lo largo de su evolucion. La aplicacion de
herramientas de biologia computacional fue fundamental para obtener resultados
precisos y relevantes sobre su diversidad genética y adaptaciones evolutivas, pues este
analisis in silico se logrd a través de la utilizacion de diferentes herramientas de
biologia computacional y bioinformaticas, como BBTools, FASTQC, MaSuRCA,
QUAST, GapFiller, MUMmer’s NUCmer, Dot, RepeatModeler, RepeatMasker
AUGUSTUS y AGAT. Por lo tanto, el ensamblaje del genoma de D. guayllabambae
fue exitoso, con métricas de calidad que lo posicionan como un recurso valioso para

estudios genémicos comparativos y evolutivos.

Las secuencias del genoma completo de D. guayllabambae, considerada especie
endémica del Ecuador, obtenidas mediante la tecnologia de secuenciacion Illumina
fueron exitosamente ensambladas a través de MaSURCA, el ensamblaje de novo del
genoma de D. guayllabambae mostr6 un tamafio de 160,421,720 pb, con un N50 de
110,832 pb y un contenido de GC del 40.56%. Complementariamente, la calidad del
ensamblaje fue validada mediante BUSCO, que identifico un 98.90% de genes
ortdlogos completos, lo que confirma la integridad y precision del genoma

ensamblado.

La comparacién del genoma completo de D. guayllabambae con la especie de
referencia D. mojavensis, D. melanogaster y D. rucux, result altamente eficiente,
debido a que, el alineamiento gendémico mostré una alta similitud entre D.
guayllabambae y D. mojavensis, indicando una relacion evolutiva cercana. Sin
embargo, se observaron diferencias significativas en la estructura gendémica, como

inserciones, deleciones y rearreglos cromosomicos, que reflejan adaptaciones
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5.2.

especificas a sus respectivos entornos. En comparacion con D. melanogaster, se
evidencio un mejor alineamiento de genomas. Por su parte, con D. rucux, se
identificaron regiones conservadas y divergencias genomicas, 1o que resalta la

complejidad de la evolucion dentro del género Drosophila.

El 20.06% del genoma de D. guayllabambae estda compuesto por elementos
transponibles, los cuales fueron determinados por parte de RepeatMasker, lo que
sugiere un papel activo de estos elementos en la diversificacion genética y adaptativa
de la especie. Por su parte AUGUSTUS, determin6 14,364 genes siendo el mismo
namero de transcriptos y CDs, adicionalmente se identificd el nimero de exones e
intrones siendo igual a 69,628 y 48,084, respectivamente. Estos valores son
consistentes con los observados en otras especies de Drosophila, lo que sugiere una
estructura génica conservada. Por lo tanto, las especies de referencia indican valores
cercanos a la especie endémica estudiada, lo que proporciona una base sélida para

futuros estudios funcionales y comparativos.

Recomendaciones

Complementar la secuenciacion Illumina con tecnologias de lecturas largas (PacBio
u Oxford Nanopore) para mejorar la resolucién de regiones repetitivas y reducir la

fragmentacion del ensamblaje.

Ampliar los estudios comparativos con otras especies del género Drosophila para
profundizar en el entendimiento de la evolucion genética y adaptaciones especificas

de D. guayllabambae.

Realizar un andlisis mas profundo de los elementos transponibles (TEs) para
identificar su impacto en la estructura y funcién del genoma, incluyendo su papel en

la regulacion génica y la variabilidad genética.

Utilizar la informacién gendmica de D. guayllabambae para desarrollar estrategias de

conservacion que protejan su habitat y biodiversidad en Ecuador.
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7. ANEXOS

Figura Al

Contenido de bases en las secuencias de D. guayllabambae. A) Forward y B) Reverse.
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