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Resumen

En las ultimas décadas se ha evidenciado la existencia de una transferencia de ADN mitocondrial al
genoma nuclear en células vegetales. Este transito de material genético puede dar lugar al
establecimiento de nuevos genes, o regiones génicas, y funciones génicas representando una fuente
de evolucién de las especies vegetales. Sin embargo, los mecanismos moleculares que se encuentran
detrds de estos eventos de transferencia actualmente son desconocidos, siendo asociados
comunmente con la transferencia y reordenamiento primordial de genes durante el establecimiento
de la endosimbiosis entre bacterias aerdbicas y células eucariotas ancestrales que dio lugar a las
mitocondrias, pero sin indicio real de relacién entre ambas. En este estudio se realizaron diferentes
aproximaciones de gendmica comparativa con el fin de dilucidar los factores implicados y las
diferencias en las diversas especies vegetales de la transferencia de ADN mitocondrial al genoma
nuclear. En primer lugar, se seleccionaron 16 especies representativas de diferentes linajes y se
corroboré la existencia de material genético mitocondrial en sus genomas nucleares. Seguidamente,
se seleccionaron diferentes parametros asociados a los genomas los cuales sirvieron para realizar
analisis comparativos con los que no fue posible encontrar patrones universales para todas las especies
vegetales, pero si sugerir la reformulacidn de premisas iniciales que, hoy en dia y debido a la falta de
investigaciones al respecto, contintan vigentes. Ademas, se pudo demostrar la concentracién de los
eventos de transferencia en momentos concretos del tiempo evolutivo, resultados que arrojan luz
sobre el impacto real que puede tener el ADN mitocondrial en la evolucién de la arquitectura y funcion

de los genomas nucleares.

Palabras clave: ADN mitocondrial, células vegetales, nuevos genes, gendmica comparativa,

transferencia de ADN, genomas nucleares.
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Summary

Over the last decades, the existence of a transfer of mitochondrial DNA to the nuclear genome in plant
cells has been evidenced. This transfer of genetic material can lead to the establishment of new genes,
or gene regions, and gene functions representing a mechanism of evolution of plant species. However,
the molecular mechanisms behind these transfer events are currently unknown, being commonly
associated with primordial gene transfer and rearrangement during the establishment of
endosymbiosis between aerobic bacteria and ancestral eukaryotic cells that gave rise to mitochondria,
but with no real indication of a relationship between the two. In this study, different comparative
genomics approaches were performed in order to elucidate the factors involved and the differences
in the various plant species in the transfer of mitochondrial DNA to the nuclear genome. First, 16
representative species from different lineages were selected and the existence of mitochondrial
genetic material in their nuclear genomes was corroborated. Next, different parameters associated
with the genomes were selected and used to perform comparative analyses with which it was not
possible to find universal patterns for all plant species, but it was possible to suggest the reformulation
of initial premises that, nowadays and due to the lack of research in this regard, continue to be valid.
In addition, it was possible to demonstrate the concentration of transfer events at specific moments
in evolutionary time, results that shed light on the real impact that mitochondrial DNA can have on the

evolution of the architecture and function of nuclear genomes.

Key words: Mitochondrial DNA, plant cells, novel genes, comparative genomics, DNA transfer, nuclear

genomes.
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1. Introduccion

1.1. Antecedentes

Las células eucariotas surgen como consecuencia de procesos simbiogenéticos, como describid la
bidloga Lynn Margulis en su articulo “On the origin of mitosing cells” en 1967, a partir de relaciones
simbidticas estables entre organismos, en este caso bacterias aerdbicas (alfa-proteobacterias) que
corresponden con las mitocondrias, bacterias fotosintéticas (cianobacterias), los cloroplastos, y una
célula eucariota ancentral (Leister & Kleine, 2011). Tras esta transferencia masiva primaria
(transferencia endonsimbidtica de genes o TEG), se ha generado, un continuo trasiego de ADN orgnelar
al nucleo celular cominmente asociado al mismo mecanismo que actué durante el establecimiento de
la simbiosis pero que no necesariamente se encuentra relacionado. Estas transferencias post-
endosimbidticas aun ocurren de forma activa y continua en los linajes eucariotas y no solo en las
primeras etapas del desarrollo, el proceso continua, sobre todo, en las angiospermas (Matsuo et al.,
2005). Gracias a los avances en secuenciaciéon y a los andlisis bioinformaticos, se han podido
correlacionar diferentes parametros asociados a los genomas como el tamafio total del genoma
nuclear con el contenido de ADN organelar que comprende en especies modelo como Arabidopsis
thaliana (X. Li et al., 2020a), demostrando una correlacion positiva entre ambas. Estos analisis nos
ofrecen un paso mas en la determinacidn de las dinamicas y evolucion de los genomas de plantas y
otros organismos celulares, pudiendo de esta forma llegar a predecir el porcentaje de ADN

mitocondrial en el genoma nuclear de cualquier especie vegetal.

1.2. Transferencia de ADN exdgeno y organelar al nucleo

La transferencia endosimbidtica de genes, indicada en el apartado anterior, se puede considerar un
mecanismo de transferencia lateral u horizontal de genes (THG), el cual corresponde con el transito de
material genético que se da entre organismos, siendo una de las principales fuentes de evolucién en

arqueas y en bacterias (X. Li et al., 2020b).

Se utilizaron técnicas de gendmica comparativa para comparar los genes nucleares individuales de la
especie modelo A. thaliana con genomas procariotas y eucariotas representativos, revelando que, 866
de 9.368 proteinas codificadas por el nucleo que estaban lo suficientemente conservadas para permitir
comparaciones validas, presentaban similitud con las proteinas de la cianobacteria. Otras 834
proteinas generaron arboles filogenéticos que contenian ramas cianobacterianas, lo que concluyd con
que cerca de 4.500 genes de 25.000 genes nucleares de A. thaliana fueron adquiridos de un
antepasado cianobacteriano, un plastido. Estos resultados explican la dependencia de los plastidos,
tanto mitocondrias como cloroplastos, para los genes nucleares ademas de corroborar el papel tan
importante que llevd a cabo la endosimbiosis a nivel de complejidad genética en los nucleos eucariotas
(Bock & Timmis, 2008).

Sin embargo, como se ha indicado en el apartado 1.1., tras la transferencia masiva de genes y su
recolocacion en el genoma nuclear, se ha producido, ademas, una transferencia de ADN organelar

continuo en el que en la gran mayoria de casos el ADN que se transfiere no llega a ser funcional en el
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nucleo. A pesar de que el ADN transferido tiene una alta probabilidad de resultar neutral o deletéreo,
en algunos casos puede dar lugar a la transferencia de genes completos o de secuencias que remodelan
los genes al ser incorporadas en los exones, introduciendo asi nuevas secuencias de codificacidon en
genes nucleares preexistentes (Kleine et al., 2009). Las transferencias de ADN mitocondrial o plastidico
dan lugar a secuencias denominadas ADN mitocondrial nuclear (en inglés nuclear mitochondrial DNA
o NUMT) y ADN plastidico nuclear (en inglés nuclear plastid DNA o NUPT), siendo designado
colectivamente como ADN de organulos nucleares (en inglés nuclear organelar DNA o norgDNA) (X. Li
etal., 2020b). Ademas, los NUMTs y NUPTs pueden causar la alteracion de la actividad génica mediante
su insercidn en regiones de ADN responsables de la regulacion génica, adquiriendo de esta forma un

importante papel en la evolucidon gendmica de las plantas.

Se han determinado algunos ejemplos de genes que contienen ADN organelar en regiones codificantes

de levadura y A. thaliana (Noutsos et al., 2007).

=
ScYDR409wW I ScYELOO7W * ScYGLO86W _
ScYHRO080C * ScYKLO30W h ScYLLO21W —

o
ScYIL130w I,  ScYIL129C

ScYMLO91C * At3g58390 _

Figura 1. Estructuras de genes nucleares que contienen inserciones de ADN organelar (NUMTs) en exones

codificantes de proteinas (Noutsos et al., 2007). Los intrones se representan como lineas, las regiones
codificantes se observan como rectdngulos negros, los NUMTs originados a partir de secuencias codificantes en
el genoma mitocondrial se representan con rectdngulos rojos y aquellos que provienen de secuencias no
codificantes, como rectdngulos naranjas (SCYDR409W). Los ejemplos en levadura presentan en su nomenclatura

“ScY” mientras que los de Arabidopsis thaliana presentan “At”.

También se han expuesto ejemplos de genes nucleares que se encuentran formados basicamente por

ADN organelar en la especie Oryza Sativa.

i=—————| e ——
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0506939730 (7 == % e — | 0512933990

500 bps
Figura 2. Estructuras de genes nucleares formados en su mayoria por inserciones de ADN organelar (NUMTs)

(Noutsos et al., 2007). Los intrones se representan como lineas, las regiones codificantes se observan como
rectdngulos negros, los NUMTs originados a partir de secuencias codificantes en el genoma mitocondrial se

representan con rectdngulos rojos y aquellos que provienen de secuencias no codificantes, como rectdngulos
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naranjas. Los rectdngulos verdes oscuros representan NUPTs originados a partir de secuencias codificantes en el
genoma cloroplastidico y en verde claro se representan los NUPTs que provienen de secuencias no codificantes.

Todos los ejemplos son de la especie Oryza Sativa (Os).

1.2.1. Mecanismos moleculares de escape del ADN mitocondrial e integracién en

el genoma nuclear

La abundancia de los NUMTs y de los NUPTs en los genomas nucleares varia enormemente, sin
embargo, los factores implicados en la salida e integracién del ADN organelar han sido muy poco
estudiados. Algunas de las teorias existentes se pueden ver representadas en la figura 3 (Hazkani-Covo

et al., 2010). En cuanto a los mecanismos de escape se encuentran:

A) Degradacion de las mitocondrias anormales. Es la teoria mdas aceptada. Se han realizado
estudios demostrando cémo muchas cepas de levadura “yme” (en inglés yeast mitochondrial
escape) muestran niveles altos de escape o transferencia de ADN de las mitocondrias al nicleo
celular. Los mutantes ymel presentan una inactivacion de la proteina Ymelp, una
metaloproteasa dependiente de ATP localizada en la mitocondria que proporciona una alta
tasa de escape mitocondrial. Esto es debido a que las mitocondrias de las cepas ymel son
degradadas por vacuolas mas frecuentemente que las mitocondrias de cepas WT (Hazkani-
Covo et al., 2010).

B) Lisis del compartimento mitocondrial. Este fendmeno se puede deber a multiples factores de

entre los que destacan:
» Gametogénesis masculina

En numerosos organismos eucariotas, incluidos los humanos y las plantas con flores, el
ADN organelar se hereda de forma materna, por lo que, la transferencia de ADN se puede
llevar a cabo durante la degradacion de los orgdnulos en el proceso de la gametogénesis
masculina: durante el proceso de desarrollo de polen en las plantas con flores (Sheppard
et al.,, 2008). Se ha estudiado, ademas, la absorcién de mitocondrias enteras por el nucleo,

proporcionando una asociacidn fisica directa en las células espermaticas del tabaco.
> Estrés oxidativo

Usando la técnica de marcador de secuencia expresada (ESTs) y promotores predecidos,
se pudo revelar que ciertos genes plastidicos y mitocondriales localizados en el nucleo,
ademas de ser funcionales han podido sufrir una presién de seleccidn natural positiva
(Cullis et al., 2009).
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Como ya se ha expuesto, la existencia de NUMTs exige que se hayan producido fragmentos
de ADN mitocondrial en la mitocondria y estos fragmentos consigan alcanzar el nucleo a
pesar de las barreras fisicas que se presentan. Se han propuesto varios mecanismos que
facilitarian la salida de fragmentos de ADN mitocondrial de la mitocondria y su entrada en
el nucleo, uno de los mas aceptados consiste en que los fragmentos de ADN mitocondrial
son producidos por la constante generacién de radicales libres de oxigeno (ROS) en la
mitocondria. EI ADN mitocondrial, que se encuentra desprovisto de histonas y situado en
la membrana interna de las mitocondrias, significativamente cerca del lugar dénde se
realiza la produccién de ROS, es claramente mas vulnerable que el ADN nuclear al dafo
oxidativo provocado por ROS. Los fragmentos que se generan por los radicales libres en
las mitocondrias contienen un alto indice de 8-oxo-deoxiguanosina (marcador de estrés
oxidativo del ADN) en el citoplasma, causado por las alteraciones ocasionadas en la
membrana organelar, pudiendo ser debido a la divisidn, lisis, mitofagia, a eventos de fisidn
o fusidn o a la induccién iniciar de un poro de permeabilidad (Puertas & Gonzalez-Sanchez,
2020).

Una vez en el citoplasma, el ADN mitocondrial se encuentra protegido de las nucleasas
gracias a un mecanismo mediado por vacuolas, que se degradan cuando entran en
contacto con el nlcleo También se ha propuesto que el ADN mitocondrial podria formar
un complejo con las proteinas “histonelike” de unién al ADN evitando asi su degradacion
(Puertas & Gonzalez-Sanchez, 2020).

C) Encapsulacion del ADN mitocondrial en el interior del nicleo celular.

D) Asociacidén fisica directa entre las mitocondrias y el nucleo, llevando a la fusién de las

membranas de ambos, como sucede en el caso de las células espermaticas del tabaco.

Una vez explicados los posibles mecanismos de escape del organulo que lleva a cabo el ADN

mitocondrial, se produce su integracién en el nucleo, la cual se explica mediante el proceso de unidn

de extremos no homodlogos (NHEJ).

E)

El ADN mitocondrial que entra en el nucleo es capaz de integrarse en los cromosomas
nucleares. El ADN mitocondrial se integra en los cromosomas durante la reparacién de las
rupturas de doble cadena de ADN (DBSs) mediante un mecanismo denominado unién de
extremos no homadlogos o NHEJ. Andlisis de las transferencias de ADN mitocondrial realizados
en plantas de tabaco, en humanos y en levaduras demostraron que con frecuencia existian
unas microhomologias de entre 2-5 pb adyacentes a los sitios de integracion de los
fragmentos, indicando que las inserciones de ADN organelar o NUMTs durante las
reparaciones de las rupturas de doble cadena mediadas por NHEJ son comunes en todos los

eucariotas.
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Las uniones entre los cromosomas y los fragmentos de ADN organelares en cada extremo de
un NUMT o NUPT demuestran los eventos de reparacion que se han producido en cada uno
de los lados de ruptura de la secuencia cromosémica original. La reparacion de DBSs por parte
de NHEJ solo requiere un pequefio tramo de homologia de secuencia de entre 1-7 pb, (también
puede no requerirse en el caso de los extremos romos) permitiendo que los extremos no

complementarios de DBSs y ADN organelar sean unidos entre si (Hazkani-Covo et al., 2010).

3 Mitochondrion
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Figura 3. Representacion de las diferentes vias de integracion del ADN mitocondrial en el nucleo celular
(Hazkani-Covo et al., 2010). Las letras que las identifican se encuentran relacionadas con las explicadas

anteriormente.
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También se desarrollé la “Hipdtesis de la ventana de transferencia limitada”, la cual explica el hecho
de que las células monoplastidicas (aquellas que tienen, en este caso, un plastido por célula), tienen
menos NUPTs que aquellas que tienen muchos (poliplastidicas). Las posibles explicaciones para este
evento son que en las células monoplastidicas, la transferencia de ADN al nucleo disminuye
notablemente en comparacién con la tasa de las poliplastidicas debido en primer lugar a que, como
solo hay un plastido, es la Unica que puede donar ADN al nucleo. En segundo lugar, la pérdida del
pldstido debido a sus lisis llevaria a la muerte de la célula, al contrario que en las especies poliplastidicas
(Smith et al., 2011).

Aungue esta hipétesis se ha desarrollado para el estudio de NUPTs, se desconoce si se pudieran aplicar

los mismos criterios para los NUMTs.

1.2.2. Modificaciones de los NUMTSs

Una vez que el fragmento organelar es integrado en el genoma nuclear, como se ha indicado
anteriormente, este se va a someter gradualmente a una serie de cambios que le van a permitir su
adaptacion en el genoma huésped. La mayoria de los NUMTs y NUPTs son eliminados ya que se ven
afectados por la presion de seleccién. Podemos observar diferentes dinamicas que se llevan a cabo
tras la insercion de los fragmentos y que, ademas, aparecen representadas esquematicamente en la
figura 4 (Zhang et al., 2020):

> Eliminacién

En primer lugar, si comprobamos las altas frecuencias de transferencia de ADN organelary las
comparamos con los porcentajes de NUMTs y NUPTs en el nucleo celular, observamos una
diferencia significativa, lo que nos indica que los fragmentos son rapidamente eliminados
evitando, ademas, el rapido crecimiento gendmico. Estas eliminaciones se producen
normalmente durante la mitosis, aunque pueden ocurrir de forma ocasional en el proceso de
la meiosis.

Estudios realizados sobre los NUPTs del genoma nuclear de O. sativa dieron lugar a la
determinacidn de la vida media de estos fragmentos, la cual se estima que es de 0,5 millones
de afios para las inserciones largas y de 2,2 millones de afios para las inserciones cortas, lo que
nos indica que, como se ha indicado anteriormente, la eliminacién de los fragmentos
constituye un mecanismo por el cual se mantiene un balance entre la continua integracion de

los fragmentos y el mantenimiento del tamafio del genoma nuclear (Zhang et al., 2020).

» Mutacion

La mutacidn es una propiedad intrinseca del ADN, lo que conlleva que se produzca de forma
inevitable en los NUMTs y NUPTs. Dado que las tasas de mutacién varian mucho entre ADN
organelar y nuclear, las secuencias integradas muestran diferentes tasas de mutacion en

comparacion con las secuencias organelares de las que derivan. La tasa de mutacion del ADN

6
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organelar en las especies vegetales es mucho mas lenta que la del genoma nuclear. El ADN
organelar se desarrolla con aproximadamente una o menos mutaciones por kb por millén de
afios, y la tasa de mutacion es de aproximadamente siete mutaciones por kb por millén de
afios para el genoma nuclear. De esta forma, tanto los NUPTs como los NUMTs insertados en
el genoma nuclear de la planta evolucionan forma mas rapida. Durante el proceso evolutivo,
las mutaciones de los NUPTs y los NUMTSs se acumulan hasta llegar a no ser reconocidos debido
a la gran divergencia de secuencia entre las secuencias que son integradas y, posteriormente

mutadas, y los ADN organelares originales (Zhang et al., 2020).

» Fragmentacion

Como se ha indicado anteriormente, la similitud o porcentaje de identidad entre los NUPTs y
NUMTSs y los ADNs plastidicos y mitocondriales de los que provienen disminuyen durante un
tiempo evolutivo. En un primer momento, estas secuencias que presentan un 100% de
similitud, deberian tener una longitud relativamente extensa que se iria reduciendo debido a
la fragmentacion en pequefias secuencias. Una de las posibles causas por las que se produce
es debido a la accidon de los transposones, los cuales fragmentan la secuencia de forma directa.
El proceso de fragmentacion ha sido confirmado en el genoma de Asparagus officinalis en la
que se ha estudiado una correlacidn positiva entre el tamafio de los fragmentos organelares y

su porcentaje de identidad (Zhang et al., 2020).

> Reordenamiento

Se ha observado que un gran nimero de NUPTS y NUMTs se encuentran organizados en
conjuntos de secuencias originadas en varias regiones del genoma del cloroplasto o de las
mitocondrias, lo que indica que existe un fendmeno de reordenamiento antes y/o después de
las inserciones de los fragmentos en el genoma nuclear. Se han realizado analisis en
profundidad de los NUMTs de A. thaliana, en el que el fragmento mas grande, de 620 kb,
demuestra que se han producido minimo cuatro eventos de reordenamiento, en los que tres
de ellos han sido localizados en los 76 kb que se encuentran al inicio de la insercion, los cuales
han podido ocurrir tras la integracidn, pero también pueden ocurrir de forma previa a la
transferencia en el organulo mediante recombinacidn homdloga entre secuencias repetitivas

o en el nucleo durante o antes de su integracién (Zhang et al., 2020).

> Proliferacion

Los NUMTs y NUPTs integrados en el genoma nuclear se pueden amplificar para aumentar su
numero de copias. Estos se pueden organizar o bien como secuencias duplicadas en tandem o
distribuyéndose por separado a lo largo del genoma huésped. Como ejemplo, se puede
observar que en A. officinalis han sido identificados varios clusters de NUPTs ordenados por

una serie de secuencias practicamente idénticas del ADN cloroplastidico. Tanto los NUPTs
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como los NUMTSs son incapaces de duplicarse ellos mismos por lo que su proliferacién en el
genoma nuclear se debe probablemente a la accién de retrotransposones vecinos, los cuales
incrementan facilmente el nimero de copias de los fragmentos mediante un mecanismo de

retrotransposicion de “copiar y pegar” (Zhang et al., 2020).

Ademas, se debe tener en cuenta que los NUMTs y los NUPTs son sometidos a una hipermetilacién de
los residuos de citosina con una posterior desaminacion en las plantas superiores. Estas observaciones
nos sugieren la gran importancia que representa la metilacion en la regulacion de los fragmentos de
ADN organelar integrados, en concreto de las relacionadas con la supresion de su transcripcion (Zhang
et al., 2020).

Una vez indicadas las posibles modificaciones a las que pueden ser sometidas los NUMTs y NUPTs, hay
que tener en cuenta que los eventos indicados anteriormente no ocurren de forma aislada, la accién
de uno no impide que se lleve a cabo otro, al contrario, en muchos casos, como hemos explicado en el
apartado de reordenamiento, se llevan a cabo varias de forma conjunta o sucesiva (Zhang et al., 2020).
De este modo, los ADN organelares una vez integrados en el genoma nuclear se someten a
fragmentaciones, reordenamientos y mutaciones, lo que conduce a que un gran nimero de estos
NUMTSs y NUPTSs sean eliminados, constituyendo, de nuevo, un mecanismo por el cual se mantiene el

equilibrio dindmico entre la continua integracién de fragmentos en el genoma nuclear y su eliminacion.

Chloroplast Mitochondrial
genome genome
[@= 155 ¢>1 N S}
GRS \ |
§ NUPT
e anas)mumam m) 8 NUMT

@ nsie) § ¥ s

Nuclear genome

Elimination Proliferation
Mutation Rearrangement

.

Ll a e I BB Fragmgntation BBl TTTTTTYT"YT"Y




Impacto del ADN mitocondrial en los genomas nucleares vegetales | Aida Turén Ruiz

Figura 4. Representacion grdfica esquemadtica de las dindmicas que se llevan a cabo tras la insercion de los
fragmentos mitocondriales y plastidicos en el niucleo celular (Zhang et al., 2020). Se pueden observar los
mecanismos de eliminacion, mutacion, fragmentacion, reordenamiento y proliferacion. Se han representado en

color verde los NUPTs y de color naranja los NUMTs.
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2. Objetivos

Este estudio se articula en torno a los siguientes cuatro objetivos principales:

2.1. Obtencién de genomas nucleares, mitocondriales y plastidicos de un
conjunto de especies representativa para los principales linajes de especies

vegetales

El primer objetivo de este estudio fue la seleccion y posterior obtencidén de los genomas nucleares,
mitocondriales y plastidicos de especies representativas para los principales linajes de especies

vegetales.

2.2. Extraccion de parametros asociados a los genomas

Un segundo objetivo ha sido la obtencion de pardmetros asociados a los genomas a través de

diferentes metodologias bioinformaticas para su posterior analisis.

2.3. Determinacion del porcentaje de ADN mitocondrial en el genoma nuclear

mediante la herramienta BLAST

En tercer lugar, se determind el porcentaje de ADN mitocondrial en el genoma nuclear, usando el

programa bioinformatico BLAST, con el fin de utilizarlo como variable.

2.4. Analisis descriptivo y comparativo entre los parametros seleccionados

Una vez obtenidas todos los pardmetros de estudio, se han realizado analisis descriptivos mediante
estudios de correlacidn, los cuales nos han permitido seleccionar las correlaciones de interés para su
posterior analisis comparativo con el fin de encontrar similitudes entre los mecanismos de

transferencia, retencién y eliminaciéon del ADN mitocondrial en el genoma nuclear.

10



Impacto del ADN mitocondrial en los genomas nucleares vegetales | Aida Turén Ruiz

3. Materiales y metodologia

3.1. Especies y genomas utilizados en el estudio

Para realizar el estudio, hemos utilizado genomas de 16 especies vegetales. Estos fueron seleccionados
por tener una calidad aceptable, presentar tanto el genoma mitocondrial como el plastidico y, ademas,
cada uno de ellos representa los principales linajes de plantas angiospermas: como las
monocotiledéneas Oryza sativa ssp. Japdnica (arroz), Musa acuminata (platano rojo), la planta
acudtica Zostera marina y Zea mays (maiz), las eudicotileddneas Arabidopsis thaliana, Vitis vinifera
(uva), Solanum lycopersicum (tomate), Daucus carota (zanahoria), Medicago truncatula y Rosa
chinensis. También se incluyé a la dicotiledénea basal Nelumbo nucifera, la angiosperma basal
Amborella trichopoda y Magnolia biondii. Ademas, se ha afiadido la gimnosperma Pinus taeda, un alga

verde unicelular, Chlamydomonas reinhardtii y un musgo, Physcomitrium patens.

Los genomas utilizados, mostrados en la tabla a continuacién (tabla 1), se bajaron de diferentes bases
de datos gendmicas comparativas: TreeGenes (https://treegenesdb.org/) (Wegrzyn et al., 2019),
PLAZAS.0 (https://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/) (Van Bel et al., 2022; Vandepoele et al., 2013),
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y BGH (https://banana-genome-hub.southgreen.fr/) (Droc et
al., 2013).

Tabla 1. Representacion de las 16 especies vegetales utilizadas con sus versiones de los genomas nucleares,
mitocondriales y plastidicos.

Version Version Version
Especies genoma genoma genoma
nuclear mitocondrial plastidico
Amborella JGIv1.0 KF754799- NC_005086.1
trichopoda (Atr) KF754803*
Arabidopsis thaliana NC_037304.1 NC_000932.1
(Ath) TAIR Araportl1
Chlamydomonas JGI V5.6 NC_001638.1 NC_005353.1
reinhardetii (Cre)

11
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patens (Ppa)

Version Version Version
Especies genoma genoma genoma
nuclear mitocondrial plastidico
Daucus carota ssp. JGIv2.0 Included in JGI | Included in JGI
Carota (Dca) v2.0 v2.0
Magnolia biondii DRYAD v1.0 NC_049134.1 NC_034687.1
(Mbi)
Medicago JGI Mt4.0v1 NC_029641.1 NC_003119.8
truncatula (Mtr)
Musa acuminata BGH v4.0 Included in BGH HF677508.1
ssp. Malaccensis v4.0
(Mac)
Nelumbo nucifera NGD v2.0 NC_030753.1 NC_025339.1
(Nnu)
Oryza sativa ssp. IRGSP-1.0 NC_011033.1 NC_001320.1
12inifera (Osj)
Physcomitrium JGIv3.3 NC_007945.1 NC_005087.2
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Version Version Version
Especies genoma genoma genoma
nuclear mitocondrial plastidico
Solanum ITAG4.0 NC_035963.1 NC_007898.3
lycopersicum (Sly)
Rosa chinensis cv. GDRv2.0 CMO009589.1 MH332770.1

Old Blush (Rch)

Pinus taeda (Pta) |TreeGenesv2.01| NC_039746.1 KY964286.1

Vitis vinifera (Vvi) JGIv2.1 NC_012119.1 NC_007957.1

Zea mays cv. B73 NAM v5.0 NC_007982.1 NC_001666.2
(Zma)

Zostera marina JGIv3.1 NC_035345.1 NC_036014.1
(Zmr)

Ademas, se realizé un arbol filogenético para describir las relaciones evolutivas entre las 16 especies
de plantas seleccionadas utilizando la topologia y los tiempos de divergencia entre especies
disponibles en la base de datos disponible en TimeTree (http://www.timetree.org/) (Kumar et al.,
2017).

13
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Posteriormente se utilizo el programa iTOL (https://itol.embl.de/) (Letunic & Bork, 2021), mediante el

cual se ha podido realizar modificaciones con fines estéticos del archivo newick generado con

TimeTree, dando como resultado el arbol filogenético que se muestra a continuacion (figura 5).

Chlamydomonas reinhardti Alga verde

Physcomitrium patens Musgo

Pinus taeda Gimnosperma

Amborella trichopoda Angiosperma basal

Magnolia biondii Magnélida

Zostera marina

Musa acuminata

Monocotiledéneas
Zea mays
W= Oryza sativa
Nelumbo nucifera Dicotiledonea basal
l— Daucus carota
= Solanum lycopersicum
o Vitis vinifera
Eudicotiledéneas

== Arabidopsis thaliana

e Medicago truncatula

s Rosa chinensis

Tree scale: 1000

Figura 5. Arbol de las relaciones evolutivas entre las especies a estudiar. La escala representa 1000 millones
de afios.
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3.2. Identificacion de ADN organelar en los genomas nucleares mediante la
herramienta BLAST

Para llevar a cabo la identificacion de ADN organelar en los genomas nucleares se ha utilizado el
programa BLAST+ 2.10.0, el cual ha sido descargado y corrido de forma local en un equipo con el
sistema operativo Linux con interfase Ubuntu versién 18.04 LTS. Esta herramienta resulta de gran
utilidad ya que encuentra regiones de similitud local entre secuencias. El programa compara
secuencias de nucledtidos o proteinas con bases de datos de secuencias y calcula la significacion
estadistica de coincidencias. BLAST se puede utilizar para inferir relaciones funcionales y evolutivas
entre secuencias, asi como para ayudar a identificar a miembros de familias de genes (Altschul et al.,
1990; Camacho et al., 2009).

1. En primer lugar, se ha realizado el procesamiento de los archivos en formato FASTA de todos
los genomas de las especies usando de nuevo la terminal Linux. Se han creado archivos

“.blastable” mediante el comando “makeblastdb” para hacerlos accesibles a BLASTN.

» ~/home/ubuntu/Desktop/TFG/ncbi-blast-2.10.0+/bin/makeblastdb -in
/home/ubuntu/Desktop/TFG/Genomas/AthMito.fasta -dbtype nucl -parse_seqids -out
/ubuntu/Desktop/TFG/Blastable/AthMito.Blastable -logfile
/home/ubuntu/Desktop/TFG/Blastable/AthMito.log

2. Una vez que hemos obtenido los archivos “.blastable”, se ha realizado un BLAST entre los
genomas mitocondriales, los cuales representan las secuencias “query”, y nucleares de cada

especie usando BLASTN con el comando a continuacion.

» ~/home/ubuntu/Desktop/TFG/ncbi-blast-2.10.0+/bin/blastn -query
/home/ubuntu/Desktop/TFG/Genomas/AthMito.fasta -db
/home/ubuntu/Desktop/TFG/Blastable/AthNucBlastable -outfmt 6 -evalue 1e-5 -
word_size 9 -penalty -2 -show_gis -dust no -num_threads 2 -out
‘/home/ubuntu/Desktop/TFG/ResultadosBLAST’ /Ath.Mito2Nuc.blasté.out

Los parametros seleccionados fueron los siguientes: valor E < 10-5, formato 6 por defecto.

3.3. Extraccion de parametros asociados a los genomas

Se han denominado como “variables” a los parametros asociados a los genomas que van a ser
analizados. Para obtener los valores de las variables “tamafio de los genomas”, “longitudes de los
fragmentos” y “contenido de guanina y citosina” se desarrollaron distintos pipelines basados en

comandos de Linux que se describen a continuacion:
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1.

En primer lugar, utilizando una terminal de Linux, se tomaron los archivos en formato FASTA
de los genomas y se llevé a cabo la determinacion de los tamafios mediante el recuentro de

caracteres de cada archivo.

> ~grep -v >’ /home/ubuntu/Desktop/TFG/Genomas/AthMito.fasta’ | tr -d ‘\n’ |

wc -C

Se ha realizado la suma de las longitudes de los alineamientos.

> ~awk -F\t’ {sum+=5S4;}END{print sum;}’
home/ubuntu/Desktop/TFG/Genomas/AthMito.fasta’ | tr -d ‘\n’ | wc -c

Para el calculo del contenido de guanina y citosina se usé el siguiente comando.

» ~grep-v “*>” ‘/home/ubuntu/Escritorio/TFG/Genomas/AthMito.fasta’ | egrep -o ‘G|C’

| wc-I

Finalmente se calculd contenido total de adenina (A), timina (T), citosina (C) y guanina (G)
ignorando las Ns (nucledtidos no identificados) con el fin de calcular el porcentaje de guanina
y citosina (porcentaje de GC) de los genomas dividiendo el contenido de GC entre el contenido
total de ATCG.

» ~ grep -v “>” ‘/home/ubuntu/Escritorio/TFG/Genomas/AthMito.fasta’ | egrep -o
‘AIT|G|C" [ wc-I

3.4. Desarrollo de representaciones graficas

Se ha usado el lenguaje de programaciéon R versién 2020 empleando el EDI (entorno de desarrollo

integrado) Rstudio version 2020 (Rstudio Team, 2020) para el desarrollo de los cédigos empleados para

la obtencién de representaciones graficas de las variables obtenidas anteriormente. Concretamente

se emplearon las siguientes extensiones, o paquetes, de R:

>

>

tidyverse (Wickham et al., 2019): gran parte de los graficos fueron generados utilizando este
paquete (incluyendo las figuras 6, 7, 8, 9, 10, 13 y 14), el cual consta a su vez de otras
extensiones de entre las que hemos utilizado ggplot 2 version 3.3.3. (Wickham, 2016). Estos

paguetes han permitido generar y modificar graficos de cajas y bigotes o “boxplots”.
ggpubr versién 0.4.0. (Alboukadel, 2020): se utilizd para generar la figura 15 junto con el

paguete ggscatter, ya que aporta la posibilidad de generar graficos de dispersién que

presenten el p-value y el coeficiente de determinacién (R?).
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» ggcorplot versién 0.1.3 (Alboukadel, 2019): fue utilizado junto con el paquete ggplot2 para

generar graficos de correlacion incluyendo los coeficientes de correlacion (figuras 11 y 12)

4. Resultados y discusion

4.1. Presentacion de los datos

Una vez obtenidas las variables utilizando la metodologia explicada en los apartados 3.2.1y 3.2.2, se

ha llevado a cabo el analisis mas en profundidad de los datos obtenidos.

4.1.1. Anal3sis de los tamaios de los genomas

Se ha realizado la representacion de los datos de los tamarios de los genomas nucleares, plastidicos y
mitocondriales mediante un boxplot (figura 6). En el caso del tamafio del genoma nuclear, observamos
que los puntos desplazados superiores corresponden con la especie Pinus taeda, con un tamafio de
22104 Gb, reflejado en el “Data Summary” (tabla 2) como valor maximo (p100 en la tabla 2) a
diferencia de tamafios como el de C. reinhardtii, de 111 Gb, representando el valor mas bajo (p0 en la
tabla 2). En el caso del tamafio del genoma mitocondrial hay que sefialar la gran heterogeneidad que
existe entre las especies ya que nos encontramos genomas como el de M. acuminata, que presenta 10
Gb y A. trichopoda con 3,9 Gb como valores mas altos, y, de nuevo, C. reinhardtii como valor mas bajo,
siendo de 15758 pb. Sin embargo, en el caso del tamafio del genoma plastidico, podemos destacar a
C. reinhardtii con un genoma de 203828 pb, como el genoma mitocondrial mds grande, a diferencia de

P. taeda, que contiene 121531 pb como podemos comprobar en la tabla 2.

Tabla 2. Resumen de los datos de tamafio de los genomas generado por Rstudio.

— Data Summary

variable media Desviacion p0 p50 p100 histograma
estandar

Tamafio genoma | 2013787292 | 5389655079 | 111100715 | 479712609 | 22104357184 [ |
nuclear

Tamafio genoma 1299466 2593139 15758 468388 10397121 [ |
mitocondrial

Tamafio genoma 151898 20838 121531 155654 203828 - B
plastidico
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Figura 6. Boxplots de los tamaifios de los genomas nucleares, mitocondriales y plastidicos de las 16 especies
vegetales seleccionadas. De izquierda a derecha nos encontramos el grdfico de los tamafios de los genomas
nucleares representado en naranja (Tamafio.Nuc), de color verde el grdfico de los tamaiios de los genomas
mitocondriales (Tamafio.Mito) y finalmente el grdfico de los tamafios de los genomas plastidicos representado
en azul (Tamafio.Plastid). En rojo y disefiada con forma de rombo se puede distinguir la media calculada en cada
caso, las lineas negras horizontales representan la mediana y en negro encontramos los puntos con
desplazamiento.

4.1.2. Analisis de los parametros asociados a los genomas

Seguidamente, se llevd a cabo el estudio de los NUMTs de tamafos minimos, NUMTs de tamafios
maximos, porcentaje de guanina (G) y citosina (C) en el nucleo y en la mitocondria, siendo
representando mediante boxplots (figura 7). En los graficos podemos destacar P. taeda (38 pb) a
diferencia de C. reinhardtii (31pb) en cuanto a los NUMTs de menor tamafio (minimo). M. biondii
(25595 pb) siendo la especie con el mayor NUMT (méximo), C. reinhardtii con un porcentaje de guanina
y citosina en el nucleo de 64% vy, finalmente, N. nucifera (48,15%) y P. patens (40,56%), constituyendo

los dos extremos en la distribucién del porcentaje de guanina y citosina en la mitocondria.
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Figura 7. Boxplots de los tamafios minimos de NUMTs, tamaios mdximos de NUMTs, porcentaje de guanina y
citosina en el nicleo y porcentaje de guanina y citosina en la mitocondria de las 16 especies seleccionadas. E/
grdfico de los tamafios minimos de NUMTs representado en naranja (inserciones.min), de color verde el grdfico
de los tamafios mdximos de NUMTs (inserciones.max), de color azul el grdfico de porcentaje de guanina y citosina
en el nucleo (X..GC.Nuc) y finalmente el grdfico de los tamafios de porcentaje de guanina y citosina en la
mitocondria (X..GC.Mito). En rojo y disefiada con forma de rombo se puede distinguir la media calculada en cada
caso, las lineas negras horizontales representan la mediana y en negro encontramos los puntos con
desplazamiento.

Para finalizar con el estudio de los genomas, se ha realizado un analisis de los genes codificantes de
cada una de las especies, encontrando una distribucién estadistica simétrica entre los resultados
(figura 8). También se estudié la densidad génica presente en los genomas, de los cuales destaca A.
thaliana con una densidad génica de 23,21 genes/100 kb. Finalmente se realizé un anélisis del nimero
de cromosomas de las especies, de entre las cuales podemos resaltar al musgo P. patens conteniente

de 26 cromosomas a diferencia de especies como M. biondii que solo presenta 1.
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Figura 8. Boxplots de los genes codificantes, densidad génica y numero de cromosomas en los genomas
nucleares de las 16 especies seleccionadas. En rojo y disefiada con forma de rombo se puede distinguir la media
calculada en cada caso, las lineas negras horizontales representan la mediana y en negro encontramos los puntos

con desplazamiento.

4.1.3. Andlisis de los resultados BLAST

Una vez analizados los tamafios de los genomas nucleares, mitocondriales y plastidicos de las especies,
se ha llevado a cabo el analisis de las demas variables obtenidas mediante el uso de la herramienta
BLAST. En primer lugar, se analizé el nimero de alineamientos de ADN mitocondrial con el genoma
nuclear, en el cual se pueden observar, representados en el boxplot de la figura 9, tres especies que
representan desviaciones significativas, siendo de mayor a menor A. trichopoda (208181), Vi. vinifera
(152929) y P. taeda (74532) a diferencia de P. patens que presenta 33 alineamientos, siendo el menor
valor. En cuanto a la suma de alineamientos o longitud total de los alineamientos de ADN mitocondrial,
de la cual destaca de nuevo A. trichopoda con una longitud de 61403592pb, en contraste con C.
reinhardtii, con una longitud de 3681. Finalmente, se analiz6 el porcentaje de ADN mitocondrial en el
nucleo, destacando a Vitis 20inifera con un 2,031% vy, en el otro extremo, a C. reinhardtii con un
0,0033%.
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Es interesante sefalar que, tras realizar un analisis paralelo del porcentaje de ADN mitocondrial en el
genoma plastidico se observd, en la especie A. trichopoda, un porcentaje de 119,5%, el cual se podria
explicar debido a que su genoma mitocondrial esta formado por 5 cromosomas circulares auténomos
que miden 3179, 244, 187, 137, and 119kb, sumando un total de 3866 kb. Todos los cromosomas
mitocondriales presentan una composicion similar de bases, conteniendo un 45-47% de guanina y
citosina. El genoma mitocondrial de A. trichopoda acoge una coleccidon de secuencias de otros
organismos que corresponden con cerca de 6 genomas mitocondriales de musgos, angiospermas y
algas verdes. Ademas, presenta un gran contenido (138 kb) de ADN plastidico en su genoma
mitocondrial (Rice et al., 2013).

Por tanto, tras realizar un BLAST entre el genoma mitocondrial de A. trichopoday su genoma plastidico,
al presentar, el primero, 5 cromosomas circulares, los cuales a su vez presentan un gran contenido de
ADN plastidico como se ha indicado anteriormente, se van a alinear las secuencias repetidas veces en

una misma region del genoma plastidico, dando lugar a un porcentaje de ADN mitocondrial muy

elevado.
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° ° o
200000 - bero7-
20-
150000 - -
4e+07 - 15~
variable
$ NPalineam
100000 - - suma.alineam
10- - X..en.nuc
°
2e+07 -
50000 -
05-
*
0- 0e+00 - 0.0-
Nealineam suma.alineam X..en.nuc
(pb)
Variables

Figura 9. Boxplots de los datos obtenidos durante el andlisis de las variables seleccionadas de las 16 especies
seleccionadas. En naranja (N%alineam) se muestra el grdfico que representa los resultados del andlisis del nimero

de NUMTSs, el verde (suma.alineam) corresponde con el andlisis de la suma total de los tamafios de los NUMTs y
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en azul (X..en.nuc) el porcentaje de ADN mitocondrial en el genoma nuclear. En rojo y disefiada con forma de
rombo se puede distinguir la media calculada en cada caso, las lineas negras horizontales representan la mediana

y en negro encontramos los puntos con desplazamiento.

4.1.3.1. Distribuciéon de los NUMTs a lo largo de un tiempo evolutivo

En cuanto a la distribucién de los NUMTSs a lo largo de un tiempo evolutivo, se podrian obtener dos
patrones diferentes, el primero se distinguiria por un decaimiento gradual de los NUMTs a lo largo del
tiempo evolutivo, indicando la continuidad del proceso de insercion de los fragmentos de ADN
mitocondrial. El segundo patrén que cabria esperar seria aquel que presenta explosiones de
transferencia génica en tiempos concretos de la evolucidn representados graficamente por picos.
Teniendo en cuenta las premisas anteriores, se llevé a cabo el estudio de la relacién entre la densidad
y los porcentajes de identidad obtenidos del BLAST con el objetivo de estudiar el patrén de los NUMTS,

ya que utilizamos el porcentaje de identidad como aproximacién al tiempo evolutivo.

Los picos que se muestran en las graficas, como se ha indicado previamente, representan una
concentracion de eventos de transferencia de ADN mitocondrial, el cual se observa claramente en el
caso de Zea mays, estas transferencias de material genético se pueden deber a, como se ha explicado
en el apartado 1.2.1, un periodo en el que se la planta es sometida a situaciones de estrés como puede
ser su domesticacion, ya que estos fragmentos representan una fuente de mutacion y por tanto de
evolucidn. Esta afirmacion sugiere que estos NUMTs les permitirian generar tolerancia ante estas
situaciones de estrés. Podemos destacar que, tanto A. thaliana, C. reinhardtii, D. carota, M. truncatula,
M. acuminata, O. sativa, P. patens, S. lycopersicum, N. Nucifera y Z. marina han sufrido transferencias
recientes de ADN mitocondrial ya que, como se observa en la grafica (figura 10), presentan un alto
contenido de alineamientos con un porcentaje de identidad de entre 90-100%, lo que indica que la
magquinaria genética celular no ha tenido el suficiente tiempo como para que se hayan creado
mutaciones que disminuyan el porcentaje de identidad de las mismas. En contra posiciéon, podemos
observar cdmo en R. chinensis, la gran mayoria de los alineamientos se concentran en la franja de 70-
80% del porcentaje de identidad, o Zostera Marina, cuyos alineamientos se encuentran entre 90-80%.
Aun asi, todas las especies presentan fragmentos con grandes porcentajes de identidad ya que un 70%

de identidad es un valor muy significativo.

Los resultados concluyeron con la falta de identidad entre las distintas especies ya que muestran
patrones diferenciales, lo que sugiere que cada especie esta sujeta a distintas restricciones para
albergar el porcentaje de ADN mitocondrial. Ademas, se puede observar cémo el porcentaje de
identidad de los fragmentos disminuye en funcidn que aumenta el tiempo evolutivo, llegando a ser

imposible el reconocimiento de los fragmentos iniciales.
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Figura 10. Grdficas de densidad por especie del porcentaje de identidad de los NUMTs. El porcentaje de
identidad representa una aproximacion al tiempo evolutivo. Las abreviaturas utilizadas en la leyenda de la grdfica
corresponden de la siguiente forma con las especies vegetales: Ath: Arabidopsist haliana, Atr: Amborella
thricopoda, Cre: Chlamydomonas reinhardtii, Dca: Daucus carota, Mac: Musa acuminata, Mbi: Magnolia biondii,
Mtr: Medicago truncatula, Nnu: Nelumbo nucifera, Osj: Oryza sativa, Ppa: Physcomitrium patens, Pta: Pinus

taeda, Rch: Rosa chinensis, Sly: Solanum lycopersicum, Wi: Vitis vinifera, Zma: Zea mays, Zmr: Zostera marina.

4.2. Andlisis estadisticos

4.2.1. Correlograma de variables seleccionadas

Una vez estudiada la distribucidn de los porcentajes de identidad a lo largo de un tiempo evolutivo de
las especies utilizadas y descartada la posibilidad de encontrar un patrén comun se llevd a cabo un
estudio de correlacidn entre las distintas variables que fueron previamente seleccionadas con el fin de
encontrar correlaciones significativas. Este ensayo se efectud mediante el desarrollo de dos
correlogramas. En el primer correlograma (figura 10), se utilizé el coeficiente estadistico de Pearson
con el que se obtuvo una correlacidn relativamente baja en practicamente todas las combinaciones.
En concreto, en cuanto al tamafio nuclear y a la longitud total de los NUMTs (0,07), y entre el tamafio
mitocondrial y, de nuevo, la longitud total de los NUMTs (0,25), indicado en la figura 11 como

“suma.alineam”.
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Como no conocemos si la relacidn entre las variables es lineal, se realizé un segundo correlograma
(figura 12) usando el coeficiente estadistico de Spearman, se observé un aumento significativo de las
correlaciones indicadas anteriormente, siendo de 0,76 entre la suma o longitud total de los NUMTs y
el tamafio nuclear, y de 0,73 con el tamafo mitocondrial. Ademads, podemos sefialar que ambos

tamanfios correlacionan positivamente de forma significativa con el nimero total de NUMTSs.
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Figura 11. Correlograma de las variables seleccionadas usando el coeficiente estadistico de Pearson. Se
encuentran subrayadas las variables del tamafio del genoma nuclear (Tamafio.Nuc), longitud total de los NUMTs

(suma.alineam) y numero total de NUMTs (N°alineam).
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Figura 12. Correlograma de las variables seleccionadas usando el coeficiente estadistico de Spearman. Se
encuentran subrayadas las variables del tamaiio del genoma nuclear (Tamafio.Nuc), longitud total de los NUMTs

(suma.alineam) y numero total de NUMTs (N°alineam).

4.2.2. Correlacion positiva entre tamano de los genomas nucleares y
mitocondriales y la longitud total de los NUMTs

Como se ha sefalado en el apartado anterior, observamos una correlacion positiva entre la suma de
los tamafios de los alineamientos mitocondriales y los genomas, tanto mitocondriales como nucleares
pero el valor de estas correlaciones varia en funcidon del coeficiente estadistico seleccionado. El
coeficiente de Pearson es paramétrico, es decir, infiere sus resultados a la poblacién real, haciendo
necesario que la distribucidon de la muestra estadistica se parezca a la distribucion real, que exista
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normalidad. En cambio, el coeficiente de Spearman es no paramétrico, la distribucidon de la muestra

no se ajusta a una distribucidon conocida, no debe existir normalidad.

Para verificar la eleccidn del coeficiente de Spearman con respecto al de Pearson, los pares de variables
seleccionados se sometieron al Test de Shapiro—Wilk el cual contrasta la normalidad de nuestro
conjunto de datos. El test expone la hipdtesis nula en la que los datos estan distribuidos normalmente
y, en el caso de que se presentase un valor p, o “p-value” en inglés, por debajo de 0,05, este rechaza
la hipdtesis de normalidad de las variables y, por tanto, estas serian consideradas asimétricas lo que
nos indicaria que se deberia usar una correlacion no paramétrica; Spearman (un valor
considerablemente pequeno del estadistico W también rechaza la hipdtesis nula). Como se puede
observar en la tabla 3, todas las variables analizadas presentan un “p-value” por debajo de 0,05, por
lo que rechazan la hipdtesis nula y nos asegura que debemos analizar las correlaciones entre las

variables mediante el coeficiente de Spearman.

Tabla 3. Resumen de los resultados obtenidos en el test de Shapiro-Wilk.

— Resumen de los resultados
Variable Estadistico W p-value
Tamafiio genoma nuclear 0,35315 1,604e-0,7
Tamafio genoma mitocondrial 0.4866 1.645e-06
Numero de alineamientos 0,62036 2,536e-05
Suma total de alineamientos 0.48886 1.716e-06

Los resultados referentes al genoma nuclear, representados en las figuras 13B y 14D, concuerdan con
los obtenidos en un estudio realizado en 2020 (Zhang et al., 2020), en el que se utilizaron 200 especies,
las cuales no incluyen a M. biondii, M. acuminata, P. patens ni a R. chinensis utilizadas en nuestro
estudio. Sin embargo, a diferencia del ensayo de 2020 (Zhang et al., 2020), en este estudio se ha podido
observar, ademas, la correlacidn positiva con el tamaiio del genoma mitocondrial (figuras 13A y 14C).
Ambos ensayos difieren con los resultados obtenidos en un estudio previo de 2010 (Hazkani-Covo et
al., 2010), el cudl seialaba la falta de correlacién entre las variables, posiblemente debido al tamafio
de la muestra estadistica utilizada, 7 genomas, entre los que se encuentra C. reinhardtii, Unica alga
verde incluida que, como hemos observado en el apartado 4.1.2, presenta un numero de
alineamientos muy bajo y una suma de los alineamientos muy baja a diferencia de las demas especies

utilizadas, lo que sesgaria el rango de correlacion.

A pesar de observar una correlacidn positiva durante el ensayo con las 16 especies vegetales, se ha

podido demostrar, a través de anadlisis comparativos del coeficiente de correlacién, un aumento de
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este (como se observa en la tabla 4) en los ensayos del genoma mitocondrial cuando han sido

suprimidos los datos correspondientes a la especie M. acuminata, la cual se puede observar marcada

en rojo y denominada como “Mac” en las figuras 13A y 14C. Del mismo modo que se ha comentado

anteriormente en el caso de C. reinhardltii, se podria considerar a M. acuminata como un “outlier” ya

que afecta al sesgo de los analisis realizados en el genoma mitocondrial.

Tabla 4. Resultados del analisis de correlacidn antes y después de excluir a M. acuminata.

Analisis de correlacion
incluyendo a M. acuminata

Andlisis de correlacion sin
incluir a M. acuminata

p - value Rho

p - value Rho

Longitud total de alineamientos
mitocondriales

0.001927 0.7294118

8.566e-06 | 0.8571429

Numero de alineamientos
mitocondriales

0.001404 0.7441176

0.0001043 | 0.8392857

Mito

&re

1e+05

Tamafio genoma mitocondrial (pb)

&re

pa

Tamafio genoma nuclear (pb)
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Figura 13. Grdficos de dispersion entre tamaiios de los genomas y longitud total de los NUMTs (pb). A. Tamarios
de los genomas mitocondriales marcada en rojo se encuentra la especie M. acuminata, denominada como “Mac”.

B. Tamafios de los genomas nucleares. En ambos grdficos se encuentra marcada en azul la linea de regresion.
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Figura 14. Grdficos de dispersion entre tamarios de los genomas y el numero total de NUMTs. C. Tamarios de
los genomas mitocondriales, marcada en rojo se encuentra la especie M. acuminata, denominada como “Mac”.

D. Tamaiios de los genomas nucleares. En ambos grdficos se encuentra marcada en azul la linea de regresion.

4.2.3. La correlacién entre el tamano de los NUMTs y el porcentaje de identidad

revela patrones diferenciales en las especies vegetales estudiadas

Como se indicé en el apartado 1.2.2., una vez insertados los fragmentos de ADN mitocondrial en el
genoma nuclear se producen diferentes modificaciones, algunas de las cuales intervienen en las
variaciones de las longitudes de los fragmentos, las cuales disminuyen a lo largo del tiempo evolutivo
(Richly & Leister, 2004; Yuan et al., 2002). Estas son la fragmentacién, que actua directamente en la

division de los fragmentos a través de la actuacién de los transposones, y la mutacidn, la cual actua
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indirectamente mediante el aumento de mutaciones en los fragmentos que disminuye el porcentaje

de identidad, lo que conduce a la pérdida del reconocimiento de la identidad individual de un

fragmento de ADN, y la aparicién de fragmentos mas pequefios derivados del mutante. Se han llevado

a cabo diferentes ensayos que demuestran una correlacidn positiva entre el porcentaje de identidad y

el tamafio de los NUPTs con especies vegetales como Asparagus officinalis (S.-F. Li et al., 2019), los

cuales tienen como premisa que presentan unos tamafios iniciales relativamente grande y

comparables. Se ha realizado un analisis, a través de la representacion grafica mediante un grafico de

dispersion (figura 15), con la finalidad de estudiar la correlacion entre la similitud o porcentaje de

identidad de los NUMTSs y sus respectivas longitudes.

Tras realizar el ensayo, se ha observado un patrén discordante al esperado ya que de los analisis que

han resultado significativos (11 analisis de especies han obtenido un p-value inferior a 0,05) solo seis

especies vegetales presentan una correlacién positiva: A. thaliana, M. acuminata, M. biondii, N.

nucifera, P. taeda y Z. Mays. A diferencia de A. trichopoda, O. sativa, R. chinensis, S. lycopersicumy V.

vinifera, las cuales presentan una correlacion negativa. Estas observaciones no nos permiten concluir

ni descartar que las especies presenten los mismos mecanismos de degradacidn de los NUMTs, pero

si nos sugieren la posibilidad de rebatir la premisa de que todos los NUMTSs, inicialmente, presentan

tamafios comparables.
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Figura 15. Grdficos de dispersion por especie del tamaiio de los NUMTs y el porcentaje de identidad. Las
abreviaturas utilizadas en la leyenda de la grdfica corresponden de la siguiente forma con las especies vegetales:
Ath: Arabidopsist haliana, Atr: Amborella thricopoda, Cre: Chlamydomonas reinhardtii, Dca: Daucus carota, Mac:
Musa acuminata, Mbi: Magnolia biondii, Mtr: Medicago truncatula, Nnu: Nelumbo nucifera, Osj: Oryza sativa,
Ppa: Physcomitrium patens, Pta: Pinus taeda, Rch: Rosa chinensis, Sly: Solanum lycopersicum, Vvi: Vitis vinifera,
Zma: Zea mays, Zmr: Zostera marina. En cada grdfica se puede observar el coeficiente de determinacion (R?) y el

p-value (p) del andlisis realizado.
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5. Conclusiones

Las conclusiones principales obtenidas durante el desarrollo del estudio fueron las siguientes:

1. Se obtuvieron los genomas mitocondriales, plastidicos y nucleares de 16 especies en base a su

representatividad en los linajes de plantas y a su grado de calidad.

Tras el estudio de los parametros asociados a los genomas, destaca el tamafio de los mismos.
Podemos sefialar la gran heterogeneidad que presentan los tamafios de los genomas
mitocondriales a diferencia de los genomas plastidicos, existiendo una diferencia de casi
cuatro érdenes de magnitud entre el mayor valor obtenido, 10397121 pb correspondiente a

M. acuminata, y el valor mas bajo obtenido, 15758 pb de C. reinhardltii.

Gracias a la determinacién del porcentaje de ADN mitocondrial en el nucleo, se ha podido
confirmar la existencia de la transferencia de ADN mitocondrial al genoma nuclear en todas

las especies de plantas estudiadas, debido a la presencia de NUMTSs en las mismas.

Se verificé la correlacién positiva entre el tamafio de los genomas nucleares y mitocondriales
y la longitud total de los NUMTs. También se demostré la existencia de correlacién positiva

entre el tamano de los genomas nucleares y mitocondriales y el nimero total de NUMTs.

De las 11 especies vegetales que resultaron significativas en el analisis de correlacion entre el
porcentaje de identidad y el tamafio de los NUMTs, seis de ellas mostraban correlacion
positiva, lo cual no permite confirmar ni descartar la presencia de mecanismos comunes
responsables de la degradacién de NUMTs pero si rebatir la premisa de que todos los

fragmentos, inicialmente, presentan tamafios comparables.

No se han encontrado patrones comunes entre las 16 especies en las curvas de densidad de
los porcentajes de identidad de los NUMTSs. Sin embargo, se ha evidenciado que existe una
concentracion de los eventos de transferencia de ADN mitocondrial en puntos concretos de la

evolucion.

Este estudio se enfoca en la obtencidn y posterior andlisis de parametros asociados a los genomas que

se encuentren relacionados con los mecanismos de transferencia, retenimiento o eliminacién de ADN

mitocondrial en el genoma nuclear. Los resultados obtenidos podran ser utilizados como material

preliminar, o de partida, para la realizacién de estudios posteriores, asi como para el establecimiento

de modelos de regresién con los que predecir los porcentajes de ADN mitocondrial en los genomas

nucleares de cualquier especie vegetal.
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