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Resumo

O trafico continuo de ADN entre a mitocondria e o nucleo é unidireccional e xera
numerosas copias nucleares de xenes mitocondriais (NUMTs) con discutida relevancia
evolutiva. A dia de hoxe existen moitas incégnitas rodeando estas secuencias, dende os
procesos que as orixinan ate o xeito no que se comportan. Neste traballo realizamos
numerosos alinamentos empregando o xenoma secuenciado de Podarcis muralis para
estudarmos a fondo estes elementos, analizando a sua importancia nos procesos
evolutivos, asi como a predominancia dalgunhas rexions da mitocondria nos
cromosomas e discutimos a sua utilidade a hora de caracterizar elementos transponibles.
Atoparonse un total de 23 NUMTs cun tamafo promedio de 783pb localizando o0 95%
destes en rexidons non codificantes. Aproximadamente un 82% do xenoma mitocondrial
esta representado nos NUMTSs, exhibindo un marcado nesgo na orixe destas insercions,
con case a metade provindo da rexion de control.

Palabras chave: Transposicion, Podarcis siculus, Lacertidae, Duplicacion, ADNmt.

Resumen

El trafico continuo de ADN entre la mitocondria y el nucleo es unidireccional y genera
numerosas copias nucleares de genes mitocondriales (NUMTs) con discutida relevancia
evolutiva. A dia de hoy existen muchas incégnitas rodeando estas secuencias, desde los
procesos que las originan hasta la manera en la que se comportan. En este trabajo
realizamos numerosos alineamientos empleando el genoma secuenciado de Podarcis
muralis para estudiar a fondo estes elementos, analizando su importancia en los
procesos evolutivos, asi como la predominancia de algunas regiones de la mitocondria
en los cromosomas y discutimos su utilidad a la hora de caracterizar elementos
transponibles. Un total de 23 NUMTs fueron encontrados, con un tamafio promedio de
783pb localizando el 95% de estes en regiones no codificantes. Aproximadamente un
82% del genoma mitocondrial esta representado en los NUMTSs, exhibiendo un marcado
sesgo en el origen de estas inserciones, con casi la mitad proviniendo de la regién de
control.

Palabras clave: Transposicion, Podarcis siculus, Lacertidae, Duplicacion, ADNmt

Abstract

The continuous DNA traffic between mitochondria and the nucleus is unidirectional and
generates numerous nuclear copies of mitochondrial genes (NUMTSs) with controversial
evolutionary relevance. To date there are many unknowns surrounding these sequences,
from the processes that give rise to them to the way in which they behave. In this work we
performed numerous alignments using the sequenced genome of Podarcis muralis to
study these elements in depth, analyzing their importance in evolutionary processes, as
well as the predominance of some mitochondrial regions in chromosomes and discuss
their usefulness in characterizing transposable elements. A total of 23 NUMTs were
found, with an average size of 783 bpb, 95% of which were located in non-coding
regions. Approximately 82% of the mitochondrial genome is represented in the NUMTSs,
exhibiting a marked bias in the origin of these insertions, with almost half coming from the
control region.
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Introducion

Sobre o organismo de estudo

Podarcis muralis € unha especie que nos ultimos anos esta a recibir moita
atencion 6 ser empregado como un organismo modelo, debido a que amosa
altas densidades de poboacién, son doados de capturar, resulta sinxelo
manipulalos, viven en habitats antropomorfizados e toleran experimentos
bastante agresivos (Camargo et al., 2010).

Sobre as rexions do ADN mitocondrial

O ADN mitocondrial (ADNmt) desta especie é bastante cofiecido, xa que se
utiliza en numerosos estudos para determinar fendmenos de radiacion,
invasions ou mesmo para caracterizar razas xeograficas; con todo, estes
traballos non adoitan explorar todo o ADNmt, sendn soamente determinadas
rexions que funcionan como reloxo molecular, como pode ser a correspondente
6 citocromo b (14156-15298) (Schulte et al. 2012; Santos et al. 2019;
Michaelides et al. 2013). Estruturalmente, o xenoma mitocondrial de P. muralis
€ semellante 6 doutros vertebrados a pesares do seu rapido ratio de evolucion
(Brown et al. 1979), tratdndose dunha secuencia de 17311 pares de bases (pb)
que contén xenes relacionados coa cadea de transporte electronico, os ARN
transferentes (ARNt) de cada aminoacido e unha rexion de control (D-Loop)
dentro da maior porcion non codificante (NCR) do xenoma.

A NCR esta situada entre os ARNt da fenilalanina e da prolina. (15440-17311)
e pode ser dividida en varias partes ben diferenciadas: 1 Repeticions en
tandem que varian en numero segundo a especie, 2 Grandes segmentos cun
baixo grao de conservacién, 3 Bloques de secuencias conservadas (CSB)
separadas entre si por rexions mais variables e, 4 Secuencias asociadas a
terminacién (TAS)(Brehm et al. 2003). Agas nas repeticions en tdndem (que
aparecen de xeito contiguo), o resto de partes van alternandose, ainda que o
patron que forman esta bastante conservado (Nicholls e Minczuk, 2014).

O D-Loop € unha rexion non codificante caracterizada pola formacién dunha
triple cadea de ADN debido a inclusién dunha pequena cadea cofiecida como
ADN 7S, vai dende os arredores do CSB1 ate o segundo TAS e crese que
participa na regulacion da duplicacion do material xenético durante a
reproducién. A sua funcion parece ser a de actuar como un intermediario da
replicacion da cadea pesada, xa que a orixe de replicacion desta coincide co
extremo 5’ do ADN 7S (Nicholls e Minczuk, 2014).
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Figura 1: Organizacion do ADN mitocondrial de P. muralis, as frechas indican o sentido
da lectura nas secuencias. As frechas azuis e verdes representan a colocacién dos
principais xenes e ARNt, mentres que as grises representan a rexién de control e os
ARNTr.

Sobre o trafico de secuencias

Os NUMTs (Nuclear paralog of mtADN genes) son secuencias cromosomicas
orixinarias da mitocondria das que se ten pouca informacion. Ainda que os
mecanismos polos cales acontecen estes eventos son descofecidos, sabese
que este trafico de secuencias € exclusivamente unidireccional, da mitocondria
6 nucleo (Adams e Palmer, 2003), probablemente porque o mais probable é
que este trafico implique a liberacidn 6 citoplasma do contido xenético da
mitocondria.

Estas secuencias resultan de gran interese, xa que estan envoltas en
numerosas incognitas como os procesos que median as transferencias ou se
existe algun tipo de regulacion (Blanchard e Lynch, 2000). Féra do eido da
xenética molecular tamén poden aportar informacién sobre a orixe dunha
especie ou variedade, asi como revelar eventos de hibridacion entre especies
(Podnar et al., 2007).

Sobre as secuencias transpoiiibles mais frecuentes

Os elementos curtos intercalados (SINEs) son pequenos fragmentos de ADN
que aparecen en gran numero 6 longo do xenoma de moitos organismos, a
diferenza doutros elementos transpofibles estes non tefien capacidade de
movemento propia, sendn que “parasitan” a elementos longos intercalados
(LINEs); ambolos dous son retrotransposons. Un SINE non ten capacidade



propia para traspofierse, senon que requiren da actuacion da retrotransposasa
codificada por un LINE (Kramerov e Vassetzky, 2011).

Obxectivos

Neste traballo buscamos estudar os NUMTs presentes en Podarcis muralis, a
sua orixe, numero, tamafno e localizacion no xenoma con respecto as rexions
codificantes. Tamén tentaremos relacionalos con outras secuencias/elementos
e valorar a sua importancia.

Material e métodos

Obtencion de datos

Descargamos a secuencia do ADN mitocondrial tanto de Podarcis muralis
(NC_011607.1) como de Podarcis siculus (NC_011609.1) dende GeneBank
genomes nos formatos FASTA (.fasta) e GenBank (.gb), tratase de secuencias
de 17Kb. Usandoas como query, realizamos un BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) de alta similitude (megablast) sobre a base de datos
refseq_genomes e quedamonos cos resultados pertencentes 6s cromosomas
caracterizados, dos que imos obter a tdboa de hits e as secuencias. Repetimos
este proceso para o megablast discontiguo.

Alinamentos

Os alinamentos deste traballo foron realizados grazas 6 programa UGene
version 43.0, mediante o procedemento Smith-Waterman (SSE2, Gap penalty:
Open=10, Extension=1) no caso de seren alifamentos por pares, mentres que
no caso de alifamentos con multiples secuencias o algoritmo escollido foi
MUSCLE (default, stable). Para os alinamentos con mais secuencias
involucradas efectuaronse correcciéns manuais sobre os resultados.
Alinouse o0 xenoma mitocondrial cos hits que se atopan na mesma situacion
dentro dos cromosomas, no caso dos cromosomas 4 e 6, un dos resultados
iniciais foi complementado cunha mostra mais grande da rexién cromosémica
na que estaban localizados para comprobar continuidade:
e Cromosoma 4: os hits correspondentes a rexion 105456864 foron
alinados entre si, co mitocondrial e ca secuencia cromosémica +100pb.
e Cromosoma 6: aliiamos todos os hits pertencentes as rexions 5620242
e 6758295 sobre as secuencias correspondentes a rexion onde estan
localizadas £1000pb. Os ocos atopados entre as rexiéns duplicadas do
cromosoma 6 foron clasificados en macrogaps e minigaps segundo
fosen maiores ou menores a 50pb respectivamente. As secuencias
correspondentes 6s ocos foron empregadas como query para facer un
megablast sobre a base de datos do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) nucleotide collection nr/nt. Descargamos as
taboas de hits resultantes.



Comparacion entre especies

As taboas de hits obtidas foron empregadas na elaboracion dun documento en
microsoft excel (versidén 16.0) que incluia a cada unha delas nunha folla,
adémais e seguindo co estudo de Podnar et al. (2007) construimos unha nova
folla na que elaboramos unha taboa comparativa entre os NUMTs de ambas
especies empregando primariamente os resultados do megablast, incluindo os
do megablast discontinuo, unicamente de non atoparmos equivalencias. Para
comparar se existian diferenzas significativas realizamos un test de rangos
signados de Wilcoxon para datos aparellados, cun intervalo de confianza do
95% e supoifiendo que a distribucidn non € normal (o programa empregado foi
Rv4.2.1).

Por ultimo tamén realizamos un alifiamento por pares entre o ADNmt de P.
muralis e P. siculus.

Estudo xeral dos NUMTs

Empregando o xenoma mitocondrial de P. muralis facemos un BLAST en
Ensembl para obter representacions graficas que amosan os hits dentro da
mitocondria e dos cromosomas (a base de datos escollida foi Genomic
secuence, todos os demais valores mantivéronse por defecto agas o repeat
masker que foi desactivado). Dentro destes buscaronse as rexions onde se
localizaban os hits para anotar se pertencian a xenes ou non.

Estudo de NUMTSs e secuencias concretas

Existen varios hits idénticos de 34 pb repartidos por varios cromosomas,
empregamos a sua secuencia para facer un megablast (base de datos
nucleotide collection nr/nt). Para estudar mais a fondo este fragmento de ADN,
empregamos o programa RNAeval web server que nos permite predicir a
estrutura secundaria para ver se o lugar onde se situa esta relacionado coas
suas caracteristicas, para isto utilizamos como query un fragmento que inclue a
nosa secuencia +300pb (16123-16756).

Identificamos os distintos compofientes da rexién de control empregando como
referencia o pertencente a Lacerta dugesii anotado por Brehm et al. (2003).
Para isto realizamos un alinamento entre o xenoma mitocondrial de P. muralis
e as secuencias de L. dugesii que eles proporcionan (AY147872.1), buscando
e caracterizando as distintas partes guiandonos pola a figura 4 que aparece no
seu artigo.

Resultados

Comparacion entre especies

As taboas de hits obtidas de P. muralis e P. siculus foron comparadas, creando
unha nova (taboa 1). Todos os NUMTs que atopamos nunha especie tefien o
seu equivalente na outra (ocupan a mesma posicion dentro dos cromosoma),
ben sexa na taboa do BLAST de alta similitude ou no descontiguo. A Unica



excepcion € un hit do cromosoma 4 onde non atopamos equivalente directo,
mais si outros NUMTs que ocupan a mesma posicion.

A través desta comparativa podemos apreciar como existen uns NUMTs mais
semellantes 6 ADNmt de P. siculus e outros mais semellantes 6 ADNmt de P.
muralis, mais as diferenzas nas porcentaxes de identidade son reducidas
(2,908 a mais grande por parte de P. siculus e 4,480 por parte de P. muralis).
En computo global o ADNmt de P muralis € mais semellante, ainda que as
diferenzas non son significativas(figura 2), xa que, o test de Wilcoxon
devolveunos un p-valor de 0.09563.

O alifiarmos ambos xenomas mitocondriais vemos que a equivalencia é moi
alta (89% de identidade) sendo a diferencia mais notable a existencia dun oco
entre a posicion 15863 e 15904, contigua as repeticions en tandem da rexion
de control, mais non tendo a secuencia dunha destas.

% %
Ubicacion do NUMT identidade identidade Diferencia
P. muralis P. siculus

125268539 125268444 93,750 94,792 1,042

Cromosomal ) c 68401 125268448 90,909 92,308 1,399
Cromosoma 8334476 8334958 77,092 80,000 2,908
10 34020092 34019625 75,309 75,820 0,511
Cromlolsoma 62006094 62007062 80,600 79,055 11,545
Cr°m1°3S°ma 54237320 54237608 90,378 90,690 0,312
Cromﬁfoma 10173512 10172769 79,221 77,821 -1,400
Cr°m1°7soma 7131504 7131144 85,319 84,746 0,573
Cmml";oma 27459061 27458923 80,723 81,275 0,552
126962466 126962137 96,108 93,413 2,695

Cromosomn o 22293450 22292353 75,766 77,360 1,594
28191581 28191949 88,095 87,399 -0,696

28191830 28191863 100,000 100,000 0,000

30103465 30103681 92,627 93,868 1,241

Cromosoma3 30103429 30103498 95,714 92,000 3,714
37094743 37094357 80,303 78,426 11,877

105456864 105457857 91,046 88,531 2,515
105456867 105456824 100,000 -100,000

Cromosoma 4 56574735 56573857 87,401 86,682 -0,719
56575673 56575070 79,734 81,219 1,485

11931695 11931872 83,799 82,222 1,577

66082526 66082924 91,542 89,552 11,990

Cromosomg s 66083182 66083471 91,724 89,583 2,141
71797844 71797581 90,189 89,811 -0,378

71797676 71797643 100,000 100,000 0,000

5627463 5625052 80,590 80,560 -0,030

Cromosoma6 5624678 5623248 79,336 80,669 1,333

6759527 6760653 80,345 79,628 -0,717



6758295
5621021
6765088
5621697
6763663
6764441
30948652
83643772
83647106
83643987
Cromosoma 7 85631076
Cromosoma 8 17715292
Cromosoma 9 55854119
Cromosoma Z 50256337

Taboa 1: Comparaciéon dos ADN mitocondriais de P. muralis e P. Siculus cos NUMTs
atopados nos cromosomas de P. muralis. COmparanse os hits obtidos trala realizacién

6759126
5620242
6765857
5621238
6764179
6764868
30948872
83644071
83647197
83644020
85630493
17715506
55853859
50256733

83,353
84,371
83,503
85,652
81,973
82,851
86,425
86,424
86,957
100,000
94,017
85,714
90,038
80,000

81,053 -2,300
83,621 -0,750
82,512 -0,991
83,000 -2,652
83,366 1,393
80,723 2,128
87,783 1,358
85,855 -0,569
89,130 2,173
100,000 0,000
89,537 -4,480
87,963 2,249
89,922 0,116
77,970 -2,030

dun megablast, agas cando nunha das partes non se atopa correspondencia, recurrindo

enton 6s resultados do megablast discontiguo (en laranxa).

100
I

95

% de identidade

L
Figura 2: Boxplot comparado da porcentaxe de identidade dos hits de P. muralis e P.
siculus. A lifa negra grosa indica a mediana que é semellante en ambas especies. A
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caixa principal abrangue os datos situados entre os percentiles 25 e 75%, sendo neste
ultimo onde P. muralis acada valores mais altos.

Estudo xeral dos NUMTs

O primeiro BLAST (megablast) deu como resultado 38 hits, pero s6 ocupan 23
lugares ben diferenciados. Tefien un tamafo relativamente variable, cunha
lonxitude media de 783pb, sendo o mais longo de 5196pb e o mais curto de
179pb (taboa 2).

Localizaronse NUMTs en todos os cromosomas autosémicos, agas no 12, 15,
16 e 18, mais se empregamos os datos do BLAST descontiguo atopamos
novos en 12 e 18. No que respecta s cromosomas sexuais, no Z tamén existe
un hit, e do W non existe informacion dispofiible. Non parece existir unha
predisposicion por ocupar uns cromosomas fronte a outros sendo os que mais
NUMTSs contefien 0 4 e 0 2 con 3.

Dos 38 hits case a metade (16) estan dentro da rexion de control (figura 3),
ademais de dous que a tocan parcialmente, é dicir, pouco menos do 11% de
todo o ADNmt contén mais do 42% dos hits, mais curiosamente, non atopamos
ningun nas repeticiéns en tandem. Non foi posible atopar unha preferencia do
mesmo tipo por inserirse nunhas rexions cromosomicas fronte a outras (figura
4). Compre destacar que as figuras 3 e 4 non coinciden exactamente coa taboa
de hits, debido a que a base de datos empregada foi outra.

Todos os hits foron localizados en rexions interxénicas (56,52%) ou en introns
(39,13%), agas un do cromosoma 4 que contén un xene completo, que é
mitocondrial, posto que o NUMT é continuo en toda a sua extension (non ten
insercidons/deleciéns).

Codigodo | osoma|% identidade |Lonsitude |Erros|Ocos| MO ™ | Finna | Inidono | Finmo | o \pneacin Ubicacién en xenes

cromosoma mitocondria mitocondria cromosoma cromosoma
NC o321 93,750 % 6 0 16371 16466 125268539 125268444 524E-31 145 Non
NC_041312.1 90,909 4 4 o 16357 16400 125268491 125268448 195E-05 60,2
NC_041321.1 10 77,092 502 80 26 14993 15478 8334476 8334958 6,45E-65 257 Non
NC_041321.1 75,309 486 87 22 16148 16618 34020092 34019625 307E-48 202 >PPPIR12A:Subunidade reguladora da protein fosfatasa 1 (intron1)
NC 0413221 11 80600 1000 152 21 0 1028 62006094 62007062 0O 734 Non
NC 0413241 13 90,378 201 26 2 476 766 54237320 54237608 367E-102 381 Proteina GYF 1 interactuante con GRB10 (intrén 20)
NC 0413251 14 79,221 770 121 20 14715 15471 10173512 10172769 9,71E-138 499 Non
NC 0413281 17 85,319 61 52 1 2637 2006 | 7131504 7131144  221E-99 372 Non
NC_041313.1 96,108 334 9 4 16655 16083 126062466 126962137 1,59E-150 542  Dedos de cinc e proteina 22-like contedora do dominio SCAN (intrén 1)
NC o433l 75766 1143 203 43 4385 5498 | 22203450 22292353 1,61E-140 508 Non
NC_041313.1 88,005 78 34 6 16163 16538 28101581 28101949 2,15E-119 438 L

> a-glucosidasa acida (intron 3)

NC_041313.1 100,000 3 0 o 16357 16390 28191830 28191863 151E-06 63,9
NC_041314.1 92,627 217 11 2 16419 16630 30103465 30103681 632E-80 307 Non
NC_0413141 3 80,303 396 61 16 15030 16317 37004743 37004357 106E-72 283 Non
NC_041314.1 95,714 0 3 o 16321 16390 30103420 30103498 148E-21 113 Non
NC_041315.1 91,046 94 89 0 8091 9084 105456864 105457857 O 1343 Integra compl 6 xene 0000000404
NCos3tsL 87,401 881 100 2 11057 11937 56574735 56573857 O 1011 Non
NC_041315.1 83,799 179 26 3 16171 16347 11931695 11931872 112637 167 Non
NC_041315.1 100,000 4 0o o 80 8145 105456867 105456824 4,17E-12 8244 Integra compl 6 xene 0000000404
NC_041316.1 91,542 402 31 ;4 12812 13213 66082526 66082924 2,64E-153 551 catalitica B da 4,5-bifosfat ki
NCosdtet 91,724 200 23 1 13213 13501 66083182 66083471 2,826-108 401 (intrn 19)
NC_041316.1 90,189 265 25 1 16250 16514 71797844 71797581 4,826-91 344 A ———
NC_041316.1 100,000 3 0 o 16357 16300 71797676 71797643 151E-06 63,9
NC_041317.1 80500 2473 403 30 10765 13221 5627463 5625052 0 1836 _
NC_041317.1 79,336 1476 252 30 3322 4780 5624678 5623248 0 087 ENSEMRGO0000003325 {intron 4)
NC_041317.1 80,345 1160 175 2 2747 3886 6759527 6760653 0 830 T Dy
NC_041317.1 83,353 859 114 8 1150 12376 6758295 6759126 0 767
NC_041317.1 84,371 787 114 6 7024 7808 5621021 5620242 0 763 ENSPMRGO0000003325 (intrdn 4)
NC 0413171 6 83,503 788 109 1 7024 7808 6765088 6765857 0 715 ENSPMRGO0000004075 (intrdn 3)
NC_041317.1 85,652 460 66 0 6538 6097 5621607 5621238 2,72E-133 484 ENSPMRGO0000003325 (intrdn 4)
NC_041317.1 82,851 49 s6 7 6546 6994 6764441 6764868 1,02E-102 383 ENSPMRGO0000004075 (intrdn 3)
NC_041317.1 86,424 302 38 3 16204 16504 83643772 83644071 4,85E-86 327
NC_041317.1 86,957 92 11 1 16483 16573 83647106 83647197 320E-18 102 Proteina morfoxena de 650 7 (intron 1)
NC_041317.1 100,000 34 0 o 16357 16390 83643987 83644020 151E-06 63,9
NC 0413181 7 94,017 585 32 3 8989 9571 85631076 85630493 0 883 Non
NC 0413191 8 85,714 217 29 2 2413 2629 | 17715202 17715506 5,06E-56 228 Molécula de adhesion das células neurais 1-B-like (intrén 2)
NC_041320.1 9 90,038 261 25 A 15920 16179 55854119 55853859 8,06E-89 337 Non
NC 0413301 Z 80,000 405 59 15 15889 16279 50256337 50256733 138E-71 279 Non

Taboa 2: Taboa de hits obtida dun megablast empregando como query o ADNmt,
engadindo as columnas do cromosoma no que estan e a que xene pertencen se fose o
caso. No Anexo deste traballo pode consultarse a taboa con maior calidade.
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Figura 3: Localizacion da secuencia correspondente 6s NUMTs dentro da mitocondria, a
cobertura total sobre o ADNmt é do 81,47%. Existe unha clara sobrerepresentacion de
secuencias pertencentes a CR, a pesar disto chama a atencién a ausencia de NUMTs na
porcion correspondente as repeticions en tandem 15439-15900. (figura obtida da base de
datos de Ensembl).
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Figura 4: Ubicacion dos NUMTs dentro dos cromosomas de P. muralis, en frechas
vermellas. Datos obtidos de Ensembl.

Alinamento das rexions 5620242 e 6758295 do cromosoma 6
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Figura 5: Resumo do alinamento entre os NUMTSs localizados no cromosoma 6 de P.
muralis.e as secuencias adxacentes (¥1000pb).

Cando comparamos a rexion 5620242 coa 6758295 podemos observar tédolos
escenarios posibles, que responden a diferentes eventos: rexions duplicadas
con cadanseu NUMT (duplicacion normal), rexiéns sen duplicar onde s6 unha
delas esta representada co seu NUMT (duplicacién de secuencias orixinais ou
insercions anteriores a gran duplicacién) e rexions. que estan duplicadas pero
carecen dun ou de ambos NUMTs (delecciéns e insercions post-duplicacion). O
resultado do BLAST sobre a secuencia dos ocos amédsase a continuacion,
numerados de esquerda a dereita, tal e como aparece na figura 6.

Minigaps:
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. (1392-1404): Falta un pequeno fragmento na rexion 5620242, mais

podemos atopalo mais ou menos completo dentro da mitocondria, polo
que o mais probable € que se perdese unha copia por delecién.
(5878-5090): Este fragmento non aparece no ADNmt nin na 5620242. O
mais probable é que corresponda a duplicacion da secuencia contigua
TCTCATGTATTTT.

(9954-9974): Falta na 6758295, aparecendo tanto na 5620242 coma no
ADNmt, polo que semellante é minigap 1 o mais probable é que se trate
dunha delecion.

(10768-10778): Aparece na 5620242 e no ADNmt, polo que tamén
podemos concluir que € debido a unha delecion.

Macrogaps:

A.

(1754-2120): Esta secuencia aparece en todos os cromosomas, un total
de 80751 veces, mediante un BLAST comprobamos que se trata de
SQUAM1, un dos SINEs mais extendidos entre lacértidos(Piskurek et al.,
2009).

(2950-3266): Esta secuencia non aparece en ningun outro punto do
cromosoma, ainda que si se observaron certas semellanzas con
determinadas secuencias mitocondriais doutras especies de lacértidos.

. (3416-4220): Esta secuencia aparece 6 longo de todos os cromosomas

unhas 2709 veces, mais s6 unha pequena porcion desta.

. (4221-4963): Unha pequena porcién desta secuencia corresponde un

Bov-B LINE, que é o asociado a SQUAM 1 (Piskurek et al., 2009),
aparecendo 35886 veces.

(56534-6144): Esta secuencia que aparece unhas 294 veces, pertence a
un xene que codifica para unha proteina asociada a8 membrana nuclear
interna con moitas isoformas (NURIM).

(7190-8352): Aparece 321 veces e tamén a atopamos en especies moi
distanciadas como Oryzias latipes con gran identidade, pese a todo isto
non esta anotada.

. (8833-9245): Aparece 670 veces 6 longo dos cromosomas, mais o

BLAST sobre nucledtidos non amosa ningun resultado.

. (11615-11970): Aparece 12754 veces, mais 0s hits unicamente

corresponden a unha pequena porcidén desta secuencia e tampouco esta
anotada.

-2
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A c D E F G H =2
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gy

Figura 6: Representacion resumida da posicion dos minigaps (niumeros en azul) e dos
macrogaps (numeros en vermello). Estes ocos corresponden a secciéons onde a rexion
6758295 non atopa equivalente na 5620242 e viceversa.

Caracterizacion das partes da rexion de control de P. muralis

Na rexion de control (15440-17311) o primeiro elemento recofiecible é a
secuencia CACCACCTGCCGCTCCCAGCGGCTTTTTTGCCTC repetida nove
veces, situada entre as 15472 e as 15777 bases.

Os CSB aparecen de xeito alternante, sendo o primeiro o mais distante dos tres
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Primeiro CSB: (16631-16652).
AY147872.1_Lacerta_dugesii_¢ 1912 TTICTTTTAATBCTTIGGET ABACAT A
NC_011607.1 Podarcis muralis 16523, T T.T CTTAATEGCTTEGTAGACATA

Figura 7: Ubicacion do primeiro CSB nun alinamento entre o ADNmt de P. muralis e L.
Dugesii. Este CSB (marcado por unha lifia descontinua) é o menos conservado dos tres.

Segundo CSB: (16902-16919).

AY147872.1_Lacerta_dugesii_cytochr 2171ATTTTTTTTAT(GG‘CAAACCCCCCTACCCCCC!TACCAACAA—TTTTCTTZG
NC_011607.1 Podarcis muralis mitoct 16833ATTTTTTTTATGG_|CAAACCCCCCTACCCCCCITACCAATAATTTTTCTTG

Figura 8: Ubicaciéon do segundo CSB nun alifamento entre o ADNmt de P. muralis e L.
Dugesii. O segmento conservado exténdese moito mais alé das lindes do CSB (marcado
por unha lifa descontinua).

Terceiro CSB: (16957-16976).

AY147872.1_Lacerta_dugesii_ 2229ATTTTTTTTCETC EE A AACICEICEN A A A AlE Af&ATTCAATTAA
NC_011607.1 Podarcis muralis 16%42A - TTTTTTCCITCGCCAAACCCCTAAAACGAIGATTCGACTAA

Figura 9: Ubicacién do terceiro CSB (marcado po unha lifia descontinua) nun alifamento
entre o ADNmt de P. muralis e L. Dugesii.
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Predicion da estrutura secundaria.

Figura 10: Predicién da estrutura secundaria polo modelo de minima enerxia libre do
segmento 16123-16756 do ADNmt. A secuencia altamente conservada e
sobrerrepresentada como NUMT de 34 pb indicase rodeada por unha lifia negra.

Compre destacar que no D-loop hai formacion de triple cadea, polo que o
modelo pode non axustarse a realidade. As graficas de montafia amosan un val
entropico a caron da secuencia de 34pb que poderia estar relacionado coa sua
capacidade migratoria.
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Figura 11: Graficas de montaia e entropia das posiciéns que ocupan as distintas bases.

No mountain plot os vales representan
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e os picos horquillas. A grafica da entropia revela a estabilidade estrutural 6 longo do
segmento, nétese a presenza dun val entrépico tras a secuencia de interese (300-334pb).

Discusion

Comparativa entre especies

A comparativa feita na taboa 1 indica que nalgunhas secuencias o xenoma
mitocondrial de P. siculus € mais semellante 6s NUMTs atopados en P. muralis
que 6 do propio P. muralis. 1sto pode ter duas posibles explicaciéns, que se
deba a un fendmeno de hibridacion entre ambas especies como xa confirmou
Podnar et al. (2007) ou que os NUMTs migrasen antes de que estas especies
foran separadas e por casuistica variase mais o mitocondrial de P. muralis. Os
nosos resultados parecen apoiar mais a segunda opcion, xa que non existe
unha diferencia na porcentaxe de identidade en absoluto comparable a atopada
por Podnar et al. (2007) sendo a meirande dun 2,908% non habendo
diferenzas significativas entre ambas (figura 1). Ainda que algunhas secuencias
parezan moi recentes debemos ter coidado a hora de tirar conclusions, xa que
o grao de variacion das secuencias varia segundo a rexion de onde procedan e
pode confundirse coa antiguidade (Grechko, 2013).

Orixe dos NUMTs nos cromosomas, peculiaridades

Nos cromosomas 7, 8, 9, 11, 13, 14, 17, Z non hai dubida de que temos
fendmenos de insercion individuais, porque so6 se produciu un evento en cada
un deles.

Nos cromosomas 1, 2, 3, 5, 6 e 10 atopamos unha secuencia de 34pb (16357-
16390) que ten un 100% de identidade (as veces aparece como un hit un
pouco mais grande, baixando a sua porcentaxe de identidade) coa rexién
equivalente do mitocondrial e que adoita estar dentro doutro hit mais grande.
Por algun motivo esta secuencia ten unha capacidade migradora moi alta
(aparece reflectido na figura 2) e atopase extremadamente conservada, xa que
non so6 aparece en P. muralis, senon que foi atopada en moitos organismos de
todos os xéneros da familia Lacertidae de xeito exacto. A estrutura secundaria
analizada neste fragmento pode ter que ver con estas caracteristicas, xa que
aparece formando unha horquilla cunha secuencia complementaria, se a
formacion desta estrutura tivese un papel moi relevante para a replicacion,
explicaria a razon de que estea tan conservada. A maiores o val entrépico
poderia explicar a maior predisposicion desta rexién a desprenderse.

Cromosoma 2: Alén da secuencia xa comentada, incluida dentro do NUMT
16163-16538, as outras semellan pertencer a eventos de migracién diferentes,
xa que ainda que son grandes, diverxen enormemente na porcentaxe de
identidade e pertencen a distintas ubicacions, tanto na mitocondria como no
cromosoma.

Cromosoma 3: Aqui atopamos outra vez a secuencia de 34 pares de bases
facendo parte dunha mais grande de 70, mais o hit non aparece duas veces, en
troques aparece unha secuencia que comeza 30 pares de bases despois e que
presumiblemente migrou canda ela, xa que estan no mesmo lugar do
cromosoma. Ante estes datos podemos asumir que o evento de migracion foi
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unico e que incluia o espazo intermedio, pero este foi eliminado do cromosoma.
O NUMT restante parece ser independente, xa que ainda que é contiguo 6s
outros na mitocondria, non é asi no cromosoma e tendo en conta a porcentaxe
de identidade parece moi anterior.

Cromosoma 4: Semellante 6 que acontece coa secuencia de 34 pb en tantos
outros cromosomas, atopamos aqui unha secuencia que parece comportarse
igual, isto €, ten un numero reducido de pares de bases (44), esta incluida
dentro dunha maior e aparece cunha porcentaxe de identidade do 100%, mais
non esta presente noutros cromosomas e non aparece como hit en P. siculus.
No resto de NUMTs as porcentaxes de identidade non coinciden e as rexions
son diferentes tanto no cromosoma como na mitocondria polo que podemos
concluir que pertencen a eventos diferentes.

Cromosoma 5: Neste cromosoma houbo en total dous eventos de insercion. O
primeiro € o que inclue a secuencia de 34 pares de bases. O segundo aparece
na taboa como dous hits porque o NUMT orixinal quedou dividido en dous
debido a insercién dunha secuencia entre ambos.

Cromosoma 6: Desenvélvese mais adiante, no seu propio apartado.
Cromosoma 10: Os eventos de insercion que aqui aconteceron semellan
diferentes, debido a que na mitocondria estan de xeito descontinuo e no
cromosoma estan en puntos moi separados. Ainda que as suas porcentaxes de
identidade sexan semellantes, non necesariamente tiveron que acontecer no
mesmo periodo, xa que poden pertencer a rexions con variabilidade dispar
dentro da CR.

Estudo dos NUMTs do cromosoma 6

Na taboa 1 atopamos 11 hits asociados 6 cromosoma 6, 4 na rexion 5620242,
4 na 6758295 e 3 na 83643772 que en total incluen un 38% do ADNmt; pese a
todo isto o mais probable € que s6 se producisen dous eventos, un que deu
lugar 6s hits da rexién 83643772 e outro que orixinou os hits restantes.

Teoria da formacion dos hits da rexion 83643772: Ainda que s6 houbo un
evento de insercién, na tdboa 1 aparecen como hits diferentes, semellante 6
que acontece con outros NUMTSs.

Demostracion: Dous dos alifamentos solapanse e o terceiro forma parte da
secuencia de 34 pares de bases xa comentada.

Teoria da formacion dos hits das rexiéns 5620242 e 6758295: Inicialmente foi
inserido un gran fragmento de ADN mitocondrial nunha das duas rexions
(resulta imposible afirmar cal foi a primeira), que logo foi fragmentado e
separado, por ultimo toda a rexién foi duplicada e cada copia seguiu un camifio
evolutivo diferente.

Demostracion: Algunhas das rexibns do propio cromosoma que non
corresponden a NUMTs tamén foron duplicadas (pédese apreciar nalgunhas
rexions que marcan o valor 2 na figura 4), isto por si s6 xa confirma a teoria.
Como veremos mais adiante, en moitos casos as secuencias non duplicadas
pertencen a elementos transpoiibles, polo que podemos supofier que foron
inseridos tras a duplicacion. Ademais as porcentaxes de identidade son
semellantes e cada NUMT 5620242 ten a sua copia mais ou menos
equivalente en 6758295.
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Dificultades: A orde en como estan colocados os NUMTs non coincide co seu
equivalente mitocondrial. Existen uns fragmentos que non aliian en non
parecen ter equivalente.

Resulta rechamante o achado da proteina NURIM no macrogap E, xa que
poderian ser indicios de creacion de novas

Importancia dos NUMTs na evolucion

Nunha primeira instancia, a importancia dos NUMTs na evolucion semella ben
escasa por diferentes motivos. Para comezar este fenomeno é relativamente
infrecuente, sendo que P. muralis e P. siculus distanciaronse entre 18,60 e 6,24
milléns de anos (Yang et al., 2021) e comparten a practica totalidade dos hits
(todos se atendemos so6 0s eventos de insercion), ademais todos agas un foron
inseridos en intréns ou rexions sen xenes. Porén, esta excepciéon que
corresponde a un NUMT situado no cromosoma 4 é a que resulta mais
interesante, xa que todo o xene que codifican esta dentro del (probablemente
corresponda 6 xene do ATP 6 mitocondrial tendo en conta a sua posicion
nesta), o que ven a demostrar que estes poden orixinar novos puntos de
iniciacion da transcripcion dentro dos cromosomas e suporia un exemplo de
dun xene funcionalmente activo transferido dende a mitocondria 6 nucleo.

A raiz deste achado no cromosoma 4 podemos teorizar que os NUMTs
puideron ter nunha orixe maior importancia da que tefien a dia de hoxe, sendo
un dos principais axentes que modificou o xenoma mitocondrial ate o punto de
s6 conter informacion que debe ser sintetizada na mitocondria (hipotese
hidrofébica) (Popot e de Vitry, 1990). De ser asi o mais plausible € que nunha
orixe os NUMTs serviron para trasladar a meirande parte dos xenes dende a
mitocondria 6 nucleo e unha vez ali, aqueles que non requirian que a sua
sintese fose especificamente na mitocondria foron perdéndose debido 6
mecanismo de Muller’s ratchet (Lynch, 1996).

Conclusions

e Un s6 NUMT pode aparecer como varios hits, atopando 23 NUMTs en P.
muralis a partires dunha taboa de 38 hits iniciais. Non se atopou un
nesgo por determinados cromosomas, aparecendo en 15 dos 19 e
sendo os que mais tinan o4 e o0 2 con 3.

e Os NUMTs tefien un tamafio moi variable, oscilando entre as 179 e as
5196pb, cun tamafo promedio de 783pb.

e O cromosoma 6 de P. muralis sufriu un proceso de duplicacion e como
consecuencia atopamos dous NUMTs derivados dun sé evento de
insercion.

e Os NUMTSs poden ser empregados para identificar secuencias
transponibles, asi como para estimar a sua frecuencia, xa que grazas 0s
seus paralogos mitocondriais podemos aproximar como era a secuencia
orixinal, especialmente se pertence a unha zona moi conservada.

e A meirande parte dos NUMTs foron atopados en rexions interxénicas
(59%) ou en intréns (36%), mais non foi posible confirmar se existe
algun tipo de predisposicion a ocupar unha destas.
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O NUMT atopado no cromosoma 4 foi o Unico que contifia un exén,
demostrando que os NUMTs poden orixinar xenes funcionais no nucleo.
Parece ser que actualmente o impacto dos NUMTs na evolucion € mais
ben escaso, mais no pasado puideron ser a causa da reducioén do
xenoma mitocondrial ate o seu tamafio actual.

En lacértidos o alifamento dos NUMTs sobre o ADNmt cobre 0 81,47%
e amosa un marcado nesgo, onde case a metade destes proverien da
rexion de control.

Conclusiones

Un solo NUMT puede aparecer como varios hits, encontrando 23
NUMTs en P. muralis a partir de una tabla de 38 hits iniciales. No se
encontré un sesgo por determinados cromosomas, apareciendo en 15
de los 19 y siendo los que mas tenian el 4 y el 2 con 3.

Los NUMTs tienen un tamafo muy variable, oscilando entre las 179 y las
5196pb, con un tamafo promedio de 783pb.

El cromosoma 6 de P. muralis sufrié un proceso de duplicacion y como
consecuencia encontramos dos NUMTs derivados de un solo evento de
insercion.

Los NUMTs pueden ser usados para identificar secuencias
transponibles, asi como para estimar su frecuencia, ya que gracias a sus
paralogos mitocondriales podemos aproximar como era la secuencia
original, especialmente si pertenece a una zona muy conservada.

La mayor parte de los NUMTs fueron encontrados en regiones
intergénicas (59%) o en intrones (36%), pero no fué posible confirmar si
existe algun tipo de predisposicion a ocupar una de estas.

ElI NUMT encontrado en el cromosoma 4 fué el unico que contenia un
exén, demostrando que los NUMTs pueden originar genes funcionales
en el nucleo.

Parece ser que actualmente el impacto de los NUMTs en la evolucion es
mas bien escaso, mas en el pasado, pudieron ser la causa de la
reducion del genoma mitocondrial hasta su tamano actual.

En lacértidos el alineamiento de los NUMTs sobre el ADNmt cubre el
81,47% de este y muestra un marcado sesgo, donde casi la mitad de
estes provienen de la region de control.

Conclusions

A single NUMT can appear as several hits, finding 23 NUMTs in P.
muralis from a table of 38 initial hits. No bias for particular chromosomes
was found, appearing in 15 of the 19 and with the most having 4 and 2
with 3.

The NUMTSs are highly variable in size, ranging from 179 to 5196bp, with
an average size of 783bp.

Chromosome 6 of P. muralis underwent a duplication process and as a
consequence we found two NUMTSs derived from a single insertion event.

20



NUMTSs can be used to identify transposable sequences, as well as to
estimate their frequency, since thanks to their mitochondrial paralogs we
can approximate what the original sequence was like, especially if it
belongs to a highly conserved region.

Most of the NUMTs were found in intergenic regions (59%) or in introns
(36%), but it was not possible to confirm whether there is any
predisposition to occupy one of these.

The NUMT found on chromosome 4 was the only one that contained an
exon, demonstrating that NUMTs can originate functional genes in the
nucleus.

It seems that currently the impact of NUMTs in evolution is rather low, but
in the past, they could have been the cause of the reduction of the
mitochondrial genome to its current size.

In lizards, the alignment of NUMTs on the mtDNA covers 81.47% of the
mtDNA and shows a marked bias, with almost half of the NUMTs coming
from the control region.
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