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RESUMEN

Los NumtS (del inglés, Nuclear Mitochondrial DNA Segments) son fragmentos de ADN
mitocondrial que se han transferido al genoma nuclear donde se insertan a través de
recombinacion no homologa o union de extremos no homologos (NHEJ, en inglés), ejerciendo
un rol de proteccion en los cromosomas de delecciones nocivas durante la rotura de doble
cadena (en inglés, DSB). No obstante, ciertos estudios sugieren que este proceso ocurre con
mas frecuencia durante el envejecimiento y puede ser el responsable de ciertas enfermedades,
sobre todo las asociadas al cancer. Los NumtS carecen de actividad transponible, y son
considerados marcadores filogenéticos estables que permiten el estudio de la dindmica
evolutiva de genomas entre especies. Mediante el uso del navegador genémico de la UCSC y
la base de datos de Ensembl, asi como el uso de herramientas y programas a mayores para el
analisis comparativo de secuencias, en nuestro estudio hemos seleccionado varios NumtS
presentes en el ser humano con el fin de dilucidar su origen y evolucion en el genoma de los

Primates.
INTRODUCCION

Actualmente se sabe que las mitocondrias comparten un ancestro comun con a-proteobacteria
(Yang, Oyaizu, & Oyaizu, 1985). Estos organulos eucariotas presentan su propio ADN
(mtADN), circular y de doble cadena, localizado en la matriz mitocondrial. El mtADN humano
consta de 16569 pb y contiene 37 genes que codifican para 2 ARNSs ribosémicos (rARN), 22
ARNS transferentes (tARN) y 13 polipéptidos en forma de mARN (Taanman, 1999) (Figura 1)
También presenta una regién de control no codificante (Wallace, 2010) conocida como D-loop,
que contiene los promotores para la transcripcion de las cadenas pesada (HSP, del inglés, High
Strand Promoter) y ligera (LSP, del inglés, Light Strand Promoter) Esta region, ademas de ser
el origen de replicacién de la cadena pesada (Park & Larsson, 2011) , esta regulada por proteinas
codificadas en el nucleo que se importan después de la traduccién a las mitocondrias (Mercer
etal., 2012)

No obstante, el genoma mitocondrial es tan solo el remanente que ha quedado de un proceso
evolutivo de transferencia horizontal continuada de genes desde la mitocondria al nacleo, que
Ilevé a la reduccion del tamafio de su genoma ancestral (Calabrese et al., 2017; Hazkani-covo,
2007). Los fragmentos de genes parciales o completos de origen mitocondrial presentes en el
ADN gendmico son denominados NumtS (del inglés, Nuclear Mitochondrial Sequences), y son

una gran herramienta para conocer la historia evolutiva de un taxon al carecer de actividad



transponible (Hazkani-covo, 2007) La presencia de un Numt en un locus especifico puede ser
usada como marcador genético, pues si esta en mas de un taxdn indica que poseen un ancestro
comdun. La presencia o ausencia de NumtS en loci especificos servirian para determinar el orden

de ramificacion filogenética de diferentes especies (Arctander, 1995)

Segun McArthur et al. el proceso de migracién de fragmentos del mtADN al ADN nuclear se
produce durante la apoptosis. Las proteinas BAX y BAK, responsables de la formacion de los
poros en membrana mitocondrial exterior después de la pérdida de citocromo C, abren una via
de acceso de contacto del mtADN con el citosol, y su posterior migracion al nacleo (McArthur
etal., 2018)

El mecanismo habitual de insercién de los NumtS parece ocurrir a través de recombinacion no
homologa o unién de extremos no homologos (NHEJ, en inglés). Asi los fragmentos de mtADN
se unen con los extremos del ADN genomico durante la reparacion de la rotura de doble cadena
(DSB, en inglés) (Hazkani-covo, 2007) En contraste con la reparacion por recombinacion
homologa, el NHEJ clasico no busca secuencias verdaderamente homdélogas como plantillas
para reparacion, sino que tipicamente usa tramos cortos de identidad de secuencia (1-4 pb), o
microhomologia, para facilitar la union final (Jensen-Seaman et al., 2009). La insercion de
NumtS también puede ocurrir sin microhomologia, un proceso conocido como reparacion de
extremos romos. No obstante, NHEJ es intrinsecamente propenso a errores, y comunmente
implica pequefias inserciones y deficiencias en el sitio de reparacion (Hazkani-covo, Zeller, &
Martin, 2010). Curiosamente, a lo largo de la historia evolutiva de los primates se conoce que
mas de la mitad de los eventos DSB que involucra NumtS muestran solo pequefias deficiencias
0 ninguna en absoluto. Esto es un indicativo de que los NumtS proporcionan a la maquinaria
de union final una herramienta para sellar los cortes sin la necesidad de procesar el ADN nuclear
usando una nucleasa de manera adicional (Hazkani-covo & Covo, 2008; Hazkani-covo et al.,
2010), ejerciendo un rol de proteccion en los cromosomas de delecciones nocivas durante DSB.
Aun asi, existen estudios que sugieren que el proceso de numtogénesis (insercion de un Numt
en el genoma nuclear) ocurre con méas frecuencia durante el envejecimiento y puede ser el

responsable de ciertas enfermedades, sobre todo las asociadas al cancer (lvessa, 2018).

La localizacion de los NumtS en seres humanos no es del todo fortuita sino que son varios los
articulos que las relacionan con diversas caracteristicas genomicas (Dayama, Emery, Kidd, &
Mills, 2014). Existen evidencias de que los NumtS preferiblemente se insertan en regiones

abiertas de cromatina, tipicamente cerca de secuencias de oligbmeros A + T (Dayama et al.,



2014; Tsuji et al., 2012). Ademas aparentemente prefieren regiones abiertas de cromatina de
gran curvatura y flexibilidad (Tsuji et al., 2012). Tsuji et al. afladen que los NumtS tienden a
insertarse cerca de retrotransposones, sin preferencia por la orientacion del retrotransposon, y
nunca tienden a hacerlo dentro de los mismos. Ademas, las endonucleasas codificadas por
retrotransposones tales como LINE1 reconocen regiones ricas en A + T; y ha sido demostrada
su capacidad de formacion de numerosos DSB en células HeLa humanas, MCF7 y HIH 3T3 de
raton (Gasior et al., 2006). Es por ello que se especula sobre la accion de la endonucleasa de

L1 como mediadora de diversos eventos de insercion de NumtS en primates (Tsuji et al., 2012).
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Figura 1. Representacion esquematica de mtADN en humanos. La molécula de doble cadena de mtADN de ~16,5 Kb presenta
una regién no codificante denominada D-loop, que contiene los promotores para la transcripcién de ambas cadenas (HSP y
LSP) El origen de replicacion de la cadena pesada (OH) se encuentra en esta regidn, mientras que el origen de replicacion de
la cadena ligera (OL) se encuentra en un cluster de genes tARN, sefalizado en la figura. Estan representados en esta figura, a
parte del D-loop, los genes de los 2 rARNs (12S y 16S), los 13 polipéptidos (ND1-6, ND4L, Cyt b, COI-Ill, ATP6, ATP8) y los 22
tARNs. El sentido de las flechitas al lado de cada una de las letras que representa a cada gen tARN de aminoacidos indica su
localizacidn, siendo el sentido horario en la cadena ligera, y el contrahorario en la cadena pesada, donde se situan, ademas,
el resto de genes que no presentan notacion. Imagen extraida de (Park & Larsson, 2011)

Para arrojar luz sobre el origen y la evolucion de NumtS en primates hemos hecho un analisis

comparativo de genomas recopilados de bases de datos como el navegador genémico UCSC



(https://genome.ucsc.edu/) o Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html), centrandonos en

varios NumtS de la vasta cantidad de ellos que existen en nuestro genoma, y que seguirdn
apareciendo a lo largo de la evolucion de la especie humana (Dayama et al., 2014; Ricchetti,
Tekaia, & Dujon, 2004).

MATERIALES Y METODOS

1.- Obtencion de genomas

Se obtuvo el genoma de humano (hg38) de la pagina del navegador genémico de la Universidad

de California Santa Cruz (https://genome.ucsc.edu/) Adicionalmente, descargamos los

genomas mitocondriales de humano (hg38), langur chato dorado (JQ821835.1), orangutan
(NC_002083.1) y mono narigudo (KM889667.1) desde la base de datos gendmico del NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

2.- Navegador gendémico UCSC

El navegador genomico UCSC fue creado en la etapa inicial del Proyecto del Genoma Humano
y proporciona alineamientos de secuencias precisos entre secuencias consultadas (Lee, Oh,
Kang, & Han, 2014) Asi, los usuarios son capaces de obtener una gran variedad de informacion
desde el estudio de conservacion del genoma, hasta la visualizacion de diversos polimorfismos
de un solo nucleétido (SNP), pasando por la distribucién en el genoma de elementos
transponibles. Asi mismo, permite la alineacion de diversos genomas; concretamente se utilizo

en este estudio fundamentalmente el genoma de 30 primates.

A la hora de analizar los alineamientos entre especies de primates en el navegador, se distinguen
visualmente anotaciones en forma de linea simple ‘-, linea doble ‘=’, o regiones representadas
por 'N’. La linea simple informa de la ausencia de bases en esa especie. Esto puede ser
explicado como una insercion o eliminacion especifica del linaje entre los bloques alineados en
las especies alineadas. La linea doble informa sobre la presencia de bases en esta region, pero
no alineables. Esto puede ser debido a una distancia evolutiva excesiva entre especies o ‘indels’
independientes en la region entre los bloques alineados en ambas especies. Finalmente, las ‘N’
son un reflejo de la incertidumbre en la relacion entre el ADN de ambas especies, debido a la
falta de secuencia en porciones relevantes de la especie que se esta alineando (Genome Browser
UCSC, 2018)


https://genome.ucsc.edu/
http://www.ensembl.org/index.html
https://genome.ucsc.edu/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

3.- BLAT

BLAT es un algoritmo de alineamiento de secuencias de ADN por pares disefiado para
encontrar rapidamente secuencias con gran precision (>95%) Los resultados de busqueda
BLAT en el navegador genémico UCSC muestran diversa informacion ordenada de la siguiente
manera: puntuacion (calculada segun la longitud alineada y similitud de secuencia), inicio
(posicion de la primera coincidencia en la consulta), final (posicién de la ultima coincidencia
en la consulta), tamafio de la consulta (el tamafio de la secuencia de entrada), identidad
(similitud de secuencia), coordenadas genomicas (posiciones genémicas de la secuencia
combinada) y cadena (orientacion de la secuencia coincidente en el genoma) (Genome Browser
UCSC, 2018) (Figura 2C)

4.- Ensembl

Ensembl (http://www.ensembl.org) es un proyecto de bioinformatica que organiza informacién

biol6gica mediante una gran base de datos genémicos de diversas especies (Birney et al., 2004;
Yates et al., 2016) Ensembl también ofrece recursos de genémica comparativa entre especies,
en nuestro caso entre Primates, y que se basan en anotaciones genéticas para calcular evolucion
de genes, asi como informacion de ortologia de fragmentos de secuencias. Permite ademas
construir alineamientos de ADN completos de secuencia de pares de genomas y secuencias
maltiples. Finalmente, Ensembl integra diversas fuentes de datos dispares incluidos bases de
datos de SNPs (dbSNP), mutaciones de genes humanos (HGMD), y de relaciones de
variaciones humanos con fenotipos (ClinVar), y los presentan a través de una interfaz integrada

y consistente (Yates et al., 2016)
5.- BioEdit

BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) consiste en un editor de secuencias

destinado a proporcionar funciones basicas para la edicion, alineacion, manipulacion y analisis
de proteinas y secuencias de acidos nucleicos (Hall T., 2001) BioEdit ofrece la herramienta
ClustalW, un programa disefiado para construir multiples alineamientos de secuencias
bioldgicas. ClustalW alinea automaticamente muchas secuencias para que se puedan ver las
identidades, similitudes y diferencias, calculando la mejor coincidencia para las mismas
(Higgins, Thompson, & Gibson, 1996)


http://www.ensembl.org/
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html

6.- MEGA

MEGA (del inglés, Molecular Evolutionary Genetics Analysis) es un software que permite
inferir arboles filogenéticos a partir de construcciones de alineamientos de secuencias en
diversos formatos (Tamura, Stecher, Peterson, Filipski, & Kumar, 2013) Se infirieron arboles
filogenéticos a traves de las secuencias mitocondriales y nucleares de los distintos primates que
podian contener NumtS ortélogos. Para este fin se usé la herramienta de MEGA, construyendo
arboles maximo parsimoniosos sin muestreo “bootstrap” y mediante un método de busqueda

mini-mini heuristico.

RESULTADOS

1.- Deteccion de NumtS en todo el genoma humano

Mediante el uso de Ensembl, y en complementacion con el navegador gendmico de la UCSC,
fue posible la deteccion de una amplia muestra de NumtS encontrados en el genoma humano

(Anexo 1) De todos ellos, nuestro trabajo se centr6 en 3 de ellos (Anexo 1C)
2.- Andlisis del Numt en el cromosoma 7 humano

En la posicion 145997333-145997428 de la cadena (+) del cromosoma 7 (Chr7) se encuentra
un Numt con un 99% de similitud con la secuencia mitocondrial de origen. La posicion que
ocupa este en el genoma mitocondrial (MT) es 1613-1708, llegando a abarcar parte del gen de
tARN de la valina y del gen del ARN 16S. Esta secuencia de 96 nucle6tidos muestra una
discrepancia a nivel de la base Chr7: 145997339, la cual presenta una aparente transicion de
una citosina (C) de la secuencia original mitocondrial en posiciéon MT:1619, a una timina (T)

en esta posicién del genoma nuclear (Figura 2).

Para acercarnos un poco a la antigtiedad de este Numt se someti6 a la secuencia mitocondrial
original a un alineamiento con un cluster de secuencias de 12 especies de primates en Ensembl
y analizando la base discrepante de este Numt entre ellos (Figura 3). Se aprecié como la base
de citosina en esta posicion se encuentra en puntos anteriores en la ramificacion del arbol
filogenético hacia el género Homo, a pesar de la aparicion de una timina en el género Pan
(bonobo y chimpancé). Podemos observar también una timina en el género Macaca, a pesar de
estar alejados filogenéticamente de los géneros anteriormente citados. Estos hechos

evidenciarian la existencia de mutaciones paralelas con dos posibles origenes (1) que el Numt



tuviese originalmente C en esa posicién (variante humana) y que hubiese mutado
posteriormente a T, 0 (2) que tuviese T (variante del chimpancé) ya desde un principio, lo que
indicaria que existia polimorfismo para este rasgo T/C durante la especiacion, cuando se

produjo la insercion del Numt en el genoma nuclear.
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Figura 2. Alineamiento de la secuencia del genoma mitocondrial humano (secuencia superior) con una secuencia idéntica
en 99% presente en el cromosoma 7 humano (cadena inferior). La discrepancia en cuanto a similitud de secuencias se puede
observar en la presencia de una citosina en el genoma mitocondrial (MT:1619); mientras que en el cromosoma humano se
aprecia en substitucion una timina (Chr7: 145997339)
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Seguidamente, con el fin de observar en perspectiva la evolucién de este Numt en el orden de
los Primates, se realiz6 un alineamiento en el navegador gendmico UCSC de secuencias con 30
especies proximas filogenéticamente con el ser humano (Figura 4) Se observé como en este
alineamiento hallamos otros NumtS en Rhinopithecus roxellana y en Pongo abelli.
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Figura 4. Alineamiento de secuencias del Numt en el cromosoma 7 (145997333-145997428) en humanos con otras
secuencias en primates (parte superior). Las zonas remarcadas en verde indican la presencia de NumtS en esas dos especies:
orangutan (P. abelli) y el langur chato dorado (R. roxellana). En esta figura también se presenta en su parte inferior los
distintos SNPs presentes en humanos en esta region del cromosoma 7

2.1.- Analisis del Numt en R. roxellana

Un estudio mas a fondo de este Numt en esta especie usando el navegador genémico UCSC
nos parte esta secuencia en dos bloques. El primer blogque de esta secuencia es
CACAAAGCATCCGGCTTACACCCAGA. Se observd que la zona de origen exacta se
encuentra en el cromosoma KN296453v1, en la posicion 1886686-1886711 (Anexo 2A). El
segundo bloque de este NUMT que divide el navegador genomico es
AGATTGCAACATAATTTGATTGCCTTGAGCTAATGCTAGCCCCAAACCTAATCAA

CACTAATACC. Se observd gue la zona de origen de esta secuencia pertenece al mismo
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cromosoma que el primer bloque, en la posicion 1886621-1886685 (Anexo 2B) Si se ordenan
ambos bloques del cromosoma KN296453v1 se puede observar que difiere de la secuencia que
aparece alineada en el navegador gendmico. Esto es debido a que la secuencia que ahi se refleja
es la inversa complementaria del Numt de esta especie. Seguidamente, se realizé un BLAT del
genoma mitocondrial de R.roxellana con su genoma nuclear para asi determinar su grado de
similitud entre ambas secuencias, perteneciendo a una region con un 89,1% de similitud con la
secuencia mitocondrial original. Se aprecio también que el Numt en esta especie se inserto en

la cadena complementaria del cromosoma KN296453v1 (Anexo 2C)
2.2- Analisis del Numt en P.abelli

Siguiendo un procedimiento similar con el Numt en R.roxellana, se realiz6 un estudio a fondo
del Numt presente en P.abelli. En comparacion con el caso anterior, esta secuencia
(AGATTTCAACTCAAGTTGACCACTCTGAGCTAACCCTAGCCCCAAACCCAATCCA
CCCTACTACC) es presentada en un unico bloque por el navegador, perteneciente al
cromosoma 17_random de esta especie entre las posiciones 17151481-17151545 (Anexo 3A)
A diferencia del Numt de R.roxellana, la secuencia que aparece alineada en el navegador es la
misma que aparece aqui. Seguidamente, se realizd6 un BLAT del genoma mitocondrial de
P.abelli con su genoma nuclear para asi determinar su grado de similitud entre ambas
secuencias, englobada en un hit con un 96,9% de similitud con la secuencia mitocondrial
original (Anexo 3B). Se aprecid también que el Numt en esta especie se insert6 en la cadena

principal de este cromosoma.
3.- Andlisis del Numt en el cromosoma 4 humano

En la posicion 55328160-55328290 de la cadena (+) del cromosoma 4 (Chr4) se encuentra un
Numt con un 96.2% de similitud con la secuencia mitocondrial de origen. La posicién que
ocupa este en el genoma mitocondrial (MT) es 962-1092, llegando a abarcar parte del gen de
ARN 12S. Esta secuencia de 131 nucledtidos, a diferencia del Numt del cromosoma 7, muestra

varias discrepancias a nivel de diversas bases detalladas en la figura 5.

Para conocer la antigiedad de este Numt se sometio a la secuencia mitocondrial original a un
alineamiento con un cluster de secuencias de 12 especies de primates en Ensembl y analizando
la base discrepante de este Numt entre ellos (Anexo 4) Se aprecid que, a excepcion de la base
MT:1011, el resto no presenta (MT:1085), presenta en un solo género (Macaca; MT: 1039) o
presenta solo en humanos (MT: 1005; MT: 1018) distintas bases en la misma posicion entre

secuencias. Asi mismo, la aparicion de la base de citosinaen MT:1011 parece datar de la época
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de la divergencia de la familia Hominidae, ya que antes de su aparicién la base ancestral era
una timina. No obstante, los gorilas presentan esta base de timina, posiblemente debido a una

mutacion posterior en esta especie.

A

Side by Side Alignment
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55328160 ccccaataaagctassactcacctgagttgtaaaasactccagetgacat 55328209

pepalels sssatagactacgesagtggctttaacatatctgaascacacaatagctas 20001061

>>>>>>>> [T TP T TEEEECE P EEEEEEE T >>>>>>>>

55328219 assataaactacgasagtggctttaacgtatctgaacacacastagctas 55328259
PO@aless gacccaaactgggattagataccccactaty BOE@lesz

>>>5255 [TPITETEEEEEEEEETEETEEE PETETTT #353335>
55328260 gacccaaactgggattagataccgocactatg 55328252

B

Pasicion Chrd Pasicion MT Base Chrd Base MT
55328203 1005 C T
55328209 1011 T C
55328216 1018 A G
55328237 1033 G A
55328283 1085 G C

Figura 5. (A) Alineamiento de la secuencia del genoma mitocondrial humano (cadena superior) con una secuencia idéntica
en 96,2% presente en el cromosoma 4 humano (cadena inferior) (B) Tabla con la posicion exacta de las bases discrepantes
entre la secuencia del Chr4 y la secuencia MT de la que procede.

Como en el Numt del cromosoma 7, para observar en perspectiva la evolucion de este Numt en
el orden de los Primates, se realizd un alineamiento en el navegador genomico UCSC de
secuencias con 30 especies proximas filogenéticamente con el ser humano (Anexo 5)
Curiosamente, no se encontrd ningln alineamiento con nuestros parientes mas cercanos, aunque
si que se encontrdé con los primates méas lejanos, pero es muy deficiente. Este dato pone de

manifiesto la reciente adquisicion de este Numt dentro del linaje humano.
4.- Andlisis del Numt en el cromosoma 13 humano

En la posicion 109424125-109424380 de la cadena (-) del cromosoma 13 (Chrl13) se encuentra
el Numt con mayor % de similitud de secuencia de los encontrados en el navegador: un 99,3%.
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La posicion que ocupa este en el genoma mitocondrial (MT) es 982- 1237, llegando a abarcar
parte del gen del ARN 12S. Esta secuencia de 256 nucle6tidos muestra dos discrepancias

detalladas en la figura 6.
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<2< << [PTTEEREEEETEEEEEEEEE TP ERRRTEEEEEETTEEETTTRTT] <2 ss<<ee

109424180 cttcatatccctoctagaggagoctgttctgtaatogatasacccogatca 109424131
pERAA1232 scctca ©200@1237

gt ||| )] <egeeaeg
182424130 acctca 189424125

B

Posicidn Chrl3 Posicion MT Base Chrl3 Base MT
109424353 1009 T C
109424344 1018 A G

Figura 6. (A) Alineamiento de la secuencia del genoma mitocondrial humano (cadena superior) con una secuencia idéntica en
99,3% presente en el cromosoma 13 humano (cadena inferior) Nétese, a diferencia de los NumtS descritos anteriormente, del
antisentido de la secuencia al pertenecer este Numt a la cadena complementaria (B) Tabla con la posicion exacta de las bases
discrepantes entre la secuencia del Chr13 y la secuencia MT de la que procede.

Para conocer la antigliedad de este Numt, al igual que los anteriores descritos, se sometio a la
secuencia mitocondrial original a un alineamiento con un cluster de secuencias mitocondriales
de 12 especies de primates en Ensembl y analizando la base discrepante de este Numt entre
ellos (Anexo 6) Se aprecio como la base en posicion MT:1018 presenta Unicamente variacion
en humanos con respecto al resto de primates. Respecto a la base de la posicion MT:1009 es la
que mas discrepancias presenta en el alineamiento con otras secuencias mitocondriales de

primates proximos. Se constato, atendiendo al arbol filogenético inferido por estas secuencias,
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la presencia de una adenina ancestral en lémures ratones que, una vez el arbol diverge en el
infraorden Simiiformes aparece una timina en esa posicion, la cual presenta todo este infraorden
aexcepcion del ser humano y el cercopiteco verde, los cuales presentan una citosina. Esto puede
ser debido a mutaciones paralelas convergentes en esta base en ambas especies. En cuanto al
origen de este Numt en humanos provenir (1) de una mutacion posterior a la insercion del Numt
de la C a posteriormente una T 0 (2) un poco probable polimorfismo durante la especiacion

para ese rasgo T/C, cuando se produjo la insercion del Numt.

Para observar en perspectiva la evolucion de este Numt en el orden de los Primates, se realizd
un alineamiento en el navegador genémico UCSC de secuencias con 30 especies proximas
filogenéticamente con el ser humano, al igual que los casos anteriores (Figura 7) No se encontro
ningun alineamiento con los primates mas proximos filogenéticamente, aunque si se encontro
una similitud de alineamiento con tres especies correspondientes a la subfamilia Colobinae

(R.roxellana, R.bieti y Nasalis larvatus), las cuales presentan NumtS.
4.1.- Analisis del Numt en R.roxellana

Un estudio mas a fondo de este Numt en esta especie usando el navegador genémico UCSC
nos parte esta relativamente larga secuencia en varios blogues. Los bloques aparecen
detalladamente en la Anexo 7. Toda esta secuencia alineada corresponde al cromosoma
KN296453v1 de R.roxellana. La secuencia que aparece alineada en el navegador es la misma
que aparece aqui. Seguidamente, se realiz6 un BLAT del genoma mitocondrial de R.roxellana
con su genoma nuclear para asi determinar su grado de similitud entre ambas secuencias,
perteneciendo a una regién con un 89,1% de similitud con la secuencia mitocondrial original.
Notese que este hit es el mismo obtenido al alinear secuencias en el caso del Numt del

cromosoma 7 humano (Anexo 2C).
4.2.- Analisis del Numt en N.larvatus

Un estudio mas a fondo de este Numt en esta especie usando el navegador genémico UCSC
nos parte esta secuencia en los mismos blogues que en el caso de R.roxellana, llegando a tener
secuencias muy similares. Los bloques aparecen detalladamente en la Anexo 8A. Toda esta
secuencia alineada corresponde al cromosoma 19 de N.larvatus. La secuencia que aparece
alineada en el navegador es la misma que aparece aqui. Seguidamente, se realiz6 un BLAT del
genoma mitocondrial de N.larvatus con su genoma nuclear para asi determinar su grado de

similitud entre ambas secuencias, perteneciendo a una region con un 85,7% de similitud con la
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secuencia mitocondrial original. Se apreci6 también que el Numt en esta especie se inserto en

la cadena complementaria del cromosoma 19 (Anexo 8B).

(3) Genomes Genome Browser Tools Mirrors Downloads My Data View Help About Us
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Figura 7. Alineamiento de secuencias del Numt en el cromosoma 13 en humanos con otras secuencias similares en primates
(parte superior). Se puede observar como no se encuentra ningln alineamiento con nuestros parientes mas préximos,
aunque si se encuentra con tres especies de la subfamilia Colobinae (R.roxellana, R.bieti y N. larvatus). En esta figura también
se presenta en su parte inferior los distintos SNPs presentes en humanos en esta regién del cromosoma 13

5.- Estudio de SNPs presentes en NumtS

En cada uno de los NumtS de este trabajo se estudiaron varios SNPs (Anexo 9A) presentes en
sus secuencias con el afan de arrojar luz sobre su posible funcion y si poseen algun significado

clinico.
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En general se encontraron que las variaciones de estos cuatro SNPs estudiados han sido
reclutados en regiones regulatorias de algunas lineas celulares, llegando a funcionar como
potenciadores o represores transcripcionales, tal y como apunta Richetti et al, sobre la
integracion de NumtS en el genoma, que se dirigen preferentemente a secuencias codificadoras
o reguladoras (Ricchetti et al., 2004) Ademas, no se constatd ningun significado clinico de las
variantes de SNPs. Es de especial interés, no obstante, destacar la frecuencia presente en el SNP
rs8181812, debido a su extrema poca inusualidad, con un MAF (del inglés, Minor Allele
Frequency) menor a 0,01% en la poblacion mundial, siendo casos muy concretos los que

presentan esta variacion (Anexo 9B).

6.- Estudio filogenético de los NumtS del cromosoma 7 y cromosoma 13 con Bioeditt MEGA

Con el fin de estudiar estos NumtS en la historia evolutiva de los Primates, asi como aproximar
en el tiempo el momento de la insercion de estos en el genoma nuclear del ser humano, se
utilizaron las secuencias de los NumtS del cromosoma 7 y cromosoma 13, junto con las
secuencias de NumtS alineadas en otras especies de Primates con cada uno de estos, asi como
las secuencias mitocondriales de varios Primates. En Bioedit, y gracias a ClustalW, se alinearon
las secuencias gendmicas y mitocondriales, para posteriormente en MEGA, hacer uso de ellas
para inferir arboles filogenéticos maximo parsimoniosos. Los resultados obtenidos para el

Numt del cromosoma 7 y cromosoma 13 aparecen reflejados en el Anexo 10.

DISCUSION

La integracion de los genes mitocondriales en el genoma nuclear es un proceso fisioldgicamente
importante que contribuyo al origen y la evolucion de la célula eucariota, y la transferencia de
genes completos desde las mitocondrias al nucleo parece estar continuamente activa en algunas
plantas (Knoop et al., 1995). El analisis de NumtS, con ayuda de diversas herramientas con el
navegador gendmico UCSC o la base de datos de Ensembl, permitié una visualizacién mas
profunda mediante la gendmica comparativa sobre la evolucién y divergencia de los genomas

entre especies.

La ausencia de estos NumtS en nuestros antepasados mas préximos nos permite concluir que
su insercion se ha producido recientemente en el ser humano. Contrariamente a otros estudios

que apuntan sobre que la insercién de la mayoria de los NumtS en el ser humano se remonta a
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un primate ancestral (Bensasson, Feldman & Petrov, 2004; Tourmen et al., 2002), nuestros
resultados no hacen sino alejarnos de esta idea. A raiz de la presencia de estos NumtS en otros
Primates mas alejados como R.roxellana o N.larvatus tenemos mas similitud con ellos que con
nuestros parientes mas proximos. Aungue en principio es posible que una insercion se conserve
en distintas ramas de una filogenia y se haya perdido en las demaés, la gran similitud de
secuencias entre Numt y genoma mitocondrial humano revela cuan reciente son estas
inserciones. Se ha producido, concretamente en el Numt del cromosoma 7 y del cromosoma 13,
la insercidn de una misma secuencia mitocondrial en el mismo lugar del genoma nuclear varias
veces a lo largo de la historia evolutiva de los primates, pero por procesos aparentemente
independientes, debido a que no presentan un antecesor comun que presente este Numt.

Los arboles filogenéticos del Numt del cromosoma 7 y del cromosoma 13 permitieron
acercarnos al momento en el que se pudo producir la insercion de estos NumtS. En el caso del
Numt del cromosoma 7 su secuencia mitocondrial de origen presenta un cambio nucleotidico
compartido con el genoma mitocondrial del chimpancé y del bonobo. En la representacion
gréfica en el arbol filogenético maximo parsimonioso de este Numt, se observa como estos
genomas mitocondriales de Primates estdn mas proximos entre si, que el del Numt del
cromosoma 7 humano con su genoma mitocondrial. Con estos datos se podria concluir que la
fuente de la insercién fue un genoma mitocondrial anterior a la aparicion del que hoy es
especifico del hombre, y datar la insercion de este Numt durante la separacién del linaje del
chimpancé y el del ser humano. No obstante, en el caso del Numt del cromosoma 13, su
secuencia mitocondrial de origen presenta una discrepancia nucleotidica que no aparece en el
resto de Primates y, junto al arbol filogenético inferido, su proximidad entre Numt y genoma
mitocondrial en el ser humano, sumado a su gran similitud de secuencias, reafirma ain mas su

posicion como Numt adquirido muy recientemente.

Es resefiable afiadir que el Numt del cromosoma 4 y del cromosoma 13 provienen de la misma
region mitocondrial. Aunque en nuestro estudio no lo hemos analizado, hay que destacar que
solo un tercio de los Numt se integraron como nuevas Secuencias provenientes del genoma
mitocondrial, mientras que los dos tercios restantes se originaron como duplicaciones de Numt
ya preexistentes en el genoma nuclear, siendo los mas antiguos los que presentan mayor tasa

de duplicacion que los NumtS recientes (Hazkani-Covo, Sorek & Graur, 2003).

Con todo, los NumtS podrian llegar a tratarse como elementos transponibles (TE) siguiendo un

“modelo de copia maestra” (Rouzic & Deceliere, 2005), pero con ligeras modificaciones, donde
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a diferencia de los TEs cuya copia residiria el genoma nuclear, esta copia en el caso de los
NumtS residiria en el organulo mitocondrial. Esta reflexion da una explicacion a la gran
cantidad de hits que se encuentran en una misma region del genoma mitocondrial en el Anexo
1B.

A pesar de los resultados obtenidos en nuestro estudio que parece rebatir las conclusiones de
una gran mayoria de estudios sobre la presencia de secuencias ortélogas en la evolucién de los
Primates (Tourmen et al., 2002), es necesario que seamos conscientes de que es necesario el
andlisis de una cantidad considerable de NumtS para sacar unas conclusiones solidas. No
obstante, el proceso de insercion de secuencias mitocondriales en el genoma nuclear no es un
proceso estatico, sino un proceso continuo que requiere de un estudio constante tanto en la
especie humana como en el resto de Primates y especies a lo largo de su historia evolutiva
(Ricchetti et al., 2004).
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311 1013 1587 16569 c + 17026 17528 495
387 3822 4308 16569 81.5% 5 - 68761539 68762024 486
380 9338 9679 16569 93.9% 4 - 12646294 126408635 342
298 636 11@5 16569 B6.3% 11 - 87813602 GB7814067 466
297 1053 1587 16569 87.6% 2 - 94899809 04899465 457
293 1053 1507 16569 G56.6% Y+ 11134535 11134991 457
280 2003 2388 16569 85.2% 4 - 128081405 128081782 378
280 987 1507 16569 88.7% 22+ 11856471 11856995 528
272 1053 1582 16569 89.4% 21 + 8846751 5847202 452
272 1053 1582 16569 59.4% 14 GL@O29A9v2_random  + 1923 2374 as2
269 987 1507 16569 9@.@% 20 - 30744492 308744928 527
264 2417 2844 16569 85.4% 10 + 19746746 19747170 425
260 987 1567 16569 &9.7% 22 - 12135357 12135884 528
982 1237 16569 99.3% 13 109424125 109424380 256
243 687 953 16569 05.0% X - 126472467 126472732 286
244 6741 70812 16569 94.9% 2 - 49229628 49229899 272
230 1925 2218 16569 59.7% 3+ 160947654 168947947 294
226 537 998 16569 83.7% 2+ 125811722 125813539 518
215 4158 4474 16569 B83.1% 6 - 94447118 94447442 325
215 636 948 16569 B4.8% 14 - 51587393 51587786 314
284 2225 2469 16569 91.9% 4 - 78008515 78008761 247
188 5769 6553 16569 G8.3% 2 - 202619246 202620034 789
182 7975 8166 16569 97.4% 18 - 47853246 47853437 192
181 2286 2661 16569 90.3% 8 + 76201763 76202139 377
171 2466 2675 16569 91.8% 1 - 5856258 5858468 211
170 14327 14559 16569 91.6% 17 - 22532535 22532766 232
156 5737 5896 16569 98.8% 21 + 10914855 10915014 180
153 12250 12424 16569 93.8% 4 - 162421367 162421541 175
151 6642 6804 16569 96.4% 11 + 73510661 73510823 163
145 2418 2574 16569 96.2% 7+ 45251971 45252127 157
149 12143 12336 16569 56.1% 1+ 181422785 151422075 194
136 898 1048 16569 92.9% 2+ 226722269 226722426 158
details MT 134 2899 3850 16569 04.1% 4 - 27730424 27730575 152
ser details MT 128 611 742 16569 98.5% 2 - 143881726 145881857 132
user details MT 118 66@4 6799 16569 B1.9% 5 - 5395744 5395930 187
browser details MT 94 1613 17088 16569 99.0% 7+ 145997333 145997428 96}

Anexo 1. Distribucion en el genoma de los NumtS (A) y en la secuencia mitocondrial (x1000) (B). (A) Las flechas marcan la
localizacion de los NumtS en cada uno de los cromosomas tras un BLAT del genoma mitocondrial humano contra hg38. Se
puede observar como los cromosomas 15y 19 carecen de secuencias de origen mitocondrial. (B) Las lineas rojas determinan
el largo de la secuencia del Numt y su posicién original en el genoma mitocondrial (C) NumtS seleccionados en nuestro estudio
(marcados en azul) que se obtuvieron del navegador genémico UCSC. Corresponden a NumtS de secuencia relativamente
corta y con >90% de similitud de secuencia presentes en los cromosomas 7, 4y 13.
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Anexo 2. Region del cromosoma KN296453v1 de R.roxellana donde se encuentra el Numt. (A) Se delimita la regidon donde

se encuentra el primer bloque que divide el navegador gendmico seguido de (B) donde se delimita el segundo bloque de la

secuencia. Estas secuencias abarcan desde 1886621-1886711 en este cromosoma de esta especie, y en su alineamiento en

el navegador gendmico con la especie humana, se observé una inversion complementaria de la secuencia (C) De varios hits

encontrados del genoma mitocondrial en el genoma nuclear de R. roxellana, la zona remarcada en azul muestra el hit donde

se encuentra el Numt. Se aprecia un 89,1% de identidad, asi como que este alineamiento lo realiza con la hebra

complementaria del cromosoma KN296453v1.
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Anexo 3. Region del cromosoma 17_random de P.abelli donde se encuentra el Numt. (A) Se delimité la region donde se

encuentra el Numt (B) Tras realizar el BLAT entre el genoma mitocondrial y el genoma nuclear de esta especie, se obtuvieron

varios hits de los cuales el encuadrado en azul pertenece a la regién donde se encuentra el Numt, con un 96,9% de identidad

y ubicado en la cadena principal del cromosoma 17_random.
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Anexo 4. Alineamiento de la regiéon mitocondrial humana MT: 962-1092 con otras 12 especies de primates. Se puede
observar como no se encuentra emparejamiento en gibones, titis y papiones. Con el resto de primates emparejados si que
encuentra zonas de correlacidn, estableciendo un arbol filogenético en relaciéon a la similitud de secuencias. La zona

encuadrada en verde marca las bases discrepantes en este Numt.
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Anexo 5. Alineamiento de secuencias del Numt en el cromosoma 4 en humanos con otras secuencias similares en primates
(parte superior). Se puede observar como no se encuentra ningun alineamiento con nuestros parientes mas préximos,
aunque si con nuestros parientes mas lejanos, aunque el alineamiento es muy deficiente. En esta figura también se presenta
en su parte inferior los distintos SNPs presentes en humanos en esta region del cromosoma 4.
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Anexo 6. Alineamiento de la regiéon mitocondrial humana MT: 982-1237 con otras 12 especies de primates. Se puede
observar cdmo no se encuentra emparejamiento en gibones, titis y papiones. Con el resto de primates emparejados si que
encuentra zonas de correlacidn, estableciendo un arbol filogenético en relacidon a la similitud de secuencias. La zona

encuadrada en verde marca las bases discrepantes en este Numt.
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Anexo 7. Region del cromosoma KN296453vl de R.roxellana donde se encuentra el Numt (1887095-1887341).
Representacion de cada uno de los bloques en los que el navegador gendmico UCSC divide esta secuencia de R.roxellana

alineada con la secuencia del Numt del cromosoma 13 en el ser humano.
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KNBB2667.1 1489 1074 3343 16572 57.9% 18 + 16290608 16242866 2259
KNBB2667.1 1412 12041 13456 16574 99.9% 6 - 103605922 103607337 1416
KHB82667.1 1912 2522 16574 85.5% 3+ 165344782 165374407 29626
KNBB667.1 1385 11232 13683 16574 82.5% 11 - 67454168 67458412 5252
KHBE9667.1 1362 9 3245 16574 83.5% 13 + 113331306 113334512 3214
KiB89667.1 1358 19 5320 16574 83.0% B - 45677862 45682401 4630
KB89667.1 1315 5 2736 16574 84.1% 5 - 141507493 141510793 3301
KB89667.1 1305 154 2522 16574 85.1% 3+ 165358680 165361031 2352
KNBB867.1 1205 5 2736 16574 24.4% 10 + 6472738 6475420 2692
S KNBB96E7.1 1250 1439 4501 16574 52.6% 8 + 30773716 20776718 3003
KiB82667.1 1222 14019 15274 16574 95.4% Un_JMHXD1000143v1 - 1 1253 1253
KNBB9667.1 1207 741 3797 16573 X - 109537060 109540103 3044
KNBB9667.1 1159 14229 16395 16574 S - 40468093 40470235 7143
KNBB2667.1 938 9 2181 16574 1+ 207065693 207067850 2158
KNBB2667.1 895 1195 2414 16574 6 - 70633353 70634569 1211
KHB82667.1 882 8712 12905 16574 3+ 63468544 63472627 4084
KNBB667.1 865 1843 3115 16574 &+ 91224322 91225586 1275
KiB89667.1 854 472 11792 16574 2 - 25087623 25096986 2374

KNBEIG6 860 1 1331 16574 85.7% 19 18536717 18532026 1310

KHB8IE67. 1 787 1272 2522 16574 3+ 165346035 165347286 1252
KH8BIE67 .1 781 3985 5303 16574 5 + 43081375 43082600 1316
KHEB9B67 .1 776 443 2292 16574 5 + 104571599 104573325 1727

KHEB9B67 .1 764 7313 8588 16574 §3.9% Un_JMHXB1123021v1 - 1 1317 1304

KIBB9667. 1 762 7632 §392 16574 65.5% Un_JMHXO1049836v1 - 257 1623 1367
KIBB9667. 1 738 11347 12086 16574 99.9% X + 86299917 56300656 740

KHB89667. 1 726 9362 16780 16574 65.3% Un_JMHXO1301458v1 - 19 1360 1342
d KI8966: 780 740 2125 16574 67.8% 12 18359333 18362667 3335
e —

Anexo 8. Region del cromosoma 19 de N.larvatus donde se encuentra el Numt (18531381-18531632). (A) Representacion
de cada uno de los bloques en los que el navegador gendmico UCSC divide esta secuencia de N.larvatus alineada con la
secuencia del Numt del cromosoma 13 en el ser humano. (B) Tras realizar el BLAT entre el genoma mitocondrial y el genoma
nuclear de esta especie, se obtuvieron varios hits de los cuales el encuadrado en azul pertenece a la region donde se
encuentra el Numt, con un 85,7% de identidad y ubicado en la cadena complementaria del cromosoma 19
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SNP Chr Pasicidn Chr Alelos Frecuencia
rs77768425 7 145997339 T/C
rs76930751 4 55328209 T/C 50/50
rs8181812 13 109424344 T/C 99,99/0,01
rs8283022 13 109424353 Al6 50/50

BLAST/BLAT | BioMart | VEP | Tools | Downloads | Help & Docs | Blog 1) - Search all spec
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Location: 13:109,423,844-109,424 844 RVUELIEAEREA P

Variant displays

|- Explors this variant rs8181812 swp
= Genomic context
Genes and regulation Most severe consequence I regulatory region variant | Ses all predicted consequences
Flanking sequence N . .
T eI Alleles TIC | MAF:- < 0.01 (C) | Highest population MAF 0.01
Phenotype data Location Chromosome 13:109424344 (forward strand) | VCF: 13 109424344 rs8181812 T C
Sample genotypes B
Linkage disequilibrium Evidence status @ ® &
© HGVS name N 1013.11:9.1094243447>C

Synonyms Archive dbSNP rs72553242 &

ions.
Original source Variants (including SNPs and indels) imported from dbSNP (release 150) | Vi d
About this variant This variant overlaps 2 regulatory features and has 2505 sample 1

Population genetics @

1000 Genomes Project Phase 3 allele frequencies

ALL AFR ) aMR |(Eas (EUR 1( sas

* T 100% . » T 100% - T100% .
0. C0% ..Tmn% 0‘“]% o.co% ..Tmn% .-T100%

Sub-populations Sub-populations Sub-populations Sub-populations Sub-populations

1000 Genomes Project Phase 3 (32) &8

Show LR entries

Population Allele: frequency (count) Genotype: frequency (count) Genotypes
ALL IR T 0.999 (5005)  C:0.001(3) TIT: 0.999(2501)  CIT: 0.001 (3) Show
AFR IR T 1.000 (1322) TIT: 1.000 (661) Show
ACB NN T:1.000 (192) TIT: 1.000 (98) Show
ASW IR T 1.000 (122) TIT: 1.000 (61) Show
ESN IR T 1000 (198) TIT: 1.000 (99) Show
GWD NN T 1.000 (226) TIT: 1.000 (113) Show
ISR  T: 1.000 (198) TIT: 1.000 (99) Show
IR T 1000 (170) TIT: 1.000 (85) Show
IR T 1.000 (216) TIT- 1.000 (108) Show
NN T: 0.997 (692) €:0.003 (2) TIT: 0.994 (345) CIT: 0.006 (2) Show
IR T: 0995 (187) €:0.005 (1) TIT: 0.989 (93) CIT: 0.011 (1) Show
I T 0992 (127) C:0.008 (1) TIT- 0.984 (63) CIT: 0.016 (1) Show
I T 1.000 (170) TIT: 1.000 (85) Show
IS T 1.000 (208) TIT: 1.000 (104) Show
IR T 0.999 (1007)  C:0.001 (1) TIT: 0.998 (503) CIT: 0.002 (1) Show
ISR T: 1.000 (186) TIT: 1.000 (93) Show
IS  T: 0.995 (205) €:0.005 (1) TIT: 0.990 (102) CIT: 0.010 (1) Hide
IR T 1000 (210) TIT: 1.000 (105) Show
IR T 1.000 (208) TIT- 1.000 (104) Show
I T 1.000 (198) TIT: 1.000 (99) Show
RN T1: 1.000 (1006) TIT: 1.000 (503) Show
IR T 1000 (198) TIT: 1.000 (39) Show
I T 1.000 (198) TIT: 1.000 (99) Show
NN T 1.000 (182) TIT: 1.000 (91) Show
IR T 1000 (214) TIT: 1.000 (107) Show
I T 1.000 (214) TIT- 1.000 (107) Show
NN T: 1.000 (978) TIT: 1.000 (489) Show
IR T 1.000 (172) TIT: 1.000 (85) Show
IR T 1.000 (206) TIT: 1.000 (103) Show
I T 1.000 (204) TIT: 1.000 (102) Show
IR T: 1.000 (192) TIT: 1.000 (98) Show
IR T 1000 (204) TIT: 1.000 (102) Show

Anexo 9. (A) Localizacion y frecuencia alélica de cada uno de los SNPs seleccionados y presentes en nuestros NumtS y (B)
distribucion de las variantes alélicas de rs8181812 en la poblacién mundial. (A)El alelo representado a la izquierda consiste
en el alelo de referencia, mientras que el de la derecha consiste en la variante. Ambos alelos estan presentes en la cadena
principal. La frecuencia de rs77768425 no estda muy bien determinada. Datos obtenidos de la base de datos de SNPs de
Ensembl (B) Distribucion de los polimorfismos T/C en la poblacién mundial, presentandose casos para el alelo C en tres
individuos: uno asiatico y dos americanos

27



ChrThoma sapiens/1-58
MTpan paniscus-103

MTpan roglodyres/i-103

MThome sapiens/i-103

MTgorilla gorila/1-103

MTpongo abelii-103

ChrTsaimiri boliviensis bolivensis/1-98
MTssimiri balivensis bolliensis/1-103
MTrhinopithecus bies/1-103
MTrhinopithecus raxellana-103
sabasus/i-103

1402

MTmacsca fascicularis/ 14103
MTmacaca mulatta/1-103
MTcariito syichta/1-103
MTmicrocebus murinus/1-103
MTpropithecus coquersli1-103
CheTcarito syrichta/1-98

ch coquereli1-85

ChriZhome sapiens/1-255
MThomo sapiens/1-267

MTgzn paniscus/1-257

MToan woglodytes/1-267

MTpongo abelii1-267

MTgarilla gorillai1 267

Chr13macaca nemestrina/1-256
ChriZeakobus sngolensis palistus/ 1-255
Chr13saimirni boliviensis bolivensis/1-256
Chri3astus nancymase/1-256
ChriZeebus capucinus/ 1255

Chr tys/1-258

ChriZrhinopithecus bieti/1 258
Chrtarhinopithecus mxellana/t 256
MTthinopithecus bieti/1-287
MTrhinapithecus roxellzna/1-27
MTchloropebus sabaeus/1-267
MTmacaca &scicularis/1-267
MTmacaca mulatta1267
ChriZmandillus leucophasus/1-255
MTmandrilus leucophaeus/1-287
MTmicropebus murinus/1-267
ChriZearito syiichm/1-258

MTearlito sytichtal1-267
ChriZotolemur gamettii 1-255
MTssimii boli éensis boli densis/1-267
Chr13propithecus coquereii/l-256
MTropithecus coquereli/1-257

Anexo 10. Arboles filogenéticos maximo parsimoniosos inferidos a partir de regiones alineadas en otros Primates con

NumtS en el genoma nuclear humano, asi como secuencias mitocondriales de Primates de la que provienen estos NumtS.

(A) Arbol filogenético del Numt del cromosoma 7 (B) y del Numt del cromosoma 13. Las cifras sobre las ramas internas indican

el % de arboles en los que aparece una rama como ésa, y dan apoyo a la topologia obtenida. Para la creacidn de estos arboles

filogenéticos se hizo uso de un método mini-mini heuristico.
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