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“Seria inutil referirme a las [aventuras] de ayer, porgue yo entonces era una

persona distinta. “

<Alicia en el pais de las maravillas: Lewis Carroll>
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1. RESUMEN

La mitocondria es un organelo citoplasmatico cuya principal funcion consiste en la
produccion de energia para la célula, que contiene un genoma de DNA circular de
doble cadena y codifica proteinas que forman parte de los complejos de la
fosforilacion oxidativa ademas de genes para RNAs de trasferencia y ribosomales
de distribucion restringida a la matriz mitocondrial. La tasa de mutacién en el
genoma mitocondrial es mayor que la del genoma nuclear, lo que genera variantes
de diversos tipos que incluyen deleciones, sustituciones e inserciones de bases.
En el humano variantes en el genoma mitocondrial estan ligadas al desarrollo de
distintas enfermedades neurodegenerativas Yy neuromusculares que con

frecuencia cursan con la disfuncién mitocondrial.

El desarrollo de la secuenciacion de nueva generaciéon (NGS) ha permitido
mejorar el andlisis del genoma mitocondrial tanto en la clinica como en la
investigacion. Sin embargo, para su uso se requiere de herramientas
bioinforméticas especificas o la adaptacién de las utilizadas para el analisis del
DNA nuclear tanto para el alineamiento con el genoma de referencia como para la
identificacion y cuantificacion de variantes. Estas herramientas deben tomar en
cuenta las caracteristicas particulares del genoma mitocondrial como la presencia

de multiples copias por célula y su estructura circular.

En este trabajo se llevd a cabo un andlisis de la diversidad y carga
mutacional en el genoma mitocondrial de cerebros de ratdén en distintas etapas de
la vida (embrionario, joven y adulto envejecido). Para ello se utilizaron distintas
herramientas bioinformaticas incluyendo un prototipo desarrollado como parte de
este proyecto y se compard con otras previamente publicadas. El hallazgo
principal de este estudio es la alta diversidad de variantes de alta y baja frecuencia
gue en conjunto revelan una alta abundancia de variantes genéticas en el genoma

mitocondrial en todas las etapas de la vida estudiadas.
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2. ABSTRACT

Mitochondria are cytoplasmic organelles whose main function is the production of
energy for the cell. Mitochondria contain a double-stranded circular DNA genome
which encodes proteins that are part of oxidative phosphorylation complexes, as
well as transfer and ribosomal RNAs restricted to the mitochondrial matrix. The
mutation rate of the mitochondrial genome is higher than that of the nuclear
genome and contains variants of various types such as deletions, substitutions and
insertions of bases. In humans, variants of the mitochondrial genome cause
different diseases including neurodegeneration and neuromuscular alterations that

in many cases have been related to mitochondrial dysfunction.

The development of next generation sequencing (NGS) technologies has
allowed in depth analyses of the mitochondrial genome both in clinical and in
research settings. However, they require specific bioinformatics tools or the
adaptation of those used for the analysis of nuclear DNA both for for alignment to
the reference genome and the identification and quantification of variants taking
into account the unique features of the mitochondrial genome such as the
presence of multiple copies or its circular structure. In this work, we carried out an
analysis of the diversity and mutational load in the mitochondrial genome of mouse
brains at different stages of life (embryonic, young and old adult). For this, different
bioinformatics tools were used, including a prototype developed as part of this
project and compared with others previously published. The main finding of this
study is the high diversity of high and low frequency variants that together reveal a
high abundance of genetic variants of the mitochondrial genome at all stages of life
studied.
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3. INTRODUCCION

3.1 Aspectos Generales

Las mitocondrias son organelos multifuncionales heredados por la madre a través
del citoplasma del huevo los cuales forman redes dinamicas que responden al
estado metabdlico de las células. El mantenimiento de tales redes depende de un
delicado equilibrio entre la biogénesis mitocondrial y su degradacion por mitofagia.
Las mitocondrias juegan un papel preponderante en la produccion y el
almacenamiento de energia por la oxidacion de sustratos organicos en
condiciones aerobicas a través de la respiracion, aunque también tienen muchas
funciones anabdlicas (Alston, Rocha, Lax, Turnbull, & Taylor, 2017; Friedman &
Nunnari, 2014; Kowaltowski, 2000).

Las mitocondrias son organelos citoplasmaticos de doble membrana. La
membrana externa separa la mitocondria del citoplasma y la membrana interna
forma pliegues o invaginaciones hacia la luz mitocondrial formando crestas lo que
a su vez define la matriz mitocondrial que contiene enzimas que catalizan las
reacciones asociadas con la produccion de energia (Taanman, 1999). En la
membrana interna también se encuentran alojados los cinco complejos
enzimaticos que forman el sistema de fosforilacion oxidativa (Taanman, 1999).

En 1988 se describieron por primera vez enfermedades causadas por
anomalias en la funciébn mitocondrial 0 mutaciones en su genoma. A la fecha,
distintas patologias se han asociado con estas alteraciones, como mitopatias,
enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares, desérdenes metabdlicos,
autoinmunes, musculoesqueléticos, fatigantes, psiquiatricos y cancer (Nicolson,
2014). Ademas, muchas de las variantes se trasmiten por linea materna, lo que
hace que el diagnostico en un individuo pueda tener implicaciones en varias

generaciones de una familia (Montoya, Playan, Solano, & Alcaine, 2000).

3.1.1 Morfologia y dinamica

Las mitocondrias son organelos muy dinamicos y sus cambios morfolégicos se
regulan a través de los mecanismos de fusion (las membranas externas

mitocondriales se unen) y fisibn en el cual se experimenta un fendmeno de

fragmentacion de la red mitocondrial (Escobar-Henriques & Anton, 2013). Esto
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genera mitocondrias de diferentes formas y tamafios lo cual tiene implicaciones
funcionales ya que la morfologia mitocondrial tiende a variar en funcién del tipo de
célula, la etapa del desarrollo y el ambiente (Meyer et al., 2013).

Los mecanismos de fusion y fision estan asociados con la segregacion del
ADN mitocondrial (ADNmt) en las células eucariotas superiores. Los eventos de
fusion facilitan el transporte de los productos generados por la expresion del
ADNmt (Escobar-Henriques & Anton, 2013). La fusidén también se ha asociado con
el transporte mitocondrial en el citoesqueleto y recientemente se ha planteado la
hipotesis de que podria estar involucrada en la capacidad de las células humanas
para tolerar altos niveles de ADNmt patégeno (Friedman & Nunnari, 2014).

El equilibrio entre los mecanismos de fusion y fisibn determina el
mantenimiento y funcionalidad de la red mitocondrial (Picard, Taivassalo,
Gouspillou, & Hepple, 2011). Se ha demostrado que la disminucion o pérdida de
alguno de estos mecanismos, genera dafos severos tanto a nivel estructural como
funcional en la red, ya sea por fragmentaciéon de segmentos o por la generacion de
mitocondrias alargadas que aumentan las interconexiones de la red (Friedman &
Nunnari, 2014).

Otras observaciones han revelado que factores de estrés pueden propiciar
cambios en la morfologia mitocondrial causando aumentos de produccion de

especies reactivas de oxigeno y la induccion de la apoptosis (Roberts, 2016).

3.1.2 Funciones

Las mitocondrias desempefian distintas funciones altamente interconectadas y van
mas alla de los limites de la célula como unidad, ya que influyen en la fisiologia de
los organismos que expresan cierto fenotipo mediante la regulacion de diversos
procesos fisiologicos (Nunnari & Suomalainen, 2012).

Entre las funciones méas conocidas de las mitocondrias se encuentran la
produccion de energia mediante la fosforilacién oxidativa, la regulacién de calcio,
la apoptosis, la modulacién de la actividad sinaptica (Roberts, 2016), la autofagia y
la mitofagia, ademas de estar implicadas en los mecanismos de homeostasis

celular y biosintesis de diversos metabolitos (Baker et al., 2017).
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Vias de biosintesis

Aminoécidos Apoptosis Sefializacion celular
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/ \
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(Ciclo de Krebs, MET, OXPHOS).

B-oxidacion de los 4cidos
grasos

Defensa antioxidante

Figura 1. Funciones mitocondriales. Principales funciones mitocondriales involucradas en procesos y vias
fundamentales para la célula (tomado de Herst, Rowe, Carson, & Berridge, 2017).

La fosforilacion oxidativa (FOSFOX) es uno de los procesos mas
importantes en los que la mitocondria esta involucrada, pues cubre alrededor del
90% de los requerimientos de ATP de la célula para llevar a cabo sus funciones
endergonicas. Este proceso se lleva a cabo mediante la cadena respiratoria, la
cual clasicamente se define como cuatro complejos que regulan el transporte de
electrones que derivan del metabolismo intermedio. Esta transferencia de
electrones se acopla con un gradiente de protones que luego se disipa por la
accion de la ATPasa que funge como un quinto complejo que forma el ATP (Vafai
& Mootha, 2012).

Debido a los procesos metabdlicos que ocurren en las mitocondrias, son los
sitos donde se generan la mayor cantidad de especies reactivas de oxigeno (ERO)
las cuales son productos secundarios de la FOSFOX. Estos subproductos son
dafiinos ya que generan radicales como el peroxido de hidrégeno, el superéxido y
el hidroxilo; que son perjudiciales para la célula por generar dafios en sus
componentes macromoleculares (proteinas, lipidos y ADN) (Lax, Turnbull, &
Reeve, 2011).
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3.2  El genoma mitocondrial

El ADNmt de los mamiferos es un genoma circular de doble cadena compuesto
por alrededor de 16,000 pares de bases con dos origenes de replicacion (On y
OL). Este genoma codifica para 13 polipéptidos que son parte de los 5 complejos
de membrana que actlan en la cadena de transporte para la produccion de ATP.
De éstos, siete son subunidades del complejo | (ND1, 2, 3, 4L, 4, 5, 6), una
subunidad del complejo Il (cytb), tres subunidades del complejo IV (COXI, II, lll) y
dos subunidades del complejo V (ATP 6 & 8). Los 24 genes restantes codifican
para 22 ARNs de transferencia (ARNt) y dos ARNSs ribosomales (ARNr) (12S, 16S)
los cuales son esenciales para la sintesis de proteinas en la mitocondria. Ademas
de estas regiones, en el genoma mitocondrial hay una regién de control principal
conocida como D-loop que contiene el origen de la replicacion (On) y los
promotores (Pn y PL) para la transcripcion del ARN mitocondrial en dos cistrones
gue posteriormente se fragmentan (Gorman et al.,, 2015; Stewart & Chinnery,
2015).

D-loop
. T

) ] i ,—-A‘-r" Cytb
- L ¥ 2
0 \ \—Heavy strand

Light strand—" “

ND1

ND5

ND4
R wpaL

¥ 76
_l;< \L-., \ ~com NO3
ATPaseb
ATPose8

Figura 2. Genoma mitocondrial. En verde se ilustran los dos genes que codifican ARN ribosomal (ARNTr), en
rosa los que codifican la citocromo oxidasa c, en azul los genes que codifican las subunidades del complejo |,
en rojo se puede observar el citocromo b del complejo Ill. Las subunidades de ATP sintasa estan en amarillo.
La region de control no codificante (D-loop) es gris, y los origenes de la replicacion de la cadena pesada y
ligera se denominan Ow y O, respectivamente (tomado de Keogh & Chinnery, 2015).

Las cadenas que conforman el ADNmt reciben los nombres de pesada (H) y
ligera (L) debido a la diferencia en su contenido de GC. La mayor parte de la
informacion genética se codifica en la cadena pesada que contiene los genes para

dos ARNTr, 14 ARNt y 12 polipéptidos, mientras que la cadena ligera codifica ocho
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ARNt y un polipéptido. EI ADNmt de mamiferos es una estructura compacta y
organizada, sus genes carecen de intrones y con excepcion de la region
reguladora D-loop, las secuencias intergénicas estan limitadas a unas pocas
bases (Stewart & Chinnery, 2015; Taanman, 1999).

Pese a que el genoma mitocondrial s6lo codifica para 13 péptidos, se ha
estimado que el mitoproteoma contiene alrededor de 1500 proteinas. Las
proteinas restantes se producen por los ribosomas en el citoplasma mediante ARN
mensajero que proviene del nlcleo; éstas se transportan de manera activa para su
ensamblaje y forman parte de los componentes mitocondriales (Nunnari &
Suomalainen, 2012).

Se cree que en la mayoria de los organismos eucariotes que presentan
reproduccion sexual, el ADNmt proviene predominantemente de via materna, ya
que el numero de copias en el ovocito no fertilizado asciende a unos cientos de
miles, mientras que en los espermatozoides es alrededor de 100 (Stewart &
Chinnery, 2015). Se ha planteado que las mitocondrias de los espermatozoides
son eliminadas durante la embriogenésis temprana mediante destruccién
selectiva, inactivacion o dilucion por el vasto contenido de mitocondrias
ovocitarias. Sin embargo, algunos estudios han demostrado que si bien, el dogma
central de la transferencia del ADNmt sigue siendo valido, existen algunos casos
donde el ADNmt paterno puede transmitirse a la descendencia, aunque el
mecanismo de este modo de herencia es aun desconocido (Luo et al., 2018;
Sambasivarao, 2014; Stewart & Chinnery, 2015).

Dado que hay entre 100 y 10,000 mitocondrias por célula en mamiferos y
estas mitocondrias contienen de dos a diez copias del genoma mitocondrial (Guo
et al., 2012), es posible diferenciar dos condiciones en las células respecto a tales
copias, la heteroplasmia y la homoplasmia. Si la mayoria de las moléculas son
idénticas prevalece una condicion de homoplasmia; sin embargo, la presencia de
variantes de secuencia en distintas copias del ADNmt se define como
heteroplasmia, la cual puede variar entre células, tejidos, 6rganos e individuos.

Los niveles de heteroplasmia se han asociado con la predisposicion y el desarrollo
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de enfermedades (Stewart & Chinnery, 2015; Tuppen, Blakely, Turnbull, & Taylor,
2010).

La mitocondrias cuentan con su propio sistema de replicacion en el cual
estan involucradas diferentes proteinas nucleares como la DNA polimerasa y
(Poly). La eficiencia de la replicacion del genoma mitocondrial estd determinada
por la expresion de las proteinas involucradas y la concentracion de los
precursores de desoxiribonucledétidos (ANTP), ya que durante este proceso se ha
sugerido que las mitocondrias pueden tener un desequilibrio que conduce a una
disminucién de la fidelidad de Poly y mayores tasas de mutacion (Doudican, Song,
Shadel, & Doetsch, 2005).

La preservacion de la integridad del genoma mitocondrial durante toda la
vida de un organismo se enfrenta con varios desafios y depende principalmente
de su replicaciéon y reparacion (Copeland, 2016, Kazak, Reyes, & Holt, 2012).
Algunos de los mecanismos conocidos de reparacion del ADNmt son la reparacion
por escision de bases (BER), la reparacion de desajustes (mismatch repair), la
recombinacién homdloga y unién final no homéloga, ademas de la degradacion
selectiva, la cual juega también un papel importante en el mantenimiento de su
integridad (Shokolenko et al., 2009; Liu et al., 2008).

De este Ultimo mecanismo se sabe poco. Sin embargo, se han sugerido dos
procesos alternativos, uno que involucra nucleasas que degradan el ADNmt
mientras que el otro se asocia con los mecanismos de autofagia y mitofagia
(Moretton et al, 2017).

3.2.1 Mutaciones en el ADNmt

La combinacién de la exposicion continua a las especies reactivas de oxigeno, la
falta de histonas protectoras y la baja fidelidad de reparacién del genoma
mitocondrial se han asociado con la acumulacion y generaciéon de mutaciones
somaticas (mutaciones puntuales y grandes reordenamientos o0 deleciones)
aungue aun no esta claro si existen procesos mutacionales especificos en células
somaticas (Seok et al., 2019).

Ademas de las mutaciones somaticas, las mutaciones del ADNmt de linea

germinal pueden heredarse de los ovocitos y dispersarse durante el desarrollo en

19



el cuerpo en todos o la mayoria de los érganos y tejidos. Las variantes genéticas
también pueden surgir durante el desarrollo embrionario temprano que
dependiendo de los linajes progenitores afectados, limitan su distribucion a
organos o tejidos especificos del cuerpo. En contraste, las mutaciones sométicas
del ADNmt de aparicion tardia en el desarrollo pueden persistir en un patréon de

mosaico en algunas pocas células (Ma et al., 2018).
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Figura 3. Maduracion de los ovocitos y segregacion del ADNmt Durante el proceso de ovogénesis puede
existir una distribucion sesgada de variantes que se transmiten al embrion (tomado de Skorecki & Behar,
2019).

La transmisién transgeneracional de variantes del genoma mitocondrial esta
relacionada con el proceso de ovogénesis. El ovocito primario contiene un namero
bajo de copias de ADNmt con una distribucion distinta a partir de la célula
germinal. Posteriormente, durante la maduracion de los ovocitos hay un
incremento de estas copias mediante un proceso de replicacion rapida que puede
modificar la carga inicial de variantes genéticas del mismo en cada uno de ellos.
Esto genera ovocitos procedentes de una misma hembra que difieren entre ellos
en el grado de heteroplasmia. Esta carga puede estar sesgada hacia variantes
especificas que seran heredadas por el individuo (Skorecki & Behar, 2019).

Los avances recientes en la tecnologia de secuenciacién han hecho
evidente que la mayoria de los individuos, si no es que todos, tienen niveles bajos

de variantes heteroplasmicas (Kappulia et al, 2016). Originalmente se creia que la
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heteroplasmia estaba Unicamente asociada con estados patoldgicos, pero en los
tltimos afios se ha demostrado que la heteroplasmia se presenta también en
individuos sanos y en estados asintomaticos (Naue et al, 2014). A la fecha, se han
descrito cientos de variantes en el ADNmt tanto patogénicas como neutras que en
su mayoria son polimorficas (Tuppen et al, 2010).

Se cree que las deleciones o rearreglos grandes del genoma en la mayoria
de los casos ocurren de forma espontanea por errores de replicacion del ADNmt
en el ovocito o en el embrién temprano. También hay condiciones en las que se
presentan deleciones en el genoma mitocondrial causadas por mutaciones en los
genes nucleares necesarios para la replicacion del ADNmt y la sintesis o
transporte de nucleotidos. En el caso de ratones, por ejemplo, se ha reportado que
la inactivacion de mitofusina aumenta los niveles de deleciones en el ADNmt. La
cantidad de tales deleciones varia segun el tejido o incluso entre las células
individuales debido a la deriva aleatoria de moléculas que son eliminadas (Damas
et al, 2012; Kappulia et al, 2016).

Las deleciones en el genoma mitocondrial se clasifican en dos categorias,
las conocidas como tipo I, que se encuentran flanqueadas por secuencias
repetidas homoélogas o casi homologas y las que estan flanqueadas por
secuencias no repetidas que son conocidas como deleciones tipo Il. En ambos
casos se cree que su causa es el deslizamiento de la cadena creciente de DNA
durante su replicacion, aunque los mecanismos exactos de su produccion durante
el desarrollo no se conocen completamente (Kappulia et al., 2016, Saneto &
Russell, 2017). En el raton y la mosca de la fruta se ha observado la presencia de
ADNmt lineal con deleciones que es considerado una subclase distinta de ADNmt
en la que los puntos de ruptura generalmente se encuentran en los origenes de
replicacion. Se ha sugerido que esta forma alternativa de ADNmt con
eliminaciones representa productos fallidos de la replicacion que normalmente se
degradan (Kappulia et al, 2017).

La presencia de variantes en el genoma mitocondrial puede tener un
impacto importante en el fenotipo expresado por el individuo. Las mutaciones en

genes codificantes de proteinas afectan la funcién o la expresion de ese producto
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solamente, mientras que las mutaciones encontradas en los ARNt o en los ARNr
pueden tener un impacto negativo sobre la traduccion de los 13 polipéptidos
contenidos en el ADNmt (Duun et al, 2011). En la regidn de control conocida como
D-loop también se han detectado mutaciones, se sabe que es una region
susceptible a alteraciones y que ademas contiene dos regiones hipervariables,
HV1 en las posiciones 16024-16383 y HV2 en las posiciones 57-372, en las que
se han detectado mutaciones asociadas a canceres humanos (Sharma et al,
2005).

Una de las preguntas mas relevantes en cuanto a la biologia del genoma
mitocondrial y la heteroplasmia es como puede una variante acumularse hasta
alcanzar el nivel suficiente para causar un defecto funcional. Este proceso se
conoce como expansion clonal, el cual puede ocurrir de forma selectiva (la
expansion del ADNmt mutado a expensas del silvestre) o de forma neutral
(aumento de su abundancia relativa por deriva aleatoria).

Tipicamente el ADNmt mutante debe alcanzar un abundancia relativa
umbral que varia en diferentes tejidos para causar un efecto deletéreo que oscila
entre el 60% y el 70%. Esto se debe a que las variantes del ADNmt presentan un
fenbmeno de complementacion en el que algunas copias de un genotipo variante
no provocan una enfermedad en presencia de suficientes copias silvestres que
cumplen con la funcion normal (Stewart & Chinnery, 2015; Herst et al, 2017).

Esto ha aumentado el interés en la caracterizacion de las mutaciones
tempranas y en el proceso de expansion clonal que aun no esta claramente
definido (Payne & Chinnery, 2015).

3.2.2 Enfermedades asociadas a mutaciones en el genoma mitocondrial

Pese a que el ADNmt solo codifica aproximadamente el 1% del mitoproteoma, las
13 proteinas que constituyen esa fraccibn son esenciales para la funcion
mitocondrial. Por ello, sus alteraciones pueden conducir a un deterioro grave de la
conversién de energia celular y a la disfuncién celular o tisular. Ademas de las

mutaciones en los genes asociados a la FOSFOX, se sabe que cambios en otras
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regiones del ADNmt tienen implicaciones en la salud (Kauppila et al, 2017;
Chinnery, 2015; Keogh y Chinnery, 2015).

Las alteraciones en el DNA mitocondrial han sido implicadas principalmente
en enfermedades relacionadas a tejidos con altas demandas de energia. Estas
mutaciones son una causa importante de enfermedades hereditarias que incluyen
las mitopatias como la neuropatia Optica de Leber (LHON), el sindrome de
epilepsia mioclonica asociado a fibras rojas rasgadas (MERF), la neuropatia
ataxica y la retinitis pigmentosa, el sindrome de Kearns-Sayre, el sindrome de
Leigh y la encefalomiopatia mitocondrial, acidosis lactica y episodios parecidos a
un accidente cerebrovascular (MELAS) en la cual se ha implicado una variante en
uno de los genes de ARNt por sustitucion de adenina a guanina en la posicion
3243 (Piotroswka et al, 2018). Se ha estimado que la prevalencia de este tipo de
desordenes es de aproximadamente de 1 en 5000 individuos, aunque el espectro
fenotipico y la gama de enfermedades asociadas con la disfuncion mitocondrial se
ha expandido considerablemente (Gorman et al, 2015). Por otro lado, se ha
demostrado que las alteraciones en el genoma mitocondrial no sélo estan
relacionadas con enfermedades hereditarias, sino que también pueden alterar el
riesgo de padecer otras patologias (Husdon et al, 2014). Las mutaciones
puntuales y deleciones en el genoma mitocondrial también han sido implicadas en
enfermedades neurodegenerativas, neuromusculares, cardiovasculares, diabetes,
trastornos gastrointestinales, de la piel, envejecimiento y cancer (Piotroswka et
al,2018).

En el caso de cancer se ha reportado que las variantes en la linea germinal
pueden desempefiar un papel asociado al crecimiento de tumores
hematopoyéticos, de préstata, de mama y el cancer renal. Asimismo se ha
propuesto que mutaciones somaticas estan posiblemente involucradas en distintos
tipos de cancer como el cancer de mama, colorrectal, de vejiga, esofagico, de
cabeza y cuello, de ovario, renal, pulmonar, de tiroides y leucemia. El efecto de las
mutaciones somaticas de ADNmt en la tumorigénesis depende de los efectos
funcionales y de umbral de la variante. Respecto a las variantes asociadas a

cancer se ha observado que mas del 50% de las mutaciones se encuentran en
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genes que codifican para ARNt (Herst et al, 2017). En cambio, en cdnceres como
el carcinoma hepatocelular y el de pulmoén las mutaciones se encuentran con
frecuencia en la region reguladora D-loop (Vivian et al, 2018).

En el caso de las enfermedades neurodegenerativas, se sabe que el
cerebro tiene altas demandas energéticas para su funcionamiento normal por lo
cual es un 6rgano muy susceptible a la disfuncion mitocondrial. Esto se debe a
que las variantes en el ADNmt pueden conducir a cambios en la sefalizacion
celular y a déficits de vias bioenergéticas que pueden conducir a desarrollar
ciertas patologias. En, particular, en individuos afectados por la enfermedad de
Alzheimer (AD), Parkinson y esclerosis lateral amiotrofica (ALS), se ha observado
un patrén de herencia materna del ADNmt que se asocia con la susceptibilidad a
padecerlas (Wilkins et al, 2017).

La principal problematica a la que se enfrenta la investigacion de las
enfermedades asociadas a mutaciones en el genoma mitocondrial es determinar
el papel exacto de las variantes, debido a la variabilidad de sus manifestaciones
clinicas, la frecuencia variable con la que se presentan, el mosaicismo somatico,
asi como los desafios que representa el analisis de multiples copias del genoma
mitocondrial por célula (Bris et al, 2018). Actualmente, ademas de la
caracterizacion de las variantes en el ADNmt que por si solas determinan el riesgo
de padecer una enfermedad compleja, también se considera de importancia el
efecto acumulativo de mdultiples variantes en el mismo individuo (Piotrowska et al,
2018).

3.2.3 Envejecimiento

El envejecimiento es un proceso normal, complejo y progresivo que se caracteriza
por un deterioro en las funciones de un organismo que eventualmente lleva a la
enfermedad y la muerte. Se ha propuesto que es el resultado del dafio molecular
acumulado asociado con la actividad metabdlica regulada por factores genéticos y
ambientales, aunque existen diversas teorias al respecto. La teoria clasica
involucra el dafio que genera la acumulacion de mutaciones en el genoma
mitocondrial ocasionadas por las EROs en células somaticas lo cual rompe la

cadena de electrones creando un ciclo de dafio que culmina en la apoptosis. Esto
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se ha relacionado con el desarrollo enfermedades de inicio tardio en el humano
(Ma et al, 2018; DeBalsi et al, 2016).

Otra teoria es que las mutaciones en ADNmt se acumulan por expansion clonal.
Segun esta hipétesis el ADNmt contiene mutaciones iniciales ya sean heredadas o
de novo en algunas células portadoras, las cuales experimentan una expansion de
modo que el umbral del genoma mitocondrial alcanza un nivel patogénico con la
edad que eventualmente afecta a todo el organismo (Payne & Chinnery, 2015; TA,
2014; Pinto & Moraes,2015).

En humanos, se han reportado variantes somaticas del ADNmt asociadas
con el envejecimiento. Tales variantes se han detectado en tejidos posmitéticos
como el musculo esquelético y las neuronas, asi como en tejidos replicativos. En
este proceso también se ha encontrado disminucién de la funcién mitocondrial. Sin
embargo, no se ha confirmado que exista una relacion causal entre la disfuncién
mitocondrial y el envejecimiento (Payne & Chinnery, 2015). Otros estudios apoyan
la teoria de tejidos tipo mosaico, en los que también se ha demostrado que con la
edad hay una disminucion de la funcion de la citocromo oxidasa (Muller-Hocker,
1990; Pinto & Moraes, 2015). Esto sugiere una relacion entre la funcién
mitocondrial y el envejecimiento por el aumento progresivo a lo largo de la vida del
individuo de un grupo limitado de variantes iniciales causando los cambios
fisiolégicos asociados con la edad (Payne & Chinnery, 2015).
3.2.4 Deteccion de variantes
El desarrollo de la secuenciacion de nueva generacion (NGS) ha aumentado la
capacidad de detectar mutaciones en el genoma mitocondrial mediante el analisis
sistematico de todo el genoma mitocondrial con un consecuente aumento en la
sensibilidad de deteccion. Sin embargo, pese a que se ha mejorado mucho el
diagnéstico de trastornos mitocondriales y la identificacion de variantes, se
requieren herramientas bioinformaticas especificas, que tomen en cuenta la
biologia y las caracteristicas estructurales del genoma mitocondrial (Bris et al,
2018).

Previo al desarrollo de la tecnologia de NGS, el diagndstico e investigacion

de trastornos mitocondriales se basaba en el uso y combinacion de otras técnicas
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y herramientas para la deteccién y cuantificacion de los niveles de heteroplasmia.
Entre estos métodos destacan la secuenciacion dirigida Sanger para la deteccion
de variantes y la transferencia Southern, para la deteccion de rearreglos o
deplecion del ADNmt (Bris et al, 2018). Otras técnicas utilizadas incluyen el
MitoChip v.2.0 de Affymetrix que contiene sondas complementarias a la secuencia
de referencia del genoma mitocondrial y el anélisis PCR-RFLP (Ye et al, 2014).

Todos estos métodos tienen desventajas dado que dependen de la
bldsqueda dirigida de mutaciones especificas en regiones definidas a priori, el nivel
de heteroplasmia no se puede cuantificar con precision y los métodos son
demasiado complejos para ser aplicable a un gran nimero de muestras. Ademas,
la eficacia de la deteccion puede variar sustancialmente de un laboratorio a otro,
incluso cuando se aplica el mismo método, como resultado del uso de diferentes
instrumentos, reactivos o estandares para determinar heteroplasmia (Li et al,
2013).

Por otro lado, la mayoria de los estudios del genoma mitocondrial se han
dirigido a las regiones codificantes. Sin embargo, en la region de control y los
segmentos hipervariables es dificil determinar la heteroplasmia pese a que es
probable que estas regiones sean de mayor importancia como causa de algunos
padecimientos. Por lo tanto, se necesitan métodos mas precisos y eficientes para
el andlisis y cuantificacién de la heteroplasmia en todo el genoma mitocondrial sin
conocimiento previo de las regiones afectadas por mutaciones (Li et al, 2013).

Ademas, distinguir la heteroplasmia en una muestra de ADNmt puede
presentar otros desafios que complican la interpretacion de los resultados como la
contaminacion por secuencias mitocondriales nucleares (NUMTS) y errores de
secuenciacion (Just et al, 2015). Otra consideracion en el andlisis de la
heteroplasmia es que todos los métodos presentan diferentes niveles de deteccién
por lo cual ain no se ha definido un umbral consenso. Estudios previos han
establecido que el limite de deteccion oscila entre 1 y 10% segun la tecnologia de
NGS utilizada. Sin embargo, debido a algunas de las caracteristicas intrinsecas de
estos estudios existen algunos errores sistematicos que aun no se pueden evitar
(Li et al, 2013).
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Una vez obtenidos los datos de secuenciacion es necesario analizar y
procesar la informacion de forma adecuada. El procesamiento de los datos
obtenidos se puede dividir en tres etapas: a) evaluacion y control de calidad de los
datos crudos, b) alineamiento de secuencias y c) llamado o identificacion de
variantes. En cada una de estas etapas es necesario el monitoreo de las métricas
de control de calidad (Guo et al, 2013). La primera etapa consiste en una
evaluacion de los datos crudos para analizar la calidad de la secuenciacion y las
lecturas; el siguiente paso, el alineamiento, es la yuxtaposicion de las secuencias
de la muestra contra el genoma de referencia para identificar cambios en la
primera, mientras que el Ultimo paso se refiere al conteo e identificacion de
variantes en base a los resultados del alineamiento (Li et al, 2013).

Uno de los enfoques clasicos para el estudio del genoma mitocondrial
consiste en la secuenciacidbn por NGS de extractos de DNA total seguida de
alineamiento con la secuencia de referencia. En esta técnica es necesario
implementar un paso para detectar NUMTS que pueden alterar los resultados
como el nimero de variantes o la profundidad de lectura. Se han propuesto para
ello distintas alternativas y la mas aceptada consiste en realizar un primer
alineamiento con el genoma de referencia nuclear y filtrar aquellas lecturas que se
alinean para luego hacerlo con el genoma mitocondrial (Ye et al, 2014). Este
proceso, sin embargo, resulta en la pérdida de lecturas de las regiones del ADNmt
colineares con los NUMTSs con la consecuente pérdida de capacidad de deteccién
de variantes en tales regiones. El potencial de un método para detectar la
heteroplasmia depende en gran medida de la profundidad de la cobertura de la
secuenciacion, es decir, el nimero de veces que una region es secuenciada. Los
dos requisitos para detectar niveles de heteroplasmia por debajo del 1% son una
profundidad relativamente alta y tasas de error de secuenciacién reducidas. Al
respecto de esto, se ha determinado que el nivel mas bajo de heteroplasmia
detectable se define como 1/D (en el que D corresponde al valor de la profundidad
de secuenciacién). Sin embargo, a medida que disminuye el umbral detectable de
heteroplasmia, se vuelve cada vez mas dificil distinguir entre la heteroplasmia

verdadera y los errores de secuenciacion (Guo et al, 2012; Ye et al, 2014).
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Adicionalmente, un tipo de error que puede ser inducido por el método de
analisis es el de PCR que ocurre por una amplificacion sesgada. Este tipo es de
los mas dificiles de identificar y prevenir. Otra fuente de errores es por la

plataforma de secuenciacion que puede ser reducida aplicando un filtro de calidad
estricto en el llamado de bases (Yiru Guo et al., 2012).
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4. ANTECEDENTES

El genoma mitocondrial de ratén esta compuesto por 16299 pb y al igual que el del
humano codifica 13 proteinas, dos ARNr (16S y 12S) y 22 ARNt. La secuenciacion
de distintas cepas de raton ha demostrado que ratones de lineas consanguineas
presentan polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP) que son unicos entre cepas.
Esto ha permitido identificar haplotipos diferentes entre 16 cepas distintas de
ratones (Wallace & Chalkia,2013; Goios et al, 2007). Por otro lado, la distribucion
de los marcos de lectura abiertos en el genoma mitocondrial de raton es similar a
la del humano, ya que, de las 13 proteinas codificadas, 12 estan codificadas en la
cadena pesada y una en la cadena ligera. La region control del D-loop tiene un
tamafio aproximado de 800 nucleotidos y contiene los promotores para la
transcripcion tanto de la cadena H como L y el origen de replicacion de la cadena
H (Pogozelski et al, 2008).

Pese a que el ADNmt del resto de los mamiferos tiene similitudes con el del
humano, sus variantes difieren fenotipica y genotipicamente. Sin embargo, el
analisis del ADNmt en modelos animales es muy util para comprender su biologia
y los mecanismos de patogenicidad de sus variantes (Dunn et al, 2012). Por ello,
el ratbn es un modelo conveniente para investigar los mecanismos moleculares
subyacentes al envejecimiento y a la biologia del genoma mitocondrial de los
mamiferos, aunque existan diferencias importantes con el del humano en cuanto a
propiedades fisioldgicas, a los mecanismos de patogenia y la historia de vida a
nivel poblacional (Demetrius, 2006; Kazachkova et al, 2013).

Como antecedente directo de este trabajo, en nuestro laboratorio se
desarrolld el proyecto de investigacion de Rueda (2017) cuyo objetivo fue detectar
deleciones de baja frecuencia en el genoma mitocondrial humano empleando un
método de extraccion de ADN circular por lisis alcalina y digestion enziméatica del
ADN lineal remanente. En este trabajo se identificaron y caracterizaron distintos
tipos de deleciones en distintas regiones del genoma mitocondrial siendo las mas

comunes deleciones de un solo nucleétido.
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Ademas, se determind que al menos un 41.3% del genoma mitocondrial
contenia alguna delecion. Otra observacién importante fue que las deleciones se
distribuyen en todo el genoma mitocondrial, aunque se encontraron deleciones
especificas de mayor frecuencia en la region del D-loop en las posiciones 521-
524, 5750-5752 y 2462 en distintos niveles de heteroplasmia. Estos experimentos
sugieren que a todo lo largo del genoma mitocondrial de individuos sanos existe
una gran variabilidad y abundancia de multiples deleciones de baja frecuencia.

En el estudio reciente (J. Ma, Purcell, Showalter, & Aagaard, 2015), se
analizé la variacion del genoma mitocondrial en humanos en comparaciones
madre-hijo. El objetivo de dicho trabajo fue identificar si las variantes en la
progenie se heredan por via materna, ocurren en el Utero durante la gestacion o
en etapas tempranas de la vida y si se acumulan o se generan a lo largo de la
vida. Por ello, el propdsito fue examinar la tasa de mutacion heredable de la madre
y las mutaciones de novo en el DNA fetal a través de secuenciacion de alta
profundidad. Para realizar el estudio se tomaron muestras de 90 pares materno-
fetales de sangre y placenta respectivamente. En este estudio se localizaron 665
SNP’s y 82 variantes de insercién-delecion (indels), con una alta profundidad de
secuenciacion. En este caso el menor grado de heteroplasmia que se pudo
identificar fue mayor a 1%. Ademas, una de las particularidades de este estudio
fue que la mayor cantidad de mutaciones que se encontraron fueron heredables
por via materna, sin embargo, se encontraron también dos variaciones en el D-
loop y en CO2.

Las variantes encontradas se filtraron para andlisis posteriores para
garantizar la alta calidad de los SNP’s y filtrar posibles errores de secuenciacion,
por lo que solo las variantes con una frecuencia superior al 1% se incluyeron. En
este estudio la mayor cantidad de mutaciones de novo que se encontraron fueron
mutaciones sindnimas, es decir que no causan un cambio en la secuencia de la
proteina codificada. Sin embargo, se propuso que algunas de las variantes
identificadas no sindnimas pueden estar relacionadas con algunos padecimientos.

En los dos casos anteriores las variantes se identificaron mediante el uso

de distintas herramientas disefiadas por cada grupo. Sin embargo, existen
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herramientas especificas con este propdsito, aunque generalmente estan
disefiadas para genoma nuclear como SomaticSniper (Larson et al, 2012), gatk
(Mckenna et al, 2010), JoinSNVmix (Roth et al, 2012) y Strelka (Saunders et al,
2012). En contraste, para el analisis del genoma mitocondrial son pocas las
herramientas especificas como lo es Mitoseek (Yan Guo, Li, Li, Shyr, & Samuels,
2013). Existen ademas otros programas como MuTect2 (Cibulskis et al., 2013) que
fue creado con la intencidon de detectar variantes en cancer. Recientemente, sin
embargo, se afiadio a este programa un modo mitocondrial, que toma en cuenta la
caracteristicas inherentes del genoma mitocondrial para su andlisis. Con este
trabajo aportamos una descripcidn y caracterizacion de la distribucion de variantes
a lo largo de todo el genoma mitocondrial empleando un método integral que
incluy6 el desarrollo de una técnica experimental para su extraccion directa y el
uso de herramientas bioinforméticas adecuadas para su andlisis con la finalidad

de disminuir posibles fuentes de error.
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5. HIPOTESIS

El genoma mitocondrial contiene una alta variabilidad de variantes de alta y baja
frecuencia que en conjunto generan una alta abundancia relativa en individuos

sanos.

6. OBJETIVOS

Objetivo general:

e Determinar la abundancia de diversos tipos de variantes en el genoma

mitocondrial de raton en estadios embrionarios y adultos.
Obijetivos especificos:

e Determinar el estado inicial de las secuencias de genoma mitocondrial de
cerebro embrionario, de adulto joven, de adulto envejecido y de secuencias

control para su analisis posterior.

e Obtener un catalogo de diversos tipos de variantes y su frecuencia en el
genoma mitocondrial de ratén en diferentes etapas de la vida.

e Establecer comparaciones de las variantes encontradas y su frecuencia en
las muestras de raton en distintas etapas de la vida con diferentes

herramientas.
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7. JUSTIFICACION

El genoma mitocondrial ha sido ampliamente estudiado. A finales de 1980 se hizo
el primer hallazgo de una variante asociada con una enfermedad y la fecha se han
descubierto cientos de variantes, de las cuales se especula que podrian estar
involucradas en una gran variedad de enfermedades como mitopatias,
neurodegeracion, cancer, diabetes y enfermedades neuromusculares (Bereiter-
Hahn, 2014; Keogh & Chinnery, 2015; Wilkins, Weidling, Ji, & Swerdlow, 2017).

El impacto de las variantes en el genoma mitocondrial y su proporcion en la
salud humana aun continta en estudio. Se ha observado que las variantes en
condicion de homoplasmia se relacionan principalmente con las mitopatias y
dafios acumulados en un solo tejido. En cambio, la heteroplasmia de distintas
variantes en diferentes niveles se ha correlacionado con disfuncion mitocondrial, el
desarrollo de enfermedades y la predisposicidon a ciertos padecimientos (Bereiter-
Hahn, 2014; Ma, Purcell, Showalter, & Aagaard, 2015; Stewart & Chinnery, 2015;
Tuppen, Blakely, Turnbull, & Taylor, 2010).

Dado lo anterior, se ha sugerido que el nivel de la carga mutacional en el
genoma mitocondrial se asocia directamente con el grado de severidad del
fenotipo clinico presentado y defecto bioquimico que afecta al 6rgano o tejido
involucrado. Esto es generalmente severo en tejidos como el cerebro, el corazén,
los 6rganos endocrinos, los nervios periféricos y el masculo. Por ello, la deteccién
de los niveles de heteroplasmia se ha vuelto muy importante para comprender la
biologia del ADNmt tanto en salud como en enfermedad (Chinnery & Turnbull,
2001; Stewart & Chinnery, 2015).

Pese a la gran cantidad de variantes reportadas sélo 84 tienen un estado
confirmado de patogenicidad en humanos, mientras que se desconoce si el resto
de un total de 595 tiene un efecto en la salud (Bris et al., 2018). Una de las
principales limitaciones para estos estudios son las caracteristicas intrinsecas del
ADNmt, el gran niumero de copias y la variabilidad que presenta dificultan la

deteccion, cuantificacion y caracterizacion de los niveles bajos de heteroplasmia.
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Estas dificultades técnicas han limitado la capacidad de comprender como ocurren
estas mutaciones, como los niveles de heteroplasmia aumentan, como afectan el
organismo y en qué frecuencia estas variantes generan un fenotipo especifico
(Elliott, Samuels, Eden, Relton, & Chinnery, 2008; Ma et al., 2015; Stewart &
Chinnery, 2015). Ademas, aunque se ha propuesto que la generacion y
acumulacion de variantes en el genoma mitocondrial se asocia al envejecimiento y

el estrés oxidativo, existen estudios que contradicen esta idea.

Por lo anterior, el propdésito de este trabajo fue analizar la carga mutacional
en el genoma mitocondrial en cerebros de raton de distintas edades para
identificar variantes y sus frecuencias en los estadios de vida de embrién, adulto

joven y adulto envejecido.

Para ello fue necesario desarrollar un procedimiento integral con un
enfoque experimental y bioinformatico que permitiera la deteccion y cuantificacion
de variantes en cualquier region del genoma mitocondrial. Tal procedimiento
incluyé distintas herramientas disefiadas para el alineamiento de secuencias y el

llamado de variantes incluyendo un prototipo desarrollado para este estudio.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1  Muestras biolégicas

Se seleccionaron individuos de distintas edades de la cepa de ratones C57BL/6J

(Tablal). En el caso de los embriones se obtuvieron individuos de 15.5 dias de

gestacion (E15.5), los adultos jévenes fueron de 2 a 4 meses y por ultimo los

adultos envejecidos fueron de 21 a 24 meses. Las muestras control consistieron

en una mezcla equimolar de seis plasmidos (A-F), cada uno conteniendo un

fragmento de ADNmt de ratdén de la cepa de raton CD1 de aproximadamente 3000

pb (Tabla 2).

Tabla 1. Muestras utilizadas para el andlisis del genoma mitocondrial del ratén de tres

grupos de edad.

Etapa

Muestra

Edad

Adulto Joven B4 4 meses
E4 2 meses
E5 2 meses
E6 2 meses
E7 2 meses
Embrién D6 15.5 dias
D9 15.5 dias
D10 15.5 dias
D11 15.5 dias
D12 15.5 dias
Clonado C1 Mezcla A-F
Cc2 Mezcla A-F
C3 Mezcla A-F
Cc4 Mezcla A-F
C5 Mezcla A-F

El nmero de individuos se seleccion6 de forma empirica de acuerdo a la

cantidad de DNA necesaria para el procedimiento experimental. Para embriones

se utilizaron 35 individuos por muestra, mientras que para jovenes y adultos

envejecidos se utilizé un individuo por muestra.
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Tabla 2. Fragmentos clonados del genoma mitocondrial de la cepa CD1 empleados como control. En la
tabla se muestran los fragmentos de ADN mitocondrial utilizados en el método A para el andlisis y la
comparacion con las muestras.

Fragmento Coordenada de inicio Coordenada de término
A 87 3363
2875 6034
5572 9000
8287 11427
10834 14098
13862 904

Genoma mitocondrial

Pares de bases 16299

Figura 4. Diagrama de la ubicacion de los fragmentos del ADN mitocondrial. En la figura se muestran los
fragmentos del genoma mitocondrial mostrados en la tabla 2. Cada fragmento esta representado con un color
distinto.
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8.2 Métodos

| Secuenciacion |

4=

FASTQC y - -
Trimmomatic —| Calidad y pre- procesamiento

L

| Alineamiento |— BWA o Segemehl

L

Propuesta o Mutect2 —| Deteccion de variantes |

|

| Comparacion |

Figura 5. Diagrama de flujo general de trabajo para la deteccidon de variantes en el genoma
mitocondrial.

8.2.1 Obtencién de muestras

Las muestras se obtuvieron de cerebros de raton de distintas edades que se
procesaron para extraer ADN enriquecido en moléculas circulares. Para ello se
utilizé una adaptacién al método de lisis basado usando el “Quiafliter Plasmid
Purification Midi Kit” de Qiagen* (Rueda, 2017). Posteriormente, para eliminar
remanentes de DNA linear provenientes del genoma nuclear se utilizO una
exonucleasa dependiente de ATP (Plasmid Safe, Epicentre. Madison, WI) con la
que se llevo a cabo la digestion del eluido obtenido de la columna de extraccion.
Una reaccion de digestion tipica contenia 25 pg de ADN y 600 unidades de
enzima en un volumen total de 900 ul de buffer de reaccién 1X. Esta mezcla se
incub6 por 14 horas a 37°C seguido de una segunda digestiéon por 6 horas
después de afadir 170 ul de buffer de reacciéon 1X conteniendo 100 unidades de
enzima. Después de la digestion, el ADN circular fue limpiado por una extraccion
de fenol-cloroformo, precipitado con acetato de sodio y etanol, resuspendido en
agua conteniendo 0.5% SDS, extraido nuevamente con fenol-cloroformo y
precipitado con acetato de sodio y etanol, para ser resuspendido finalmente en
agua.
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Figura 6. Procesamiento de muestras bioldgicas y controles clonados.

8.2.2 Secuenciacion masiva

La secuenciacion del ADNmt de cada una de las muestras se realizé mediante la
plataforma Illumina Miseq en modo de lecturas pareadas para la generacion de la
biblioteca de secuenciacion. Se generaron dos lecturas (R1 y R2) por cada
fragmento el cual se seleccioné de entre 500 — 1000 nucledtidos, utilizando 300
ciclos con la finalidad de generar lecturas de un tamafio aproximado de 300
nucleotidos.

8.2.3 Analisis bioinforméatico de secuencias
8.2.3.1 Calidad de datos crudos

La calidad de los datos obtenidos de la secuenciacion se comprob6 con el uso del
paquete FastQC (High Throughput Sequence QC Report, Version 0.11.5,
Andrews, Lindenbaum, Howard, Ewels 2011-15) que permite evaluar la calidad de
secuenciacion mediante el puntaje Phread que corresponde a la probabilidad de
de llamado correcto de base (Bacterial Pangenomics, 2012; Erwin 1998). En este
paso se identifican problemas que se generan ya sea en el secuenciador o en el
material de la biblioteca de inicio y se genera un reporte con las estadisticas y
graficas de los datos las cuales incluyen la calidad secuencia por base, por
contenido de GC, por contenido de Ns y adaptadores, entre otras que
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proporcionan una vision general del estado de los datos y si es necesario hacer

ajustes.

Para realizar el ajuste de las secuencias obtenidas se utilizé6 Trimmomatic, una
herramienta que permite el recorte, filtrado de lecturas, identificacion y
eliminacion de adaptadores en una ruta de trabajo. Entre sus algoritmos cuenta
con el filtrado de calidad, el cual se puede llevar a cabo mediante 2 métodos; uno
realiza el escaneo de la secuencia y recurre a la eliminacion del extremo 3" si la
calidad de la lectura cae por debajo del promedio del grupo y otra mediante la
retencion de bases adicionales en el extremo 5’. Estos enfoques toman en cuenta
el puntaje de calidad para cada posicion, acorde a los datos tipicos generados por
la plataforma lllumina los cuales generalmente tienen una calidad inferior en el
extremo 3’ (Bolger, Lohse, & Usadel, 2014). En este trabajo se aplicaron distintos
parametros da calidad y pre-procesamiento a los datos con la finalidad de

identificar las implicaciones sobre el nUmero de variantes cuantificadas.

8.1.1.1 Alineamiento de secuencias

Otro paso para el procesamiento de los datos de NGS es el alineamiento, que en
parte determina si un experimento ha tenido éxito. La seleccién de un algoritmo
para el alineamiento de secuencias esta influenciada tanto por el experimento
como por la tecnologia de secuenciacién utilizada. Para la seleccién de algoritmos
también debe tomarse en cuenta el tamafio de las lecturas (Flicked & Birney,
2009).

En este proyecto las secuencias se mapearon al genoma de referencia
mitocondrial de ratén C57BL/6J (GRCm38/mm10) obtenido del Genome Browser
de la Universidad de California Santa Cruz (https://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgGateway?hgsid=804062049 AhXtegqD9D7nyoptbA4SASO1i35Fa) con
Segemehl (Hoffman et al, 2009). Una de las caracteristicas principales de este
software de alineamiento de secuencias es que su algoritmo toma en

consideracion parametros para el mapeo de moléculas circulares de DNA. Se
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realizaron mapeos pareados y sencillos utilizando distintas condiciones de filtrado

y ajuste de calidad de las secuencias (Hoffman et al, 2009).

Con la finalidad de comparar los resultados de esta herramienta se utilizé el
software BWA (Li & Durbin, 2010) que es un paquete utilizado en mdultiples
estudios tanto de ADN nuclear como de ADNmt para mapear secuencias contra el
genoma de referencia. Para este estudio se utilizé el algoritmo BWA-MEM el cual
se recomienda para analisis de alta calidad, ya que es mas rapido y preciso. BWA-

MEM también tiene mejor rendimiento para lecturas de lllumina de 70-100bp.

Para evaluar los resultados de ambos alineamientos se utilizd
SAMtools/1.9, que es una biblioteca de utilidades para el analisis de archivos de
alineamiento que permite visualizar estadisticas y graficos de las secuencias
alineadas, asi como para ordenar, indizar y calcular la profundidad de lecturas por
posicion (Li et al, 2009). Ademas, se emple6 bamstats con la cual se calcularon y
se mostraron de forma grafica diversas métricas derivadas de archivos de SAM /
BAM del alineamiento. Con esto se obtuvieron graficos de contenido de GC y del

tamafio del inserto, entre otras que proporcionan informacién sobre el mapeo.

En esta parte del analisis también se utiliz6 el Integrative Genomics Viewer
(IGV) (Robinson et al, 2011), un software de visualizaciébn de grandes volumenes
de informacion, que es utilizado para la exploracion de genomas de los conjuntos
de datos de secuenciacion de nueva generacion (NGS). IGV varia el nivel de
detalle mostrado segun la escala de resolucién y fue util para evaluar la calidad
general y diagnosticar problemas técnicos en las ejecuciones de secuencia.
Ademas, la visualizacion de los alineamientos con esta herramienta permitio
observar cambios en la secuencia como SNPs o rearreglos del genoma tales

como deleciones y el tamafio de las lecturas.

8.1.1.2 Deteccién y cuantificacion de variantes

La identificacion de variantes se realizd mediante distintos programas con el

objetivo de evaluar la sensibilidad de la deteccion. Debido a que la finalidad es la
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identificacion de la heteroplasmia, la sensibilidad y la precisibn son factores

fundamentales.

Uno de los métodos utilizados (Método A) consiste en un programa
prototipo disefiado por Janeth de Anda Gil como una colaboracion con el grupo de
la Dra. Maribel Hernandez (Instituto de Matematicas, UNAM) con el objetivo de
cuantificar e identificar variantes en el genoma mitocondrial. Este programa parte
de los archivos SAM resultantes del mapeo con Segemehl e identifica las
variantes por comparacion con el genoma de referencia. Posteriormente normaliza
la frecuencia de cada variante tomando en cuenta la profundidad en cada posicion
del genoma, lo que de forma indirecta genera que aquellas variantes que se
encuentran en una sola lectura tiendan a una frecuencia aproximada a 0, ya que
es probable que éstas sean un error. El programa toma en cuenta los controles
clonados de ADNmt estableciendo la comparacion entre muestras bioldgicas y
controles. Para esto utiliza una prueba estadistica pareada no paramétrica
Wilcoxon vy verifica la significancia de los datos con un valor de p (p-value) menor

a 0.05 y determina si existen diferencias significativas entre grupos.

El Método A utiliza distintos filtros para descartar falsos positivos de las
variantes cuantificadas inicialmente, que son: que existan diferencias
estadisticamente significativas entre la muestra y el control y que la frecuencia del
control no exceda la frecuencia de la muestra. En general, el analisis consiste en
detectar las variantes utilizando los controles clonados en pldsmidos como una
poblacibn de moléculas semejantes las cuales son sometidas al mismo
procedimiento que las muestras bioldgicas con fines comparativos. El propdsito de
esta comparacion consiste en descartar variantes o ruido introducido por la técnica
utilizada por lo que el programa toma en cuenta si las variantes encontradas son
de mayor frecuencia en la muestra o en el control. Este método, favorece la
deteccién de variantes presentes en varias muestras de una edad y no detecta

variacion individual.

El conteo de las variantes se realizé utilizando el archivo procedente del

mapeo de secuencias en formato SAM que contiene informacion sobre el mapeo
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de lecturas frente a secuencias de referencia. El archivo SAM se divide en dos
secciones: una seccion de encabezado y una seccion de alineacion. Uno de los
campos de informacidon que contiene este formato es la cadena CIGAR que
describe como la lectura se alinea con la referencia y se estructura de uno o mas
componentes. Cada componente comprende un operador y el nimero de bases a
las que se aplica el operador. Utilizando esta cadena se contabiliza el nUmero de

cambios.

Ya que el Método A consiste en un programa de prueba, se requiere
comparar los resultados obtenidos utilizado herramientas ya establecidas para el
llamado de variantes presentes en el ADNmt. Para esto se utilizé Mutect2

(https://github.com/broadinstitute/gatk/blob/master/scripts/mitochondria m2 wdl/Mi

tochondriaPipeline.wdl) que para los fines del presente proyecto corresponde al

Método B. Este método esta especializado en la identificacion de alelos de baja
frecuencia ya que se centra en la suposicion de que las mitocondrias presentan el
fendbmeno de heteroplasmia o fraccion de alelo variable. El programa considera la
estructura circular del genoma mitocondrial tomando en cuenta que el genoma de
referencia esta generalmente linealizado de forma artificial ubicando el punto de
ruptura en la region de control D-loop altamente variable por lo que aumenta la
sensibilidad a la variacion en esta regién con dicha consideraciéon. Ademas de lo
anterior, Mutect2 considera la presencia de las inserciones del ADNmt en el
genoma autosémico (NUMTSs) que pueden interferir en el andlisis. Para esto utiliza
un método de realineacion y marcaje que aumenta la precision e identifica este

tipo de secuencias para excluirlas.

El Método B utiliza un modelo bayesiano como algoritmo para identificar
variantes. El teorema de Bayes expresa la probabilidad condicional de un evento
aleatorio A dado B en términos de la distribucion de probabilidad condicional del
evento B dado A. Este método toma en cuenta la bases que cubren un sitio, la
tasa de error de secuenciacion y calcula un puntaje logaritmico en donde los sitios

con puntaje mas alto tienen mas probabilidades de expresar una variante. Ademas

42


https://github.com/broadinstitute/gatk/blob/master/scripts/mitochondria_m2_wdl/MitochondriaPipeline.wdl
https://github.com/broadinstitute/gatk/blob/master/scripts/mitochondria_m2_wdl/MitochondriaPipeline.wdl

de las consideraciones anteriores, el Método B cuenta con una gama amplia de

opciones y filtros de ajuste.
Prediccion de estructura secundaria de ARN de transferencia

Para predecir la estructura secundaria de ARNt se emple6 la herramienta

tRNAscan-SE (http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/).
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9. RESULTADOS
9.1 Secuenciacion

Mediante el método de secuenciacion utilizado se obtuvieron lecturas pareadas de

cada muestra con un tamafio de méaximo de 301 pb.
Tabla 3. Longitud de lectura.

Etapa Muestra Edad Longitud
Phread >20
R1 R2
Adulto Bl 23 meses 285 210
envejecido B2 22 meses 285 210
B3 22 meses 285 185
Elm 24 meses 289 210
E2m 21 meses 285 210
Adulto B4 4 meses 285 214
Joven E4 2 meses 285 210
E5m 2 meses 289 200
E6m 2 meses 285 210
E7m 2 meses 285 200
Embrién D6 15.5 dias 285 185
D9 15.5 dias 285 185
D10 15.5 dias 285 210
D11 15.5 dias 285 189
D12 15.5 dias 285 214
Clonado C1 A-F cloned mix 285 185
Cc2 A-F cloned mix 285 185
C3 A-F cloned mix 285 185
Cc4 A-F cloned mix 285 164
C5 A-F cloned mix 285 185

9.1.1 Calidad de datos crudos

La evaluacion de la calidad de los datos crudos se realiz6 utilizando la herramienta
FastQC. Esta herramienta produce una serie de graficos con la finalidad de
identificar problemas que se generan ya sea durante la secuenciacion o en el
material de la biblioteca de inicio. Una de las caracteristicas de este programa es
gue produce un archivo html que proporciona una visién general del estado de los

datos, asi como una descripcién de la muestra.
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Figura 7. Estadisticas basicas y resumen gréafico de calidad. Como parte del reporte de la muestra B1, se
presenta un resumen indicando si la muestra cumple o no con los parametros de calidad, con la finalidad de
visualizar si es necesario realizar un ajuste.
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En el caso de las muestras de este estudio, la mayoria no pasoé el filtro de
calidad de secuencia por base, que se refiere a la probabilidad de que la base
reportada sea incorrecta en cualquiera de las posiciones. Esta generalmente falla
si la mediana del Phread de las lecturas en esa posicion para cualquier base es
menor a 20, lo que indicaria que 1 de cada 100 bases es incorrecta en las lecturas

teniendo una precision del 99%.

Con respecto a el contenido de GC, se muestra un ejemplo y se observa
que este mdédulo no cumple con los requerimientos necesarios para pasar los
estandares de calidad aplicados (Figura 7). Este modulo falla si la suma de las
desviaciones de la distribucion normal de GC representa mas del 30% de las

lecturas.

Por dltimo, el contenido de bases de la secuencia y otros modulos
presentaron advertencias como lo muestra la Figura 6. Con base en estos puntos

se analizaron los graficos de los médulos fallidos para realizar ajustes.

El primer gréafico que se genera por FastQC es el de calidad de secuencia
(eje Y) por cada posicion (eje X) del conjunto de todas las lecturas de una
muestra. Esta grafica de cajas y bigotes representa los puntajes de calidad
Phread. Esta contiene ademas otros elementos descriptivos de calidad: la linea
roja representa el valor de la mediana, mientras que la linea azul representa la

media. El fondo del grafico a su vez se presenta en tres colores (verde, naranja y
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rojo) que ilustran la calidad de la base desde muy buena, buena y baja

respectivamente dependiendo del valor de Phread de las lecturas en esa posicion.

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)
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Figura 8. Calidad de secuencia por base B1R1. Se presenta la grafica de cajas y bigotes (Boxwhisker) de la
muestra B1 para las lecturas R1. En el grafico se observa que las lecturas tienen una longitud aproximada de
289, la calidad decae en la seccion roja a partir aproximadamente 301 bases. Esto es normal para la mayoria
de las plataformas de secuenciacion a medida que aumenta el nimero de ciclos, tal es el caso de lllumina.

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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Figura 9. Calidad de secuencia por base B1R2. Se observa que pese a que su longitud maxima igualmente
301 bases, los puntajes de calidad son menores para la muestra B1. Se observa que a partir de la posicion
189 la mediana de la calidad cae a la seccion roja correspondiente a baja calidad.

Otro de los rubros que presenté un fallo fue el contenido de bases por
secuencia. Esto determina la proporcion de cada una de las cuatro bases de DNA
normales en cada posicion del conjunto de lecturas. En una biblioteca aleatoria, se
espera poca o ninguna diferencia entre las bases de una ejecucion de secuencia,
por lo que las lineas de esta grafica deberian correr paralelas entre si. Las
advertencias o errores en este modulo se presentan si la diferencia entre Ay T, o
G y C excede al 10- 20%, respectivamente. Las muestras presentaron un fallo en

este médulo ya que se reportd un sesgo positivo hacia ciertos nucleotidos (T y A)
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con respecto a los nucledtidos restantes, en las primeras 15 posiciones y en las

altimas como se muestra en la Figura 10.

Sequence content across all bases
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Figura 10. Contenido de bases por secuencia B1R1. Se ilustra el contenido de bases por posicién para la
muestra B1. Idealmente se esperan lineas paralelas si no hay un sesgo hacia una o mas bases especificas.
Se observa un desequilibrio en las primeras 15 bases y en el extremo final de las lecturas. La linea roja
representa Timina, la azul citosina, la verde adeninay la gris guanina.

Respecto al contenido de GC de las secuencias, generalmente se espera
una distribucion normal. Los datos obtenidos presentaron una distribucion inusual
ligeramente desplazada de la estimacion teorica propuesta lo cual indica una
biblioteca contaminada o algun otro tipo de subconjunto sesgado. Es decir, un
sesgo sistematico que es independiente de la posicién base. Regularmente el fallo
de este modulo esta asociado con contaminaciones ya sea por adaptadores,
secuencias sobrerrepresentadas o contaminacion de una especie diferente que se

calcula como la sumatoria de las desviaciones estandar de la distribucién normal.

Como parte de la informacion obtenida mediante el reporte de FastQC se
encontré que, los datos de todas las muestras no mostraron presencia de
adaptadores, asi como un bajo contenido de N, sin embargo, el mdédulo de
longitud de la secuencia en todas las muestras presentd un tamafo de fragmento

variable.
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Distribution of sequence lengths over all sequences

Sequence Length
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Figura 11. Longitud de secuencia. Se observa que en esta muestra (B1) hay lecturas que van desde los 30
nucleétidos hasta 300 lo cual muestra que hay una longitud variable de un rango muy amplio.

9.1.2 Ajuste y calidad de los datos

Posterior al andlisis de calidad de los datos crudos, se utiliz6 el programa
Trimmomatic para realizar recortes de secuencia y filtrar calidades en base a los
resultados presentados en la seccion anterior. Se decidié aplicar las siguientes
correcciones:
e Recorte de las primeras 15 bases de cada lectura
e Recorte para eliminar bases al final de la secuencia con calidad menor a 20
Con estos ajustes, se analiz6 nuevamente la calidad de las secuencias
post-procesamiento con FastQC. Los resultados de las correcciones aplicadas no
mostraron médulos fallidos. Cabe mencionar que los ajustes se realizaron por
separado para R1 y R2 (lecturas pareadas) de acuerdo con las caracteristicas de
cada set de lecturas y sus calidades con la finalidad de conservar la mayor

cantidad de informacién posible de buena calidad.
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Figura 12. Reporte de calidad post-procesamiento. Aplicando las correcciones previamente mencionadas
a la muestra, se observa que se eliminan los moédulos fallidos y mejora la calidad de las muestras.

Al comparar la Figura 8 con la Figura 13 se observa que el tamafio de las
lecturas disminuye a 240 pb por los recortes realizados. Sin embargo, las
medianas de todos los cuartiles se encuentran en la regién verde que indica muy
buena calidad con valores de Phread mayores a 28. De la misma manera, al
comparar la Figura 9 correspondiente a la calidad por base en la secuencia de las
lecturas R2 con la Figura 14 que corresponde al mismo analisis después de las
correcciones aplicadas, se observa el mismo comportamiento ya que disminuye el
tamafo de las lecturas hasta 180 bases, asi mismo la mediana de los puntajes de

calidad (Phread) muestra solamente valores mayores a 28 puntos.
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Figura 13. Calidad de secuencia por base B1R1. Calidad de los datos después del procesamiento con
Trimmomatic para la muestra B1 lecturas R1 (forward).
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Figura 14. Calidad de secuencia por base B1R2. Calidad de los datos correspondientes a la lectura R2
(reverse) de la muestra B1 después del procesamiento con Trimmomatic.

Como parte de la comparacion y la comprobacion de los cambios realizados
mediante los ajustes aplicados a las muestras, se observé que se eliminaron las
regiones problematicas al inicio y al final de las lecturas obtenidas como se
muestra en la Figura 15 que muestra un contenido de bases uniforme a lo largo de

las lecturas.
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Figura 15. Contenido de base post-procesamiento de muestra B1. Luego de los ajustes realizados con
Trimmomatic se observa que se han eliminado las zonas de las lecturas donde habia desequilibrio de bases.
Las zonas en las que habia sesgos en a la lectura hacia alguna de las bases, se han eliminado. La linea roja
representa timina, la verde adenina, la azul citosina y la negra guanina.

El mapeo a un genoma de referencia es un requisito previo para la mayoria de los
flujos de trabajo de secuenciacion NGS, ya que a partir del alineamiento de
secuencias se obtiene el formato de archivo SAM/BAM el cual contiene la

informacion de todas las lecturas de la muestra. Se realizaron alineamientos con
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lecturas pareadas y alineamientos con las lecturas utilizadas como “single-end”. Al
visualizar los resultados de ambos mapeos con IGV se observaron tamafios de

lectura variables y lecturas sobrelapadas en las muestras pareadas (Figura 16).

Figura 16. Visualizacion de lecturas pareadas con IGV. Se muestra una parte del mapeo resultado de la
muestra Bl alineada como pair-end. Las lecturas en rojo representan pares muy alejados, las gris ocuro y
azules representan lecturas 100% sobrelapadas.

Esto se corrobor6 haciendo un andlisis del porcentaje de sobrelape de las
lecturas R1y R2 y se encontrd que la mayoria de las lecturas analizadas tenian de
un 50 -100% de sobrelape en la misma muestra, es decir que mapean
exactamente en la misma zona. También se utiliz6 BAMstats que es en una
herramienta de software que permite la evaluaciéon gréfica de varias métricas de
calidad de los archivos SAM/BAM. Con este programa se detecté que habia un
tamafio de inserto variable en un rango de 40pb a 500pb, en la mayoria de las
muestras. En la Figura 17 se encontré6 nuevamente representado el sobrelape ya

gue se muestra que hay una gran cantidad de mapeos “outwards”.

51



2500 T T T T
All pairs ———
Inward
2000 Outward —
o Other
I
f_l 1500 ~ —
]
]
€ 1000 - .
_
=
500 —
[) J | | |
0 100 200 300 400 500 600

Insert Size
Figura 17. Talla del inserto de la muestra B1 pareada. Mediante BAMstats se obtuvo una gréafica del

tamafio del inserto, esta grafica se obtuvo haciendo una prueba pareada, en la que se aprecia que la mayoria
de las lecturas tienen un tamafio de 57 pares de bases.

Con este programa, al igual que con el uso de Samtools, se determiné la
profundidad por posicion en el genoma mitocondrial y se encontré una profundidad
heterogénea, que variaba en el rango desde 300X hasta 12000X para todas las

muestras.
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Figura 18. Profundidad de la muestra B1. Se observa una profundidad variable, este comportamiento con
patrones similares se observo en todas las muestras.
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9.2  Cuantificacion e identificacion de variantes

La identificacion de variantes se realiz6 mediante dos métodos (Método A y
Método B) con la finalidad de evaluar el Método A para el andlisis del genoma
mitocondrial y determinar si realmente era efectiva en la deteccion de variantes de
baja heteroplasmia. Ademas, se buscO determinar su alcance y definir las

consideraciones necesarias para el analisis de este tipo de muestras.

9.2.2 Método A

9.2.2.1 Distribuciéon de variantes

Con este método se detectaron alrededor de 1628 variantes distintas entre
deleciones, inserciones y sustituciones de base. Como se menciona en la seccion
anterior. éstas corresponden Unicamente a cambios de pocos nucleétidos sin
tomar en cuenta rearreglos grandes del genoma por las condiciones de los datos

de secuenciacion.

16000

L=

Etapa
4000 embrion
12000 1 . ‘ rljoven
A \ viejo

Figura 19. Distribucion y frecuencia. Distribucion de las variantes localizadas en los tres grupos de
muestras analizadas. El color rojo representa a la muestra de embrion, el verde al joven y el azul al cerebro de
raton envejecido.
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Las variantes encontradas con este método se encuentran distribuias a lo
largo de todo el genoma mitocondrial (Figura 19). Sin embargo, se aprecian zonas
de mayor acumulacion y recurrencia de mutaciones. Las variantes identificadas
mediante este método se encuentran en un rango de frecuencias de entre 1 a
0.0000029. Ademas, se observo que una gran cantidad de ellas correspondian a
variantes Unicas de frecuencias muy bajas que oscilaban en rangos menores a

0.00001 en cada grupo de muestras.

Figura 20. Distribucion de variantes por regién. Los gréficos circulares presentan las variantes por region
en el genoma mitocondrial. El circulo corresponde a los 16299 pb de longitud del genoma, las lineas salientes
representan las variantes por posicién y la altura la frecuencia de la variante, siendo la més alta 0.016. Donde
el rojo representa los embriones, el verde los jévenes y el azul los adultos envejecidos.

En la Figura 20 se aprecia que existe un sesgo hacia ciertas regiones
funcionales de genoma mitocondrial. Pese a que se distribuyen a todo lo largo de
su extensién, se encontrd que las regiones donde se acumula un mayor nimero
de variantes corresponden a COIll, D-loop, ND4, Rnr2, ND5, ATPase8 y en

algunos casos al Ov.
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9.2.2.2 Carga total de variantes

Con los resultados anteriores se calculd la sumatoria total de las frecuencias de
todas las variantes normalizadas encontradas por grupo (embrién, adulto joven y
adulto envejecido), es decir el conjunto de variantes con sustituciones de bases,
deleciones e inserciones (X,D,l)(Tabla 4A). Para el calculo de la carga total, se
tomaron en cuenta en la primera columna todas las variantes incluyendo SNPs y
variantes de alta frecuencia, mientras que la columna de baja frecuencia considera
Gnicamente todas aquellas que estan por debajo de 0.05. Esto se hizo para
separar las variantes de alta heteroplasmia que pueden incluir diferencias entre el

genoma mitocondrial de la colonia empleada con el genoma de referencia.

Tabla 4. Carga mutacional total por muestra.

A Sin aplicar filtro 1/D B: Aplicando el filtro 1/D
Frecuencia =~ Namero de Frecuencia Numero de Frecuencia
Muestra acumulada = mutaciones acumulada de mutaciones acumulada de
total acumulada variantes de acumuladas variantes de
S Baja frecuencia Baja
frecuencia
Embrién 1.94977 979 0.552624 793 0.52496
Adulto 1.28353 380 0.271672 268 0.26185
Joven
Adulto viejo 134411 564 0.340263 389 0.30931

En la tabla se representa la media de la sumatoria de la frecuencia de las variantes identificadas en el genoma
mitocondrial de cada muestra, asi como la media del niUmero de variantes encontradas en cada condicion. La
columna de “Todas las variantes” representa la carga mutacional previa al filtrado de las variantes de alta
frecuencia (>0.05) presentadas en la seccién anterior tomando las consideraciones estadisticas pertinentes y
el filtro 1/D para eliminar variantes cuya frecuencia es mas baja que el limite de deteccidon confiable
comunmente utilizado en este tipo de estudios en funcién de la profundidad de secuenciacion.

Cuando se aplico el filtro para eliminar variantes con frecuencia menor al limite de
deteccion 1/D (Tabla 4B), se encontré6 que del 26 al 51% de los genomas
secuenciados por cada grupo de muestras presentaron una mutacién de baja
frecuencia siendo el grupo de embriones el que tuvo el mayor nimero de variantes
y de mayor frecuencia acumulada, mientras que los adultos jévenes y envejecidos
presentaron un numero menor de variantes y carga acumulada similar entre ellos.
En los analisis subsecuentes de los resultados de este método se consideraron

solamente las variantes de frecuencia mayor al valor de ajuste 1/D.
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Es importante notar que, para el célculo de la sumatoria de frecuencias por
muestra, se asumié que cada mutacion se presenta de manera independiente a
otras en regiones distantes del genoma mitocondrial dado que el tipo de
secuenciacion utilizado no permite determinar la coexistencia de més de una

mutacion por genoma secuenciado.

Cuando se analizaron las variantes de acuerdo a su tipo, observamos que
las sustituciones corresponden al mas abundante con un rango de70-80% de la

carga total de variantes en cada grupo de edad.

Tabla 5. Carga parcial de variantes de baja frecuencia.

Muestra Tipo de Frecuencia No. de No. De Frecuencia
variante acumulada mutaciones mutaciones acumulada
acumuladas acumulas Cffiltro 1/D
Cffiltro 1/D
Embrién X 0.482911 767 675 0.46553
| 0.0311646 90 48 0.027004
D 0.0385489 122 70 0.032428
Adulto X 0.230007 253 177 0.17267
Joven | 0.014834 52 42 0.04802
D 0.026831 75 49 0.04115
Adulto X 0.304515 421 338 0.28405
envejecido | 0.0229878 75 23 0.01723
D 0.0126172 67 28 0.00802

Se enlista las carga y numero de variantes identificadas por muestra para cada tipo de variante respecto al
genoma de referencia, en la que X= Sustituciones, |= Inserciones y D= Deleciones.

Con lo anterior se determiné que los tres grupos de edad estudiados tienen
una alta carga de variantes de baja frecuencia siendo el embrionario el que tiene

la mayor carga y que las variantes mas comunes son sustituciones de base.

9.2.2.3 Identificacién y filtrado de variantes de alta frecuencia

En otro analisis se identificaron Gnicamente variantes con una frecuencia mayor al
0.4 (es decir al 40%), tomando en cuenta que una de las variantes se encontrg en
una frecuencia del 43% mientras que otras dos se encontraron en una frecuencia
mayor al 90% siendo estas en conjunto las variantes con mas alta incidencia
identificadas con este método. Las cuales se identificaron y las tres corresponden

a diferencias entre la colonia estudiada y el genoma de referencia.
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Tabla 6. Variantes de alta frecuencia.

Posicion Tipo Secuencia / ReferenciaVariante Frecuencia en Frecuencia en
Muestras Control
9348 X G A 0.98 (Todas) 0
9829 I * A 0.43 (Embrion) 0.039
9461 X T C 0.99 (Joven) 0.98

Se representan las variantes que se identificaron en las muestras con una frecuencia mayor 0.4. El
tipo representa la clase de variante localizada en el que X= Sustitucién, 1= Insercién y D= Delecién (En este
caso la frecuencia se presenta como una mediana obtenida por el programa A que analiza cada muestra y
como resultado se obtiene la mediana de las variantes en esa posicion).

La variante localizada en la posicion 9348 se identificé en las tres muestras
analizadas con una frecuencia aproximada de 0.98, es decir en el 98% de los
genomas secuenciados, para los tres casos, mientras que en el control no se
encontrd esta variante. En la posicion 9829 se encontré una insercion de una
adenina, que se identifico en heteroplasmia en el 43% de los casos Unicamente en
las muestras del grupo de embriones. Por Ultimo, en la posicién 9461 se hallé una
variante que corresponde a una sustitucion de timina (T) por citosina (C) con
frecuencia de 0.993 detectada solamente en adultos jovenes. Estas variantes se
analizaron de forma separada al resto de las encontradas que se hallaron por
debajo del 2% de frecuencia (0.02).

Las mutaciones previamente descritas se buscaron en la base de datos de
la UCSC en el genoma de referencia de raton con la finalidad de identificar las
regiones afectadas y las implicaciones de los cambios detectados. También se

verifico si las variantes de alta frecuencia habian sido reportadas previamente.

Tabla 7. Localizacion e implicacion de las variantes de alta frecuencia

Posicion  Tipo Referencia Secuencia Localizacién Original  Mutado
9348 X G A callil GTC- ATC-
Val lle
9829 I * A mt-Trna(Arg) adyacente
a poliA
9461 X T C Ultima base primer coddn de ATT- lle ATC-
ND3 lle

En la tabla se enlistan el consenso de las variantes de alta frecuencia localizadas en uno o mas grupos de
muestras como se indica en Tabla 6.
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El cambio de guanina a adenina en la posicién 9348 ha sido previamente
reportada en distintos articulos como un polimorfismo encontrado en la cepa
C57BL/6J (Ishikawa et al., 2019). La version G9348 contiene un sitio de
reconocimiento para la enzima de restriccion Aspl que se interrumpe cuando el
polimorfismo A9348 esta presente. Sin embargo, se ha demostrado que por si sola
no tiene un efecto patdgeno (Bayona-Bafaluy et al., 2003; Vivian, Hagedorn,
Jensen, Brinker, & Welch, 2018).

La variante identificada en la posicién 9829 se ha reportado previamente en
el genoma mitocondrial de cerebro de ratdn y esta ubicada en una region
adyacente a una cadena de poliA en el gen del ARNt de Arginina. Se ha
observado que la insercion de una adenina en esta zona altamente variable no
altera la estructura de este ARNt. Con la finalidad de corroborarlo se utilizd6 una
herramienta de prediccion de la estructura secundaria que confirmé que este
cambio no tiene implicaciones estructurales (Bayona-Bafaluy et al., 2003; Kiebish
& Seyfried, 2005).

Figura 21. Estructura secundaria de mt-TR. . La figura de la izquierda representa la estructura sin variante,
mientras que la de la derecha representa la estructura con una insercién en la posicién 9829.

Por dltimo, la variante en la posicién 9461 que solo se encuentra en adulto
joven es una variante sinonima en el primer codén ND3, que codifica para
Isoleucina. Esta variante también se ha reportado en la cepa C57BL/6J y se sabe
gue al igual que G9348A, interrumpe el sitio de reconocimiento para Bcll (Bayona-
Bafaluy et al., 2003; Moreno-Loshuertos et al., 2013).
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9.2.2.4 Variantes de baja frecuencia: cuantificacion y caracterizacion

La mayor parte de las variantes identificadas con el Método A corresponden a
variantes de baja frecuencia. En esta seccién se describe primero la carga total de
mutaciones en cada grupo de muestras y posteriormente se analizan por
diferentes caracteristicas para clasificarlas con la finalidad de detectar sesgos

hacia mutaciones especificas o en regiones puntuales.

9.2.2.5 Variantes de baja frecuencia: Localizacion y efecto

Al ser el presente un analisis de prueba de la herramienta computacional
desarrollada en este trabajo se optd por identificar cuales eran las variantes de
baja frecuencia con mayor recurrencia en cada tipo de muestra y en qué regiones
del genoma mitocondrial se encontraron. De entre ellas, en las Tablas 8, 9y 10 se
muestran las diez variantes de mayor frecuencia en cada uno de los grupos de
edad estudiadas. Las regiones afectadas por las variantes de estos grupos fueron
las regiones regulatorias OL y el D-loop, las regiones codificantes para la
citocromo oxidasa subinidad 3 (COIIl), NADH deshidrogenasa subunidad 4 (ND4)
y NADH deshidrogenasa subunidad 1 (ND1) y los ARNt para fenilalanina y
arginina. Las regiones que tuvieron el mayor numero de variantes fueron el D-loop
y COIll. De las variantes en regiones codificantes, la mayoria implica cambios en
codones.
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Tabla 8. Variantes de baja frecuencia en el embrion.

Posicién

5182

9237

1
9821

11371
16254

16252
9238

8995

7129

D(1)
X

I
X

X X X X

X

*

OO o4

@

C

ACAA

4440

>

A

Tipo Referencia Variante Frecuencia

0.0163
0.0094

0.0076
0.0073

0.0058
0.0057

0.0057
0.0050

0.0048

0.0048

Region

oL
colnl

RNAt (Phe)

mt-tRNA de
Arginina poli A
ND4
D-loop
D-loop
coll

coll

COll

Codén en
referencia

GGA-GLY

GGA-GLY

CCA -Phe

CTC- Leu

Codén
en
variante

TGA-
End

GTA-
VAL
CAA-
GlIn
CTA-
Leu

Variantes de baja frecuencia mas comunes en la muestra de embrién, la tabla indica las caracteristicas de la
variante, la frecuencia y la region en la que se ubica.

Tabla 9. Variantes identificadas con el método en muestras de raton joven.

Posicion = Tipo Referencia Variante Frecuencia

5182

9237
16115
1
16254
8995
7129
10624
9299
9239

D

XXX XX X=X X

*

>0 00 O *0OO

*

>

0OO>>> —49—4—4

0.0136

0.0094
0.0082
0.0080
0.0056

0.0043
0.0041

0.0039
0.0039

0.0038

Region
oL

callil
D-loop
RNAt (Phe)
D-loop
callil
Coll
ND4
collil
collil

Codén en
referencia

GGA-Gly

CCA -Phe
CTC- Leu
ACC- Thr
CAT- His
GGA- GLY

Codoén en
variante

TGA- End

CAA- GIn
CTA- Leu
AAC- Asn
CAG- GIn
GGC -
GLY

Caracterizacion y localizacion de las diez variantes de baja frecuencia mas comunes en la muestra de cerebro
de ratén joven.
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Tabla 10. Variantes de baja frecuencia mas recurrentes.

Posicién | Tipo Referencia Secuencia Frecuencia @ Localizacion Codon en Codon
referencia en
variante
16254 X G T 0.0084 D-loop
9237 X G T 0.0082 colll GGA- GLY TGA-
End
16132 X CT AC 0.0076 D-loop
1 I * ACAA 0.0063 mt-tRNA
(Phe)
3365 X A G 0.0055 ND1 TCA- TCG-
Ser Ser
8995 X C A 0.051 colll CCA- CAA-
Phe GIn
7129 X C A 0.0041 Coll CTC- CTA-
Leu Leu
9238 X G T 0.0039 callil GGA- GTA-
Gly VAL
16159 X A C 0.0038 D-loop
10624 X C A 0.0037 ND4 ACC- AAC-
Thr Asn

En la tabla se muestran las diez variantes mas recurrentes encontradas con el programa de prueba en las
muestras de raton adulto viejo.

Del total de 1628 variantes de baja frecuencia, se detectaron 89 que se
comparten por los tres grupos, 63 que se comparten entre embriones y adultos
envejecidos, 36 entre adultos jévenes y embriones y 18 entre adultos jovenes y
envejecidos (Tabla 11). Esto indica que la mayoria de las variantes localizadas

corresponden a variantes presentes en una sola edad.

Tabla 11. Frecuencia acumulada de las variantes encontradas por grupo de comparacion.

NUmero de mutaciones Embriones Adultos jévenes Adultos viejos
89 0.168455 0.15415602 0.15125546
36 0.03338334 0.02678387 -
63 0.03914066 - 0.03121627
18 - 0.00656084 0.00570536
791 0.31164492 - -
237 - 0.08417064 -
394 - - 0.1520856
0.5526 0.2716 0.3402

La tabla indica la media de la sumatoria de las frecuencias de las variantes encontradas por cada

comparacion por grupo de muestras
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9.2.3 Meétodo B para la identificacion de variantes
9.2.3.1 Distribucion de mutaciones en genoma mitocondrial

Mediante el Método B se detectaron 41 sitios del genoma mitocondrial con
54 tipos de cambios distintos en las muestras de los tres grupos de edad en
estudio. Estas variantes se presentan a lo largo de todo el genoma mitocondrial,
sin embargo, existen sitios de mayor recurrencia. En la Figura 22 se observa que
en la region correspondiente a las coordenadas de 9000-10000 hay recurrencia de
distintas variantes en diferente frecuencia algunas de las cuales tuvieron
frecuencias cercanas a la homoplasmia lo que corresponde a diferencias en
secuencia con el genoma de referencia. En esta region también se observan
variantes con frecuencia de alelo variable que van desde 0.001 hasta las ya

mencionadas de 1.00.

Distribucion de variantes localizadas

Figura 22. Distribucion de variantes en el genoma mitocondrial. La longitud del genoma mitocondrial de
ratdn (16299 pb) se encuentra representada en el eje x, mientras que el eje y representa la frecuencia del
alelo variable para cada mutacion encontrada en al menos una de las tres condiciones estudiadas.
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® Viejo ® Joven adulto Embridn

Figura 23. Distribucién de variantes en el genoma mitocondrial. En las gréficas circulares se presenta la
longitud del ADN mitocondrial y la frecuencia de variantes localizadas en cada grupo.

En cambio, en otras regiones no se encontraron mutaciones o presentaron
variantes Unicas en una sola condicion. Las regiones como el D-loop, ND3, y ND5

presentaron variantes en todas las condiciones, pero de baja frecuencia.

9.2.3.2 Carga total de mutaciones

En la seccion de la Carga total de variantes obtenidas con el Método A se indica
qgue en el proyecto se asume que cada variante provine de una copia del mtDNA
distinta. Para estimar la carga total de variantes se realiz6 una sumatoria de las
frecuencia de alelo variable para cada grupo (embridn, joven y viejo), con la
finalidad de detectar la fraccion de copias del genoma afectado por variantes en

cada muestra con respecto al nUmero total de genomas secuenciados (Tabla 12).

Tabla 12. Promedio de la carga mutacional en cada grupo.

Condicién Todas las variantes Alta heteroplasmia sin Baja heteroplasmia
SNP (Variantes <0.4)
Embrién 3.1179174 1.1189192 0.2977192
Joven 3.00416089 1.20576086 0.31616086
Viejo 3.575392 1.977092 0.4600494

En la primera columna se presenta cada grupo por edad, la segunda columna representa la sumatoria de
frecuencia de todas las variantes incluyendo polimorfismos identificados en la cepa, la columna de alta
heteroplasmia corresponde a las variantes con frecuencia mayor a 0.5 pero que no han sido reportadas como
polimorfismos. La dltima columna corresponde a la sumatoria de la frecuencia de todas las variantes con una
baja incidencia (0.5>x).
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En la Tabla 13 se muestran la variantes de alta y baja frecuencia para cada
muestra de los distintos grupos de edad. Se denominan como variantes de alta
frecuencia a aquellas que se encuentran al menos en el 40% de los genomas
analizados, sin contar los polimorfismos propios de la cepa, mientras que el resto
son variantes de baja frecuencia En la segunda columna se muestran todas las
variantes identificadas en todas las condiciones incluyendo los polimorfismos
detectados previamente en la cepa C57BL/6J. En las siguientes columnas se
muestra la carga de variantes de alta y baja frecuencia que son mutaciones
nuevas y que no corresponden a polimorfismos propios la cepa. Estos resultados
revelan una alta abundancia de variantes de alta y baja frecuencia. Separando las
de alta frecuencia que corresponden a variantes polimorficas en homoplasmia, la
carga acumulada de variantes de baja frecuencia se observé en un rango de 30 a
46%. Aungue no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
carga de variantes entre grupos de diferentes edades, se aprecia que hay
muestras con una alta carga de variantes de alta frecuencia que no corresponden
a polimorfismos como B4 (adulto joven, 2.24785) y B3 (adulto envejecido,
5.457961).

Tabla 13.Sumatoria de frecuencias por muestras.

Condicién Muestra = Todas las variantes Alta heteroplasmia Baja heteroplasmia

sin SNP (Variantes <0.4)
Embrién D10 3.156493 1.157493 0.253493
Embrion D11 3.11379 1.113799 0.406799
Embrion D12 3.216105 1.218105 0.257105
Embrion D6 2.936383 0.937383 0.211383
Embrion D9 3.166816 1.167816 0.359816
Joven B4 3.24285 2.24785 0.47485
Joven E4 3.0989503 1.0999503 0.3619503
Joven E5 3.191703 1.191703 0.434703
Joven E6 2.620873 0.621873 0.137873
Joven E7 2.866428 0.867428 0.171428
Viejo B1 2.2 1.2045 0.60351
Viejo B2 2.221109 1.222109 0.691109
Viejo B3 7.455961 5.457961 0.570961
Viejo El 2.853486 0.853486 0.283486
Viejo E2 3.146404 1.147404 0.153404

En la tabla se presentan las sumatorias de frecuencias tomado los parametros anteriores y desglosados por

muestra.

64



9.2.3.3 ldentificacion de variantes de alta frecuencia

Con nuestros andlisis se identificaron ocho variantes con frecuencias mayores a
0.8 en los diferentes grupos de edad. En este grupo se identificaron variantes
correspondientes a polimorfismos reportados previamente para la cepa C57BL/6J

y variantes unicas en las muestras B3 (adulto envejecido) y B4 (adulto joven).

Tabla 14. Variantes con frecuencias mayores a 0.8.

Embrién ‘ Joven Viejo
Posicién Cambio | D6 D9 010‘011 ‘ D12‘ B4 E4 E5  E6 E7 | Bl ’ B2 ‘ B3 ‘ E1l ‘ E2
9461 T-C ‘0.9 ’0.99’0.99 1.0 10.99/0.99 1.0 |1.0 0.99 0.99 0.99’0.99 0.99 1.0 0.99
9
9348 G-A 1.0 ’1.0 ’1.0 |2.0 |0.99 099 1.0 1.0 1.0 109910 |10
9820* T-TAA/TA 0.7 0.850.91 0.71/0.99 0.99 |0.99 0.99 0.48 0.69 0.99 0.99 |0.99 0.64 |0.99
32 9 |10 3 5 6 (8 4 6 8 |92 |7 |6 |8
3919 T-C 0.99
8
8260 G-A 0.99
8
12217 A-G 0.99
8
13052 T-C 0.00  0.04 0.21 0.98 0.02 | 0.00 0.05
695 9 |6 3 8 785
15672 C-T 0.91
2

El (*) en la posicién 9820 significa que esta posicion presenta mas de un genotipo alternativo, el gris oscuro
muestra aquellos individuos donde uno de los genotipos alternativos supera el 80% de frecuencia, mientras
que en lo lila???? es la suma de todos lo genotipos lo que da una alta frecuencia acumulada. En la posicién
13052 sélo en la muestra B4 (adulto joven) se identifica esta variante, sin embargo, en otros individuos se
encuentra esta variante a menor frecuencia.

De las variantes identificadas con alta frecuencia en las muestras, tres
corresponden a polimorfismos previamente descritos y detectados con el Método
A (9348, 9829 en la region de poli A y 9461). Sin embargo, también se
identificaron variante Unicas con frecuencias mayores a 0.8 en s6lo en una de las
muestras. Estas se encontraron en las posiciones 3919, 8260, 13052 y 15672 para
la muestra B3 correspondiente a un adulto envejecido y en la posicion 12217 para

la muestra B4 correspondiente a un adulto joven.
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Tabla 15. Variantes de alta frecuencia identificadas con el Método B.

Posicion | Tipo  Secuencia Secuencia Localizacion Original Mutado
referencia variante
9348 X G A callil GTC- ATC- lle
Val
9820 I * A mt-tRNA (Arg)
poliA
9461 X T C ND3 ATT- lle ATC- lle
3919 X T C ND2 TCC-0. CCC-Pro
Ser
8260 X G A ATPase6 GCC- AGG-
Ala Thr
12217 X A G ND5 ACG- GCG-Ala
Thr
13052 X T C ND5 TTC-Phe TCC-
Ser
15672 X C T D-loop

Las tres primeras variantes reportadas corresponden a polimorfismos. El tipo representa la clase de variante
localizada en el que X=Sustitucion, I=Insercion y D=Delecion.

En la posicién 9461, la sustitucién de una base correspondiente a timina por
una citosina, asi como el cambio de guanina por adenina en la posicion 9848 son
considerados polimorfismos especificos de la cepa C57BL/6J. Las inserciones en
la posicidbn 9820 equivalen a otras de manera ambigua por corresponder a un
conjunto de adeninas de longitud variable en el que no es posible determinar el
sitio exacto de insercion.

Las variantes se encuentran localizadas en distintos loci. La variante
T3919C se localiza en el gen correspondiente a ND2, G8260A en ATP6, A12217G
en ND5, 15672 en el D-loop y por dltimo la variante de muy alta frecuencia
localizada en la muestra B4 se localiza en gen ND5. Mutaciones en estas regiones
se han reportado con una relacion en distintas enfermedades en humanos. Sin
embargo, de las anteriores s6lo una mutacion se ha reportado directamente
asociada a una patologia en el MITOMAP, la variante T3919C la cual se ha

relacionado con el padecimiento LHON.

9.2.3.4 Identificacion de variantes con distintos genotipos

Entre las variables con frecuencia mayor a 0.5 se encontraron también dos
variantes en las posiciones 9820 y 5171. Ambos cambios se encuentran en

regiones de poliA que han sido previamente reportados como hipervariables

asociadas al numero de copias de ADNmt y a la disminucion de la vida media del
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individuo (Sachadyn, Zhang, Clark, Naviaux, & Heber-katz, 2009). El nimero de
repeticiones de adenina en estos loci varia entre cepas e incluso entre los

individuos de la misma edad.

Posicién = 9620

Alelo de referencia = T

Edad

Embridn
Joven adulto
Viejo

Ao
aternativo

TAA

m
(%]

TTAA

m

TTAMA

m

Muestras
HIHIIHHHEHHHEEE
= ¥ -

o

0 0.25 0.50 0.75 1.00

Frecuencia del alelo alternativo

Figura 24. Frecuencia de alelos alternativos variables en la posicién 9820. En esta posicion se presentan
ocho genotipos diferentes, con distinta frecuencia en las muestras de los distintos grupos de edad. Todas las
barras representan variantes con respecto al genoma de referencia y su longitud es proporcional a la
frecuencia.

La posicion 9820 corresponde al inicio de una cadena de poliA en el ARNt
de arginina. Previamente se han reportado inserciones de una a seis adeninas en
este locus en algunas cepas de ratbn como MRL/MpJ (Sachadyn, Zhang, Clark,
Naviaux, & Heber-katz, 2009) en la que se aprecia que la longitud de este tracto
aumenta con la edad. En la Figura 24 se observa también que la longitud de esta
region se ve afectada presentado copias en donde es ligeramente mas larga y
variable en los ratones jévenes y viejos que en el caso de los embriones.

En la Figura 25 se muestran los alelos encontrados en la posicion 5171.
Esta posicion en el genoma de referencia presenta una guanina (G) y como se
observa en la figura se detectaron distintos tipos de cambios. Este locus
corresponde al origen de replicacion de la cadena ligera OL y es adyacente a una

de las regiones polimorficas del genoma mitocondrial que contiene una cadena de
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poli A de longitud variable detectada también con el Método A (Bayona-Bafaluy et
al., 2003; Wanrooij & Falkenberg, 2010).

Posicién = 5171
Aledo de referencia = GAA

mjmrm
= IN]
35
LR T
. &
Es
-4
=

m
]

Muestras
HIHIIHHHHHHEEEE
bard
2
*

00 0.1 02 03

Frecuencia del alelo alternativo

Figura 25. Alelo de frecuencia variable en la posicion 5171. En esta posicion se presentan distintos
genotipos en frecuencias bajas. Todas las barras representan variantes con respecto al genoma de referencia
y su longitud es proporcional a la frecuencia

Consistentemente con lo previamente reportado, las variantes con mayor
frecuencia en esta posicion fueron 10A y 9A en la mayoria de los casos. También
se encontré que 12 de las 15 muestras estudiados presentaron la variante 12A en
un rango de frecuencias de 0.048 a 0.001. Otras de las variantes que se
identificaron en esta region incluyen una de longitud 13A, la delecion la base

G5171 y una sustitucion G5171A, todas frecuencias por abajo de 0.001.

9.2.3.5 Identificacion de variantes de baja frecuencia

Entre las 52 variantes diferentes identificadas mediante el Método B, se observo
que, ademas de las ocho previamente mencionadas y las dos de alelo variable, la
mayoria de las mutaciones son de frecuencias menores a 0.5. En el caso de los
embriones, se identificaron 32 variantes, en su mayoria presentes en todos las
muestras del grupo (Tabla 16). Se encontr6 ademas que el 53% de ellas se

encuentran en la region del D-loop, como el cambio T-C en la posicion 16105 que
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esta en todos las muestras con frecuencia variable en el rango de 0.083 a 0.023.
Otros cambios en el D-loop corresponden a variantes Unicas en algunas muestras,
pero de mas baja frecuencia que los cambios que se comparten entre dos 0 mas

de ellas.

Tabla 16. Variantes de baja frecuencia detectadas en embriones.

Muestra | Posicion = Secuencia = Secuencia en Frecuencia Regién
en Variante
Referencia
D10 9849 G A 0.005693 ARNTtArg
D12 9849 G A 0.094
D6 9849 G A 0.006172
D9 9849 G A 0.068
D10 10554 CTTA C 0.002646 ND4
D11 10554 CTTA C 0.002709
D12 10554 CTTA C 0.003066
D6 10554 CTTA C 0.002128
D10 11459 A G 0.026
D9 11459 A G 0.008809
D11 11710 CA C 0.003619 ARNTt-Leu
D11 13051 T TC 0.003123 ND5
D10 13052 T C 0.049
D11 13052 T C 0.216
D9 13052 T C 0.006959
D10 16099 A C 0.004685 D-loop
D10 16104 C A 0.005336
D10 16105 T C 0.031
D11 16105 T C 0.046
D12 16105 T C 0.023
D6 16105 T C 0.073
D9 16105 T C 0.083
D10 16108 T C 0.015
D11 16108 T C 0.023
D12 16108 T C 0.021
D6 16108 T C 0.024
D9 16108 T C 0.041
D9 16110 T C 0.008993
D10 16112 A T 0.005768
D11 16115 G T 0.013
D6 16115 G T 0.006004
D10 16267 A T 0.012

En el caso de adultos jovenes se encontraron 29 variantes totales en las
cinco muestras analizadas (Tabla 17). Del mismo modo que en el caso de los

embriones, la mayoria de estas variantes (65%) se encuentran en el D-loop.
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Tabla 17. Variantes de baja frecuencia detectadas en adultos jévenes

Muestra Posicion Secuencia Secuen Frecuencia Region
en ciaen
Referencia Variant

e
ES 48 G A 0.036 ARNt-Phe
ES5 370 TATAA T 0.002356 mt-Rnrl
E4 10554 CTTA C 0.001715 ND4
E5 10554 CTTA C 0.003133
ES 11545 G C 0.023
B4 13048 GT G 0.01 ND5
B4 13051 T TC 0.025
B4 13052 T C 0.983
E7 13052 T C 0.028
B4 15558 T C 0.042 D-loop
B4 16099 A C 0.00427
E6 16099 A C 0.003223
E7 16099 A C 0.01
B4 16105 T C 0.043
E4 16105 T C 0.013
ES 16105 T C 0.023
E6 16105 T C 0.033
E7 16105 T C 0.033
B4 16108 T C 0.032
E4 16108 T C 0.009275
ES 16108 T C 0.011
E6 16108 T C 0.009757
E7 16108 T C 0.014
B4 16112 A T 0.007775
B4 16115 G T 0.005746
B4 16121 C A 0.003951
B4 16130 C A 0.005623
B4 16146 G A 0.009997

El resto corresponden a variantes en regiones codificantes en los genes
ND4 y ND5. Sin embargo, la muestra E5 presenta dos variantes Unicas, una en el
ARNt de fenilalanina y la otra en el gen de ARN ribosomal mt-Rnrl. También se
aprecia que hay variantes compartidas con el grupo de los embriones en las
posiciones 13052, 16105, 10554 y 16108 con frecuencias similares.

Para el caso de los adultos envejecidos se identificaron 35 variantes entre
todas las muestras analizadas (Tabla 18). Al igual que en los grupos previos, la
mayor cantidad de variantes (75%), corresponden a la regién del D-loop. Otras
regiones afectadas fueron también ND3, ND4 y ND5, ademas de variantes en el
ARNLt de arginina y el correspondiente al ARNr de la subunidad 16S.
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Tabla 18. Total, de variantes de baja frecuencia en adultos envejecidos.

Muestra Posicion Referencia Cambio Frecuencia Region
B3 1487 TA T 0.007644 mt-Rnr2
B3 9800 A T 0.004073 ND3
B1 9819 T TAAA 0.004418 mt-TR
B3 10554 CTTA C 0.003227 ND4
El 10554 CTTA C 0.003097
E2 10554 CTTA C 0.002205
B1 13048 GT G 0.00197 ND5
El 13052 T C 0.05
B1 13052 T TC 0.007581
E2 16097 C A 0.002598 D-loop
B3 16105 T C 0.077
B2 16105 T C 0.063
B1 16105 T C 0.054
E2 16105 T Cc 0.036
El 16105 T Cc 0.033
B3 16108 T C 0.023
E2 16108 T C 0.018
B1 16108 T C 0.016
B2 16108 T C 0.015
El 16108 T C 0.014
B3 16112 A T 0.007811

Como se observa en las tablas 16, 17 y 18 la mayoria de las variantes son
compartidas entre grupos, aunque existen algunas de alta y baja frecuencia

presentes en solo una de las muestras.

9.3 Comparacion entre métodos

De los métodos utilizados para la identificacién y la cuantificacion de variantes, el
Método A realiza un analisis comparativo entre los valores de frecuencia de las
muestras de un grupo con respecto a las muestras control permitiendo la
identificacion de variantes comunes a las muestras y ausentes de las muestras
control. En cambio, el Método B permite un andlisis de cada muestra y sus valores
de calidad y calcula los valores de frecuencia de los genotipos variantes en
comparacion con los que corresponden a la secuencia de referencia. Esto facilita
la identificacion de variantes Gnicas en un individuo y posteriormente permite

detectar patrones especificos en cada grupo.

71



Tabla 19. Comparacion de los resultados de cada método de andlisis de la carga de variantes en el
genoma mitocondrial. En la taba se presentan algunos de los resultados identificados con cada programa y
las diferencias entre ellos, las cuales tienen inferencia en la cantidad de variantes identificadas y el tiempo de
andlisis.

Método A Método B (MuTect2, modo mitocondrial)

Alto nimero de variantes identificado:  Bajo ndamero de variantes identificado
1450 las cuales incluyen polimorfismo y 60 inlcuyendo polimorfimos y descartando
variantes de baja frecuencia tomando en cuenta variantes repetidas entre grupos.

el filtro 1/D

Las variantes reportadas en alta frecuencia son: Las variantes reportadas en alta frecuencia son:

*9461 T C (99%, Jovenes) *9461 T C (99-100%, todos)
*9829 * A (43%, Embriones) *9820 * A (40-60%, todos)
*9348 G A (98%, todos) *9348 G A (98-100%, todos)

Se localizaron 5 variantes Unicas de alta frecuencia
(mayor a 0.9) en muestras individuales (B4 y B3) las
cuales no fueron identificadas por el programa A

Son excepcion de las tres variantes previas el resto :
(Figura 18).

de las variantes localizadas por este método se
encontraron por debajo del 20%.
Se localizaron variantes por debajo del 0.4 hasta
0.0009603 de frecuencia, muchas de las variantes
se encuentran en mas de un individuo.

De las variantes detectadas con el método A se
encontraron los polimorfismos y algunas de las
variantes en las regiones de alelo variable 9820 y
5172 en frecuencias similares en algunos casos.

Analiza todas las lecturas

Analisis por grupo

Detecta mayor acumulacion de variantes en las
regiones correspondientes a COIll, D-loop, ND4,

Alrededor del 30% de lecturas se filtran por distintos
parametros de calidad.
Andlisis individual

Detecta mayor acumulacion de variantes en las
regiones correspondientes al D-loop, ND4 y ND5.

ND5y Rnr2.

En el comparativo de resultados observamos que las variantes de alta
frecuencia (>0.4) fueron detectadas por los dos métodos (Tabla 19). El Método A,
sin embargo, no las detectdo en todos los grupos de edad a pesar de que al
inspeccionar los valores de frecuencia se detectaron en todos los grupos al igual
gue con el Método B. Esto se debié a que el Método A deseché algunos de los

grupos por tener niveles de frecuencia ligeramente menores a los presentados por
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el control durante la comparativa realizada. Por otro lado, el Método B detect6 60
totales de las cuales algunas de las mismas fueron consistentes en todas las
muestras 0 en subgrupos de ellas. Ademas, con este método se identificaron
variantes que estaban presentes soOlo en algunas muestras que no fueron
detectadas por el Método A dado que éste requiere que las variantes estén
presentes en todos los miembros de un grupo para ser validas. El Método A, en
cambio, detectd 1450 variantes de frecuencias mucho mas bajas que las
detectadas por el Método B. Esta comparacion revela que cada método tiene sus
fortalezas y limitaciones que en conjunto que pueden permitir obtener una vision
global de la carga de variantes en el genoma mitocondrial del raton en diferentes
etapas de la vida, sin embargo, en algunos casos es necesario trabajar a detalle el
método de analisis para evitar la presencia de falsos positivos. Por lo tanto,
considerando que pueden ser necesarios ajustes, el método A podria resultar (til
para analisis grandes en poblaciones completas mientras que el método B es un
método mas particular que permitio identificar variantes individuales que no se

logran apreciar con el Método A.

Otra de las consideraciones es que en ambos casos la distribucion de
variantes es consistente relativamente mostrado por los dos métodos que hay
regiones de mayor recurrencia donde se acumulan las variantes como el D-loop.
ND4, ND5 o incluso COIll, lo cual pareciera indicar una distribucion en zonas
discretas en el genoma mas que una acumulacién en todas las regiones del

mismo.

El método B permiti6 identificar regiones interesantes como las regiones de
alelo variable, las cuales en algunos casos han sido ya reportadas como en la
posicion 9820. Sin embargo, resulta interesante conocer la proporcion de estas

variantes en cada individuo.
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10.DISCUSION

Este trabajo plantea un método integral para el andlisis del genoma mitocondrial
gue incluye una técnica experimental modificada para favorecer la extraccion de
moléculas circulares, eliminando residuos de DNA lineal por un método enziméatico
y seguido de secuenciacion masiva. Asimismo, el procedimiento experimental se
complementa con técnicas bioinforméticas para realizar el analisis de las
secuencias obtenidas.

Uno de los obstaculos para el analisis del genoma mitocondrial es la
dificultad para diferenciar entre variantes reales y errores introducidos por los
métodos de andlisis. Esto se debe a la gran cantidad de copias por célula del
genoma mitocondrial y a las variantes que contiene, aunando al mosaicismo
genético de un mismo individuo. Ademas, las variantes en el ADNmt pueden ser o
no patogénicas y su efecto puede depender de su combinacion con otras variantes
de frecuencias variables. Esto ocasiona que mutaciones similares puedan tener
expresiones clinicas variables y que sindromes similares sean causados por
mutaciones diferentes como en el caso de distintos tipos de cancer, enfermedades
neurodegenerativas y neuromusculares.

En este estudio se utilizé6 una herramienta informética generada por nuestro
grupo de trabajo y se comparé con una herramienta disponible publicamente. Por
lo tanto, uno de los objetivos del mismo fue determinar los parametros necesarios
para la cuantificaciéon e identificacién de variantes de alta y baja heteroplasmia de
forma eficiente con ambos métodos. El primer método corresponde a un flujo de
trabajo que incluye la herramienta disefiada por nuestro grupo como identificador
de variantes (Método A) y el segundo incluye a MuTect2 con el mismo propésito
(Método B). Los procedimientos experimentales, el control de calidad y el
alineamiento de secuencias al genoma de referencia fueron iguales en los dos
métodos.

El Método A fue disefiado para identificar variantes en las muestras con
respecto al genoma de referencia, este método hace uso de muestras control que
consisten en seis fragmentos de ADNmt clonados en plasmidos y de andlisis

estadisticos con la finalidad de determinar la diversidad y abundancia de variantes
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comunes a un grupo de muestras. El segundo método empleado, fue
originalmente desarrollado para identificar mutaciones asociadas a cancer con la
premisa de que en tejido canceroso existen células sanas y otras portadoras de
mutaciones en frecuencias bajas (Cibulskis et al., 2013). Ademas, este programa
tiene un modo mitocondrial que toma en cuenta los niveles bajos de
heteroplasmia, la circularidad del ADNmt y la presencia de regiones
hipervariables, con lo que optimiza la busqueda de variantes.

Mediante la busqueda de variantes con el Método A se identificaron 1631
variantes, mientras que con el método B se detectaron Unicamente 60. Estas
estan distribuidas a lo largo de todo el genoma mitocondrial e incluyen
polimorfismos de la cepa C57BL/6J y variantes de alta y baja frecuencia
encontradas en los tres grupos experimentales. La ventaja del Método A es,
entonces, que permite detectar patrones y comportamientos generales de un
grupo de muestras pertenecientes a la misma condicidn. Sin embargo, por disefio,
no detecta variacion individual de cada muestra. Ademas, a pesar de la baja
abundancia de cada una de las variantes detectadas en comparacién con las
variantes vdlidas identificadas por el Método B, la significancia de su hallazgo
reside en que se detectaron en todas las muestras de un grupo, que estuvieron
ausentes de las secuencias control y que pasaron el filtro del limite empirico de
deteccion (1/D).

El Método B, por otra parte, constituye un método mas estricto, pero a su
vez mas preciso. Es por esto que detecta una menor cantidad de variantes, pero
detecta consistentemente polimorfismos que con el Método A no se detectan. Esto
se debe a que el Método A lleva a cabo una comparacion control-muestra
conservando sélo las variantes cuya frecuencia (mediana) en las muestras es
mayor que la del control. Por ejemplo, elimina una variante si su mediana en las
muestras del grupo es ligeramente menor que la del control, aunque ambas estén
cerca el la homoplasmia. Tal es el caso de algunos polimorfismos de la cepa como
el cambio en la posicion 9461 que con el Método A solo se detecta en jovenes al
99% y con MuTect2 se detecta en todas las muestras con abundancias relativas
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de cerca del 100%. Este hallazgo revela un aspecto en el que el Método A puede
ser ajustado para fortalecerlo.

Otra diferencia importante radica en la variante localizada en la posicion
9829 ya que con el Método A se identifica al 43% de heteroplasmia Unicamente en
los embriones. Sin embargo, los resultados con el Método B mostraron que esta
variante se encontraba en la posicion 9820 en todos los grupos e incluso en
combinaciones de distintos genotipos que no se detectaron con el primer método.
Esta diferencia de localizacion se debe a que el Método B cuenta con
realineamiento de indels y reporta la diferencia al inicio de la secuencia de poli A
qgue hay en esa region. Por ello se determiné que el Método B resulta util para
identificar variacion individual y detectar cambios que no se logran detectar en el
Método A disefiado para la comparacion entre grupos.

Debido a lo anterior se determiné que si bien el Método A puede llegar a ser
un herramienta bastante Util para el analisis de grupos como en este estudio que
se analizan tres edades diferentes, aun requiere algunas modificaciones para
hacerlo mas preciso como una de las pocas herramientas que existen para el
andlisis de ADNmt. Se ha propuesto también que para abordar la problemética de
gue no detecta variacion individual se debe incluir un modo de extraer informacién
individual previo a la comparacion entre muestras de un mismo grupo. Por lo
anterior para el andlisis de las variantes se emplearon los hallazgos obtenidos con
MuTect2.

Variantes de alta abundancia relativa

Entre las variantes de alta frecuencia se detectaron cambios individuales y
polimorfismos correspondientes a la cepa C57BL/6J. Los polimorfismos
identificados corresponden a los previamente reportados en la literatura para esta
cepa en las regiones de ND3, el ARNt de arginina y COIlll. Con el Método B se
identificaron 8 variantes que superan el 80% de heteroplasmia en al menos una
muestra.

La variante T9461C se identificdé en todos los individuos de los tres grupos
analizados con una frecuencia aproximada del 100%, presentandose en menor

frecuencia la secuencia de referencia. Esta variante corresponde a un
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polimorfismo previamente reportado en la cepa utilizada que tiene como
consecuencia la pérdida de un sitio de restriccion y corresponde a un cambio
sindbnimo en el primer codén de ND3, que codifica para isoleucina. Otra de las
variantes identificadas como polimorfismo es la variante G9348A, la cual causa
también la pérdida de un sitio de restriccion y corresponde a un cambio valina-
isoleucina. Los resultados revelan consistentemente estas dos variantes en todas
las muestras por lo cual concluimos que son diferencias entre el genoma de
nuestra colonia con el genoma de referencia.

Dentro de las variantes de mayor abundancia relativa también se
encontraron variantes en la posicién 9820 en todos los individuos en frecuencia
variable y distintos genotipos en una misma posicién. Esto se debe a que esta
region corresponde a una cadena de poliA y es reconocida por ser un hot-spot de
variantes (Jandova et al., 2012; Stoneking, 2000). En el caso de la cepa C57BL/6J
se ha reportado en la posicion 9820 un polimorfismo de longitud 9A, con respecto
al genoma de referencia (C57BL/6J, mm10) que tiene con una longitud de 8A.
Estudios previos han reportado que polimorfismos de longitud variable de
adeninas en la posicibn 9821 que corresponden al bucle DHU del ARNmt de
Arginina no tienen implicaciones en los niveles de especies reactivas de oxigeno y
en el de nimero de copias de ADNmt con excepcién de la longitud 10A que causa
aumentos significativos en estos parametros (Moreno-Loshuertos, 2006).

Algo relevante es que se observa una tendencia al aumento en la
variabilidad y longitud de esta regién con la edad. En esta posicion algunas
muestras presentaron la variante 9A con frecuencia por encima del 90% de como
en el caso de las muestras D10 y D12 de embriones y, B3 y E2 de adultos
envejecidos, mientras que en las demas muestras la carga mutacional de esta
region es alta por la combinacion de distintos genotipos que implican la insercién
de dos o tres adeninas.

Anteriormente se creia que esta variante no tenia implicaciones funcionales
sobre los organismos (Bayona-Bafaluy et al., 2003). Sin embargo, estudios mas
recientes han reportado variabilidad en la longitud de esta region en el rango de 5

a 8 nucledtidos. Algunas de estas variantes se han asociado con un deterioro leve
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en la sintesis de proteinas mitocondriales y el aumento de especies reactivas de
oxigeno (ROS). Ademas, se sabe que las modificaciones en esta regidon son
responsables de fenotipos profundos y altamente pleomoérficos en otros mt-ARNt
(Moreno-Loshuertos, Pérez-Martos, Fernandez-Silva, & Enriquez, 2013).

Un caso particular por su patron de variantes fue la muestra B3 de un
individuo envejecido la cual contiene cuatro variantes Unicas de alta frecuencia en
las posiciones T3919C (98%), G8260A (98%), A12217G (98%) y C15672T (91%),
mismas que no fueron detectadas ni en baja frecuencia en ningan otro individuo
analizado. Esto sugiere que algun mecanismo particular causé la generacion y
fijacion de estas variantes en el linaje de este individuo y apoya la idea de la
existencia de procesos repentinos que generan variantes con altas frecuencias en
una generacion (Hudson, Gomez-Duran, Wilson, & Chinnery, 2014; Meirelles &
Smith, 1997). Por la presencia de estas cuatro variantes en alta abundancia
relativa en un solo individuo es improbable que se trate de eventos separados
asociados al envejecimiento. Es mas probable, en cambio, que su origen haya
sido la imprecisiébn de la maquinaria de replicacion o reparacion del genoma
mitocondrial en la linea germinal, seguido de un mecanismo complementario que
causo el incremento en abundancia relativa a cerca del 100%. Es notable, que
todas estas variantes corresponden a transiciones que generan cambios no
sinbnimos en las regiones codificantes indicadas que sorprendentemente no son
letales pues se detectaron en un individuo envejecido aparentemente sano.

En el caso de la variante en posicion 13052 hay un cambio no sinénimo de
fenilalanina a serina. Esta variante corresponde a la ultima posicién de un bloque
de cuatro T consecutivas que se detectd en el individuo joven B4 con una
abundancia de 98%. Sin embargo, esta variante fue identificada en frecuencias
variables (0.007-0.49) en otros individuos de todos los grupos, a diferencia de
otras ragiones no presentaron otros genotipos alternativos. Esto sugiere que
existen en nuestra colonia diferentes linajes portadores de esta variante y, por

extension logica, probablemente de otras mas.
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Variantes con mas de un alelo alternativo

La posicion 5171, ubicada en el origen de replicacion de la cadena ligera
(OL), también presentd multiples alelos alternativos. En el genoma de referencia
esta posicion corresponde a una guanina (G) y es adyacente a una cadena de
poliA de longitud 11A. En nuestro estudio detectamos que la longitud
predominante es 10A y también detectamos variantes de 11A a 13A en un rango
de frecuencias individuales bajas. Adicionalmente se detectaron en este locus la
delecion de la base G5171 y la sustitucion G5171A, también en bajas frecuencias.
En cepas de laboratorio y en ratones domeésticos de vida libre se han encontrado
polimorfismos en esta cadena de poliA que en la mayoria de las copias del ADNmt
(70% 6 mas) tiene longitud de 11A, mientras que el porcentaje restante puede
exhibir desde 9 a méas de 11 (Bayona-Bafaluy et al., 2003; Wanrooij & Falkenberg,
2010). Esto indica que tal patron de variacion se encuentra de forma natural y
puede representar una consecuencia de la presion de mutacién y posiblemente
estar sujetos a una seleccion natural (Hirose et al., 2018). Adicionalmente, la
abundancia relativa de la variante 12A se ha correlacionado negativamente con la
vida media de los individuos portadores, ya que su aumento se ha asociado con la
disminucién del numero de copias del ADNmt que se compensa con un
incremento en la expresion de los genes que codifican proteinas que participan en

la FOSFOX alterando el metabolismo de la glucosa (Hirose et al., 2018).

Variantes de baja abundancia relativa

El resto de las variantes identificadas corresponden a variantes de baja
frecuencia que se encuentran distribuidas en todo el ADNmt. Sin embargo, existen
zonas de mayor recurrencia de variantes, las cuales principalmente se
encontraron en las zonas del D-loop, ND4 y ND5. La mayoria de las variantes de
baja frecuencia se comparten en al menos dos individuos del mismo grupo o de
grupos distintos. Adicionalmente, hay variantes en distintas regiones que se

presentan solo en un individuo de los estudiados.

De las variantes de baja frecuencia, la mayoria estan ubicadas en el D-loop en

todos los grupos estudiados. Tal es el caso de las variantes localizadas en las
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posiciones 16105 y 16108 que se presentan en la mayoria de los individuos de los
tres grupos, en muchos casos con frecuencias similares. La presencia de estas
variantes en los tres grupos de edad y baja abundancia relativa sugiere que
cambios en este sitio tienen consecuencias deletéreas en funciones

mitocondriales por lo que pueden estar sujetas seleccién funcional negativa.

Alta abundancia por la acumulacion de variantes

Nuestro estudio reveld variantes de abundancia cercana a la homoplasmia
en sitios en los que la secuencia difiere de la del genoma de referencia en todos
los individuos analizados por lo que se pueden definir como polimérficas en
nuestra colonia de ratones de la cepa C57BL/6J. Este estudio también reveld
variantes de alta abundancia en algunos individuos y baja en otros, variantes de
baja frecuencia y sitios con mdultiples variantes de diversas frecuencias que
parecen aumentar con la edad, sitios con variantes adyacentes a otros de alta
variabilidad y hasta un individuo con cuatro variantes de alta abundancia en sitios
distintos. Sin tomar en cuenta las variantes polimorficas, todo esto indica que hay
una alta diversidad de variantes en todas las muestras, apoyando la idea de la
generacion frecuente de variantes en este genoma. Sin embargo, dado que en
este primer estudio con este método tan sensible no se tomaron en cuenta las
relaciones de linaje entre los individuos estudiados, se requiere de estudios
adicionales con disefios experimentales que incorporen este aspecto para
confirmar y cuantificar la tasa de generacion de variantes como las descritas.

Las variantes polimérficas de alta abundancia podrian estar restringidas a
sublinajes de nuestra colonia y no parecen estar asociadas a disfuncion
mitocondrial pues en este estudio se emplearon animales sanos. Las de baja
abundancia, en cambio, representan una carga basal que podria actuar como
sustrato para la generacion de enfermedades por cambios en su frecuencia en
linea germinal, por mosaicismo somatico durante el desarrollo embrionario o
durante el envejecimiento.

Existen controversias acerca del origen de las variantes en el genoma
mitocondrial y la relevancia de la edad en el aumento de variantes o su frecuencia
(Chen et al., 1995; Kazachkova, 2013; Payne & Chinnery, 2015; Reddy et al.,
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2015). En este trabajo se observa que existe un aumento con la edad de algunas
variantes y soélo en sitios discretos sin un aumento generalizado de la carga total
de variantes. El aumento selectivo aparentemente asociado a la edad se observa
en la region del D-loop y del ARNt-Arginina, lo que podra ser corroborado en
estudios subsecuentes con el método desarrollado en este trabajo.

No obstante, la vision final de este estudio es que aun dejando de lado las
diferencias polimérficas entre cepas, un alto porcentaje de las copias del genoma
mitocondrial de animales sanos de etapas embrionarias o adultas parecen ser
portadores de variantes de alta y baja frecuencia. Si asumimos como se indicé
previamente, que cada variante ocurre independientemente de cualquier otra en
un locus distinto del genoma mitocondrial, una estimacién global con los dos
métodos empleados indica que entre el 30 y el 50% de los genomas secuenciados
contienen al menos una variante. Si bien se ha propuesto que el genoma
mitocondrial es portador de diversas variantes de secuencia en heteroplasmia (Ju
et al., 2014; H. Ma et al., 2018; Rebolledo-Jaramillo et al., 2014; Wai, Teoli, &
Shoubridge, 2008), hasta esta fecha su diversidad, abundancia relativa y carga
acumulada no se habia podido cuantificar de manera tan precisa como en este
estudio.

Este trabajo proporciona un flujo de trabajo experimental y bioinformatico
para la identificacion y cuantificacion de variantes de secuencia en el genoma
mitocondrial que revelé informacién novedosa y sin duda permitird abordar en
diferentes estudios las controversias mencionadas arriba. Ademas, ofrece la
posibilidad de desarrollar alternativas para el andlisis del ADNmt en muestras
clinicas ya que detecta variantes de alta y baja frecuencia en cualquier region de
la molécula circular del DNA mitocondrial sin sospecha previa de su localizacion o
abundancia. Al ser un trabajo inicial de desarrollo del método analitico, se
identificaron algunos aspectos de cada fase que es necesario abordar para
mejorar en el andlisis del DNA mitocondrial de muestras clinicas como sangre y
biopsias de musculo y optimizar la sensibilidad de deteccidn. Esto representara un
avance considerable en el diagnéstico de enfermedades asociadas a mutaciones

en el genoma mitocondrial.
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11.CONCLUSIONES

En este estudio se desarrolld6 un flujo de trabajo experimental vy
bioinformético para localizar con precisibn variantes en el genoma
mitocondrial que permite detectar variantes de alta y baja frecuencia sin
conocimiento previo de su abundancia y localizacion. Para el analisis
bioinformatico se probaron dos métodos distintos, uno generado en nuestro
grupo de investigacion y otro previamente publicado por otro grupo y se
demostré su efectividad para el analisis de datos de genoma mitocondrial.
De estos métodos se selecciond el previamente publicado para los analisis
mas detallados.

Se detectaron variantes polimérficas en la cepa C57BL/6J que ya estaban
reportadas en otras cepas y otras que se detectaron por vez primera.

Se detectaron variantes de alta abundancia presentes solo en algunas de
las muestras estudiadas lo que sugiere que existen linajes con diferencias
en secuencia en la colonia de ratones empleada apoyando la idea de la
generacion frecuente de variantes.

Se detectaron variantes de baja abundancia relativa que afectan a distintas
regiones del genoma mitocondrial, pero con mas frecuencia a las regiones
correspondientes a ND4, ND5 y la region regulatoria D-loop, ademas del
mt-ARNt de Arginina, el cual junto con el D-loop son regiones hipervariables
en las que se encontré la mayor recurrencia.

Se encontraron dos sitios en los que se detectaron diversos alelos de
frecuencia variable, uno en el mt-TR cuya variabilidad y longitud parece
estar ligada al envejecimiento y otra en la regidén del OL) que presenta una
frecuencia baja y constante en todos los individuos.

Se encontraron patrones mutacionales complejos en dos muestras como la
presencia de variantes de alta frecuencia en regiones Unicas o patrones
inusuales en regiones de alelo variable. Estos hallazgos sugieren que
existen eventos de generacion repentina de variantes en un mismo
individuo que podrian establecerse en una 0 pocas generaciones por

transmision materna.
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La abundancia combinada de variantes de baja frecuencia indica que entre
el 30 y el 50% de las copias del genoma mitocondrial del raton es portador
de diferencias en su secuencia.

Este trabajo ofrece la posibilidad de desarrollar un método de aplicacion
clinica a futuro para el andlisis de enfermedades complejas asociadas con

el genoma mitocondrial.
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12. PRESPECTIVAS

Este trabajo plantea un método integral tanto experimental como bioinformatico
para el analisis del genoma mitocondrial en su totalidad. Este enfoque amplia la
posibilidad del estudio del mosaicismo en tejidos individuales, la dinamica de la
acumulacion de variantes de forma discreta en regiones definidas, y la
comparacion entre distintos individuos o condiciones experimentales. Hasta ahora,
esto ha representado un gran reto debido a la variabilidad de ciertas regiones, a la
gran cantidad de copias presentes por célula, a la heteroplasmia y a la mayor

frecuencia de generacion de variantes que en el genoma nuclear.

Los resultados obtenidos hasta ahora se muestran congruentes con algunos
estudios previos. Sin embargo, nuestro estudio arroja resultados nuevos e
interesantes. Una de la perspectivas de este trabajo a futuro es que nuestro
enfoque pueda tener aplicacion clinica para el diagnéstico en humanos de
enfermedades complejas asociadas a mutaciones en el genoma mitocondrial.
Para ello es necesario realizar estudios adicionales en los que se consideren
aspectos no analizadas inicialmente por el caracter exploratorio de este estudio,
entre las cuales se tome en consideracion el linaje de los sujetos analizados, el
analisis y comparacion de distintas muestras procedentes de otros tejidos o en
condiciones patolégicas asociadas con algun desorden que posteriormente
permitan escalar el mismo a humanos.

La posibilidad de escalar este estudio a humanos requiere también analizar el tipo
y el manejo de las muestras a utilizar. Es decir, es necesario adaptar los
procedimientos al uso de ADN derivado de muestras de sangre y biopsias de
musculo, que serian las muestras disponibles para el estudio de enfermedades
humanas.

Otra area de oportunidad para este proyecto es la revisidn y mejoras del método

de llamado de variantes desarrollado por nuestro grupo para mejorar su precision.
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