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RESUMEN

Las tortugas marinas cabezona, Caretta caretta y carey, Eretmochelys imbricata son
especies que se distribuyen en aguas tropicales y mantienen el equilibrio ecosistémico en
arrecifes de coral, pastos marinos, fondos blandos, entre otros. Estas especies estan en
decrecimiento poblacional debido a presiones antropicas y ambientales por lo que se
encuentran categorizadas como Vulnerable y en Peligro Critico de extincion,



respectivamente (IUCN). El DNA mitocondrial (mtDNA) se ha estudiado en especies
amenazadas para dilucidar identidades poblacionales, estructuras genéticas,
comportamientos migratorios, eventos demograficos y patrones filogenéticos. Esta
molécula presenta caracteristicas especificas como herencia materna, baja o nula
recombinacion, alta tasa de mutacién, poliplasmia y heteroplasmia. Las mutaciones
heteroplasmicas estan relacionadas con patologias de variable sintomatologia y su estudio
es relevante para determinar parte del estado poblacional en especies prioritarias y asi
brindar informacién util para desarrollar pautas de manejo y conservacion. Al parecer el
estrés oxidativo, el estado nutricional y la contaminacion ambiental desempefian un papel
importante en el desarrollo de las mutaciones heteroplasmicas. En humanos se han descrito
329 enfermedades mitocondriales relacionadas con los genes rRNA y tRNA, y 336 con
genes codificantes de proteinas y la regién control. Para la conservacion de las especies
C. caretta y E. imbricata es importante actualizar y avanzar en el conocimiento de la
genética mitocondrial identificando su grado de heteroplasmia. Lo anterior permitira
comprender las posibles consecuencias de este fendmeno en la salud y supervivencia de
dichas poblaciones.

En este estudio se identificé y evalud la heteroplasmia en mitogenomas de las tortugas E.
imbricata y C. caretta mediante RNAseq. Las mutaciones heteroplasmicas observadas se
relacionaron con las mutaciones presentes en humanos.

El ensamblaje de los mitogenomas Eil, Ccl, Cc2 y Cc3 reveld tamafios de 16498, 16633,
16461 y 16446 pb para cada individuo, respectivamente. La variacion entre la longitud de
los MtDNA’s se debe principalmente a la extension de la regién hipervariable. En cuanto al
porcentaje de heteroplasmia, Eil presentd 1,7 % (286 de 16469 sitios), Ccl 1,8 % (299 de
16573 sitios), Cc2 7,1 % (1173 de 16461 sitios) y Cc3 0,37 % (61 de 16446 sitios). Aunque
no se conocen los mecanismos que fijan las mutaciones heteroplasmicas en las
poblaciones, se deduce que la deriva genética influye en el destino de este fenébmeno.
Adicionalmente, los individuos Eil, Ccl y Cc3 relacionaron cuatro, seis y dos mutaciones
respectivamente con mutaciones patolégicas humanas pero ninguna superd el umbral
fenotipico. Sin embargo, el individuo Cc2 presentdé 41 sitios heteroplasmicos que se
relacionaron con patologias humanas de las cuales sélo uno (C3769A) super6 el umbral
con 66 %. Se concluye gue la heteroplasmia en las regiones del mtDNA es independiente
de la longitud y ubicacion de dichas regiones y que no todas las mutaciones
heteroplasmicas generan patologias debido a que se tiene que superar el umbral fenotipico.

La variabilidad del mtDNA obtenida en este estudio representa el primer informe de
heteroplasmia en tortugas marinas de Colombia y constituye informacion linea base para
futuros proyectos de genética y conservacion de esta especie.

Palabras clave: C. caretta, E. imbricata, secuenciacion de alto rendimiento, genoma
mitocondrial, heteroplasmia.



ABSTRACT

The loggerhead (Caretta caretta) and hawksbill (Eretmochelys imbricata) sea turtles are
species that are distributed in tropical waters and maintain ecosystem balance in coral reefs,
seagrasses, soft bottoms, among others. These species are in population decline due to
anthropic and environmental pressures, which is why they are categorized as Vulnerable
and Critically Endangered respectively (IUCN). Mitochondrial DNA (mtDNA) has been
studied in threatened species to elucidate population identities, genetic structures, migratory
behaviors, demographic events and phylogenetic patterns. This molecule has specific
characteristics such as maternal inheritance, low or no recombination, high mutation rate,
polyplasmy and heteroplasmy. The heteroplasmic mutations are related to pathologies of
variable symptomatology and their study is relevant to determine part of the population
status in priority species and thus provide useful information to develop management and
conservation guidelines. It seems that oxidative stress, nutritional status and environmental
pollution play an important role in the development of heteroplasmic mutations. In humans,
329 mitochondrial diseases related to the rRNA and tRNA genes have been described, and
336 to genes encoding proteins and the control region. For the conservation of C. caretta
and E. imbricata species it is important to update and advance the knowledge of
mitochondrial genetics by identifying their degree of heteroplasmy. This will allow us to
understand the possible consequences of this phenomenon in the health and survival of
these populations.

In this study heteroplasmy was identified and evaluated in turtle E. imbricata and C. caretta
mitogenomas by RNAseq. The heteroplasmic mutations observed were related to the
mutations present in humans.

The assembly of the mitogenomas Eil, Ccl, Cc2 and Cc3 revealed sizes of 16498, 16633,
16461 and 16446 bp for each individual respectively. The variation between the lengths of
the mtDNA's is mainly due to the extension of the hypervariable region. Regarding the
percentage of heteroplasmy, Eil presented 1.7 % (286 of 16469 sites), Ccl 1.8 % (299 of
16573 sites), Cc2 7.1 % (1173 of 16461 sites) and Cc3 0.37 % (61 of 16446 sites). Although
the mechanisms that fix heteroplasmic mutations in populations are not known, it is deduced
that genetic drift influences the fate of this phenomenon. Additionally, individuals Eil, Ccl
and Cc3 related four, six and two mutations respectively with human pathological mutations
but none exceeded the phenotypic threshold. However, the individual Cc2 presented 41
heteroplasmic sites that were related to human pathologies of which only one (C3769A)
exceeded the threshold with 66 %. We conclude that the presence of heteroplasmy in the
MtDNA regions is independent of the length and location of these regions and that not all
heteroplasmic mutations generate pathologies due to the fact that the phenotypic threshold
must be overcome.



The variability of the mtDNA obtained in this study represents the first report of heteroplasmy
in marine turtles of Colombia and constitutes baseline information for future genetic and
conservation projects of this species.

Key words: C. caretta, E. imbricata, high-throughput sequencing, mitochondrial genome,
heteroplasmy.

1 INTRODUCCION

Las tortugas marinas cumplen funciones ecolégicas como modificadores del paisaje,
transportadores de nutrientes y sustrato para epibiontes, entre otros (Brinkman, Holroyd y
Gardner, 2012; Lutz, Musick y Wyneken, 2002). Estas especies han estado impactadas
durante cientos de afios y los efectos negativos irreversibles de su explotacion
desmesurada han implicado la pérdida de variabilidad genética y desequilibrios
ecosistémicos (Campbell, 2003).

La tortuga carey, Eretmochelys imbricata, esta distribuida circumglobalmente en aguas
tropicales y en menor medida en aguas subtropicales del océano Atlantico, Indico y
Pacifico. Anida en playas arenosas insulares y continentales de 60 paises y se ha registrado
su presencia en las playas de 82 paises (Baillie y Groombridge, 1996). La longitud de los
adultos varia entre 60 y 95,5 cm y su peso promedio es de 80 kg. Tiene cabeza angosta,
pico recto y mandibula superior punzante. El caparazén es ovalado, mas largo que ancho,
con una combinacion irregular de rayas claras y oscuras, con predominancia de colores
negro y marron (Witzell y Banner 1980). Desde 1968 hasta 1996 la Unidn Internacional para
la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) clasificd, en la Lista Roja, a la tortuga carey como
especie amenazada de extincién. Posteriormente, hasta la actualidad, se clasific6 como en
Peligro Critico CR A2bd a nivel global y en Peligro Critico CR D en Colombia principalmente
por la extraccion indiscriminada de sus huevos y la captura incidental de adultos (IUCN,
2015; Baillie y Groombridge, 1996) (http://www.iucnredlist.org/search). Adicionalmente, en
1977 las poblaciones de Atlantico y del Pacifico fueron incluidas en el Apéndice | del
Convenio sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora
Silvestres (CITES), ademas figura en el Apéndice | y en el Apéndice Il de la Convencion
sobre Especies Migratorias (CMS) (Barrientos, Ramirez y Paez, 2015).

Por otro lado, Caretta caretta es una de las especies de tortugas marinas con mayor
distribucion en los océanos del mundo (latitudes tropicales, subtropicales y templadas) vy,
posiblemente, una de las mejor estudiadas (Paez, Ramirez-Gallego y Barrientos-Mufioz,
2015). Las tortugas adultas de esta especie miden en promedio 90 cm de largo y su peso
promedio es de 135 kg, aunque también se registraron ejemplares mas grandes con
longitud de hasta 213 cm y peso de hasta 545 kg (Machado y Bermejo, 2013). El color de
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la piel varia desde amarillo a marrén, y el caparazon es tipicamente marrén-rojizo. Las
principales playas de anidacion se encuentran en Norteamérica, Brasil, Japon, Oman, Cabo
Verde y el Mediterraneo occidental (Marquez, 1990; Machado y Bermejo, 2013). Debido al
decrecimiento poblacional de esta especie en los océanos de todo el mundo, la
supervivencia de la tortuga cabezona o caguama, como es conocida en el comun, se
considera Vulnerable A2b a nivel global (IUCN, 2015) y En Peligro Critico CR A2cd; D en
Colombia (Paez et al., 2015). Asimismo, Caretta caretta aparece inscrita en el Apéndice |
del CITES desde 1977 y figura en el Anexo Il de la Directiva Habitat de la Union Europea
como “especie prioritaria” (Reis, Soares y Lobo-Hajdu, 2010). Esto se debe a la presion que
ejercen algunas acciones antrépicas como el consumo de huevos, consumo de carne, uso
de los caparazones, pesca comercial, captura incidental y destruccion de habitats naturales,
entre otras (Lutcavage, Plotkin, Witherington y Lutz, 1997).

Como herramientas para la conservacion de especies amenazadas se han desarrollado
estudios con DNA mitocondrial (mtDNA) y marcadores moleculares (FitzSimmons, Moritz y
Moore, 1995), los cuales constituyen una forma viable para estimar las caracteristicas
genéticas poblacionales, comportamiento migratorio, patrones demograficos por regiones
de anidacién, estructura poblacional, variacion geogréfica, filogenia y zoogeografia, entre
otros (Moritz, Dowling y Brown, 1987).

El mtDNA es una molécula circular haploide cuyo contenido de genes se ha mantenido
practicamente invariable en muchas especies (Wolstenholme, 1992). Est4 compuesto por
dos genes ribosomales (rRNA) que codifican para las subunidades 12S y 16S, 22 genes
de RNA de transferencia (tRNA) y 13 genes codificantes de proteinas relacionados con la
cadena de transporte de electrones y la sintesis de ATP (siete subunidades del Complejo
I, ND1-6 y ND4L; una subunidad del Complejo Ill, Cytb; tres subunidades del Complejo 1V,
COI-lll; y dos Subunidades del complejo V, ATPasa 6 y 8) (Hernandez, 2005). Veintiocho
de los genes mitocondriales (2 rRNA’s, 14 tRNA’s y 12 genes codificantes de proteinas) se
encuentran en la hebra H o pesada, mientras que los 9 genes restantes (1 gen codificante
de proteinay 8 tRNA'’s) estan en la hebra complementaria L o ligera. La diferencia principal
entre las cadenas H y L radica en que la cadena pesada contiene mayor porcentaje de
guanina lo cual le confiere mayor densidad. También presenta una region control (no
codificante — D-Loop) que contiene motivos estructurales involucradas en la iniciacion de la
replicacién y la transcripcion del mtDNA (Anderson et al., 1981; Harrison, 1989).

El mtDNA ha sido usado frecuentemente para dilucidar identidades poblacionales y
caminos evolutivos de linajes de animales por poseer un conjunto de caracteristicas
especificas entre las que se destacan la herencia materna en asociacion con la falta de
recombinacion, la rapida tasa de divergencia por mutacion, alto porcentaje de codificacion,
entre otras (Ruiz, 2008).

Los animales casi en su totalidad son homoplasmicos para el DNA mitocondrial (todas las
copias de mtDNA son iguales), sin embargo, existen dos caracteristicas importantes del
MtDNA que lo distinguen del DNA nuclear: la poliplasmia y la heteroplasmia. La poliplasmia
se refiere a la existencia de multiples copias de mtDNA, mientras que la heteroplasmia se
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refiere a la diferente proporcién de genomas mitocondriales mutados que coexisten con los
genomas silvestres en cada célula (Wallace, 1999). Se ha propuesto que la localizacién y
el grado de heteroplasmia pueden llegar a afectar las proteinas codificadas por este DNA
evidenciandose en enfermedades de variable severidad en los organismos (Cataldo et al.,
2013). Por ejemplo, en los humanos las enfermedades genéticas mitocondriales afectan a
1 de cada 5000 nacidos vivos, la mayoria de estas enfermedades no tienen cura conocida
(Huynen, De Hollander y Szklarczyk, 2009).

La base de datos del genoma mitocondrial humano MITOMAP (http://www.mitomap.org/)
reporta 329 enfermedades como epilepsias, miopatias mitocondriales y nefritis
tubulointersticial, las cuales estan relacionadas con la sustitucion de bases en el mtDNA
(mutaciones rRNA/tRNA) y 336 enfermedades como cardiomiopatia, diabetes y glaucomas
que estan relacionadas con la sustitucién de bases en la region codificadora de proteinas y
la regién control del mtDNA.

Se ha demostrado que el grado de heteroplasmia también influye en el fenotipo de los
organismos. Ademas, las mutaciones heteroplasmicas pueden variar significativamente
entre diferentes tejidos, incluso en el mismo sujeto, generando diferentes proporciones de
MtDNA mutante que se asocian con manifestaciones clinicas completamente distintas
(Wallace 2008).

Los mecanismos moleculares que causan heteroplasmia aun no son conocidos en su
totalidad aunque se han propuesto diferentes explicaciones para la ocurrencia de este
fendmeno en los organismos. Una de las posibles causas es el estrés oxidativo, ya que
puede afectar al mtDNA de diversas formas, entre las mas conocidas estan la alteracion
oxidativa de bases, el aumento en el nivel de deleciones y la aparicibn de mutaciones
puntuales (Gil, 2010; Rand, 1993; Hernandez, 2005). Asimismo, en el genoma mitocondrial
existen polimorfismos de longitud donde es habitual encontrar sustituciones, deleciones e
inserciones de una o varias pares de bases (Martinez, 2012). Las tasas de mutacion
encontradas en las diferentes zonas del mtDNA son distintas, por ejemplo, la tasa de
mutacién en la region control D-Loop es aproximadamente 10 veces mayor que la de la
region codificante, esto se debe a que en algunas posiciones hay puntos calientes de alta
variacién, mientras que en otras posiciones son mas estables (Martinez, 2012).

Dichas variaciones gendmicas llegan a producir cambios trascendentales en la poblacion,
especialmente, cuando estéan influenciadas por los efectos de la deriva genética y los
cuellos de botella (Karl y Avise, 1992). Por lo tanto, el andlisis de los cambios
intrapoblacionales del mtDNA contribuye a identificar los patrones de colonizacion y los
linajes evolutivos de las especies (Harrison, 1989). Para taxones recientemente divergentes
la sustitucion de bases ocurre, en primera instancia, en la regiéon no codificante o en sitios
dentro de la regién codificadora que no resulten en el reemplazo de aminoacidos (Ruiz,
2008). Por consiguiente, la variacion intramolecular del mtDNA también adquiere
importancia desde la perspectiva de la conservacién de los recursos biéticos, porque al
detectar alteraciones drasticas de ésta molécula, se podrian identificar desequilibrios en la
naturaleza generados, en mayor medida, por el creciente impacto antrépico, facilitando la
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toma de decisiones efectivas que contribuyan a mitigar estos impactos negativos (Allendorf
y Luikart, 2007; Avise, 2004).

Segun Li et al. (2010), se han empleado diversas técnicas para la deteccion de
heteroplasmia, incluyendo secuenciacibon de Sanger por electroforesis capilar,
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), pirosecuenciacién, alta resolucién de
fusion (HRM), electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE), entre otros. Sin
embargo, estos métodos presentan una serie de desventajas como la necesidad de conocer
la posicion heteroplasmica con antelacion, la indeterminacion de la posicion heteroplasmica
real, la falta de precision para cuantificar el nivel de heteroplasmia, la dificultad para evaluar
muestras numerosas, entre otras. El método que actualmente refleja el grado de
heteroplasmia (relacion del mtDNA mutante en comparacion con el mtDNA salvaje) con
mayor confiabilidad es la secuenciacion de alto rendimiento o tecnologia de secuenciacién
de préxima generacion (NGS) (Li et al.,, 2010). Este método ha sido desarrollado y
ampliamente utilizado en los Ultimos afios, debido a que en principio, proporciona datos
mucho mas exactos y se pueden producir millones de lecturas de DNA en una sola
ejecucion a bajo costo (Li et al.,, 2010). Las tecnologias de secuenciacion de proxima
generacién surgieron ante la necesidad de obtener las secuencias del genoma mitocondrial
de manera fiable, de alto rendimiento y rentable, especialmente en muestras numerosas y
con niveles clinicamente relevantes de heteroplasmia (Huang, 2011). Esto ha permitido
identificar gran cantidad de mutaciones en el genoma mitocondrial, cuantificar
simultdneamente los niveles de heteroplasmia y realizar diagnésticos moleculares
detallados de enfermedades mitocondriales, entre otros (Wallace, 2005).

Teniendo en cuenta los anteriores aspectos, el objetivo de este trabajo fue determinar y
analizar la heteroplasmia de los genomas mitocondriales completos, obtenidos por NGS,
de las tortugas marinas Eretmochelys imbricata y Caretta caretta identificando sus posibles
implicaciones patoldgicas mediante el uso de herramientas bioinforméaticas.

2 JUSTIFICACION

Las tortugas marinas E. imbricata y C. caretta son consideradas especies fundamentales
en ecosistemas marinos como arrecifes de coral y praderas de pastos marinos por su
capacidad de regular otras poblaciones en la red tréfica (Eckert, Bjorndal, Abreu-Grobois y
Donnelly, 2000). Sin embargo, estas especies estan en riesgo de extincion debido,
principalmente, a la presién antrépica y a la baja expectativa de vida de las cohortes
juveniles que impiden que recuperen su tamafio poblacional ideal (Baillie y Groombridge,
1996; Lutcavage et al.,, 1997). En Colombia, el Ministerio de Ambiente y Desarrollo
Sostenible ha evaluado estas especies debido al bajo nimero poblacional de hembras
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anidantes en el mar Caribe, por lo cual surge gran interés en realizar investigaciones en
areas como la filogenética, filogeografia, conservacion genética, evolucién y genética de
poblaciones (Beltran, Otalora, Daza y Herndndez, 2013).

Por lo tanto el uso de herramientas moleculares en el estudio de la variabilidad genética del
MtDNA adquiere importancia, ya que permitira realizar aportes al conocimiento que se
podran emplear en futuras metodologias, estrategias o herramientas de conservacion para
las tortugas marinas E. imbricata y C. caretta.

Los estudios actuales que evaltan los casos de heteroplasmia en el genoma mitocondrial
de vertebrados han estado enfocados principalmente en humanos y peces, siendo pocos
los realizados en tortugas marinas. A su vez, el desarrollo de este estudio es importante
para generar informacion linea base de estas especies en cuanto a sus variaciones
intraespecificas del genoma mitocondrial, ya que la mayoria de estudios se han limitado a
la regién control (no codificante) del mtDNA, siendo este el primer reporte de heteroplasmia
en la secuencia completa del mtDNA proveniente de NGS en tortugas marinas.

Este trabajo también permitird comprender algunas posibles consecuencias e implicaciones
de las mutaciones heteroplasmicas en los individuos de las especies E. imbricata y C.
caretta, al contrastar cada una de las mutaciones encontradas con la base de datos
MITOMAP. Lo que se constituye en nuevo conocimiento para esta tematica en Colombia,
considerando que no se ha realizado ningun estudio de este tipo en estas especies.

3 MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

3.1 LA MITOCONDRIA:

Las mitocondrias son organelos citoplasmaticos que poseen genoma propio y se encargan
de la produccion de energia en forma de ATP en las células eucariotas. Son probablemente
el resultado de la endosimbiosis entre una alfa-proteobacteria que fue engullida por un
antepasado de los eucariotas que hizo el papel de célula huésped (Yang, Oyaizu, Oyaizu,
Olsen y Woese, 1985). Tiene un tamafio variable entre 0,1 ym y 0,5 ym de didmetro y
pueden alcanzar una longitud maxima de 7 ym, sin embargo esto depende de la actividad
de la célula (Lodish, 2006). En promedio hay unas 2000 mitocondrias por célula, pero las
gue desarrollan mayor actividad metabdlica, como las musculares, tienen un nimero mayor
en comparacion con las poco activas como las células epiteliales (Lehninger, Michael y Cox,
2002).

3.2 FUNCION MITOCONDRIAL:

Las mitocondrias estan involucradas en la regulacion intracelular de Ca**, B-oxidacion de
acidos grasos, biosintesis de fosfolipidos, generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y regulacion de apoptosis, aunque la funcion principal es la generacién de energia
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(ATP) por medio de la fosforilacién oxidativa (OXPHOS) (Kujoth et al., 2005). Este proceso
genera aproximadamente el 90 % de la energia total en las células y estd compuesto por 5
complejos multienzimaticos (I. NADH - ubiquinona oxidorreductasa; Il. Succinato —
ubiguinona oxirreductasa; Ill. Ubiquinona — citocromo C oxirreductasa; IV. Citocromo C
oxidasa; V. ATP sintasa) (Rubio y Verdecia, 2004). Todos estos complejos son codificados
por el mtDNA a excepcién del complejo Il el cual es codificado completamente por el DNA
nuclear (De Recondo y De Recondo, 2001). Hay que tener en cuenta tres aspectos de este
proceso mitocondrial para la patogénesis de diferentes enfermedades: produccion de
energia, generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y muerte celular programada
0 apoptosis.

Las proteinas implicadas en la OXPHOS se localizan dentro de la membrana interna
mitocondrial e incluyen los componentes de la cadena de transporte de electrones (ETC),
la ATP sintasa y el translocador de nucledtidos de adenina (ANT). La ETC oxida el
hidrégeno derivado de &cidos organicos tales como piruvato y acidos grasos para generar
agua. Los electrones, cargados con NAD* (dinucleétido de nicotinamida adenina), son
transferidos al complejo respiratorio | (NADH deshidrogenasa) y luego a la coenzima Q
(CoQ), y los electrones de succinato en el ciclo de acido tricarboxilico (TCA) son transferidos
al complejo Il (succinato deshidrogenasa, SDH) y a CoQ. A partir de CoQ, los electrones se
pasan al complejo Ill, luego al citocromo ¢ (Cyt c), posteriormente al complejo IV (citocromo
c oxidasa, COX) y finalmente, con 1/2 O, se produce H-O. La energia liberada es utilizada
para bombear protones (H") de la membrana interna mitocondrial para crear un gradiente
electroquimico positivo y acido en el exterior y negativo y alcalino en el lado de la matriz
mitocondrial. Esto crea un condensador que puede ser despolarizado por el transporte de
protones de nuevo a la matriz a través de un canal de protones en el factor de acoplamiento
(F), componente de membrana de la ATPsintasa. El flujo de protones impulsa la
condensacién de adenosin difosfato (ADP) y fosfato inorganico (Pi) para producir ATP, que
luego se exporta al citosol a cambio del ADP gastado por el ANT (Wallace, 1999).

Algunos procesos de transporte en la membrana mitocondrial también dependen del
gradiente electroquimico generado por la fosforilacion oxidativa, e incluyen el transporte no
solo de metabolitos sino también de iones inorganicos como el fosfato, sodio, potasio o
calcio. Ademas, dicho sistema es crucial en el mantenimiento de los balances redox, acido-
base y metabdlico de la célula (Cuadros y Garcia, 2013).

Por otro lado, OXPHOS es la principal fuente endégena de ROS (O, H202, y OH"), que son
subproductos toxicos de la respiracion y causantes potenciales de mutaciones. Esto se
debe a que cuando se inhibe la ETC, los electrones se acumulan en las primeras etapas de
la ETC (complejo | y CoQ), donde pueden donarse directamente al oxigeno molecular para
dar anién superoéxido (O2). El anion superdxido es detoxificado por la superéxido dismutasa
Mn mitocondrial (MnSOD) para dar peroxido de hidrégeno (H20>), este a su vez se convierte
en H,O por la accién del glutation peroxidasa (GPx). H.O,, en presencia de metales de
transicion reducidos, también puede convertirse en el radical hidroxilo (OH") altamente
reactivo mediante la reaccion de Fenton. La exposicion cronica a ROS puede resultar en
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dafio oxidativo a proteinas mitocondriales y celulares, lipidos y &acidos nucleicos, y la
exposicion aguda a ROS puede inactivar los centros de sulfuro de hierro (Fe-S) de los
complejos ETC I, II, y lll y el ciclo TCA, produciendo el cierre de la produccion de energia
mitocondrial (Wallace, 1999).

Las mitocondrias también presentan cambios importantes para la activacion de la
apoptosis. Se cree que la apoptosis inicia con la apertura del canal de la membrana interna
mitocondrial conocido como poro de transicién de la permeabilidad mitocondrial (MtPTP).
El espacio de la membrana interna mitocondrial contiene una serie de factores promotores
de la muerte celular, incluyendo Cyt c, factor inductor de apoptosis (AIF, una flavoproteina)
y formas latentes de proteasas especializadas llamadas caspasas. La apertura de la mtPTP
causa hinchazon de la membrana interna mitocondrial y liberacion de estos factores
promotores de apoptosis. El Cyt ¢ activa la via de degradacién de la proteina caspasa
citosdlica, llevando a la destruccion del citoplasma. El AlF se transloca al nucleo, induciendo
la destruccion de la cromatina. La apertura de la mtPTP y la muerte de la célula pueden
estar influenciadas por la captacién excesiva de Ca* por la mitocondria, el aumento de la
exposicion a ROS o la disminucion de la capacidad energética. Por lo tanto, una marcada
reduccién en la produccion de energia mitocondrial y un aumento cronico en el estrés
oxidativo podria teéricamente activar la mtPTP e iniciar la apoptosis (Wallace, 1999).

3.3 EL DNA MITOCONDRIAL (MTDNA):

A pesar de que han pasado méas de cinco décadas desde que Margit Nass y Sylvan Nass
descubrieran el mtDNA (Nass y Nass, 1963), alin se desconocen muchos aspectos sobre
los mecanismos que regulan su replicacion y expresion (Cuadros y Garcia, 2013).

Cada mitocondria contiene su propio genoma en cantidades que oscilan entre decenas o
cientos de moléculas de mtDNA (Cuadros y Garcia, 2013). El mtDNA es una molécula
circular, de doble cadena y con una longitud aproximada de 16.500 pb que forma parte de
los complejos nucleoprotéicos asociados a la membrana mitocondrial interna denominados
nucleoides (Bogenhagen, Wang, Shen y Kobayashi, 2003). Los nucleoides se consideran
como la unidad de transmision y herencia del mtDNA. En humanos se han descrito 27
proteinas presentes en los nucleoides junto al mtDNA, de las cuales 11 estan directamente
implicadas en el metabolismo del mtDNA como la DNA polimerasa mitocondrial y la proteina
de union a cadena sencilla (MtSSB) (Wang y Bogenhagen, 2006).

La capacidad de codificacion del mtDNA es muy baja en comparacion con el DNA nuclear.
Solo codifica 37 genes: 13 polipéptidos, 2 RNA ribosomales (12S Y 16S) y 22 RNA de
transferencia. Los trece polipéptidos son constituyentes de los complejos OXPHQOS, siendo
7 subunidades (ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 y ND6) de las 46 que forman el complejo
I (NADH deshidrogenasa), una (citocromo b) de las 11 del complejo Il (complejo bca), tres
(COl, COQll, COlll) de las 13 del Complejo IV (citocromo C oxidasa) y dos (ATP6 y ATP3)
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de las 16 proteinas que forman el complejo V (ATP sintasa) (Cuadros y Garcia, 2013). El
resto de subunidades polipeptidicas que forman estos complejos, con todas las
subunidades del complejo Il y las proteinas reguladoras del mtDNA estan codificadas por
el genoma nuclear (Herrmann y Neupert, 2000).

Algunas de las caracteristicas propias de la estructura del mtDNA son la ausencia de 5'-
UTRy 3-UTR (regiones no traducibles de los genes), ausencia de intrones, espacios
intergénicos minimos y solape de genes (Cuadros y Garcia, 2013). También presenta
fendbmenos unicos que lo diferencian del DNA nuclear como: la herencia materna, que se
debe al nulo aporte de mitocondrias, por parte de los espermatozoides, al cigoto; la
poliplasmia, que hace referencia a la presencia de decenas o miles de moléculas de mtDNA
en cada mitocondria; la homoplasmia y heteroplasmia las cuales son el resultado de la
naturaleza poliploide de las multiples copias de mtDNA por célula, se presenta
homoplasmia cuando todas las copias del genoma mitocondrial son idénticas y
heteroplasmia cuando coexisten dos o mas genotipos distintos; el efecto umbral que se
refiere a la existencia de un nivel minimo de mutacién para que se exprese fenotipica o
bioguimicamente el defecto mitocondrial (Taylor y Turnbull, 2005); la segregacion
replicativa que es el mecanismo de distribucién de las mitocondrias y del mtDNA el cual se
asume que es un proceso completamente al azar; elevada tasa de mutacion la cual es diez
veces superior a la del DNA nuclear (Brown, George y Wilson, 1979).

3.4 MUTACIONES MITOCONDRIALES:

El ADN mitocondrial tiene una tasa de mutacion alta y en contraste con el genoma nuclear,
gue se compone de dos copias de cada gen. Las células eucariotas tienen cientos de
mitocondrias con cientos de copias de mtDNA. Cuando surge una mutacion, las células
poseen una mezcla de mtDNA'’s de tipo salvaje y mutante. Este estado es conocido como
heteroplasmia (Wallace, 1999).

Algunas mutaciones en los genes nucleares también pueden afectar la OXPHQOS, debido a
gue la gran mayoria de los genes que codifican las proteinas mitocondriales son codificados
nuclearmente (Wallace y Chalkia, 2013). A menudo estas mutaciones resultan en
enfermedades mendelianas con fenotipos similares a los causados por mutaciones en el
mtDNA, del total de estas enfermedades sélo el 15-50 % de los casos puede ser
identificado. Por lo tanto, la genética de las enfermedades mitocondriales puede ser
extremadamente desconcertante (Huynen et al., 2009; Wallace, 1999).

Durante la division de una célula heteroplasmica, los mtDNA’s mutantes y de tipo salvaje
se distribuyen aleatoriamente en las células hijas, de tal manera que durante muchas
generaciones el genotipo de un linaje celular puede derivar predominantemente hacia
mtDNA’s de tipo mutante o de tipo silvestre (homoplasmia), este proceso, aparentemente
aleatorio, es conocido como segregacion replicativa. A medida que aumenta el porcentaje
de mtDNA’s mutantes, la capacidad de energia celular disminuye hasta caer por debajo del
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umbral bioenergético, este umbral es la energia minima necesaria para que una célula o
tejido trabaje con normalidad. Mas alld de este punto, los sintomas de patologias y
enfermedades mitocondriales aparecen y empeoran progresivamente. La naturaleza
estocastica de la genética mitocondrial ocasiona que la misma mutacion pueda producir
sintomas diferentes entre miembros de una misma poblacién (Wallace, 1999).

Otro aspecto que es de gran relevancia es el entendimiento de cémo se hereda la
heteroplasmia del mtDNA. Chinnery et al. (2000) sugieren que en caso de presentarse
algun tipo de seleccion en la linea germinal de las mutaciones heteropladsmicas patégenas,
tendra un efecto insignificante sobre una sola generacion. Por lo tanto, hacen énfasis en
que la deriva genética aleatoria es el mecanismo predominante detras de la transmisién de
las mutaciones heteroplasmicas del mtDNA, al menos en los seres humanos.

La heteroplasmia ha sido evaluada desde la década de los ochenta cuando Solignac,
Monnerot y Mounolou (1983) reportaron heteroplasmia en Drosophila mauritiana y
posteriormente Harrison, Rand y Wheeler (1985) en dos especies del género Grylluz
(Ortéptera). En vertebrados, una de las primeras publicaciones en el tema la realizé
Bermingham, Lamb y Avise (1986) quienes evaluaron el tamafio de polimorfismos y la
heteroplasmia en el mtDNA de Amia calva (Amiiformes), Hyla cinerea e Hyla gratiosa
(Anura) por medio de endonucleasas de restriccion y electroforesis. De la muestra total de
peces, el 8 % presentd heteroplasmia con dos tamafios de mtDNA que variaron
aproximadamente en 450 pares de bases (pb) presentando hibridacion introgresiva. En las
otras dos especies el genoma tuvo un tamafio de 17500-18400 pb para H. cinerea con 1,4
% de heteroplasmia y de 18000-18900 pb para H. gratiosa con 8 % de heteroplasmia.
Concluyendo finalmente que el polimorfismo de tamafio no implica heteroplasmiay, para el
caso de las ranas, la heteroplasmia no esta relacionada con hibridacién. Aunque Radojicic,
Krizmani¢, Kasapidis y Zouros (2015) evaluaron la heteroplasmia del mtDNA en
poblaciones hibridas de ranas del género Pelophylax en las regiones del rRNA 16s y Cytb.
En toda la poblacion detectaron heteroplasmia y plantean dos hipétesis para dicho
fendmeno. La primera es que un 6vulo que porta solo el mtDNA de una especie es fertilizado
por un espermatozoide de la otra especie y el mtDNA de ese esperma no es completamente
expulsado del évulo fertilizado. La segunda es que una hembra hibrida heteroplasmica (ya
sea porque la fuga paterna ocurrié en el huevo del que se produjo o porque la fuga ocurrié
en una hembra a lo largo de la linea matrilineal desde la cual descendid) produce huevos
que llevan mtDNA de ambos tipos parentales. Este tipo de heteroplasmia en la que el
mtDNA paterno esta en menor proporcion en relacion con el mtDNA materno se ha
observado en insectos, mejillones, aves y mamiferos, incluidos los humanos (Kuvist,
Martens, Nazarenko y Orell, 2003).

Posteriormente, Wilkinson y Chapman (1991) realizaron uno de los primeros registros de
heteroplasmia en mamiferos al determinar las variaciones presentes en la region no
codificante del mtDNA en diferentes colonias de murciélagos de la especie Nycticeius
humeralis, revelando que la presencia de heteroplasmia no estaba significativamente ligada
al sitio geografico de la colonia. Por su parte, Rand (1993) analiz6 la variacion en el tamafio
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del genoma mitocondrial de endotermos y ectotermos, los resultados revelaron que los
endotermos tienen un mtDNA mas pequefo y presentan menor variacion en el tamafio en
comparacion con los ectotermos. Se concluyé que no se presentaron diferencias
significativas entre la frecuencia de heteroplasmia de los dos grupos. Estos datos permiten
dilucidar la intensa seleccién direccional en genomas pequefos de especies con mayores
tasas metabdlicas y las reducidas presiones de mutacién que generan variantes en el
tamafio del mtDNA en endotermos con respecto a las ectotermos.

Los mayores registros de heteroplasmia se tienen en la clase Actinopterygii. Por ejemplo,
Arnason y Rand (1992) evaluaron la heteroplasmia en cortas repeticiones en tandem del
MtDNA en la especie Gadus morhua, detectando tamafios de heteroplasmia cercanos a 40
pb en las 27 muestras estudiadas. Ludwig, May, Debus y Jenneckens (2000) analizaron la
region control (D-loop) del mtDNA en 14 especies del género Acipenser, 1 especie del
género Huso y 2 especies del género Scaphirhynchus. En 9 de las 14 especies del género
Acipenser se evidencié heteroplasmia, al igual que la especie del género Huso, que variaba
de 0,064-0,834 % y el género Scaphirhynchus no presenté heteroplasmia. Starner,
Pahlsson y Lindén (2004) adaptaron los estudios anteriores evaluando los polimorfismos
de las repeticiones en tdndem y la heteroplasmia en la region control del mtDNA de
Gasterosteus aculeatus. Estos estudios han concluido en que el D-loop es la regiébn mas
variable del mtDNA en peces, que no hay influencia del mtDNA paterno en la heteroplasmia
registrada y que existen mecanismos selectivos dentro de la distribucién de las repeticiones
en tAndem en los polimorfismos de longitud. En otro estudio, Cao, Ding, Wang y Bing (2015)
evaluaron el grado de heteroplasmia en el musculo, higado y rifion de una poblacién de
carpa comun. Obtuvieron que la frecuencia media de las secuencias de DNA mutado para
los tejidos musculares, el higado y el rifion fue del 45,6 %, 43,2 % y 32 % respectivamente,
concluyendo que el mtDNA en los tejidos musculares es mas facilmente mutable y
acumulable, lo que aumenta la heteroplasmia y, por otra parte, que la heteroplasmia
mitocondrial puede diferir entre diferentes érganos de un mismo individuo.

3.5 HETEROPLASMIA EN TORTUGAS MARINAS:

Por otra parte, también se han realizado reportes y estudios sobre la heteroplasmia en
tortugas marinas. Encalada et al. (1996) reportaron, para la tortuga verde (Chelonia mydas),
polimorfismos correspondientes a 18 haplotipos en donde solo un individuo, de 147
muestreados, presentd heteroplasmia en el sitio 167 del D-Loop. Formia, Godley, Dontaine
y Bruford (2006) reportaron, para esta misma especie, heteroplasmia en 35 individuos de
289 muestreados (12 %). Este valor, en comparacion con los reportados en otros estudios,
es relativamente bajo debido posiblemente al hecho de que el mtDNA de las tortugas muta
mas lentamente que en otros organismos (Avise et al., 1992), por lo que se espera menos
variacion tanto en la poblacion como a nivel individual. Bass (1999) realiz6 analisis
genéticos de la tortuga carey (Eretmochelys imbricata) demostrando que cada colonia de
anidacion evaluada presentd caracteristicas gendmicas distintas e identificables con
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marcadores genéticos que posiblemente surgieron a partir de mutaciones heteroplasmicas
gque con el tiempo se fijaron en la poblacion.

En la tortuga Caretta caretta, Bowen et al. (1994) reportaron heteroplasmia en la regiéon no
codificante del mtDNA de 18 individuos, con variacion de 50 pb aproximadamente. Chaieb
et al. (2010), realizaron estudios con marcadores moleculares de mtDNA demostrando que
la poblacion de C. caretta del Mediterraneo es reproductiva y genéticamente independiente
a la poblacién del Atlantico. De los individuos muestreados en este estudio, s6lo uno mostré
heteroplasmia en el sitio 157 de 380 pb evaluados de la regién D-Loop. Laurent et al. (1998)
evaluaron la longitud de la region control del mtDNA en 42 individuos del Mediterraneo,
encontrando variaciones en la longitud de 300 a 700 pb, con heteroplasmia en sitios
especificos en tres individuos, concluyendo que estos datos permiten dilucidar la huella
digital del mtDNA y la estructura de la poblacion a nivel local.

Estudios recientes han demostrado la introgresion del material genético por procesos de
hibridacion en tortugas marinas. Reis et al. (2010) analizaron la diversidad genética de la
poblacion de tortugas C. caretta en Brasil a partir de 627 pb de la regién control del mtDNA.
Los autores identificaron introgresion interespecifica (hibridos) entre individuos de C.
caretta y Lepidochelys olivacea. Dichos individuos presentaron mtDNA propio de L. olivacea
con morfologia externa de C. caretta. Vilaca et al. (2012) también analizaron un conjunto
de 12 marcadores nucleares con el fin de investigar el patron de hibridacion en Brasil que
involucré a las tortugas marinas E. imbricata, C. caretta y L. olivacea. Los resultados
indicaron que la hibridacion entre especies en esta area es un fendmeno reciente, que
abarca por lo menos dos generaciones o 40 afos. Esto permite la posibilidad de que la
heteroplasmia presente en las diferentes especies de tortugas marinas se deba a procesos
de introgresion interespecifica de mtDNA.

3.6 PATOLOGIAS CAUSADAS POR MUTACIONES MITOCONDRIALES:

Otros estudios se han enfocado en las implicaciones que representa la heteroplasmia. La
comprension de las enfermedades mitocondriales, asi como sus posibles curas y
tratamientos han sido de relevancia cientifica durante muchos afios. Munwes, Geffen,
Friedmann, Tikochinski y Gafny (2011) analizaron la heteroplasmia en el anfibio Pelobates
syriacus y determinaron que las consecuencias de las mutaciones heteroplasmicas
dependen del tipo y localizacion de estas mutaciones, de la tasa de replicacion de la célula
y de la segregacion del mtDNA. La acumulacion de mutaciones somaticas (puntuales,
inserciones o deleciones) del mtDNA conduce a una disminucion de la funcién mitocondrial,
gue contribuye al envejecimiento celular y a la aparicion de enfermedades degenerativas
(Rubio y Verdecia, 2004). Estas enfermedades son un grupo heterogéneo de alteraciones,
gue se evidencian comunmente como encefalopatias y lesiones musculares, ademas de
dafos en 6rganos como higado, rifiones, corazon, retina, médula 6sea, nervios periféricos
y pancreas (Montoya et al., 2000).
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La proporcion de moléculas mutantes de mtDNA puede cambiar, por accion de la
segregacion replicativa, durante la divisién celular mitética y/o meiética, lo que conduce a
una serie potencialmente continua de defectos bioenergéticos. A medida que aumenta el
porcentaje de moléculas mutantes de mtDNA, el defecto bioenergético resultante se vuelve
cada vez mas grave. Esto debido a que los tejidos tienen diferentes umbrales
bioenergéticos, a medida que se supera ese umbral los sintomas patol6gicos se producen.
Teniendo en cuenta que los tejidos y 6rganos con mayores requerimientos bioenergéticos
son también los que se afectan principalmente en las enfermedades metabdlicas y
degenerativas comunes, se deduce que la disfuncion mitocondrial puede ser un
contribuyente importante para la aparicion de enfermedades complejas (Wallace y Chalkia,
2013).

Entre las células que mas demandan energia estan las neuronas, las miocéardicas y las
musculares esqueléticas; por lo tanto, ante el disfuncionamiento mitocondrial éstas se veran
gravemente afectadas. La disfunciébn de las mitocondrias por estrés oxidativo puede
generar convulsiones epilépticas, cominmente relacionada con los sindromes MERRF
(Epilepsia Mioclonica con Fibras Rojo-Rasgadas) y MELAS (Encefalomiopatia Mitocondrial
con Acidosis Lactica y Episodios de Accidentes Cerebrovasculares), ademas del sindrome
de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer y la ataxia de Friedreich (Rubio y Verdecia,
2004).

En humanos se demostrd que en individuos con trastornos mitocondriales, la proporcién de
MtDNA mutado heredado de la madre se correlaciona con la gravedad de la enfermedad
(Chinnery et al., 2000). Cataldo et al. (2013) evaluaron el grado de heteroplasmia de la
mutacion m.3243A>G en diferentes tejidos obtenidos de pacientes con Diabetes y Sordera
de Herencia Materna (MIDD). La identificacion de la mutacién permiti6 establecer
genéticamente la presencia de MIDD, lo que llev6 a una terapia apropiada y oportuna para
los pacientes que presentaban este cuadro clinico. Ye, Lu, Ma, Keinan y Gu (2014)
cuantificaron la prevalencia de la heteroplasmia y su efecto patégeno en 1085 individuos
humanos de 14 poblaciones mundiales. Estas secuencias se obtuvieron del Proyecto 1000
genomas usando una combinacion de umbrales estrictos y un método de maxima
verosimilitud para definir la heteroplasmia. Se demostré que aproximadamente el 90 % de
los individuos presentan al menos una mutacién heteroplasmica y aproximadamente el 20
% de los individuos albergan heteroplasmias que pueden causar enfermedades. En relacién
con su efecto perjudicial las heteroplasmias con frecuencia alélica inferior al 60 %,
evidenciaron reducciones significativas en la patogenicidad, lo que indica la accion del
efecto umbral fenotipico. Concluyen que la prevalencia de la heteroplasmia mitocondrial
con alto potencial patogénico en individuos sanos, junto con la posibilidad de que estas
mutaciones deriven en altas frecuencias dentro de subpoblaciones de células a lo largo de
la vida, enfatiza la importancia del manejo de la heteroplasmia para prevenir la progresion
de las enfermedades.

Las enfermedades mitocondriales humanas pueden tener una amplia variedad de patrones
de herencia materna, mendeliana o0 una combinacion de los dos. A esta complejidad se
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suma el hecho de que los fenotipos de las enfermedades mitocondriales pueden ser
diversos y solapados, es decir, la misma mutacién puede producir fenotipos muy diferentes,
y diferentes mutaciones pueden producir fenotipos similares (Wallace, 1999). Por ejemplo,
las mutaciones del mtDNA que causan los sindromes de LHON (Neuropatia Optica
Hereditaria de Leber), de Leigh y la distonia hacen referencia a la variabilidad clinica que
puede acompafiar a una mutacion heteroplasmica. El sindrome LHON y la distonia pueden
ser causados por la misma mutacion MTND6 * LDYT14459A, una transicion de G a A en el
gen ND6 mitocondrial. La mutacion convierte una alanina altamente conservada en el codén
72 a una valina (Wallace, 1999). Los pacientes con LHON presentan a mediana edad
ceguera de inicio repentino causada por la muerte del nervio 6ptico. Por otro lado, los
pacientes con distonia presentan a temprana edad trastornos del movimiento generalizado,
alteracion del habla, retraso mental y baja estatura. Se cree que LHON esta asociado con
porcentajes menores de mtDNA mutante, mientras que la distonia se relaciona con un
mayor porcentaje de moléculas mutantes (Wallace, 1999).

El sindrome de Leigh puede ser causado por la mutacion MTATP6 * NARP8993G, una
transicion T a G en el gen ATP6 (que codifica la subunidad 6 de la ATP sintasa mitocondrial)
gque cambia la leucina resultante en el cod6n 156 a una arginina. Puede causar debilidad
muscular neurogénica, ataxia y retinitis pigmentosa (NARP) cuando el porcentaje de
moléculas mutadas es inferior al 75 % del mtDNA total. Sin embargo, cuando el porcentaje
es mayor al 95 %, puede provocar el sindrome de Leigh de inicio precoz, frecuentemente
asociado con la hipotonia (Wallace, 1999).

3.7 PATOLOGIA Y GENOMICA COMPARATIVA ENTRE HUMANOS Y OTRAS ESPECIES:

Las enfermedades mitocondriales humanas que resultan de mutaciones estan asociadas
con una amplia gama de sintomas clinicos y afectan al menos a 1 de cada 8500 individuos
(Figura 1) (Sanchez-Martinez et al., 2006). El desarrollo de modelos animales que
reproduzcan la variedad de sintomas asociados a los trastornos humanos complejos es un
foco principal de la investigacion actual. Drosophila melanogaster ha sido un modelo
atractivo, en gran parte debido a su ciclo de vida corto, la presencia de muchos genes
ortdlogos de enfermedades humanas y la disponibilidad de diversas técnicas de gran
alcance para alterar su estructura molecular y regulacién génica (Sanchez-Martinez et al.,
2006).
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Figura 1. Enfermedades humanas ocasionadas por deficiencias mitocondriales. En
Harrison. Principios de medicina interna (p. 3000), por D. L. Kasper, A. S. Fauci, S. L.
Hauser, D. L Longo, J. L. Jameson y J. Loscalzo, 2015, New York, NY: McGraw-Hill
Education.

Segun Reiter, Potocki, Chien, Gribskov y Bier (2001), se han relacionado aproximadamente
289 genes de D. melanogaster con genes de enfermedades humanas. Asimismo, se han
determinado las secuencias de D. melanogaster relacionadas con varios tipos de céancer.

Se ha demostrado que se pueden presentar las mismas enfermedades hereditarias
ocasionadas por fallas en organelos celulares (mitocondrias, lisosomas, entre otras) en
diferentes especies. Jolly y Walkley (1997) compararon diferentes trastornos y patologias
lisosomales humanas en algunas especies de ovinos, bovinos, caprinos, caninos, felinos y
murinos. Concluyeron que las causas, sintomas y herencia de estas enfermedades son
muy similares en dichos grupos de mamiferos. Wallace (1999) sugiere que los analisis de
los modelos murinos son necesarios para la comprension de las enfermedades
mitocondriales. Concluye que los ratones Antl-deficiente son modelos viables porque su
sintomatologia a las mutaciones en el mtDNA es muy similar a la de los humanos,
generando la posibilidad de introducir mutaciones patégenas de mtDNA en la linea germinal
de los ratones. Estos modelos permitirian recapitular la variacion genética y fisioldgica que
se observa en las enfermedades mitocondriales y, en Gltima instancia, podrian proporcionar
nuevas e importantes perspectivas sobre el rol de los defectos mitocondriales en las
enfermedades progresivas, incluyendo el envejecimiento y el cancer.

23



Huynen et al. (2009) determinaron que la mayor parte de los genes nucleares y
mitocondriales involucrados en enfermedades humanas se pueden encontrar a lo largo de
los eucariotas. La proteina Twinkle, es la helicasa responsable de la neuropatia sensorial
ataxica y esta presente en cinco de los seis principales phyla eucariotas. Otros son de
origen mas reciente, y solo pueden encontrarse en metazoos, como el regulador de
apoptosis BCL2. Asimismo, la proteina CYP11B1, que se encuentra en vertebrados, esta
implicada en el aldosteronismo remediable por glucocorticoides. En amniotas, el PANK2
esta involucrado en la neurodegeneracion asociada a pantotenato-quinasa. Estos datos
demuestran que es posible que gran parte de las enfermedades humanas se desarrollen
en otros organismos que presenten genes ortélogos.

Aunque los anteriores modelos animales de mutacion espontanea de mtDNA muestran
algunos fenotipos caracteristicos similares de las enfermedades mitocondriales humanas,
las mutaciones en cuestién no son idénticas a las observadas en los humanos. Por lo tanto,
ademas de los modelos animales resultantes de mutaciones de mtDNA de novo, otros
modelos son necesarios para avanzar en la comprensiéon de los diversos mecanismos por
los que las mutaciones mitocondriales resultan en enfermedades (Dunn, Cannon, lrwin y
Pinkert, 2012).

Se ha propuesto que dentro del genoma mitocondrial hay regiones practicamente idénticas
entre especies de vertebrados de diferentes clases. Yang et al. (2014) disefiaron cebadores
conservados para obtener las secuencias gendémicas mitocondriales de segmentos
homadlogos del mtDNA de 11 especies animales, incluyendo peces (Plecoglossus altivelis),
anfibios (Xenopus laevis) y mamiferos (Mus musculus, Bos Taurus, Pan Paniscus, Gorila
gorila, Lemur Catta, Cebus albifrons, Tarsius bancanus, Hylobates lar y Homo sapiens).
Identificaron regiones altamente conservadas tales como tres segmentos del gen 12S rRNA
y cinco segmentos del gen rRNA 16S, los cuales eran idénticos entre las 11 especies.

Nachman, Brown, Stoneking y Aquadro (1996) demostraron que los polimorfismos en
humanos son cualitativamente similares a los observados en el mtDNA de ratones y
moscas. Sin embargo, se desconoce el mecanismo general que pueda explicar este
resultado. Mus domesticus, D. melanogaster y Drosophila simulans coexisten con seres
humanos y no esta claro como esto puede afectar las presiones de seleccion con el tiempo.
Se concluye que sera Util estudiar los patrones de polimorfismos y divergencias del mtDNA
en especies que no estén asociadas con seres humanos y cuyos habitats y rangos hayan
permanecido estables durante varios millones de afios.

Kujoth et al. (2005) sefialan que las mutaciones en el ADN mitocondrial se acumulan en los
tejidos de las especies de mamiferos, planteando la hipétesis de que dichas mutaciones
contribuyen al envejecimiento. Demostraron que los ratones que expresan versiones
deficientes en la revision de la DNA polimerasa subunidad gamma (yPOLG) acumulan
mutaciones en el mtDNA y muestran caracteristicas de envejecimiento acelerado. Los
ratones mutantes tenian menos expectativa de vida (para ratones D257A: supervivencia
méxima 460 dias; para ratones de tipo salvaje: supervivencia maxima 9850 dias) y
presentaron varios fenotipos anormales en tejidos de rapida renovacion celular. Estos
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fenotipos se relacionaron con la edad e incluyeron involucion timica, atrofia testicular
asociada con el agotamiento de las espermatogonias, pérdida de masa 6sea, pérdida de
criptas intestinales, disminucién progresiva de los gldbulos rojos circulantes y pérdida de
peso. Concluyeron que la acumulacion de mutaciones en el mtDNA no se asocié con el
aumento de marcadores de estrés oxidativo o con defectos en la proliferacion celular, pero
si se correlaciond con la induccién de marcadores apopt6ticos en los tejidos caracterizados
por la rotacién celular rapida. También registraron que los niveles de marcadores
apoptéticos aumentaron durante el envejecimiento en ratones normales. Por lo tanto, la
acumulacion de mutaciones en el mtDNA que promueven la apoptosis puede ser un
mecanismo central que conduce al envejecimiento de mamiferos (Kujoth et al., 2005).

Para la deteccion de mutaciones y patologias a nivel molecular es necesario la
implementacién de tecnologias bioinformaticas que permitan evaluar detalladamente la
variacion nucleotidica inter e intraespecificamente de las especies. Debido a esta necesidad
surgieron técnicas como la secuenciacion de proxima generacion (NGS) que ha aportado
nuevo conocimiento y ha abierto nuevos campos de estudio en la ciencia (Huang, 2011).

3.8 SECUENCIACION DE PROXIMA GENERACION (NGS) PARA LA DETERMINACION DE
HETEROPLASMIA:

Los avances tecnoldgicos han permitido mejorar las técnicas y metodologias que se
implementan en la investigacién genémica. Es asi como la secuenciacion de proxima
generacion (NGS) ha revolucionado esta investigacion al interponer una nueva era en la
secuenciacién del DNA. Usando NGS, un genoma humano completo se puede secuenciar
en un solo dia, por el contrario, la anterior tecnologia de secuenciacién Sanger, utilizada
para descifrar el genoma humano, requiri6 mas de una década para entregar el borrador
final (Huang, 2011).

Con respecto a la identificacién de heteroplasmia, la diferencia mas sustancial entre NGS
y Sanger es la sensibilidad de detecciéon. Con NGS, la secuenciacion paralela permite el
descubrimiento de moléculas de muy baja frecuencia (<5 %) (Just, Irwin y Parson, 2015).
Tales variantes de secuencia de bajo nivel son a menudo imperceptibles en los datos de
traza de electroforesis capilar basados en Sanger, que esencialmente reflejan secuencias
consenso de mtDNA. Incluso se ha demostrado que las variantes heteroplasmicas que
representan menos del 10 % de las moléculas de mtDNA o productos de PCR pueden
detectarse a partir de datos obtenidos con NGS (Rebolledo-Jaramillo et al., 2014). Sin
embargo, la deteccion de heteroplasmia en estos niveles inferiores es dependiente de las
lecturas obtenidas (Just et al., 2015).

Las plataformas NGS realizan secuenciacion en paralelo de millones de pequefios
fragmentos de DNA y utilizando herramientas bioinformaticas se reconstruyen las diferentes
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secuencias del genoma nuclear y/o mitocondrial, proporcionando datos precisos y amplia
perspectiva de la variacioén nucleotidica en los organismos evaluados (Huang, 2011).

La caracterizacion de las secuencias del mtDNA es importante para la compresion y
diagnéstico molecular de las enfermedades mitocondriales. Actualmente, se estan
desarrollando metodologias que permitan determinar simultaneamente secuencias
completas de mtDNA, identificando y cuantificando los niveles de heteroplasmia en todo el
genoma. Tang y Huang (2010), utilizaron la plataforma lllumina para secuenciar muestras
de mtDNA humano de dos sujetos que se combinaron en cinco proporciones diferentes
(1:99, 5:95, 10:90, 20:80 y 50:50). Evaluaron la sensibilidad, especificidad y exactitud de
este sistema. Todos los niveles de heteroplasmia = 5 % se detectaron en el 100 % de los
casos practicamente sin falsos positivos y las estimaciones de estos niveles fueron
préximos a los valores teéricos (Coeficiente de correlacion = 0,96). Finalmente concluyen
gue la secuenciacion de proxima generacion (NGS) es una plataforma simple, de alto
rendimiento y rentable para la secuenciacion de genomas mitocondriales con sensibilidad
y especificidad para la deteccién de la heteroplasmia. Por otro lado, Ramos et al. (2013)
investigaron la frecuencia y el espectro mutacional de la heteroplasmia en el genoma
mitocondrial de 109 humanos por medio de NGS. Los resultados mostraron que los
individuos heteroplasmicos superaron el 61 % de la muestra y que la heteroplasmia en
nucleétidos puntuales fue del 28,7 %. En conclusion, los autores sugieren que la deriva
genética y/o la seleccién natural pueden estar actuando en el mtDNA para reducir la
frecuencia de las mutaciones heteropldsmicas a nivel poblacional. De hecho, la
heteroplasmia en posiciones altamente estables podria tener un mayor impacto en la
viabilidad de las mitocondrias, lo que sugiere que la seleccion purificadora debe estar
operando para prevenir su fijacion dentro de los individuos.

Debido a que se ha hecho mucho énfasis en el estudio de la heteroplasmia en muestras
humanas y en contextos médicos, es necesario situar estos resultados en contextos
genéticos y evolutivos para explorar los principios generales de la heteroplasmia. Rensch,
Villar, Horvath, Odom y Flicek (2016) describieron la heteroplasmia presente en algunas
especies de mamiferos mediante evaluaciones integradas con NGS con la técnica ChiIP-
Seq. Desarrollaron nuevos enfoques para detectar heteroplasmia en fracciones de mtDNA
gue también explican la tasa de error de la tecnologia NGS. La aplicacién de este método
en 79 individuos de 16 especies revelé 107 posiciones heteroplasmicas presentes en 45
individuos. Un andlisis posterior revelé que la mayoria de las heteroplasmias detectadas
ocurrieron en regiones intergénicas. Ademas, concluyeron que la deteccién de
heteroplasmia en los vertebrados evaluados compartié caracteristicas similares con las
heteroplasmias humanas.

No obstante, la tasa de error asociada con estas tecnologias debe tenerse en cuenta para
evitar la falsa deteccion de la heteroplasmia. Li et al. (2010) por medio de simulaciones y
datos de secuencias phiX174 disefiaron criterios para la deteccién precisa de la
heteroplasmia con la plataforma lllumina. Usaron mezclas artificiales y réplicas de datos
para comprobar y refinar los criterios de evaluacion. Estos criterios fueron aplicados a las
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secuencias de mtDNA de 131 individuos de cinco poblaciones de Eurasia. Identificaron 37
sitios heteroplasmicos con una frecuencia del 10 % o superior en 32 individuos.
Concluyeron que la deriva genética y la seleccion natural influyen en el destino de la
heteroplasmia y determinan el espectro de los polimorfismos en los seres humanos.
También recomiendan implementar NGS con criterios apropiados para evitar falsos
positivos debido a errores de secuenciacion y obtener perspectivas confiables sobre los
aspectos genéticos de la heteroplasmia en el mtDNA.

4 DELIMITACION DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS

4.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cudl es el porcentaje de heteroplasmia presente en las tortugas marinas E. imbricata y C.
caretta?

¢ Qué mutaciones heteroplasmicas presentes en las tortugas marinas E. imbricata y C.
caretta se relacionan con mutaciones patolégicas humanas?

4.2 OBJETIVOS

4.2.1 Objetivo general

Identificar y analizar la heteroplasmia en las tortugas marinas E. imbricata y Caretta caretta.

4.2.2 Objetivos especificos

1. Establecer el genoma mitocondrial completo de las tortugas marinas E. imbricata y
C. caretta.

2. Determinar la heteroplasmia en cada uno de los 37 genes y la regién control de las
tortugas marinas E. imbricata y C. caretta.

3. Relacionar las mutaciones heteropldsmicas de las tortugas marinas E. imbricata y
C. caretta con patologias mitocondriales humanas.
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5 HIPOTESIS

La heteroplasmia en los genomas mitocondriales completos de las tortugas marinas E.
imbricata 'y C. caretta es igual a 0 %.

Las mutaciones heteroplasmicas identificadas en las tortugas marinas E. imbricata y C.
caretta no se relacionan con patologias mitocondriales humanas.

6 METODOLOGIA

6.1 DISENO EXPERIMENTAL

Previamente a este proyecto se secuencio el transcriptoma completo mediante RNA-Seq,
con la plataforma lllumina Hi-seqg 2000, de cuatro individuos de las especies E. imbricata
(1) y C. caretta (3) del Oceanario CEINER de la isla de San Martin de Pajarales, Parque
Nacional Corales del Rosario y San Bernardo (Bolivar, Colombia).

Se filtraron los fragmentos (contigs) de cada transcriptoma para establecer el mitogenoma
completo de cada individuo alineando los datos locales obtenidos de la secuenciacion
contra los genomas mitocondriales de E. imbricata y C. caretta (nUmero de acceso:
JX454986 y NC_016923.1 respectivamente) reportados en GenBank del Centro Nacional
para la Informacion Biotecnolégica (NCBI). La alineacién se realiz6 por medio de la
Herramienta de BUsqueda de Alineamiento Basico Local (BLASTn) (Anexo 10.1).

Los contigs de las secuencias mitocondriales de cada cada tortuga E. imbricata y C. caretta,
se almacenaron en formato FASTA. Utilizando el programa Geneious 6.1.6 (Kearse et al.,
2012) se ensamblaron todos los contigs de cada individuo utilizando secuencias
mitocondriales de estas tortugas publicadas anteriormente como referencia (nimero de
acceso: JX454986 para E. imbricata y NC_016923.1 para C. caretta). Para cada secuencia
consenso se realizaron alineaciones pareadas con cada uno de los 37 genes codificados
por el mtDNA (reportados en GenBank) mediante la herramienta BLAST refseq_genomic
del NCBI. Esto permitié ubicar cada gen dentro del genoma consenso para cada uno de los
individuos secuenciados. Finalmente se construyé el genoma circular del mtDNA de cada
tortuga con la posicion exacta para cada gen en su respectiva cadena (pesada o ligera).
Para corroborar que las secuencias obtenidas eran de C. carettay E. imbricata se construy6
un arbol filogenético con el software MEGA 6 (Tamura et al., 2013) utilizando el algoritmo
de maxima verosimilitud (ML) (Guindon y Gascuel, 2003), comparando los cuatro mtDNA’s
de los individuos evaluados con genomas mitocondriales de tortugas previamente
publicados (Tabla 1), determinando asi la proximidad entre especies.

28



Tabla 1. Referencia de los trece genomas de tortugas marinas utlizadas para la

construccion del arbol filogenético.

Especie Longitud Autores Numero de Origen
P (pb) Acceso Geogréfico
Dermochelys 16420 | Ducheneetal. (2012) | JX454969 México
coriacea
Caretta caretta 16362 Otélora & Hernandez KP256531 Colombia
(2014)
Caretta caretta 16737 Drosopoulou et al. FR694649 Grecia
(2012)
Caretta caretta 16737 Drosopoulouetal. |\~ 16923 Grecia
(2012)
Caretta caretta 16411 Duchene et al. (2012) JX454988 Peru
Caretta caretta 16454 Duchene et al. (2012) JX454983 USA
Natator depressa 16281 Duchene et al. (2012) JX454975 Australia
. Kumazawa & Nishida Océano
Chelonia mydas 16497 (1999) AB012104 Atléntico
Eretmochelys 16386 Beltran et al. (2013) | KP221806 | Colombia
imbricata
Eretmochleys 16347 | Ducheneetal. (2012) | JX454986 | Costa Rica
imbricata
Eretmochelys 16349 | Ducheneetal. (2012) | JX454980 Singapur
imbricata
Lepidochelys kempii 16382 Duchene et al. (2012) JX454981 USA
Lepidochelys Tandon, Trivedi & -
olivacea 16808 Kashyap (2016) AM258984 | Indo-Pacifico

Para determinar la heteroplasmia en cada uno de los 37 genes y la regién control de las
tortugas marinas E. imbricata y C. caretta se realizaron alineamientos multiples de los
mitogenomas construidos con genomas mitocondriales de referencia de E. imbricata y C.
caretta reportados en el GenBank (numero de acceso: JX454986 y NC_016923.1,
respectivamente). Este procedimiento permitié obtener las lecturas alineadas de tal forma
gue se compararon entre ellas para determinar las variaciones nucleotidicas en el mtDNA
de cada individuo estudiado. Para cada sitio heteroplasmico se identific6: cobertura
(numero total de lecturas en esa posicion), cambio de nucledtidos, ubicacion (sitio y gen en

el que se encuentra) y longitud de la secuencia heteroplasmica.

Para identificar las enfermedades mitocondriales humanas que potencialmente podrian
desarrollar las tortugas evaluadas se compar6 cada sitio heteroplasmico en los cuatro
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genomas con las 665 mutaciones que en humanos producen enfermedades ya descritas
en la base de datos del genoma mitocondrial humano MITOMAP (http://www.mitomap.org/).

Las cuatro secuencias consenso de los genomas mitocondriales que se obtuvieron se
sometieron a revision en GenBank para su posterior publicacién en esta base de datos. Los
requerimientos  necesarios para este proceso se pueden revisar en:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/index.cqgi?tool=genbank

Datos

Obtencion de DNA del tejido sanguineo de individuos E. imbricatay C. caretta para la secuenciacion gendmica por medio
de la plataforma Illumina HiSeq 2000

T l—_—

Almacenamiento lllumina HiSeq m

Deteccion de heteroplasmia y relacidon de patologias heteroplasmicas

Alineacion de lecturas Filtro de lecturas Deteccion de heteroplasmia  Mapeo gendmico
Transcriptoma completo mtDNA mtDNA =
.
I e |
| et |
I
.
— E—

Relacion de enfermedades

Figura 2. Diagrama de flujo que resume la metodologia del proyecto.

7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 GENOMICA ESTRUCTURAL:

El mtDNA de los individuos 1 (Eil), 2 (Ccl), 3 (Cc2) y 4 (Cc3) comprende 16498, 16633
16461 y 16446 pb, respectivamente. La diferencia en la longitud de los genomas se debe a
diferencias en la region hipervariable D-Loop del mtDNA. Segun Moritz et al. (1987), la
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/index.cgi?tool=genbank

region D-Loop contiene segmentos secuenciales capaces de formar estructuras
secundarias las cuales alteran la longitud del mtDNA. Las variaciones en esta regién no
generan repercusiones serias en los organismos debido a que no codifica informacion
genética, aunque es el responsable de la transcripcion y replicacion del genoma
mitocondrial (Chen y Butow, 2005). El porcentaje promedio de bases nitrogenadas
presentes en los cuatro genomas (Tabla 2) estan en acuerdo con publicaciones previas
(Drosopoulou et al., 2012; Duchene et al., 2012). Siendo alto para Adenina (35,5 %), medio
para Citosina y Timina (26,9 % y 25,6 % respectivamente) y bajo para Guanina (12 %).

Tabla 2. Porcentajes de las bases nitrogenadas presentes en los genomas de los cuatro
individuos evaluados.

Individuo Eil Ccl Cc2 Cc3

Base nitr.
Adenina 357 354 354 354
Timina 253 25,9 25,6 25,6
Guanina 11,9 11,9 12,1 12,1
Citosina 27,1 26,9 26,9 26,9

La disposicion de los 37 genes en cada mitogenoma coincidio, para todos los casos, con la
disposicién de los genes de los mitogenomas publicados por Drosopoulou et al. (2012) y
Duchene et al. (2012) en GenBank (nimero de acceso: NC 016923.1 y JX454986
respectivamente) (Tabla 3). Los genomas mitocondriales se observan en la Figura 3. Los
genes ribosomales (rRNA) 12S y 16S de los cuatro individuos consisten de 969-971y 1609-
1611 pb respectivamente. Asimismo, los 22 genes RNA de transferencia (tRNA) estan
dispuestos a lo largo del genoma (14 en la hebra pesada y 8 en la hebra ligera), poseen
tamanfios variables entre 66 y 77 nucle6tidos. En todos los individuos evaluados las parejas
tRNA"-tRNACM,  tRNACSN-tRNAMet vy tRNAS®-tRNA'Y presentaron sobrelape de un
nucleétido. Segun Kumazawa y Nishida (1999) y Jung et al. (2006) este tipo de sobrelape
entre tRNA’s es comun en los genomas mitocondriales de tortugas marinas.

Tabla 3. Organizacion del genoma mitocondrial de los cuatro individuos E. imbricata y C.
caretta.

31



Gen Eil Ccl Cc2 Cc3
Cadena|Tamafio (pb)| incio | final |Cadena Tamafio (pb) incio final [Cadena|Tamafio (pb)| incio | final |Cadena|Tamafio (pb)| incio | final
tRNA-Phe H 70 1 70 H 69 1 69 H 71 1 71 H 71 1 71
rRNA-12S H 971 71 1041 H 970 70 1039 H 969 72 1040 H 969 72 1040
tRNA-Val H 69 1042 | 1110 H 69 1040 | 1108 H 69 1041 | 1109 H 69 1041 | 1109
rRNA-16S H 1611 1111 | 2721 H 1611 1109 | 2719 H 1609 1110 | 2718 H 1609 1110 | 2718
tRNA-Leu H 76 2722 | 2797 H 76 2720 | 2795 H 76 2719 | 2794 H 76 2719 | 2794
ND1 H 970 2798 | 3767 H 967 2796 | 3762 H 967 2795 | 3761 H 967 2795 | 3761
tRNA-Ile H 69 3769 | 3837 H 69 3764 | 3832 H 69 3763 | 3831 H 69 3763 | 3831
tRNA-GIn L 71 3907 | 3837 L 71 3902 | 3832 L 71 3901 | 3831 L 71 3901 | 3831
tRNA-Met H 69 3907 | 3975 H 69 3902 | 3970 H 69 3901 | 3969 H 69 3901 | 3969
ND2 H 1042 3976 | 5017 H 1042 3971 | 5012 H 1042 3970 | 5011 H 1042 3970 | 5011
tRNA-Trp H 77 5018 | 5094 H 77 5013 | 5089 H 77 5012 | 5088 H 77 5012 | 5088
tRNA-Ala L 69 5164 | 5096 L 69 5159 | 5091 L 69 5158 | 5090 L 69 5158 | 5090
tRNA-Asn L 73 5238 | 5166 L 73 5233 | 5161 L 73 5232 | 5160 L 73 5232 | 5160
tRNA-Cys L 66 5330 | 5265 L 66 5325 | 5260 L 66 5324 | 5259 L 66 5324 | 5259
tRNA-Tyr L 71 5401 | 5331 L 71 5396 | 5326 L 71 5395 | 5325 L 71 5395 | 5325
Col H 1548 5403 | 6950 H 1548 5398 | 6945 H 1548 5397 | 6944 H 1548 5397 | 6944
tRNA-Ser L 71 7012 | 6942 L 71 7007 | 6937 L 71 7006 | 6936 L 71 7006 | 6936
tRNA-Asp H 70 7015 | 7084 H 70 7010 | 7079 H 70 7009 | 7078 H 70 7009 | 7078
coll H 687 7085 | 7771 H 687 7080 | 7766 H 687 7079 | 7765 H 687 7079 | 7765
tRNA-Lys H 73 7772 | 7844 H 73 7767 | 7839 H 73 7766 | 7838 H 73 7766 | 7838
ATP 8 H 165 7846 | 8010 H 165 7841 | 8005 H 165 7840 | 8004 H 165 7840 | 8004
ATP 6 H 682 8001 | 8682 H 682 7996 | 8677 H 682 7995 | 8676 H 682 7995 | 8676
coil H 784 8693 | 9476 H 784 8679 | 9462 H 784 8678 | 9461 H 784 8678 | 9461
tRNA-Gly H 68 9477 | 9544 H 68 9463 | 9530 H 68 9462 | 9529 H 68 9462 | 9529
ND3 H 350 9545 | 9894 H 350 9531 | 9880 H 350 9530 | 9879 H 350 9530 | 9879
tRNA-Arg H 70 9895 | 9964 H 70 9881 | 9950 H 70 9880 | 9949 H 70 9880 | 9949
NDAL H 297 9965 | 10261 H 297 9951 | 10247 H 297 9950 | 10246 H 297 9950 | 10246
ND4 H 1381 10255 | 11635 H 1381 10241 | 11621 H 1381 10240 11620 H 1381 10240 | 11620
tRNA-His H 70 11636 | 11705 H 70 11622 | 11691 H 70 11621 | 11690 H 70 11621 | 11690
tRNA-Ser H 66 11706 | 11771 H 66 11692 | 11757 H 66 11691 | 11756 H 66 11691 | 11756
tRNA-Leu H 72 11771 11842 H 72 11757 | 11828 H 72 11756 | 11827 H 72 11756 | 11827
ND5 H 1800 11843 | 13642 H 1797 11829 | 13625 H 1797 11828 | 13624 H 1797 11828 | 13624
ND6 L 525 14165 | 13641 L 525 14145 | 13621 L 525 141441 13620 L 525 14144 | 13620
tRNA-Glu L 68 14233 | 14166 L 68 14213 | 14146 L 68 14212 | 14145 L 68 14212 | 14145
Cytb H 1144 14237 15380 H 1144 14217 | 15360 H 1144 14216 | 15359 H 1144 14216 | 15359
tRNA-Thr H 71 15381 | 15451 H 71 15361 | 15431 H 71 15360 | 15430 H 71 15360 | 15430
tRNA-Pro L 71 15523 | 15453 L 71 15503 | 15433 L 71 15502 | 15432 L 71 15502 | 15432
[D-loop] / 975 15524 | 16498 / 1130 15504 | 16633 / 959 15503 | 16461 / 944 15503 | 16446

A pesar de la amplia variacion en la estructura del genoma mitocondrial entre los phyla de
animales, el orden de los genes codificantes de proteinas, el contenido y la disposicion son
idénticos entre las tortugas E. imbricata, C. caretta y la mayoria de los vertebrados. De los
genomas mitocondriales conocidos de los vertebrados, el 80 % aproximadamente tienen
este mismo orden de genes (Broughton, Milam y Roe, 2001).

Todos los genes codificantes de proteinas estan codificados por la hebra H, a excepcién
del gen ND6, que esta codificado por la hebra L. En todos los individuos se evidencio
sobrelape en los genes ATP8-ATP6 y ND4L-ND4 de 10 y 7 pb respectivamente, mientras
gue en los genes ND5-NDG6 el sobrelape fue de 2 pb para Eil y de 5 nucleétidos para los
tres individuos Cc. Esta también es una caracteristica comun en vertebrados, aunque en
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mamiferos los genes ATP8 y ATP6 se superponen aproximadamente por 40-46 pb.
(Broughton et al., 2001).

La tendencia observada en todos los individuos es que los genes codificantes de proteinas
utilizan ATG como codon de inicio, excepto COI, que utiliza GTG. A su vez, cuatro genes
codificantes de proteinas (COIl, ATP8, ND4L y ND5) terminan con el codon TAA, mientras
que los genes COIl y ND6 terminan con AGG. El resto de genes (ND1, ND2, ATP6, COIl,
COlll, ND3, ND4, y Cytb) no poseen codones de parada convencionales pero muestran una
T terminal o TA. Segun Ojala, Montoya y Attardi (1981) esta condicion es comun entre los
genes del mtDNA de los vertebrados y proponen que probablemente el codén de parada
es completado con poliadenilacion post-transcripcional.
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- Complejo | (subunidades NADH deshidrogenasa) - tRNA's
- Complejo Il (Citocromo b) - RNA ribosomal

Complejo IV (subunidades Citocromo ¢ oxidasa) Region hipervariable

- Complejo V (subunidades ATP sintasa)

Figura 3. Organizacion de los genomas mitocondriales de los cuatro individuos E. imbricata
y C. caretta. A. Eil, B. Ccl, C. Cc2 y D. Cc3. Los genes que codifican proteinas y rRNA’s
se muestran con las abreviaciones estandar. Los tRNA’s se muestran con la nomenclatura
de una letra de su respectivo aminoé&cido.

Para corroborar las relaciones de los mitogenomas estudiados se elabor6 un é&rbol
filogenético mediante el método de maxima verosimilitud utilizando las secuencias de
diferentes especies de tortugas previamente descritas (Figura 4). También se identifico el
posible haplotipo de cada individuo, implementando la secuencia del D-Loop, con el fin de
dilucidar sus posibles zonas de forrajeo y/o anidacion (Tabla 4). Las secuencias de los
individuos Cc1, Cc2 y Cc3 se relacionaron con las secuencias de C. caretta descargadas
del GenBank. C. caretta posteriormente se agrup6 con las dos especies del género
Lepidochelys conformando la Subfamilia Carettinae. Esta Subfamilia a su vez se asocio con
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las secuencias de E. imbricata, incluyendo la secuencia Eil, para conformar la Familia
Cheloniidae. Como grupo externo se utilizé la especie Dermochelys coriacea la cual es
representante de la Familia Dermochelyidae.

I: SF Chelonioidea
II: F Dermochelyidae
ll; F Cheloniidae oo
IV: SbF Carettinae i ol Caretta caretta
V: ShF Cheloniinae CoPER
" |_L CeC3
Cc-C-2 1
Lk-USA I Lepidochelys kempii
Lo-IP T Lepidochelys olivicea
Ei-C
i v Fi-SG Eretmochelys imbricata
LI_Ei-CR
Ei-C-1 1
| Nd-A 1 Natator depressa
" Cm-0A T Chelonia mydas
Dim-MX T Dermochelys coriacen
0.02

Figura 4. Arbol filogenético de méaxima verosimilitud basado en la alineacién nucleotidica
del mtDNA completo de los cuatro individuos E. imbricata y C. caretta con otras especies
de referencia.

El individuo Eil present6 99 % de identidad con el haplotipo EiAl1l y se asemejé mas con
el individuo Ei de Costa Rica (Tabla 1). Este haplotipo fue reportado por Browne, Horrocks
y Abreu-Grobois (2010) en Barbados (Antillas) y junto al haplotipo EiAO1 son los mas
dominantes de E. imbricata en el Caribe Oriental. El individuo Cc1 posee 99 % de identidad
con el haplotipo CC-A10.4. y se agrup6 con los individuos Cc de Grecia y USA (Tabla 1).
Este haplotipo fue reportado por Yilmaz, Turkozan, Bardakci, White y Kararaj (2012) en
Albania. Sugieren que este haplotipo es una variante del haplotipo CC-A10 que se ha
registrado en Grecia. Por lo tanto, es probable que este individuo provenga principalmente
de poblaciones anidantes en Grecia. Los individuos Cc2 y Cc3, que se relacionaron mas
fuertemente entre ellos en el &rbol filogenético, presentaron identidad del 99 % con el
haplotipo CC-A11.3. Este haplotipo fue reportado por Shamblin et al. (2012) en las playas
de Quintana Roo (México). Aunque no se pudo verificar el haplotipo de cada individuo con
el 100 % de identidad, estas aproximaciones permiten inferir los posibles lugares de
procedencia y/o forrajeo de cada individuo.
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Tabla 4. Haplotipo relacionado para cada individuo.

Zonas de
Individuo | Identidad | Haplotipo | N. de acceso | forrajeo/anidacion
Eil 99 % EiAl11 EF210784.1 Barbados
Ccl 99 % CC-A10.4 | JQ350706.1 Albania
Cc2 99 % CC-A11.3 | JF922016.1 México
Cc3 99 % CC-A11.3 | JF922016.1 México

Los cuatro genomas mitocondriales de este estudio se publicaron en la base de datos del
GenBank con los numeros de acceso: MF571906 (Eil), MF554690 (Ccl), MF579504 (Cc2)
y MF579505 (Cc3).

7.2 GENOMICA FUNCIONAL:

Los cuatro individuos evaluados presentaron heteroplasmia en diferentes porcentajes
(Figura 5). Ccly Eil fueron similares con 1,8 % (299 de 16633 sitios) y 1,7 % (286 de 16498
sitios) de heteroplasmia respectivamente. Cc3 presentd el grado mas bajo de heteroplasmia
con 0,37 % (61 de 16446 sitios) mientras que Cc2 tuvo el grado mas alto con 7,1 % (1173
de 16461 sitios). El reporte completo de la heteroplasmia evidenciada se encuentra en el
Anexo 10.2. Los valores porcentuales encontrados en este estudio son inferiores a los
reportados por Bermingham et al. (1986) para Hyla gratiosa e Hyla cinérea (Anura) de 8 %
y 1,4 % respectivamente, siendo este Ultimo porcentaje similar al presentado por Ccly Eil.

Aungque no existen reportes del porcentaje de heteroplasmia del genoma mitocondrial
completo de vertebrados, existen reportes de la region control (D-loop). Ludwig et al. (2000)
reportaron diferentes grados de heteroplasmia en la region control de individuos del género
Huso (Actinopterygii), estos variaron entre 0,064 y 0,834 %. Por otro lado, Bowen et al.
(1994) reportaron heteroplasmia en 18 individuos C. caretta en la region no codificante del
mtDNA de aproximadamente 50 pb lo que corresponde a cerca del 3,5 % de esta region.
En cuanto a este estudio, los resultados muestran que Eil, Ccl y Cc3 no presentaron
heteroplasmia en la region D-Loop, mientras que Cc2 tuvo 2,08 % de heteroplasmia que
corresponde a 20 de 959 pb (Anexo 10.3), aunque no se descarta esta opcién a nivel
poblacional debido a que el tamafio de muestra solo fue de cuatro individuos. No obstante,
se deben tener en cuenta los errores asociados a la técnica de secuenciacion (plataforma
[llumina 2000) que pueden producir falsos positivos, es decir, errores de secuenciacion que
se consideren falsamente heteroplasmia los cuales desarrollando la técnica de forma
adecuada se pueden reducir a 0 % (Li et al., 2010). A su vez, pueden surgir problemas con
la técnica PCR implicada en la preparacion de la biblioteca de secuenciacion, dado que se
puede alterar la proporcién de alelos diferentes y el error de amplificacién puede dar como
resultado falsos positivos (Li et al., 2010).
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Figura 5. Porcentaje de heteroplasmia total para cada individuo.

Para el individuo Eil, el 1,7 % de heteroplasmia correspondi6 en mayor medida a
mutaciones en los genes tRNAYS, ATP8 y COIll con 16,7 %, 16,4 % y 13,6 %,
respectivamente (Figura 6). Asimismo, el gen ND6 y la zona intergénica ubicada en el sitio
14214 aportaron el menor porcentaje con 0,35 % cada uno. Teniendo en cuenta que los
tRNA’s cumplen una funcion crucial en la sintesis proteica al transferir los aminoacidos
hacia los ribosomas y ordenarlos a lo largo de la molécula del RNA mensajero, es posible
que este individuo tenga inconvenientes en la transferencia del aminoacido lisina (Hall y
Guyton, 2011). El porcentaje de heteroplasmia para el gen que codifica la proteina ATP8
fue alto, esta porteina esta relacionada con el ensamblaje del dominio Fo (dominio
membranal) de la ATP-sintasa (Cano-Estrada y Gonzalez-Halphen, 2011).
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Figura 6. Distribucion porcentual del 1,7 % de heteroplasmia presente en el individuo Eil.

Respecto al 1,8 % de heteroplasmia que presentd en total el individuo Ccl, el mayor
porcentaje (25,4 %) correspondié a mutaciones situadas en el Cytb, seguido por los genes
tRNA%9 y ND3 con 16 % y 15 % respectivamente. Las regiones que menos aportaron al
porcentaje total de heteroplasmia en Cc1 fueron el tRNA™ y tRNAP™ cada uno con 0,33 %
Figura 7). El Cytb hace parte del complejo Ill de la cadena respiratoria (bcl) o ubiquinol-
citocromo c reductasa y esté involucrado en el transporte de electrones y la generacion de
ATP para las células (Howell, 1989).
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Figura 7. Distribucién porcentual del 1,8 % de heteroplasmia presente en el individuo Ccl.
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El individuo Cc2 present6 el mayor porcentaje de heteroplasmia (7,1 %). El gen ND5
presentd el 59,1 % del total de la heteroplasmia en este individuo. EI gen ND4 aport6 el
18,8 % de la heteroplasmia total. Los genes con menor aporte fueron ND1, ATP6, tRNACY
y tRNA™ con 0,09 % cada uno (Figura 8). ND5 hace parte del complejo enzimético | el cual
cumple la funcion de impulsar la produccién de ATP mediante la trasferencia de electrones
proporcionando energia para la célula (Quintero y Navarro, 2012).

70
59.16
60
50
40
X 30
18.84
20
4.26 4.69 4.52
10 509 0.77 239 0.43 1.53 0.17 0.09 0.17 0.09 1.02 9,09 1.71
0
N )
& @ @@x PN o A X > ® & »"’0 BRI oQ\
FTFLFFIFF L FFLTIFFE &S FSF
&o%e’ Ny ‘8"% «o%e’ & é{\'b 0+\ R KO%Q' & L KO%e’ 0(\5\ PO
3
& & BN & &
e e QL e e
N S S & N
Q\?‘ Q‘Z‘ o{f‘ 0\2\ QS
QV é?‘ (’*\, év év
REGION

Figura 8. Distribucion porcentual del 7,1 % de heteroplasmia presente en el individuo Cc2.

El porcentaje de heteroplasmia total en el individuo Cc3 fue el mas bajo (0,37 %),
presentando la mayoria de las mutaciones en el gen tRNA™ con 57,3 %, seguido del gen
gue codifica el COl y el tRNA®Y, cada uno con 18 %. Por (ltimo, las regiones con menor
aporte a la heteroplasmia total del individuo Cc3 fueron los genes tRNAP" y tRNA®" con
3,2 % en cada caso (Figura 9). Al igual que el individuo Eil, el individuo Cc3 present6 el
mayor grado de mutaciones heteroplasmicas en regiones de tRNA’s, con la diferencia de
gue en Cc3, el tRNA involucrado es el que transfiere el aminoacido tirosina
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Figura 9. Distribucién porcentual del 0,37 % de heteroplasmia presente en el individuo Cc3.

Las diferencias entre el grado heteroplasmico de cada individuo pueden ser el resultado de
la segregacion replicativa del mtDNA, procesos estocasticos como la deriva génica, mayor
exposicion a ROS, introgresion de mtDNA paterno, entre otras (Cao et al., 2015). Tales
grados de mutacion estan influenciados también por la capacidad insuficiente de reparacion
del mtDNA. EI mtDNA es mas vulnerable a dafios estructurales y su tasa de mutacion es
de 10 a 20 veces mayor en comparacion al DNA nuclear (Clayton, 2003). Asimismo, debido
a que en la mitocondria se consume mas del 90 % del oxigeno celular en el catabolismo
oxidativo, existe un alto nimero de radicales libres en la membrana interna del mtDNA con
efecto mutagénico, lo que produce un continuo flujo de estos radicales en la matriz
mitocondrial (Naveran, 2007). Por otro lado, Pakendorf y Stoneking (2005) y Stewart y
Larsson (2014) indican que la homogeneidad general que posee el mtDNA, se debe a
cuellos de botella sustanciales que ocurren durante la oogénesis y que la segregacion de
la heteroplasmia del mtDNA también se produce a través de las generaciones durante la
replicacién. La representacion esquematica del cuello de botella mitocondrial y la forma en
que la proporcion de los genotipos mutados y silvestres varian ampliamente entre los
ovocitos se observa en la Figura 10.
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Figura 10. Moléculas de mtDNA materno (frasco), con dos genotipos (circulos azules y
amarillos). La generaciéon de un ovocito implica el submuestreo de pocas moléculas de
MtDNA del conjunto materno (cubos en la cinta transportadora), que se transferirdn al
ovocito en desarrollo y se replicaran. Fuente: Stewart y Larsson, 2014. DOI:
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1004670

Los resultados evidencian que no hay direccionalidad en la heteroplasmia de los cuatro
individuos, es decir que por efectos de deriva genética y/o seleccién natural no se han fijado
patrones predecibles en los grados de heteroplasmia. La Unica excepcion es la regién del
tRNA™ la cual presentd heteroplasmia en los cuatro individuos con valores para Ccl de
5,63 %, para Eil y Cc2 de 25,35 % y para Cc3 de 49,3 % (Figura 11). Lo anterior se puede
deducir teniendo en cuenta que la heteroplasmia puede ser también un marcador genético
Gtil. Esta caracteristica puede revelar etapas intermedias entre la generacion y la fijacién de
mutaciones en un individuo, produciendo posteriormente polimorfismos en el genoma
mitocondrial de dicho individuo (Li et al., 2010). Sin embargo, se sugiere realizar este
andlisis con mayor tamafio de muestra para proponer la posible direccionalidad de la
heteroplasmia en determinadas regiones del mtDNA e incluso la apariciébn de nuevos
haplotipos en las poblaciones de C. caretta y E. imbricata.
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Figura 11. Variacion del porcentaje de heteroplasmia por region para cada individuo. En
los picos se indica el numero de sitios mutados, entre paréntesis el nimero de nucle6tidos
que componen ese gen y el porcentaje de mutacion.

Los porcentajes de heteroplasmia son mas bajos para algunos genes del complejo IV
(Citocromo ¢ oxidasa), esto esta en concordancia con Broughton et al. (2001) en donde
discuten que las regiones menos variables corresponden frecuentemente a dominios
hidréfilos de la membrana de proteinas como COI. Los resultados de esta investigacion se
pueden contrastar con los publicados por Novelletto et al. (2016) que registran un exceso
de mutaciones no sinénimas en los genes ND1 y ND3 en linajes de C. caretta distribuidos
en el Pacifico y el Mediterraneo. Los cuatro individuos evaluados en este proyecto
(forrajeadores del Caribe colombiano) no mostraron mutaciones en el gen ND1 (salvo Cc2
con 0,09 % de sitios mutados), mientras que en el gen ND3 el individuo Ccl present6 12,85
% de mutaciones heteroplasmicas. Novelletto et al. (2016) concluyen que estas diferencias
entre linajes representan novedades evolutivas y permiten inferir que la adaptacion local
y/o los polimorfismos basados en la seleccion local estdn operando en C. caretta.
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Se realiz6 la traduccion de las secuencias de los genes codificadores de proteinas con
mayor grado heteroplasmico en cada individuo y se aline6é con su respectiva secuencia
silvestre para determinar la diferencia aminoacidica (Tabla 5). En el individuo Eil el gen
codificador de proteina con mayor heteroplasmia es COIll y el porcentaje de identidad entre
la secuencia mutada y silvestre es de 98,1 %, por lo tanto no se ve tan comprometida la
cadena peptidica. Para la tortuga Cc1l se realiz6 la traduccion de los genes ND3 y Cytb, el
porcentaje de identidad entre las secuencias mutadas Yy silvestres es de 81 % y 85,6 %,
respectivamente. Para el individuo Cc2 se efectud la traduccion de los genes ND4 y ND5
con porcentajes de identidad de 74,7 y 47,4 respectivamente. Por ultimo, para el individuo
Cc3 se realizd la traduccién del gen COI y el porcentaje de identidad obtenido fue de 57,4
%.

Tabla 5. Similaridad de la traduccion entre las secuencias mutadas y silvestres de los
genes codificadores de proteinas.

Individuo Gen Ngme,ro. de . ?Itl.os .S|t|os % de identidad
aminoacidos idénticos diferentes
Eil Calll 261 256 5 98,1
cel ND3 116 94 22 81
Cytb 383 326 57 85,6
ce2 ND4 463 346 117 74,7
ND5 613 288 325 47,4
Cc3 COl 533 300 233 57,4

El porcentaje promedio de heteroplasmia para los 22 tRNA'’s en todos los individuos fue de
7,8 %, con picos notables para el individuo Eil en el tRNAYS (65,7 %), tRNACY (47 %) y
tRNAP (37,1 %); para Ccl en el tRNA*Y (65,7 %); para Cc2 en tRNAS®" (83,3 %), tRNAeU
(73,6 %) tRNAHS, (71,4 %) y tRNAMet (40,5 %); por dltimo, para Cc3 en tRNA™" (49,3 %). En
cuanto a los genes que codifican las 13 proteinas, el promedio de heteroplasmia en los
cuatro individuos fue de 2,4 % y para los 2 rRNA’s fue de 0,14 %. Esto concuerda con lo
establecido por Moritz et al. (1987), quienes propusieron que los tRNA’s son mas propensos
a presentar heteroplasmia porque sus secuencias se pliegan en estructuras secundarias
caracteristicas (0 aproximaciones de estas estructuras) mientras que el mtDNA se esta
replicando. Estas conformaciones estructurales contribuyen a la insercién o delecién de
nucleétidos, dando lugar a variaciones de longitud y heteroplasmia.

Para comparar los cambios estructurales entre los tRNA’s mutados y los tRNA'’s silvestres
se sometieron dichas secuencias a los simuladores ARWEN
(http://130.235.46.10/ARWEN/) y RNAComposer (http://rnacomposer.cs.put.poznan.pl/).
No se pudo obtener las estructuras 2D y 3D para las secuencias mutadas debido a que su
secuencia varia tanto de la silvestre que es incapaz de conformar las estructuras canénicas
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de los tRNA’s. Por lo tanto, se deduce que dichas secuencias mutadas no son funcionales
y pueden ocasionar defectos mitocondriales en los individuos.

Partiendo de que las tortugas marinas tienen la capacidad de generar hibridos fértiles por
la compatibilidad entre especies, debido a la lenta evolucion anatémica, el mantenimiento
del nimero cromosomico, la estructura gendémica, las adaptaciones morfologicas del
caparazoén, entre otras (Reis et al., 2010; Bickham, 1981), se ha planteado la hip6tesis de
que la heteroplasmia evidenciada se debe a procesos de introgresion mitocondrial por
hibridacion entre diferentes especies de tortugas marinas (Reis et al., 2010; Vilaca et al.,
2012). Para corroborar este fenébmeno se realizaron alineaciones entre las secuencias de
las regiones heteroplasmicas de todos los individuos evaluados contra la base de datos del
GenBank para identificar la especie con mayor porcentaje de similitud. En ningin caso se
obtuvo relacién con otra especie. Esto permite inferir que la heteroplasmia de los cuatro
individuos no se debe a eventos de introgresion interespecifica entre especies de tortugas
marinas.

7.3 GENOMICA COMPARATIVA:

Las implicaciones de la heteroplasmia suelen asociarse con enfermedades de diferente tipo
(DiMauro, Bonilla, Davidson, Hirano y Schon, 1998; Chinnery y Turnbull, 1999). En
consecuencia, el nivel de heteroplasmia dentro de una poblacién se asocia con una gama
de diferentes cuadros clinicos que van desde individuos asintomaticos hasta unos
severamente afectados por enfermedades neuromusculares progresivas. El mecanismo
por el cual se hereda la heteroplasmia y como puede intensificar las enfermedades
mitocondriales aun es objeto de estudio (Chinnery et al., 2000). Se ha propuesto que las
células que contienen altas cargas mutantes podrian fallar en realizar la division celular,
pero aquellas con una carga mutante baja se dividiran normalmente, debido posiblemente
a que las mitocondrias defectuosas, que contienen una alta carga de mutacion, proliferan
selectivamente (tal vez como algun tipo de proceso compensatorio) en respuesta a un
defecto de la cadena respiratoria (Yoneda, Chomyn, Martinuzzi, Hurko y Attardi, 1992).

Teniendo en cuenta que los resultados de Rensch et al. (2016) sugieren que la
heteroplasmia identificada en vertebrados y humanos comparten caracteristicas similares
y que las enfermedades por causa de mutaciones heteroplasmicas han sido estudiadas
ampliamente en humanos, pero en otras especies el conocimiento es casi nulo, se aline6
el genoma mitocondrial de C. caretta y E. imbricata con el genoma mitocondrial de Homo
sapiens (numero de acceso: KX228193.1) para corroborar la semejanza entre estos
genomas. Se obtuvo 68,3 % de similaridad con 11203 sitios idénticos entre dichas
secuencias. Partiendo de la premisa anterior y considerando que los genomas
mitocondriales de la mayoria de vertebrados (incluyendo tortugas marinas y humanos) son
semejantes en cuanto a orden y estructura génica, se relacion6 la heteroplasmia
evidenciada en los cuatro individuos con las enfermedades mitocondriales humanas
publicadas en MITOMAP. El resumen de las enfermedades que tuvieron relacion, en cuanto
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al sitio heteroplasmico, entre Homo sapiens - E. imbricata y Homo sapiens - C. caretta se
observa en el Anexo 10.4.

En el individuo Eil de los 286 sitios heteroplasmicos se identificaron cuatro relacionados
con mutaciones patolégicas humanas en genes codificantes de proteinas (Figura 12 y
anexo 10.4). En el gen COll de Eil se identificé la mutacién A7877C gue en humanos causa
el sindrome pseudoexfoliacion glaucoma (PEG) caracterizado por la presencia de material
de pseudoexfoliacion en los tejidos oculares, asociada con estrechamiento de los vasos del
iris y pérdida de la vascularizacion del mismo (YUksel, Karabas, Arslan, Demirci y Cagdlar,
2001). En el gen ATP6 de este mismo individuo se identifico la mutacion G8719A que en
humanos genera el sindrome de Leigh de herencia materna (MILS) el cual es un desorden
neurodegenerativo progresivo heredado y de inicio temprano con una neuropatologia que
consiste de lesiones focales bilaterales en una o mas areas del sistema nervioso central
(DiMauro y Schon, 2001). En este mismo gen se identific la mutacion T8741G que se
relaciona con la “enfermedad mitocondrial sospechosa” en humanos la cual, por falta de
evidencia, no se ha catalogado como un sindrome o una enfermedad real, sino que sélo se
tienen indicios de que puede generar desordenes metabdlicos que afectan la salud del
individuo (Lin, Crawford y Barker, 2003). En el gen ND4 se identificé la mutacién
TA11622del relacionada en humanos con oftalmoplejia externa progresiva cronica (CPEQO)
la cual es un grupo heterogéneo de trastornos caracterizados por déficits progresivos y
simétricos de motilidad ocular (Lee y Brazis, 2002).

16432

Enfermedades Eil

16.498 pb

Enfermedad mitocondrial sospechosa, MILS

Figura 12. Ubicacion de las mutaciones heteropldsmicas de Eil relacionadas con
mutaciones patoldgicas en humanos.
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En el individuo Eil todas las moléculas mutadas de mtDNA, relacionadas con patologias
en humanos, se encuentran en menor proporcién que las moléculas silvestres. Esto se
puede corroborar al ver la sequence-logo (Figura 13 y Anexo 10.4) en donde el nucle6tido
con mayor proporcién se representa con mayor tamafo de letra.

La proporcion de moléculas silvestres:mutadas es importante ya que permite determinar el
estado del umbral. Segun Rossignol et al. (2003), el "efecto umbral fenotipico" se
caracteriza por la proporcion de mtDNA de tipo silvestre que coexiste con mtDNA mutado
gue permite mantener el fenotipo normal. La disminucion de moléculas silvestres por debajo
del valor umbral altera el fenotipo completamente. Segun Shoffner et al. (1990), el valor
umbral fenotipico es de alrededor del 60 % para deleciones del mtDNA, y de alrededor del
90 % para otras mutaciones. Pero en todos los casos los valores del umbral fenotipicos
reportados son mayores del 60 % y varian en un nivel por encima de este dependiendo del
tipo de mutacion o del tejido que se esté evaluando (Rossignol et al., 2003). Mientras no se
supere el umbral, los productos del mtDNA de tipo silvestre suplen los efectos de los
mutados, ya que estas moléculas de tipo silvestre pueden ser suficientes para soportar la
funcion normal del organelo hasta que sus niveles desciendan por debajo de un valor critico
(umbral), momento en el que ya no pueden compensar el efecto de la mutacién, llevando a
un deterioro de la funcién mitocondrial.
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Figura 13. Sequence-logo de los sitios heteroplasmicos de Eil relacionados con
mutaciones patologicas en humanos.

En el individuo Ccl de los 299 sitios heteroplasmicos se identificaron seis que estan
relacionados con mutaciones patolégicas en humanos en genes codificantes de proteinas
(Figura 14 y Anexo 10.4). En el gen ND2 se identifico la mutacion T4648C que en humanos
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genera el sindrome PEG, este mismo sindrome se relaciond en el individuo Ccl aunque en
diferente gen. Para la region del COIll se detectaron dos mutaciones que en humanos
ocasionan enfermedades, la primera, T9861C que genera enfermedad de Alzheimer (AD)
la cual es una enfermedad neurodegenerativa que se caracteriza por el deterioro cognitivo
progresivo en la edad adulta (Valls-Pedret, Molinuevo y Rami, 2010) y, la segunda, T9957C
gue genera el sindrome MELAS (encefalomiopatia mitocondrial, acidosis lactica y episodios
parecidos a un accidente cerebrovascular) el cual produce crisis epilépticas parciales,
infartos cerebrales y demencia (Montagna et al., 1988). Para la region Cytb se identificaron
tres mutaciones que se relacionan con enfermedades en humanos, la primera es T15209C
la cual causa en humanos el sindrome de Prader-Willi que es un trastorno complejo que
afecta a mdltiples sistemas con manifestaciones relacionadas con la insuficiencia
hipotaldmica, retraso mental, trastorno del comportamiento e hipogonadismo (Cassidy,
1997). La segunda es T15237C que genera en humanos la neuropatia 6ptica hereditaria de
Leber (LHON) que se caracteriza por la pérdida de visién central y bilateral en jévenes
(Brown et al., 2001) y, por ultimo, T15287C que genera sordera de herencia materna
(DEAF) la cual esta asociada con la pérdida auditiva neurosensorial.
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Figura 14. Ubicacion de las mutaciones heteroplasmicas de Ccl relacionadas con
mutaciones patoldgicas en humanos.

El porcentaje de moléculas de mtDNA mutadas en el individuo Ccl es inferior al 50 % en
todos los casos (Figura 15).
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Figura 15. Sequence-logo de los sitios heteroplasmicos de Ccl relacionados con
mutaciones patologicas en humanos.

En el individuo Cc2 de los 1173 sitios heteroplasmicos se identificaron 41 cuya presencia
en humanos se relaciona con enfermedades (Figura 16 y Anexo 10.4). Veintitrés de estos
sitios se encuentran en los genes codificadores de proteinas y los dieciocho restantes estan
en tRNA’s. En este individuo se evidenciaron mutaciones que al igual que los individuos
anteriores, se relacionan con enfermedades humanas como LHON, MELAS, DEAF, CPEO
y Leigh. Ademés en el gen ND4 se detectaron cinco mutaciones que se relacionan con
enfermedades humanas tales como alteracion en el pH cerebral por la mutacion A11467G;
intolerancia al ejercicio (EXIT), asociada a encefalomiopatias, episodios de epilepsia y
neuropatia optica causada por la mutacion G11832A (Andreu et al., 1999); lineas celulares
de cancer de tiroides originadas por la mutacion C11919T; oligoasthenoteratozoospermia
(OAT), por la mutacion C11994T, que causa subfertiidad masculina e incluye
oligozoospermia (bajo nUmero de espermatozoides), asthenozoospermia (mal movimiento
del esperma) y teratozoospermia (forma anormal del esperma) (Pang et al., 1999); diabetes
mellitus (DM), por la mutacion A12026G, que genera trastornos metabdlicos, cuya
caracteristica comun es la presencia de concentraciones elevadas de glucosa en la sangre
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(Alberti y Zimmet, 1998). En cuanto al gen que codifica para ND5 se identificaron ocho
mutaciones heteropldsmicas que se asocian con enfermedades en humanos, entre estas
se encuentran la mutacién A12425del que desarrolla miopatia mitocondrial e insuficiencia
renal y la mutacién T12477C que produce cardiomiopatia hipertréfica de herencia materna
(MHCM) cuya expresion fenotipica es la hipertrofia del corazén con disfuncién sistélica y
diastdlica (Dipchand, Tein, Robinson y Benson, 2001). Con respecto a las mutaciones en
los tRNA's, siete fueron en el tRNAMS entre las que se encuentran la mutacién T12148C
gue en humanos genera retraso del desarrollo normal; la mutacion C12187A que provoca
asthenozoospermia (baja motilidad del esperma) (Curi et al., 2003); y la mutacion G12192A
que causa cardiomiopatias hereditarias maternas (MICM) y afectan principalmente al
musculo cardiaco (Casali et al., 1999). En el tRNA se identificaron seis mutaciones que
se relacionan con cuatro enfermedades humanas (CPEO, MELAS, FSHD y MM). La
distrofia muscular facioscapulohumeral (FSHD) que genera debilidad restringida vy
afectacion de los musculos anteriores de las piernas o de la cadera, Unicamente se
relaciond con este individuo por medio de la mutacion T12313C (Tawil y Van Der Maarel,
2006).
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Figura 16. Ubicacion de las mutaciones heteropldsmicas de Cc2 relacionadas con
mutaciones patoldgicas en humanos. En verde las mutaciones localizadas en genes
codificantes de proteinas. En rojo las mutaciones localizadas en tRNA'’s.
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A pesar de la gran cantidad de mutaciones heteroplasmicas relacionadas con mutaciones
patolégicas humanas que presenté el individuo Cc2, sélo una (C3769A) superd el umbral
del 60 % con proporcién mutadas:silvestres de 66,6:33,3 (Figura 17).
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Figura 17. Sequence-logo de los sitios heteroplasmicos de Cc2 relacionados con
mutaciones patoldgicas en humanos.

El individuo Cc3 de los 61 sitios heteroplasmicos sélo uno tiene la probabilidad de ocasionar
enfermedades en humanos (Figura 18 y Anexo 10.4). Esta mutacion es G6708A y esta
ubicada en el gen que codifica el COIl. Las enfermedades humanas con las que se
relacionan son la miopatia mitocondrial (MM) y rabdomiolisis. MM es un conjunto de
enfermedades que se producen como consecuencia de fallos bioquimicos en la funcion de
la mitocondria y rabdomiolisis es la desintegracion del musculo estriado que resulta en la
liberacion de los constituyentes de las células musculares en el fluido extracelular y la
circulacion, llegando a afectar el funcionamiento renal (Vanholder, Sever, Erek y Lameire,
2000).
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Figura 18. Ubicacion de las mutaciones heteroplasmicas de Cc3 relacionadas con
mutaciones patoldgicas en humanos.

La proporciéon de moléculas mutadas:silvestres en el individuo Cc3 es de 25:75 (Figura 19).
Por lo tanto este individuo no expresara fenotipicamente ninguna enfermedad mitocondrial
a causa de las mutaciones heteroplasmicas a menos que la proporcion de moléculas
mutadas aumente con el tiempo.
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Figura 19. Sequence-logo de los sitios heteroplasmicos de Cc3 relacionados con
mutaciones patoldgicas en humanos.

En diversos estudios se han reportado enfermedades de variable sintomatologia en
diferentes especies de tortugas marinas (Tabla 6), aunque no se han relacionado
directamente con mutaciones mitocondriales pueden ser ocasianadas por estas ya que
presentan similar sintomatologia con las enfermedades mitocondriales humanas. Segun
Broughton et al. (2001), dado el papel fundamental que cumplen las mitocondrias en la
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fisiologia celular, las mutaciones heteroplasmicas son responsables de muchas anomalias
en el desarrollo de los individuos que afectan su fitness y supervivencia ocasionando
decrecimiento poblacional y, posiblemente, vortice de extincién poblacional. Las lesiones
bioguimicas generadas por mutaciones mitocondriales no son faciimente tratadas
farmacologicamente (Lightowlers, Chinnery, Turnbull y Howell, 1997). Por lo tanto,
actualmente no hay tratamientos eficaces para los trastornos del genoma mitocondrial en
tortugas marinas haciéndose necesario el desarrollo de tratamientos gendémicos que
contribuyan a mejorar la calidad genética de la poblacion.

Tabla 6. Enfermedades reportadas en tortugas marinas.

Especie Enfermedad Sintomas Autores

Hemocromatosis

. » Cuadros de anemia hemolitica progresiva.
multifocal hepatica

Miocarditis
multifocal no Inflamacidén del miocardio.
supurativa Gamez., Garcia, Osorio,
L. olivacea " ) s . Véazquez y Constantino
Nefritis multifocal Granulomas en el rifién, con presencia de (2009)
granulomatosa esporas de Paecilomyces sp y calcificacion. '
Inhabilidad para nadar, debilidad, pérdida de
- peso, ojos hundidos, letargia, lesiones en
aletas y caparazén por enmallamiento.
Lesiones cutaneas o0 masas necroticas en
todo el cuerpo de 0,1 y 30 cm de didmetro
C. caretta . . . que interfieren en la locomocién y generan Herbst (1994).
) ) Fibropapilomatosis | . L . .
E. imbricata disfuncion cardiaca, problemas de flotabilidad
L. olivacea y compromiso respiratorio.
C. mydas Plastron concavo, ojos hundidos, atrofia
Miopatia - 9 o Lutz, Musick y Wyneken
. muscular, reduccion de peso, anemia,
caquéctica . . . (2002).
hipoglicemia.
Anemia no Desequilibrios electroliticos, uremia, Norton, Jacobson y Sundberg
regenerativa incapacidad para ingerir alimentos. (1990).
C. mydas . - . . .
y Fibropapilomatosis Impide la vision y puede ocasionar la Brooks, Ginn, Miller, Bramson
pap destruccion del globo ocular. y Jacobson (1994).
Hipocalcemia e L
. . Fallas renales crénicas.
hiperfosfatemia
C. caretta i i 4 .
- care Estomatitis Pres?nua de materlgl caseoso en el area Lutz, Musick y Wyneken
E. imbricata ulcertativas. rinitis faringea de la cavidad oral, traquea y (2002)
C. mydas ’ bronquios.

obstructva y

. Pérdida de equilibrio o la habiidad de
bronconeumonia

mantener la flotabilidad neutral.
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Una de las limitaciones de este estudio fue la determinacién de los haplotipos para cada
individuo que impidié la deduccion concreta de su lugar de procedencia y de forrajeo.
Teniendo en cuenta que el D-loop es la region mas variable del genoma mitocondrial, su
variacién entre individuos que anidan o visitan la misma playa sigue siendo el factor limitante
para entender completamente la estructura de la poblacién. Incluso, segun Novelletto et al.
(2016), la evaluacion de la procedencia de individuos basados en el haplotipo D-loop a
menudo no tiene éxito, debido a la abundancia de haplotipos y sub-haplotipos que deben
ser estudiados con mayor intensidad. Otra limitacion fue la falta de datos para determinar
con mayor exactitud el nivel heteroplasmico de cada sitio en el genoma mitocondrial. Este
nivel heteroplasmico es de patrticular interés, ya que el fenotipo de la enfermedad se hace
evidente sélo cuando el porcentaje de moléculas mutantes supera un valor umbral critico.
Aunque este valor varia para diferentes mutaciones y de acuerdo al tejido, suele estar en
el intervalo de 70 % ~ 90 % (Li et al., 2010). Por otro parte, también hay que tener en cuenta
gue no todos los genes mitocondriales de C. carettay E. imbricata son ortélogos funcionales
de los genes involucrados en enfermedades mitocondriales humanas. Por lo tanto, se debe
utilizar el término de "genes relacionados" para describir estas secuencias similares que
pueden llegar a representar enfermedades en las poblaciones de C. caretta y E. imbricata.

8 CONCLUSIONES

La heteroplasmia es mas comun de lo que se creia anteriormente, la tecnologia NGS
permite la deteccion de este fenébmeno de forma confiable y detallada.

La estructura, el orden de los genes y el contenido del genoma mitocondrial de los cuatro
individuos evaluados fueron muy similares entre si y estan en concordancia con la mayoria
de los genomas mitocondriales de vertebrados publicados hasta el momento.

Se evidencid que todos los individuos presentaron algun grado de heteroplasmia variando
de 0,3 % a 7,1 % el porcentaje de mutaciones heteroplasmicas. Por ende, se deduce que
hay diferencias en las tasas evolutivas del mtDNA de los individuos, posiblemente
influenciadas por factores ambientales que pueden llegar a fijar caracteres genéticos en la
poblacién por medio de procesos estocasticos como la de deriva génica.

Debido a que las mutaciones heteroplasmicas se encuentran a lo largo de todo el genoma
mitocondrial, afectan diferentes genes codificadores de proteinas, tRNA’s y rRNA's.

Promediando la cantidad de mutaciones heteropldsmicas en los cuatro individuos se
evidencié mayor porcentaje en los genes tRNA's (7,77 % en 1550 pb) comparado con los
genes codificantes de proteinas (2,85 % en 11375 pb) y los genes rRNA’s (0,21 % en 2582

pb).
Se evidenciaron valores de heteroplasmia por encima del 60 % en varios tRNA’s (Lys, Arg,
Ser, His, Leu) aunque su longitud es de aproximadamente 70 pb. Se concluye que la
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presencia de heteroplasmia en las regiones del mtDNA es independiente de la longitud y
ubicacién de dichas regiones y que los tRNA’s tienen mayor tasa de heteroplasmia en
comparacion con las regiones codificantes de proteinas y rRNA’s.

En la mutacién C3769A, el individuo Cc2 supero el umbral-fenotipico con 66 % de moléculas
mutadas. Por lo tanto, si esta mutacién genera enfermedades en la especie C. caretta, este
individuo es portador potencial de las mismas. Los otros individuos presentan bajas
proporciones de mtDNA mutado y su efecto en el funcionamiento mitocondrial es suplido
por la mayor proporcion de moléculas silvestres.

Estos resultados conforman el primer informe de heteroplasmia en el genoma mitocondrial
completo de las tortugas C. caretta y E. imbricata permitiendo avanzar en el conocimiento
de la genética mitocondrial y en el estado genético en estas especies.

Se recomienda realizar estudios funcionales para determinar las enfermedades que
posiblemente estén desarrollando C. caretta y E. imbricata debido a las mutaciones
heteroplasmicas en el mtDNA. Es recomendable realizar otros estudios con mayor numero
de individuos para obtener resultados que reflejen mejor el estado poblacional y las
tendencias de estas especies concurrentes del Caribe colombiano.
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