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Resumen

El género Drosophila es un excelente modelo para la investigacion en ecologia
y evolucién, debido a su amplia diversidad y adaptaciones en diferentes
ecosistemas. Sin embargo, la informacién disponible sobre la importancia de
las especies dentro de Drosophila, a excepcion de D. melanogaster, es limitada.
Este estudio se centra en la obtencidon y analisis del genoma de D. rucux, una
especie menos conocida, con el proposito de contribuir a una mejor
comprension de la diversidad genética y los patrones de adaptacion en este
grupo. Utilizando la herramienta de ensamblaje Masurca, se logro realizar un
ensamblaje de novo del genoma (182 mb), y mediante el pipeline de
FunAnnotate y Augustus, se predijeron y anotaron 19,805 secuencias
codificadoras de proteinas. El analisis de elementos moviles reveld que
aproximadamente el 17.5% del genoma se clasifica como secuencias
repetitivas, incluyendo elementos de Clase | (como LINE, SINE, LTRy TRIM) y
elementos de Clase Il (como Helitron, MITE, MAVERICK y TIR). Los elementos
de Clase | representaron el 25.8% de la muestra, con los elementos LTR
siendo los mas abundantes. La comparacion con datos de D. melanogaster y
otras especies del género indica que D. rucux presenta un porcentaje de
elementos transponibles similar al de otras especies en el género.

Los hallazgos de este estudio proporcionan una base valiosa para explorar las
caracteristicas ecolégicas de D. rucux. Ademas, el analisis filogenético que se
puede realizar con el genoma ensamblado permitira investigar las relaciones
evolutivas dentro del género Drosophila y su contexto evolutivo mas amplio. Asi,
este trabajo no solo amplia nuestro conocimiento sobre la biologia de D. rucux,
sino que también sienta las bases para futuras investigaciones que busquen
entender mejor las dinamicas ecoldgicas y evolutivas de este género fascinante.

Palabras clave: Drosophila rucux, Genome assembly, Secuenciacién
lllumina, Anotaciones



Abstract

The genus Drosophila is an excellent model for research in ecology and
evolution due to its wide diversity and adaptations in different ecosystems.
However, the available information regarding the importance of species within
Drosophila, with the exception of D. melanogaster, is limited. This study focuses
on obtaining and analyzing the genome of D. rucux, a lesser-known species,
with the aim of contributing to a better understanding of genetic diversity and
adaptation patterns within this group. Using the Masurca assembly tool, a de
novo genome assembly (182 Mb) was successfully performed, and through the
FunAnnotate and Augustus pipeline, 19,805 protein-coding sequences were
predicted and annotated. The analysis of mobile elements revealed that
approximately 17.5% of the genome is classified as repetitive sequences,
including Class | elements (such as LINE, SINE, LTR, and TRIM) and Class Il
elements (such as Helitron, MITE, MAVERICK, and TIR). Class | elements
accounted for 25.8% of the sample, with LTR elements being the most
abundant. Comparison with data from D. melanogaster and other species in the
genus indicates that D. rucux exhibits a similar percentage of transposable
elements as other species within the genus.

The findings of this study provide a valuable foundation for exploring the
ecological characteristics of D. rucux. Additionally, the phylogenetic analysis
that can be performed with the assembled genome will allow for the
investigation of evolutionary relationships within the Drosophila genus and its
broader evolutionary context. Thus, this work not only expands our knowledge
of D. rucux biology but also lays the groundwork for future research aimed at
better understanding the ecological and evolutionary dynamics of this
fascinating genus.

Key Words: Drosophila rucux, Genome assembly, Secuenciacioén lllumina,
Anotaciones



1. Introduccion

1.1. Diversidad de Drosophila en el Ecuador y en la region
neotropical

La familia Drosophilidae (Diptera) comprende alrededor de 3962 especies
divididas en mas de 70 géneros (O’'Grady & DeSalle, 2018). Aunque la
clasificacion de algunos géneros puede generar controversias, se suele aceptar
que todos se distribuyen en dos subfamilias, Steganinae y Drosophilinae (Brake
& Bachli, 2008). El género Drosophila se subdivide en 8 subgéneros, entre los
cuales destacan el subgénero Sophophora, que alberga especies como
Drosophila melanogaster, y el subgénero Drosophila, considerado el subgénero
mas abundante (Figuero, 2017). Segun la propuesta de Throckmorton (1975),
que posteriormente fue corroborada por O'Grady y DeSalle (2018), en el
género Drosophila se han identificado dos radiaciones evolutivas significativas:
la radiacidn immigrans-Hirtodrosophila y la radiacién virilis-repleta, ambas con
origen en regiones tropicales.

En el Neotropico, el subgénero Drosophila es el grupo mas numeroso dentro de
la familia Drosophilidae, comprendiendo al menos 46 grupos de especies
(O’Grady & DeSalle, 2018). En Ecuador, se ha documentado una notable
diversidad de especies de la familia Drosophilidae, con un registro aproximado
de 150 especies (Figuero, 2017). Estas especies se distribuyen desde las
zonas costeras hasta las regiones amazonicas y de alta montafia (Rafael &
Figuero, 2013). La diversidad de Drosophilidae en el pais resalta la importancia
de realizar estudios de biodiversidad y taxonomia para comprender mejor estas
especies en su habitat natural.

1.2. D. rucuxy el grupo mesophragmatica

El grupo mesophragmatica, descrito por primera vez por Brncic y Santibafez
en 1957, se destaca por ser exclusivamente neotropical y endémico de América
del Sur. Actualmente esta conformado por 17 especies (O’Grady & DeSalle.,
2018), todas ellas presentes en bosques andinos y paramos de la region. Un
ejemplo de esta diversidad es Drosophila rucux, la cual se distribuye en las
estribaciones del Volcan Ruco Pichincha, (Pichincha, Ecuador), y también se
ha registrado en otras localidades como el Antisana, Cerro Penas Blancas y
Papallacta, ubicados en la provincia del Napo (Rafael & Figuero, 2013). Parte
de la caracteristica distintiva de este grupo es la presencia de cerdas
escutelares divergentes, lo que contribuye a su identificacion y estudio dentro
del contexto de la biodiversidad de la region.



Drosophila rucux Céspedes & Rafael, 2012 es una especie de mosca fruticola,
de tamafio entre 3.0 a 3.5 mm, de color marrén claro y marrén oscuro (Figura
1A-D), lejanamente relacionada con el modelo de laboratorio Drosophila
melanogaster. Es una de las especies actualmente descritas que habitan en los
Andes y, al igual que muchas de las especies pertenecientes al grupo
mesophragmatica, se caracterizan por su morfologia externa similar y su
amplia distribucion en los neotropicos (Brncic & Santibanez, 1957; Céspedes &
Rafael, 2012). D. rucux es una especie nativa, los adultos pueden ser
recogidos y criados facilmente con redes de mano al igual que con trampas de
botella y medios de levadura, gelatina, limon y nipagina (Céspedes & Rafael,
2012).

1.3. Informacion sobre el genoma de especies neotropicales

El estudio del genoma de especies neotropicales ha cobrado especial
relevancia en los ultimos afios debido a la rica diversidad biologica que
albergan estas regiones (Brown, 2014). Investigaciones gendmicas han
revelado una gran variedad de adaptaciones genéticas que permiten a estas
especies sobrevivir en entornos tropicales, incluyendo resistencia a
enfermedades, tolerancia a condiciones extremas de temperatura y humedad, y
capacidades de reproduccion y dispersion unicas (Li et al., 2022). Ademas, el
analisis comparativo de genomas de especies neotropicales ha arrojado luz
sobre la evolucién y la historia natural de estos organismos, asi como sobre su
papel en la conservacion de la biodiversidad y en la comprension de los
impactos del cambio climatico y la deforestaciéon en sus poblaciones (O’'Grady
& DeSalle., 2018).

A pesar de la gran diversidad y endemismo de las especies de Drosophila en el
Neotrépico, existe una falta de estudios que aborden aspectos moleculares,
especialmente en lo que respecta a especies ecuatorianas. La informacién
disponible sobre el genoma de especies neotropicales es limitada, aunque se
han logrado importantes avances en ciertas especies como Drosophila willistoni,
que fue una de las primeras especies neotropicales de Drosophila cuyo
genoma fue secuenciado (Bergman, 2002). Estudio que proporcioné valiosa
informacion sobre la genémica de la adaptacion y evolucién en esta especie.
Otras especies, como Drosophila tropicalis y Drosophila mojavensis, han sido
objeto de analisis gendmicos con el propdsito de comprender su diversidad
genética y los mecanismos de adaptacion a entornos tropicales. En particular,
D. virilis ha sido estudiada debido a su capacidad para adaptarse a una
variedad de entornos, lo que ha revelado informacion valiosa sobre sus
caracteristicas bioldgicas y su habilidad para colonizar nuevos habitats (Miral,
2008). En la actualidad, la investigacion gendmica sigue siendo una



herramienta fundamental para la conservacién y manejo de las especies
neotropicales, asi como para la formulacién de estrategias de adaptacién y
mitigacion frente a los desafios ambientales actuales.

El objetivo principal de este estudio es llevar a cabo un ensamblaje de novo del
genoma de Drosophila rucux (Diptera) y caracterizarlo a través de la
identificacién y anotacion de los genes y elementos funcionales presentes en el
genoma.

2. Materiales y métodos

2.1. Anadlisis de calidad de las secuencias y ensamble de novo

Se obtuvieron las librerias de estudios previos, las cuales fueron generadas a
través de lllumina True-Seq Nano DNA. Las lecturas crudas (Raw reads) fueron
procesadas para remover las secuencias de los adaptadores y remover las
secuencias de baja calidad mediante Platanus_trim_v1.2.4 (Kajitani et al.,
2014), se utilizé FastQC para poder comprobar la calidad de las librerias y
corroborar la remocién de adaptadores y secuencias de baja calidad. El
ensamble del genoma se lo realiz6 mediante Masurca_v4.1.1 (Zimin et al.,
2013) y los gaps que se encontraban en los contigs fueron sellados por
GapkFiller_v1.1.0 (Boetzer et al., 2012). Las estadisticas del ensamble fueron
generadas por QUAST (Quality genoma assesment tool) (Gurevich et al., 2013).
La calidad del ensamble fue corroborada mediante el uso de minimap2 (Li,
2018) y BUSCO (v4.0.5) (Manni et al., 2021) analisis usando el dataset del
linaje diptera_odb10 para evaluar la cobertura y calidad del genoma.

2.2. Alineamiento de los genomas
El genoma de D. rucux fue alineado con D. mojavensis (accession:
GCF_018153725.1) y D. melanogaster (accession: GCF_000001215.4)
mediante el uso de MUMmer3’s nucmer (Margais et al., 2018). El plot de los
alineamientos fueron generados mediante Dot tool (Nattestad, 2020).

2.3. Anotaciones estructurales y funcionales

Se utilizé la version 2.0.4 de RepeatModeler para identificar secuencias
repetidas de novo en el genoma de D. rucux a través de una busqueda auto-
blast". Luego, se utilizé la versibn 4.0 de RepeatMasker para buscar
secuencias repetidas conocidas utilizando un programa de cruce-match con
una biblioteca de secuencias repetidas derivada de Repbase (version
20140131) y las secuencias repetidas de novo se construyeron utilizando
RepeatModeler.

Para la anotacion del genoma se utilizaron tres sets de programas para
corroborar su eficacia y calidad de la anotacion. Partimos con Augustus v 3.5.0
(Stanke et al., 2006), es un programa de prediccion de genes que puede ser



utilizado como un programa ab initio, lo que significa que se basa puramente en
la secuencia para hacer sus predicciones. De igual forma se utilizd
EvidenceModeler (Haas et al., 2008) que es un programa que combina
diferentes fuentes de informacion (evidencia) para generar una anotacién
completa y precisa de la estructura de los genes en organismos eucariotas. En
el caso de Funannotate v 1.8.15 (Palmer et al., 2023) es un software que hace
prediccion y anotacion de genes mediante el uso de herramientas como
GlimmerHMM, SNAP y tRNAScan-SE. En el caso de la anotacién funcional, se
utilizé InterProScan (Jones et al., 2014) para asignar dominios y motivos de
proteinas a secuencias mediante comparacién contra una variedad de bases
de datos (TIGRFam, ProDom, SMART, HAMAP, Prosite Patterns, Superfamily,
PRINTS, Panther, Gene3D, PIRSF, PfamA y Prosite Profiles). Las anotaciones
se almacenaron como términos de Ontologia Genética (GO) para cada
secuencia y se utilizé BioMart de Ensembl (Kinsella et al., 2011) para obtener
los nombres y los IDs de cada uno de ellos. Posteriormente estos fueron
analizados en gProfiler para analizar el enriquecimiento de genes y observar la
sobre-representacion de informacion procedente de términos de Ontologia
genomica, vias biologicas, elementos reguladores del ADN, anotaciones
genéticas y redes de interacciones proteina-proteina, esto se lo hizo con los
GO predeterminados para D. mojavensis.

Finalmente, se emplearon los identificadores de Ensembl junto con el programa
ShinyGO v8.0 (Ge et al., 2020) para comparar el conjunto de genes de D. rucux
con el conjunto de genes de D. melanogaster y mapear estas secuencias en
diversas posiciones cromosomicas, con un p-value <0.005. Para las especies
con genomas completamente secuenciados, ShinyGO localiza la distribuciéon
cromosomica de todos los genes incluidos en la lista del usuario y realiza un
analisis estadistico de las caracteristicas gendmicas. El programa determina si
los genes estan distribuidos aleatoriamente en los cromosomas mediante una
prueba de chi-cuadrado, en comparacién con el conjunto de genes de fondo del
genoma (Ge et al., 2020). Por ultimo, se llevan a cabo pruebas t para evaluar
diferencias significativas entre los genes de interés y los demas genes de fondo
en el genoma.

3. Resultados y Discusién

3.1. Analisis de calidad de las secuencias y ensamble de novo

La secuenciacion lllumina TrueSeq de D. rucux generd 7.5 Gb de datos de
secuencia. El filtrado de adaptadores de Illumina y secuencias de baja calidad
elimino el 0,077% de los 138.9 millones de lecturas sin procesar de extremos
emparejados. Las estadisticas de la lectura se proporcionan en la Tabla 1. La



evaluacion del ensamble con QUAST, revelé un genoma de 182.7 Mb
distribuidos en 183 millones de lecturas filtradas de alta calidad en 39.305
contigs. Al realizar los scaffolds y el gap-filling, se produjo un borrador final de
30.439 contigs, con un total de 182.5 millones de lecturas, un valor NSO de
56.237 kb para los scaffolds y un porcentaje de 37.73 % GC. Las estadisticas
de ensamblaje se presentan en la Tabla 2, y el porcentaje de GC fue similar a
otras especies del género Drosophila (D. melanogaster y D. mojavensis).

Tabla 1.- Estadisticas de las lecturas del secuenciamiento de lllumina en D.
rucux

Estadisticas de la Raw reads Filtered reads
lectura
Porcentaje de Recuento 138.933.106 138.825.046
nucleotido (%)

A 31.25 31.18

T 30.79 31.09

G 18.91 18.87

C 19.04 18.86
Porcentaje de AT 62.04 62.27
dinucledtidos (%)

GC 37.95 37.73

Tabla 2.- Estadisticas para el ensamblaje de novo de D. rucux (Masurca v4.1.1)

Initial conti assembly Final draft assembly
Assembled bases (pb) 183.088.892 182.582.952
Number of contigs 33.484 30.439
N50 (pb) 55.054 56.237
GC Content (%) 37.01 37.73

El ensamblaje de novo, realizado con Masurca, fue evaluado mediante BUSCO
utilizando genes ortdlogos del linaje Diptera. Se identificé un 98.6% de genes
ortélogos completos, de los cuales el 98.2% correspondian a genes completos
de una sola copia, mientras que el 0.4% eran genes completos pero duplicados.
Ademas, el 0.6% de los genes ortdlogos evaluados se encontraron
fragmentados y el 0.8% no se identificaron. Al comparar estos resultados con
los genomas de Drosophila previamente reportados, se observé que el genoma
de D. rucux presenta una similitud notable con D. mojavensis (99% de genes
completos) y D. melanogaster (99.3% de genes completos) segun las
accesiones en GenBank: GCF_0181537251 y GCF_000001215.4,



respectivamente. Finalmente, el analisis de evaluacion comparativa predijo la
presencia de 3225 genes eucaridticos conservados de los 3285 genes
conocidos en el conjunto de datos diptera_odb10 (Figura 2).

Las diferencias observadas entre los tamafos de los genomas de D.
melanogsater, D. mojavensis y D. rucux ~ 20 Mb, pueden estar relacionadas a
diferentes tasas de acumulacién de pequefas deleciones e inserciones a lo
largo del genoma (Moriyama et al., 1998), aunque Boulesteix y colaboradores
(2005) mencionan que esto se debe principalmente al contenido de secuencias
repetitivas, incluidos los elementos moéviles (TEs) y que el porcentaje de
secuencias RTRS (Reverse transcriptase—related sequence) esta
correlacionado con el tamafio del genoma para la mayoria de especies,
pertenecientes al grupo Sophophora, y que se puede asumir modelos similares
para otros grupos de Drosophila. También se debe considerar que el tipo de
tecnologia de secuenciacion utilizada para obtener la secuencia del genoma,
asi como el proceso de ensamblado, puede influir en, cierta medida, en los
tamafos geénicos y procesos de anotacién asociados con especies del género
Drosophila u otros (Valencia et al., 2020).
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Figura 1.- Dotplot mostrando el alineamiento del genoma ensamblado de D. rucux scaffolds (a lo largo
del eje Y) en comparacién al genoma de referencia de (A) D. mojavensis (B) D. melanogaster. Los
puntos de colores representan alineaciones directas unicas (azul), alineaciones inversas Unicas
(verde) y alineaciones repetitivas (naranja).

m Completo de una sofa copia

= Completo y duplicados
= Fragmentados

Mo encontrados

Figura 2.- Representacion esquematica de los resultados de Benchmarking Universal Single-Copy
Ortholgs (BUSCO) para determinar la integridad del ensamblaje del genoma. Los colores indican
grados de integridad de los genes predichos en el ensamblaje. 'n' indica el nimero total de genes en
el conjunto de datos diptera_odb10.

3.2. Anotaciones estructurales y funcionales

El estudio revel6 la presencia de elementos moviles pertenecientes a las
Clases | y Il, asi como secuencias de Replicaciones de Secuencias Simples
(SSR) y Genes Potenciales (PG). Aproximadamente el 17.5% del genoma se
clasificO como secuencias repetitivas mediante RepeatMasker, incluyendo
elementos de Clase |, como LINE, SINE, LTR y TRIM, junto con elementos de
Clase Il, como Helitron, MITE, MAVERICK y TIR. Se identificaron un total de
346 secuencias repetitivas, abarcando tanto elementos méviles como no
moviles. Sin embargo, un 45.45% de estas secuencias no pudo ser clasificado.
En segundo lugar, los elementos de Clase | representaron el 25.8% de la
muestra, siendo los elementos con LTR (Long Terminal Repeat) los mas
abundantes (Tabla 3).

Barron y colaboradores (2014), reportan un 20% de regiones repetitivas en el
genoma de D. melanogaster, que es un valor aproximado reportado para el
genoma de D. rucux. Sin embargo, Barron y colaboradores (2014) reportaron
contrastes con la informacién establecida para D. melanogaster, incluyendo la



contenida en Kapitonov y colaboradores (2002) en donde mencionan
porcentajes entre el 22% y el 25% de elementos méviles. Para otras especies
como D. mojavensis y D. arizonae, Banho y colaboradores (2021) mencionan
porcentajes de 25% y 26% respectivamente. En consecuencia, se puede inferir
que los elementos transponibles presentes en D. rucux se encuentran en un
porcentaje similar a otras especies del género Drosophila.

Tabla 3. Resultados de los ETs para el genoma ensamblado de D. rucux
(RepeatModeler)

Class 1 Class 2 From not TEs: Unclassified
Helitron total (DHX): 2 158

LINE total (RIX): 27 (7.76%) (0.57%) PHG total: 4 (1.15%) (45.40%)
MITE total (DXX-MITE): 2  SSR total: 85

LTR total (RLX): 43 (12.36%)  (0.57%) (24.43%)
Maverick total (DMX): 1 Not TEs total: 89

SINE total (RSX): 8 (2.30%) (0.29%) (25.57%)

TRIM total (RXX-TRIM): 8

(2.30%) TIR total (DTX): 4 (1.15%)

Classl + unclassified order: 4

(1.15%) Classll total: 9 (2.59%)

Class 1 total: 90 (25.86%)

Tabla 4. Resumen de los genes predichos para el genoma ensamblado de D.
rucux

Herramienta Tipo de prediccion Total genes
AUGUSTUS Predicted genes 15,920
AUGUSTUS HiQ Predicted genes 856
GlimmerHMM Predicted genes 27,332
EVM/FAN Predicted genes 15,435
SNAP Predicted genes 28,865
tRNAScan-SE Predicted tRNA genes 222
Final protein coding genes 19,805

La herramienta tRNAScan-SE identificd 222 genes que codifican para tRNA en
el ensamble. Un total de 15,920 modelos génicos fueron predichos mediante
AUGUSTUS, de los cuales 856 presentaron un valor >99% de evidencia de
exones. Los resultados de anotacibn de genes analizados en otras
herramientas se encuentran resumidos en la tabla 4. Mediante los modelos de
genes de EvidenceModeler (EVM) y Funannotate (FAN) se obtuvo un total de
15,435 modelos de genes, otorgando valores similares a los ya descritos por
Augustus tanto para D. melanogaster y D. mojavensis.



Después de filtrar los modelos de genes que contenian gaps, elementos
transponibles y proteinas de longitud inferior a 100 aminoacidos, se retuvieron
finalmente 19,805 genes que codifican proteinas. Esta anotacién gendmica
exhibe un numero mas alto de secuencias codificadas de proteinas que
aquellos obtenidos para D. mojavensis y D. melanogaster (que tienen entre
13.270 y 13.962 secuencias codificadas de proteinas respectivamente). Es
importante destacar que este resultado podria deberse a dos factores posibles.
En primer lugar, se utilizaron tres bases de datos -SwissProt, UniProt y
FlyBase- para maximizar el numero de coincidencias, lo que incrementd la
probabilidad de identificar un mayor numero de proteinas. En segundo lugar, se
utilizé el conjunto predeterminado "fly" de Augustus para realizar las
comparaciones, lo que se basa en un conjunto de entrenamiento que se aplica
a dipteros en general. Como este conjunto de entrenamiento esta disefiado
para reconocer regiones caracteristicas de dipteros, incluyendo promotores y
CDS, es probable que incluya patrones comunes en estos insectos, lo que
podria explicar el aumento en la cantidad de proteinas identificadas. Casi todos
los genes (98,7%) devolvieron un match significativo (evalue=1e-5) con
secuencias de proteinas conocidas, de alta similitud. La mayoria de los top hits
para cada gen coincidieron con secuencias de Dipteros como Drosophila
melanogaster (79,9%) y Anopheles albimanus (14,1%).

La tabla 5 resume las comparativas en las anotaciones de los genomas entre D.
mojavensis y D. melanogaster obtenidas en el NCBI bajo los cédigos de acceso
descritos previamente.

Tabla 5. Tabla comparativa para el genoma ensamblado de D. rucux frente a los
genomas de D. mojavensis y D. melanogaster.

Categorias D. rucux D. mojavensis D. melanogaster
Tecnologia de lllumina Oxford Nanopore MinlON; PacBio; lllumina
secuenciacion TrueSeq lllumina HiSeq HiSeq
Tamario del genoma 182.7 Mb 163,2 Mb 143,7 Mb
Porcentaje GC 37.73% 39.5 % 41.9 %
Augustus genes 15,920 15,130 17,872
Codifican proteinas 19,805 13,270 13,962
Busco analisis 98,2% 99.3% 99.4%

Los datos de D. mojavensis y D. melanogaster se los obtuvo a partir de los ensambles del NCBI, cédigos de
acceso (GCF_018153725.1; GCF_000001215.4 respectivamente)
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Figura 3. Analisis GO (Gene Ontology) para determinar componentes bioldgicos y rutas metabédlicas
mediante gProfiler, D. rucux.

3.3. GO analysis

A través de InterProScan se identificaron los dominios conservados de
proteinas y se clasificaron los genes de D. rucux en categorias funcionales
definidas por Gene Ontology. Se agregaron anotaciones funcionales a 13,372
secuencias, representando el 84.0% del total de genes predichos para
Augustus. Posteriormente, se obtuvieron los nombres de los genes asociados a
estos IDs y se utilizaron para realizar un analisis de enriquecimiento funcional,
conocido como analisis de conjuntos de genes, mediante la plataforma gProfiler
(Reimand et al., 2016). Los términos de la Ontologia Génica (GO) describen los
atributos de los productos génicos, incluyendo su funcién molecular, los
procesos bioldgicos en los que intervienen y su ubicacion subcelular. El analisis
de enriquecimiento de términos de GO es crucial para resaltar la relevancia
biolégica de los datos de secuenciacidon, por lo que se utilizdé gProfiler para
buscar los términos de GO enriquecidos en nuestro conjunto de datos. Ademas,
gProfiler ofrece la opcion de analizar un conjunto de datos, permitiendo el
enriquecimiento de GO en listas clasificadas; asi, se realiz6 el analisis en todas
las categorias de GO (proceso biologico, funcidbn molecular, componente
celular) y comparamos los conjuntos de datos correspondientes.

Como era de esperar, hay una sobrerrepresentacion de proteinas relacionadas
a "procesos bioldgicos fundamentales" comunes a todas las células eucariotas.



(figura 3). Por ejemplo, en el ambito de Funciones Molecures (MF), los valores
mas destacados correspondieron a funciones relacionadas con proteinas de
unién, es decir, como estas proteinas se unen a otras moléculas seleccionadas
y como su actividad depende de dicha union. También destacaron aquellas
proteinas con actividad catalitica, es decir, que aceleran la tasa de una
reaccion quimica sin ser consumidas o alteradas en el proceso. En el ambito de
la Procesos Bioldgicos (BP), los valores mas representativos se centraron en
procesos celulares, procesos metabdlicos primarios y procesos metabdlicos de
sustancias organicas. En cuanto al ambito de Componentes Celulares (CC), los
valores mas significativos estuvieron relacionados con organelas y proteinas
que participan en la estructura celular. Al comparar estos datos con los
obtenidos por Vedelek y colaboradores (2018) para D. melanogaster, podemos
determinar que, en general, los valores mas representativos van a estar
relacionados a procesos relacionados a la replicacion, transcripcion y el
metabolismo de los organismos.

Tabla 6. Analisis de sobrerrepresentacion de genes para cada una de las
categorias GO

GO Terms ID Nombre Descripcion Funcién
Funciones
Moleculares  G0O:0005488 Act5C Actin 5C Union ATP
Act42A Actin 42A Unién ATP
GO0:0003824 Act57B Actin 57B Union ATP, actividad hidrolasa
Act79B Actin 79B Unién ATP, actividad hidrolasa
Procesos Apoptosis, diferenciacion
Bioldgicos G0:0009987 abd-A abdominal A antero-posterior
Apoptosis, diferenciacion
Abd-B Abdominal B antero-posterior
Abl tyrosine Desarrollo del sistema
G0:0008152 Abl kinase nervioso central
Acetylcholine Proceso catabdlico de
Ace esterase acetilcolina (ACh)
Componentes Componente celular en el
Celulares G0:0005622 bru1 bruno 1 citoplasma
Componente celular en el
aurA aurora A nucleo
Ribosomal Parte de la subunidad larga del
G0:00043226 RpLPO protein PO ribosoma
Small

ribonucleoprotein
particle protein
SmF

Parte de la subunidad pequena

SmF del ribosoma




En el analisis GO (Figura 3), se identificaron numerosas proteinas asociadas a
diversas categorias funcionales, procesos biolégicos y componentes celulares.
Para la presentacion de los resultados, se seleccionaron unicamente aquellas
proteinas que mostraron una sobrerrepresentacion significativa en sus
respectivas categorias GO, basandose en criterios de significancia estadistica y
relevancia bioldgica. La Tabla 6 muestra que los conjuntos de genes con mayor
numero de repeticiones incluyen una alta proporcion de proteinas actinas,
destacando que estas proteinas presentan los porcentajes de expresion mas
elevados. Estas proteinas son algunas de las mas abundantes y conservadas
en eucariotas, y desempefan funciones moleculares cruciales en el organismo,
como su papel en la unién al ATP (Dominguez et al., 2011). En la categoria de
procesos bioldgicos, las proteinas abdominal A y abdominal B actuan como
reguladoras del complejo bithorax, que es esencial para la segmentacion del
abdomen en Drosophila, asi como para el desarrollo de las genitalias (Foronda
et al.,, 2006). Por otro lado, la tirosina quinasa y la acetilcolinesterasa
desempenfian roles importantes en el desarrollo del sistema nervioso central y
en la hidrdlisis de la colina liberada en la sinapsis (Vaikkakara et al., 2023;
Mutero et al., 1992). En cuanto a los componentes celulares, bruno1 y aurora A
son fundamentales en el citoplasma y son esenciales para el desarrollo y
mantenimiento de los musculos de vuelo en Drosophila (Hutter et al., 2006).
Finalmente, los componentes RpLPO y SmF son cruciales para el ribosoma, ya
que facilitan la comunicacién entre este y los factores de traduccion unidos a
GTP, como el Factor de Elongacién-G (EF-G) y el Factor de Elongacion Tu (EF-
Tu) (lllag et al., 2005).

3.4. ShinyGO v 0.80

ShinyGo es una herramienta que facilita el mapeo genético de una lista de
genes en relacién con su distribucion cromosdémica en una especie especifica.
Esta plataforma permite analizar la ubicacion de genes de interés en el
contexto de un genoma, proporcionando informacion valiosa sobre la
organizacion del material genético y su relacion con funciones bioldgicas,
variantes fenotipicas y posibles implicaciones evolutivas. Para el analisis, se
empled el genoma ensamblado de D. melanogaster (Assembly BDGP6.32; Tax
ID Ensembl 7227). Esta eleccion se justifica porque esta especie es una de las
pocas cuyo genoma se encuentra ensamblado a nivel de cromosomas. Al
querer utilizar a D. mojavensis como especie para el analisis el programa no lo
permite debido a que esta especie tiene su genoma ensamblado a nivel de
scaffolds.

Al interpretar los datos de la distribucion de genes en los cromosomas de
Drosophila rucux, se deben tomar en cuenta ciertas consideraciones. En primer



lugar, el numero de cromosomas presentes en ambas especies es diferente, D.
melanogaster presenta un 2n= 8, mientras que D. rucux presenta un 2n= 10.
De igual forma, hay que tomar en cuenta los rearreglos y la configuracion
cromosémica para cada una de las especies. Los puntos rojos en la imagen
indican la localizacion de los genes en los cromosomas. La densidad y
distribucion de estos puntos pueden proporcionar informacion sobre la
organizacion genomica y la posible relacion entre los genes.

En la figura 4, de arriba hacia abajo, se observan los siguientes elementos: el
par sexual (cromosomas Xy Y), el brazo izquierdo del cromosoma 2 (chr 2L), el
brazo izquierdo del cromosoma 3 (chr 3L), el brazo derecho del cromosoma 2
(chr 2R), el brazo derecho del cromosoma 3 (chr 3R) y el cromosoma 4 (chr 4).
Al analizar el par sexual, se nota que hay pocos genes mapeados en el
cromosoma Y. Esto se debe a que la extraccion de ADN se realizé a partir de
células somaticas en lugar de los testis de un macho. Ademas, es importante
destacar que en D. rucux, el cromosoma Y es submetacéntrico y, en orden
descendente, ocupa el segundo lugar en longitud (Mafla, 2012). Se observa
una alta cobertura de genes mapeados en el cromosoma X y en el brazo
izquierdo del cromosoma 2 (chr 2L), mientras que el brazo derecho del
cromosoma 2 (chr 2R) presenta un bajo porcentaje de genes mapeados. En
comparacion, en D. melanogaster, los cromosomas 2 y 3 son metacéntricos
(Kaufman, 2017), mientras que en D. rucux son submetacéntricos (Mafla, 2012),
lo que podria explicar la falta de informacion mapeada en estas regiones.Al
utilizar la prueba de chi-cuadrado, el programa ShinyGo evalua si la distribucion
de estos genes es aleatoria o si hay un patrén significativo. Al observar una
distribucion no aleatoria se puede determinar que ciertos genes estan ligados
entre si, lo cual podria ser crucial para entender la genética de la especie (Ge
et al., 2020). De igual forma, seria importante observar si hay una
concentracion de genes en un cromosoma especifico o en ciertos brazos de los
cromosomas. Lo que podria reflejar caracteristicas evolutivas o adaptativas de
Drosophila rucux.

Finalmente, habria que tomar en cuenta el aumento en el numero de
cromosomas en D. rucux, esto sugeriria que ha habido eventos de
reestructuracion cromosomica, como fusiones o fisiones, que han ocurrido
durante la evolucion de estas especies (Jabbari et al., 2000). Estos cambios en
la estructura cromosdmica pueden alterar la distribucién y organizacion de los
genes, lo que podria tener un impacto en la expresidén génica y la adaptacion
de cada especie a su entorno, lo que podria haber contribuido a la radiacién
evolutiva de las especies del grupo mesophragmatica en los Andes,
permitiéndoles explotar una amplia gama de habitats y recursos
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