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RESUMEN

Los elementos transponibles (ET) son secuencias que tienen la capacidad de
cambiar su posicion en el genoma y regular la expresion de genes cercanos. Los retrovirus
endogenos (ERVs) son un tipo de elemento transponible que se cree se originaron a partir
de infecciones ancestrales de retrovirus exdgenos que lograron fijarse en el genoma de
primates hace millones de afios. Estos han originado ciertos genes mediante el proceso de
exaptacion y han contribuido en gran medida a la variabilidad genética y diferenciacion de
los humanos de las otras especies de primates. Sin embargo, aun se desconocen los
detalles precisos sobre como ocurrio esta separacion. Dado a que 10s procesos evolutivos
que son heredados a los descendientes ocurren en la linea germinal, el estudio de la
expresion de ERVs en tejido testicular puede generar informacion valiosa sobre como
ocurrié esta separacion en primates. En este contexto, la expresion de ERVs en tejido
germinal y su potencial integracién en nuevos sitios gendmicos podrian ser la clave para
elucidar aspectos evolutivos entre especies relacionadas de primates.

Este estudio tuvo como objetivos: estandarizar un protocolo bioinformatico para
identificacion y estudio de la expresion de ERVs en tejido testicular, determinar la influencia
del contexto gendmico en la expresion de estos elementos y realizar una comparacion
evolutiva de los ERVs identificados en librerias de RNA-Seq de tejido testicular humano
(n=10), gorila (n=1) y orangutan (n=1). Para el ensamblaje del transcriptoma se probaron
diferentes parametros de ensamblaje (diferentes tamafnos de Kmers y contigs) y dos
estrategias: de novo y guiado por genoma de referencia. Solamente transcritos con
tamano >3 kb y cobertura > 5x se consideraron ERVs expresados (eERVs). Estos eERVs
fueron anotados con la base de datos RepBase y su localizacion en el genoma de
referencia hg38 fue determinada con la herramienta BLAT. Posterior a su anotacion se
determinaron caracteristicas gendémicas de los flancos de los eERVs en humano (como
proporcion de islas CpG, genes, INcRNAs, regiones conservadas, entre otras) y se
compararon con las de regiones control (flancos de LTRs no expresados) para determinar
la influencia del contexto gendmico en la expresion de ERVs. Ademas se identificaron
regiones sinténicas en las tres especies analizadas.

Se encontraron diferencias entre resultados obtenidos con diferentes parametros vy
enfoques de ensamblaje. En total se encontraron 19 tipos de ERVs en humanos, de los
cuales los mas comunes fueron HERV17, HERVK22l y HERVS71, que se identificaron en
cinco de las diez librerias de origen humano. En el caso de orangutan solamente se
identificaron los tipos HARLEQUIN, HERV1_I, HERVE, HERVK y HERVK22I, mientras que
en gorila no se logro identificar ningun eERV de tamano superior a 3kb.

La mayor cantidad de eERVs humanos se identificaron en el cromosoma 7 y la mayor
densidad de eERVs en el cromosoma 19, mientras que, por el contrario, en los
cromosomas 3, 6, 8,9,15, 20, 21 y Y, no se logro identificar ningun ERV > 3 kb. Cerca del
58% de los ERVs presentd traslape con genes y aproximadamente un 32% presentd
traslape con Long noncoding RNAs (IncRNAs). Se encontré que ocurre una replicacion
mas temprana en los flancos de los ERVs expresados en comparacion con los flancos de
LTRs no expresados y ademas poseen una mayor proporcion de SINEs corriente abajo. Se
encontraron ocho copias de ERVs homologos (misma copia de ERV en mismo locus) entre
las tres especies de primates, pero solamente se encontrd potencial codificante en dos de
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éstas, correspondientes al elemento HERVK en el cromosoma 1y 11 humano. A partir del
analisis de diversidad utilizando este elemento se encontré una mayor divergencia
genética entre humano y orangutan, entre los cuales se encontré que ocurrié seleccion
purificadora, al igual que entre gorila y orangutan. Se encontré6 ademas que entre humano
y gorila existe neutralidad, es decir que la cantidad de mutaciones sindnimas es igual a la
cantidad de mutaciones no sindénimas en la region analizada (dN = dS).

En conclusion, se encontrd evidencia de que el contexto gendmico influye en la expresion
de ERVs, y se demostré homologia entre algunos ERVs de humanos y algunos ERVs en
gorila y orangutan, lo cual demuestra su importancia evolutiva en estas especies.

Palabras clave: elementos transponibles, retrovirus endogenos, HARLEQUIN,

HERV17, HERVK22l, HERVS71, HERV1_l, HERVE, HERVK, humano, gorila, orangutan
IncRNAs, RNA-Seq, sintenia, transcriptoma
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1. INTRODUCCION

Los elementos transponibles son secuencias de ADN que tienen la capacidad
de cambiar su posicion en el genoma (Rebollo et al., 2012). Estos pueden influenciar
la expresion génica del hospedero, afectandola de manera neutral, positiva o
negativamente (Rebollo et al., 2012). Los elementos transponibles pueden sufrir un
proceso de “domesticacion” también conocido como exaptacion, en el que un
elemento movil se integra al material genético del hospedero y desarrolla una nueva
funcion. Algunos genes de importancia bioldgica son producto de este proceso. Un
ejemplo de ello es la telomerasa humana, que se origind como producto de la
domesticacion de la transcriptasa inversa (Tomas-Loba et al., 2008). En procariotas,
gracias a la domesticacion de elementos transponibles, se han originado algunos
mecanismos de resistencia a los antibidticos y otras innovaciones evolutivas (Lynch &
Conery, 2003).

Los retrovirus son un ejemplo de elementos transponibles. Estos pertenecen a la
familia Retroviridae, la cual es una familia de virus muy diversa (Bannert & Kurth,
2006; Mager & Medstrand, 2005). Los retrovirus normalmente infectan células
somaticas, pero en algunos casos pueden infectar células de la linea germinal e
insertarse en su genoma, lo que posibilita su herencia vertical. A estos retrovirus se
les conoce como retrovirus endégenos o ERVs (Bannert & Kurth, 2006; Mager &
Medstrand, 2005).

Diferentes técnicas permiten estudiar la diversidad de transcritos en una
muestra e identificar ERVs. Una de ellas es la secuenciacion de ARNs o RNA-Seq, la
cual, a diferencia de las técnicas basadas en hibridacion o secuenciacion de Sanger,
permite cuantificar su nivel de expresion (Griffith et al., 2010). En este proyecto se
analizaron datos obtenidos con la técnica RNA-Seq, en donde inicialmente se realizd
una comparacion de ensamblajes con y sin genoma de referencia. Posteriormente, se
identificaron los transcritos derivados de ERVs segun la base de datos RepBase. Se
determind la posicion en el genoma de cada uno de los transcritos ensamblados e
identificados como ERVs y se evalud su contexto gendémico para determinar su

influencia en la expresion de estos elementos.
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Esta investigacion es relevante porque aporta informacion que permite
comprender mejor los procesos evolutivos influenciados por ERVs en la linea germinal
de primates. Particularmente, debido a promotores desmetilados del tejido testicular,
los ERVs tienen la flexibilidad de expresarse en este tejido mientras que en el resto del
organismo permanecen inactivos en su mayoria, lo que les permitiria modificar el
genoma y que estas modificaciones se hereden a la progenie. Comprender estos
mecanismos evolutivos que ocurren en la linea germinal puede contribuir tambiéen a
comprender el papel en ciertas patologias influenciadas por ERVs como el cancer,

esclerosis multiple y otras en las que se ha visto expresion de ERVs.

2. ANTECEDENTES
2.1 Elementos transponibles

Los transposones o elementos transponibles (ET) fueron descubiertos en la
década de 1940 por la genetista Barbara McClintock en el genoma del maiz (Rebollo
etal., 2012). Actualmente se sabe que la proporcion de elementos transponibles en
el genoma de diferentes especies varia desde un 85% en maiz, 44% en humanos,
10% en Arabidopsis thaliana, o 0% en otras especies, como Plasmodium falciparum
(Lander et al., 2001; Rebollo et al., 2012). En algunas especies estan involucrados en
funciones bioldgicas muy importantes, como por ejemplo en el mantenimiento de la
integridad de centromeros y telomeros (Rebollo et al., 2012).

La complejidad de los genomas eucariotas se debe, al menos en parte, a la
accion de elementos transponibles (Lynch & Conery, 2003). Los elementos moviles
tienen una gran capacidad de mutar, la cual es una fuente de innovacion evolutiva.
Sin embargo, también pueden causar efectos deletéreos en el genoma de sus
hospederos, como por ejemplo cuando se insertan en regiones codificantes y afectan
la expresion de ese gen (Lynch & Conery, 2003). Debido a esta gran variabilidad de
los elementos transponibles es dificil encontrar un criterio de clasificacion apropiado y
actualmente no existe un comité taxondmico que se encargue de la clasificacion de
los ET.



La clasificacion de los ET ha estado en constante cambio, dado que con los
avances de secuenciacion y el aumento en la cantidad de informacion en los ultimos
anos se han descrito nuevas familias (Capy, 2005). Los ET fueron clasificados por
primera vez por David Finnegan en el afio 1989, quien los separd en dos clases
segun su mecanismo de transposicion y caracteristicas estructurales (Capy, 2005).
La clase | (retrotransposones) agrupa a todos aquellos ET que se transponen
mediante transcripcion reversa de un intermediario de ARN; mientras que la clase |l
(transposones ADN) agrupa a todos aquellos elementos que no requieren
retrotranscripcion y se pueden transponer directamente de ADN a ADN. Mas
adelante, esta clasificacion fue modificada por Capy et al. 1997, en donde se dividio
la clase | en dos subclases con base en la presencia/ausencia de LTRs (Long
Terminal Repeats): Subclase | o LTR retrotransposones y la Subclase I o no-LTR
retrotransposones. A su vez la subclase | se divide en 3 superfamilias y la subclase |l

se divide en dos superfamilias (Figura 1).

Elementos
transponibles

!

[ Clase | j Clase
Retrotransposones ADN transposones

[ Subclase | ] [ Subclase Il ]
LTR retrotransposones No LTR retrotransposones

y A A 4

[Gypsy/Tyal [ Tyl Copia ] [ ERV ] ( LINEs ] SINEs ]

Figura 1. Representacion grafica de la clasificacion de los elementos transponibles




2.2Retrovirus

Los genomas de los virus clasificados en la familia Retroviridae poseen cuatro
genes principales en el orden 5°-gag-pro-pol-env-3°. El gen gag codifica para las
proteinas de la capside del virus, pro codifica para una proteasa, pol para una
transcriptasa reversa y env codifica para proteinas superficiales (Bannert & Kurth,
2006; Mager & Medstrand, 2005). Estos genes se encuentran
delimitados/flanqueados por Repeticiones Terminales Largas (LTR, por sus siglas en
inglés) (Cowley & Oakey, 2013). Tras la infeccion, los retrovirus revierten el flujo usual
de la informacién; ya que convierten el ARN en ADN doble banda mediante la
actividad de una transcriptasa reversa y el ADN resultante seguidamente se inserta
en el genoma del huésped con la ayuda de una integrasa codificada por el mismo
retrovirus (Bannert & Kurth, 2006).

Los retrovirus en algunos casos pueden infectar células de la linea germinal en
tejidos como la placenta o testiculos y se alojan en el ADN de estas células (Bannert
& Kurth, 2006). Esto ocasiona que los individuos que se originen a partir de estas
células sexuales sean portadores del provirus y que éste sea heredado verticalmente
a los descendientes siguiendo las leyes de herencia mendeliana (Bannert & Kurth,
2006; Mager & Medstrand, 2005). Los retrovirus que llegan a ser parte del genoma
del hospedero de esta manera, se les conoce como retrovirus endoégenos (ERV por

sus siglas en inglés) (Bannert & Kurth, 2006).

2.3 Retrovirus enddgenos
Los ERV fijados en el genoma son restos de antiguas infecciones de retrovirus
exogenos que se insertaron y se acumularon en el genoma de un hospedero. La
mayoria de retrovirus enddgenos que permanecen insertos en el genoma no son
codificantes, debido a que a través del tiempo han sufrido una serie de mutaciones
que han alterado el marco abierto de lectura (ORF - open reading frame) de sus
genes. No obstante, aun se conservan ERVs intactos y activos en ciertos mamiferos

como koalas (Tarlinton et al., 2006), ratones (Maksakova et al., 2006), gatos (Roca



et al.,, 2004), ovejas (Chessa et al., 2009) y en algunos primates, aunque en estos
ultimos los ejemplos son escasos.

Las repeticiones retrovirales pueden interferir en la expresion de otros genes
(Mager & Medstrand, 2005) debido a que los ERV pueden inactivar o desregular
genes esenciales e incluso pueden ocasionar varios tipos de desordenes en el
organismo (Bannert & Kurth, 2006). Asimismo, los ERV pueden incrementar la
plasticidad del genoma y la tasa evolutiva de las poblaciones de su hospedero
(Bannert & Kurth, 2006).

Se ha visto que para que los ERVs puedan desempenar un papel en la
regulacion genica de su hospedero, requieren sufrir ciertas sustituciones tras su
insercion (Emera & Wagner, 2012). Una vez insertos en el genoma del hospedero, los
ERVs pueden aportar secuencias genoémicas que en un futuro pueden convertirse en
nuevos genes, o pueden también regular la expresion de los genes del hospedero
aportando secuencias promotoras de genes o mediante elementos reguladores. A su
vez los ERVs necesitan de elementos que regulan su transcripcion y transposicion, los
cuales son codificados por el propio retrovirus (Emera & Wagner, 2012).

Los ERVs humanos se clasifican en tres familias o grupos con base en la
similitud de sus secuencias y la de ciertos tipos de retrovirus infecciosos conocidos
(Mager & Medstrand, 2005). Las tres clases son: a) Clase | o Gamma retrovirus-like
los cuales tienen similitud en la secuencia con los retrovirus de mamiferos del tipo C;
b) Clase I, que tiene similitud con los del tipo B o Betaretrovirus; y c¢) Clase Il que son
similares a los Espumaretrovirus (Mager & Medstrand, 2005). La variabilidad de los
ERVs hace también que los criterios de clasificacion sean complicados, variables y
heterogéneos. En la actualidad no hay un sistema de clasificacion definido y hay
evidencia de que probablemente los grupos de ERVs de Gamma retrovirus-like y
Espumaretrovirus-like no son grupos monofiléticos (Escalera-Zamudio & Greenwood,
2016). Por otra parte, hay evidencia que otros como los Betaretrovirus-like si lo son

(Escalera-Zamudio & Greenwood, 2016).



2.4 Retrovirus enddgenos en primates

Los detalles precisos sobre como ocurrié la separacion del linaje de los
humanos de otros grupos de primates todavia se desconocen. Sin embargo, los sitios
de insercion de retrovirus endogenos podrian ser utiles para elucidar relaciones
filogenéticas entre especies relacionadas (Barbulescu et al., 2001).

Algunos autores sugieren que los elementos transponibles son los principales
responsables de la diferenciacion de los humanos de las otras especies de primates,
y que de todos los elementos transponibles, los retrovirus endégenos son los que mas
han contribuido a esta diferenciacion (Khodosevich et al., 2002). Esto debido a que a
nivel genético los primates son similares, sin embargo, los retrovirus enddgenos en
primates han aportado LTRs que regulan la expresion génica tras su integracion en
regiones codificantes del genoma y ademas son capaces de inducir rearreglos
gendmicos y/o pueden alterar la funcion de los genes (Khodosevich et al., 2002).

Los retrovirus enddgenos han sido encontrados en todas las especies de
vertebrados. Por lo tanto, humanos y otros mamiferos poseen ERVs como parte de su
genoma. Estos ERVs se han visto involucrados en la evolucion del genoma, alterando
su estructura y funcion (Harris, 1998), ya que pueden actuar como promotores y
enhancers de genes o sitios de splicing alternativo en humanos (Akopov et al., 1998).
Esto hace que los retrotransposones hayan contribuido considerablemente a la
diversidad genética de humanos (Stewart et al., 2011). Se cree que se integraron por
medio de infecciones ancestrales de retrovirus exdgenos en la linea germinal, los
cuales con el tiempo se llegaron a fijar en las especies. Alternativamente, existe la
posibilidad de que algunos ERVs se originaran a partir de retrotransposones (Bannert
& Kurth, 2006; Mager & Medstrand, 2005).

Muchos ERVs presentes en humanos actualmente también han sido
encontrados en otros primates, lo cual prueba que estos retrovirus estuvieron
presentes en los ancestros de los humanos desde hace millones de anos, muy
temprano en la evolucion (Mager & Medstrand, 2005; Venter et al.,, 2001). Estos
retrovirus que se integraron antes de la separacion de linajes estan presentes en

posiciones ortologas en los genomas de diferentes primates (Barbulescu et al., 1999).
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No obstante, hay otros ERVs que se integraron posteriormente a la separacion del
linaje de humanos con respecto al linaje de los chimpancés y gorilas (Barbulescu
et al., 1999; Medstrand & Mager, 1998).

En la Figura 2 se muestra una representacion de la evolucion de los ERVs
humanos (HERVs) en el linaje de los primates. El grupo de los HERV-S/L es
considerado el mas ancestral, y es uno de los que invadié el genoma de vertebrados
antes del origen de los primates y ha sido detectado en reptiles y peces (Escalera-
Zamudio & Greenwood, 2016). A través de la historia han habido diferentes
inserciones de HERVs, justo antes de la divergencia de los hominidos y los primates
del viejo mundo ocurrié un pico de insercion de retrovirus en el genoma entre
aproximadamente 45 y 30 millones de afos atras (Escalera-Zamudio & Greenwood,
2016). Existen algunas especies de ERVs exclusivos de humanos, por ejemplo
HERVK (HML-2), y otros como PtERV1 que estan presentes solo en el genoma de
chimpanceé y gorila (Escalera-Zamudio & Greenwood, 2016).

Actualmente, un 8% del genoma humano esta compuesto de retrovirus
endodgenos. Se han encontrado alrededor de 100 000 loci de ERVs distribuidos en
aproximadamente 50 familias (Belshaw et al., 2004; Mayer et al., 2011). Cerca del
90% de estos ERVs han perdido sus secuencias de genes por mecanismos de
recombinacion y permanecen como solo-LTR. No obstante, en ciertas especies, se
han encontrado ERVs capaces de replicarse y la recombinacion entre ERVs
defectuosos podria llevar a la produccion de virus infecciosos (Holloway et al., 2019).
No obstante, el unico ERV que actualmente se encuentra activo y conserva la
capacidad de transponerse en humanos es el Retrovirus Endoégeno Humano de tipo K
(HERV-K 0 HML2), también conocido como HTDV (“human teratocarcinoma derived
virus”) (Bieda et al., 2001). Se estima que el HTDV invadi6 la linea germinal hace
aproximadamente 100 000 anos (Bieda etal.,, 2001; Moyes etal.,, 2007). Su
expresion es inducida por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) y este ERV
regula la expresion de genes cercanos, implicados en el desarrollo de diversas
enfermedades neurolégicas, autoinmunes y tumorales (Laderoute etal., 2007;

Voisset et al., 2008). Otros ERV en humanos han sido implicados en enfermedades
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como la esquizofrenia y la diabetes (Crowell & Kiessling, 2007), y mas

frecuentemente se han asociado a diferentes tipos de cancer (Laderoute et al,

2007).
primates del
nuevo mundo Q‘
(Platyrrhines)
>150-100
Ma

85-55 primates del

- S S — viejo mundo

T T T T Ma (Catarrhines)

HERV-5/L HERV-L HERV-F/H HERV-FRD

ﬂ ?ON; :.0 87@ 53 —
’ a I Ma _T Gorilla

Pico de PtERV1
invasion por
HERVs 7Ma5
45 - 30 Ma Homo
HML-2

PN

PtERV1
Figura 2. Representacion de la evolucion de los HERVs dentro del linaje de los

primates. Tomado de Escalera-Zamudio & Greenwood, 2016.

2.5 Expresion de ERV en tejidos testiculares de primates

Los tejidos testiculares presentan niveles de transcripcion mucho mas altos en
comparacion con otros tejidos. Esto se debe a que los promotores presentan un alto
grado de desmetilacion, permitiendo la expresion de genes (Schmidt, 1996). Este alto
nivel de transcripcion que ocurre en tejido testicular hace que se expresen también
secuencias repetitivas como transposones que normalmente no se expresan en otros
tejidos (Huang et al., 2009; Ko et al., 2000; Ma, 2001). Debido a esta alta e inusual
expresion genetica que ocurre en tejidos testiculares, se ha propuesto que la
evolucion genomica se lleva a cabo durante la espermatogénesis y la embriogénesis.

Estudios previos han reportado la expresion de diferentes familias de ERVs en la

linea germinal y tejido testicular de humano. Flockerzi et al., 2008, encontraron 23



HERVK transcripcionalmente activos, algunos de los cuales se habia reportado
previamente su potencial para formar variantes infecciosas y que se encuentran
activos en células de tejido germinal. Crowell y Kiessling (2007) detectaron la
expresion del gen pol de HERVK, HERV9 y HERVE a través de RT-PCR en muestras
de testiculo humano. Otros estudios han encontrado también la expresion en testiculo
de 16 genes de la cubierta viral provenientes de nueve familias de HERV utilizando
PCR en tiempo real (de Parseval etal., 2003). Se ha visto que estos genes de
cubierta de origen viral insertos en el genoma humano pueden tener diferentes
funciones como: formacion de la placenta mediante adhesion celular que origina el
sincitiotrofoblasto (Mi et al., 2000), ejercer efectos inmunosupresores para proteger al
feto del sistema inmune de la madre (Mangeney & Heidmann, 1998) y proteger
contra infecciones de retrovirus exdgenos a través de la interferencia con el receptor
(Best et al., 1997).

Se ha visto una gran variabilidad en la expresion de ERVs incluso entre tejidos
reproductivos. Estudios previos han visto diferencias entre los ERVs expresados en
testiculo y en epididimo, ambos tejidos reproductivos y que comparten su
dependencia a estimulos de la hormona testosterona (Crowell & Kiessling, 2007). En
este estudio encontraron 6 diferentes familias de ERVs en epididimo, mientras que
solamente 3 en testiculo (Crowell & Kiessling, 2007). Estas diferencias en HERVs
encontrados en ambos tipos de tejidos reproductivos se cree que pueden deberse al
estado de madurez de las células, ya que en epididimo las células estan
completamente diferenciadas mientras que en testiculo la poblacion de células

germinales son inmaduras (Crowell & Kiessling, 2007).

2.6 Estudio de la expresion génica
El estudio de todos los acidos ribonucleicos (transcriptoma) de una muestra
proveniente de una célula o tejido de un organismo se conoce como transcriptomica
(Elliott & Ladomery, 2011). El estudio de transcritos especificos se ha realizado con
gRT-PCR (Freeman et al., 1999), como aplicacion especifica posterior a la invencion

de la PCR. A nivel de alto rendimiento, el transcriptoma se ha estudiado a través de



aplicaciones de secuenciacion de Sanger (como SAGE y MPSS) o hibridacion
(microarreglos), sin embargo, con el surgimiento de la secuenciacion masiva
actualmente se puede obtener aun mas informacion del transcriptoma.

La técnica mas utilizada en la actualidad para el estudio del transcriptoma
completo es la técnica de RNA-seq, la cual se basa en el uso de secuenciacion
masiva paralela (Hrdlickova et al., 2017). Esta es una técnica que permite estudiar la
abundancia y diversidad de transcriptos en una célula o tejido en un momento dado
(Griffith et al., 2010; Marioni et al., 2008; Wang et al., 2009). Tiene la ventaja de que
proporciona medidas de los niveles expresion de una manera precisa (Griffith et al.,
2010; Marioni et al., 2008; Wang et al., 2009).

La teécnica consiste en extraer ARNm o total a partir de una muestra biolégica
de interés, realizar una retrotranscripcion para obtener ADN copia (ADNCc),
fragmentarlo, combinar los fragmentos resultantes con adaptadores terminales y
secuenciarlos (Zhe Wang et al., 2009). Esta técnica se puede llevar a cabo utilizando
diferentes tecnologias de secuenciacion y dependiendo de la tecnologia empleada se
obtienen lecturas de diferentes tamanos. Por ejemplo, con la tecnologia de
secuenciacion HiSeq (lllumina), se pueden obtener secuencias de una longitud de 30-
150pb para luego ser reconstruidos por algoritmos bioinformaticos (Zhe Wang et al.,
2009), o con la tecnologia PacBio se pueden secuenciar ARNm completos sin
necesidad de fragmentar.

En el caso de la plataforma de secuenciacion lllumina, se basa en el principio de
amplificacion en puente y marcaje de nucledtidos utilizando fluorescencia llamado
Secuenciacion por sintesis (SBS) (Metzker, 2010). Los millones de secuencias
generadas son analizadas por métodos bioinformaticos. Para ensamblar el
transcriptoma se puede realizar un ensamblaje guiado realizando un alineamiento
contra un transcriptoma o genoma de referencia, o se puede realizar un ensamblaje
de novo. Al final se llevan a cabo andlisis estadisticos para determinar la abundancia
de los transcritos como ADNc y de esta forma inferir la cantidad original de ARN

presente en la muestra (Griffith et al., 2010).

10



El RNA-Seq tiene diversas aplicaciones en el estudio de transcriptomas, entre
ellas: descubrimiento de transcriptos que no habian sido descritos anteriormente,
estudio de los mecanismos de regulacion genica, analisis de expresion diferencial de
genes, analisis de splicing alternativo, analisis de expresion alelo-especifica,
deteccion de editaje del ARN, deteccion viral, entre otras aplicaciones (Griffith et al.,
2010; Trapnell et al., 2010). Esta técnica también cuenta con multiples ventajas con
respecto a las técnicas utilizadas tradicionalmente para el estudio de la expresion
genica. Actualmente es la técnica mas precisa para medir los niveles de expresion de
un organismo, tejido o célula (Wang et al., 2009). Cuenta con una resolucion tan alta
que permite determinar variaciones de hasta un nucledtido en la secuencia de un
transcrito (Trapnell et al., 2010; Wang et al.,, 2009). A diferencia de las técnicas
tradicionales, requiere una cantidad muy baja de muestra, tiene un amplio rango
dinamico y no requiere conocimiento previo del genoma o transcriptoma por analizar
(Wang et al., 2009). Ademas, permite distinguir isoformas que son indistinguibles
mediante otros metodos, a excepcion de metodos de secuenciacion de tercera
generacion como PacBio (Trapnell et al., 2010; Wang et al., 2009). No tiene el riesgo
de hibridacion cruzada, como ocurre con los microarreglos. También posee un alto
nivel de reproducibilidad, lo que hace que sea el primer método basado en
secuenciacion que permite estudiar el transcriptoma entero de manera cuantitativa y
muy eficiente, lo cual no era posible hasta hace algunos afios con el uso de los
métodos basados en secuenciacion de Sanger (Wang et al., 2009)

En este proyecto se utilizaran datos de RNA-Seq para detectar expresion de
ERVs en tejido testicular de tres especies de primates y correlacionar las
caracteristicas gendémicas de los sitios cercanos a los ERVs con la expresion de

estos.

3. JUSTIFICACION
Esta investigacion es de importancia biolégica ya que aporta informacion acerca
de la genética evolutiva y funcion de los ERVs en tres especies de primates, utilizando

bases de datos publicas y herramientas bioinformaticas de libre acceso.
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Actualmente se desconocen los detalles precisos sobre como ocurrié la
separacion de las especies de primates. No obstante, el estudio de la expresion de
ERVs en tejido testicular podria ser la clave para elucidar aspectos evolutivos vy
comprender como ocurrio esta separacion entre especies de primates relacionadas.
Esto debido a que los procesos evolutivos que son heredados a los descendientes
ocurren en la linea germinal, por lo tanto la expresion de ERVs en este tejido es una
fuente potencial de innovacion evolutiva debido a su capacidad de integracion en
nuevos sitios gendmicos e influir en la expresion génica.

Esta investigacion también genera informacion importante acerca de cémo
influye el contexto genomico en la expresion de ERVs e informacion acerca de la
expresion de ERVs que previamente han sido relacionados con ciertas patologias
humanas. Aunque este no es el fin de esta investigacion, genera informacion valiosa
para estudios posteriores que busquen comprender la expresion de ERVs asociados
a patologias humanas. Lo cual es valioso ya que hasta la fecha se conoce que la
expresion de ERVs esta asociada con ciertas patologias humanas, pero esta relacion
aun no ha sido bien caracterizada (Groger & Cynis, 2018).

A nivel bioinformatico esta investigacion permitioc comparar dos protocolos de
ensamblaje de transcriptomas, mediante lo cual se pudo determinar el protocolo de
ensamblaje mas adecuado para este estudio. Realizar este tipo de comparaciones en
analisis bioinformaticos es de gran importancia, ya que en este campo los resultados
obtenidos de un analisis suelen depender en gran medida del protocolo utilizado y se
ha visto que protocolos disefiados para desarrollar un mismo analisis pueden generar

resultados muy variables.

4. HIPOTESIS
El contexto genomico influye en la expresion de ERVs a nivel de tejido testicular en
humanos, y la presencia de ERVs homologos en las tres especies de primates refleja

su papel evolutivo.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Determinar la influencia del contexto gendmico en la expresion de ERVs a nivel de
tejido testicular humano, y encontrar ERVs homaologos en tres especies de primates lo

que indicaria su papel evolutivo.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 lIdentificar y clasificar los transcritos ensamblados derivados de ERVs en
tres especies de primates para evaluar su papel evolutivo en la linea
germinal.

5.2.2 Determinar los loci de los cuales se expresan los ERV y obtener las
caracteristicas gendmicas cercanas a los sitios de integracion para
analizar su asociacion con la expresion de ERVs.

5.2.3 Identificar y comparar las secuencias de los eERVs homologos entre las
especies estudiadas para dilucidar su papel en la evolucion de los

primates.

6. METODOLOGIA
6.1 0rigen de las librerias
Las librerias utilizadas corresponden a tres especies de primates: humano
(Homo sapiens), orangutan (Pongo pygmaeus) y gorila (Gorilla gorilla) (Cuadro 1). En
total son 12 librerias de RNA-seq que originalmente fueron secuenciadas en ambas
direcciones mediante “next generation sequencing” (paired-end sequencing) con el
objetivo de determinar la especificidad de tejido de todos los genes que codifican
proteinas (Cuadro 1). Las librerias de humano y gorila fueron descargadas de bases
de datos publicas y la libreria de orangutan son datos que no han sido publicados aun
y fueron proporcionados por la Dra. Kateryna Makova de la Universidad de
PennState. Las librerias de humano seleccionadas eran de las pocas que se

encontraban accesibles en el momento en el que dio inicio esta investigacion, no

13



obstante, actualmente hay muchas mas librerias de RNA-Seq de tejido testicular
humano disponibles en bases de datos publicas.

Los datos crudos de RNA-seq de tejido testicular de orangutan (sin publicar) y
gorila (Vegesna et al. accepted) fueron obtenidos de animales en cautiverio del
zoologico de San Diego (Estados Unidos) que fueron sacrificados por razones de
salud. EI ARN de testiculo de estas muestras fue extraido utilizando el RNeasy Mini kit
(Qiagen) y las librerias de secuenciacion fueron generadas con el TruSeq RNA
sample prep kit (lllumina). La secuenciacion se realizd en las plataformas HiSeq y
MiSeq (lllumina). Los datos de humano de Ruiz-Orera et al., 2015 provienen de tejido
testicular histologicamente sano proveniente de pacientes quirurgicos de 25 y 71
semanas de edad que fueron secuenciados como paired-end en el lllumina HiSeq
2000. Mientras que los datos de Fagerberg etal.,, 2014, provienen de tejido
histologico testicular normal de pacientes quirurgicos con edades de 26, 34, 37, 50,
56 y 62 anos. Los ARNs fueron extraidos utilizando el RNeasy Mini kit (Qiagen) y la
secuenciacion se realizé utilizando los equipos HiSeg2000 y 2500 (lllumina) vy el
protocolo estandar de lllumina para RNA-Seq.

Todas las librerias fueron subidas al cluster del Colaboratorio Nacional de
Computacion Avanzada (CNCA) del Centro Nacional de Alta Tecnologia (CENAT) en
el cual se llevaron a cabo la mayor parte de los analisis haciendo uso de las
herramientas bioinformaticas instaladas en dicha infraestructura computacional.

Cuadro 1. Informacion de librerias RNA-seq que se utilizaron en este proyecto

. Nombre de . Longitud de  Phred score
Especie . ., Origen .
libreria reads promedio

Gorila SRR3053573 Vegesna et al. accepted 150 36
Orangutan 3405 sin publicar 150 37
Humano SRR2040581 Ruiz-Orera et al., 2015 100 38
Humano SRR2040582 Ruiz-Orera et al., 2015 100 38
Humano ERR315350 Fagerberg et al., 2014 100 38
Humano ERR315351 Fagerberg et al., 2014 100 38
Humano ERR315352 Fagerberg et al., 2014 100 38
Humano ERR315391 Fagerberg et al., 2014 100 37
Humano ERR315415 Fagerberg et al., 2014 100 37
Humano ERR315446 Fagerberg et al., 2014 100 37
Humano ERR315456 Fagerberg et al., 2014 100 37
Humano ERR315492 Fagerberg et al., 2014 100 37
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En la Figura 3 se muestra el protocolo general de analisis de datos
implementado con cada una de las librerias analizadas en este estudio con el
proposito de identificar y anotar transcritos originados a partir de eERVs en tejido

testicular humano.
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Figura 3. Protocolo de analisis de datos de RNA-Seq que se implemento para
identificar eERVs vy realizar una comparacion evolutiva de estos elementos en

las tres especies de primates.

6.2 Control de calidad de los reads
Se realizd una evaluacion de la calidad de las lecturas (reads en inglés) de cada
libreria utilizando la herramienta FastQC (Andrews, 2010). Con este analisis se
evaluo: la presencia de adaptadores, secuencias sobrerrepresentadas, contenido de

GC, frecuencias de K-meros, distribucion por nucleétido, nivel de duplicacion, entre
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otros factores. Esta evaluacion de calidad se realizé en las librerias crudas y en las

librerias después del preprocesamiento.

6.3 Limpieza de los reads

Como parte del preprocesamiento de los datos, se eliminaron reads con una
longitud menor a 50 pb, se eliminaron adaptadores, contaminacion y reads de baja
calidad en todas aquellas librerias que lo requirieron. Unicamente se conservaron
aquellos reads que presentaron un nivel de calidad por encima de 30. Para esto se
utilizé la herramienta Trimmomatic 0.36 (Bolger et al., 2014) con los parametros
SLIDINGWINDOW:4:20, MAXINFO:50:0.8 y MINLEN:50. Al finalizar la limpieza de los
reads, se realizd nuevamente un analisis con la herramienta FastQC para corroborar
que la calidad fuera la adecuada (nivel de calidad > 30 y el contenido de Ns,

secuencias sobrerrepresentadas y de adaptadores = 0).

6.4 Estandarizacion de protocolos bioinformaticos para ensamblaje de
transcriptomas

Como parte del proceso de estandarizacion del protocolo para ensamblar los
transcriptomas se probaron diferentes parametros de ensamblaje utilizando la
herramienta Trinity 2.6.2 (Grabherr et al., 2011), con el objetivo de determinar cual
generaba el mejor ensamblaje, es decir, con el que se obtuviera la mayor cantidad de
transcritos y de mayor longitud.

Cada uno de los transcriptomas ensamblados en estas pruebas fue evaluado
utilizando la herramienta TransRate (Smith-Unna et al., 2016) para determinar el total
de contigs ensamblados, su longitud y N50, con el objetivo de determinar cuales
fueron los parametros que generaron el mejor ensamblaje y emplear dichos
parametros en los ensamblajes de novo y guiados por genoma de cada una de las

librerias.
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6.5 Ensamblaje de transcriptomas

6.5.1 Ensamblaje guiado por genoma
Se descargaron los genomas de referencia de humano, gorila y orangutan,

incluyendo tanto cromosomas como scaffolds, esto debido a que en los scaffolds se
pueden encontrar muchas secuencias repetitivas que aun no han podido ser
asignadas a un determinado cromosoma. Estos genomas de referencia son de libre
acceso en el UCSC Genome Browser (humano-hg38, gorila-gorGor3 y orangutan-
ponAbe2) (Cuadro 2). Cada uno de estos genomas fue respectivamente indexado
utilizando la herramienta HISAT2 (D. Kim et al., 2015). Se utilizd esta herramienta
para realizar un mapeo de los reads de cada una de las librerias (previamente
preprocesadas) contra su respectivo genoma de referencia (humano, gorila u
orangutan) utilizando los parametros default de la herramienta.

El archivo en formato SAM obtenido se convirtié al formato BAM utilizando la
herramienta Samtools (Li etal., 2009). Estos archivos extension BAM fueron
utilizados como input para realizar el ensamblaje guiado por genoma utilizando la
herramienta Trinity.

Finalmente, utilizando la herramienta TransRate, se evaluo la calidad de cada
transcriptoma obtenido con el objetivo de comparar estas estadisticas con las de los

ensamblajes de novo del apartado 6.5.2.

Cuadro 2. Informacion de los genomas de referencia de gorila (gorGor3), humano

(hg38) y orangutan (ponAbe?2) utilizados.

Gorila (gorGor3) Humano (hg38) Orangutan (ponAbe2)
Version 05/10/2011 17/12/2013 13/11/2008
Numero de accesion GenBank GCA_000151905.1 GCA_000001405.15 GCA_000001545.3
Longitud total 3,029,537,234 3,099,734,149 3,437,863,358
Nivel de ensamblaje Cromosoma Cromosoma Cromosoma
N50 913,958 67,794,873 747,367
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6.5.2 Ensamblaje de novo
Se realizd un ensamblaje de novo de los transcriptomas de humano, gorila y

orangutan a partir de las lecturas pareadas tanto en direccion “forward” como en
“reverse”. Se utilizd la herramienta Trinity con los parametros --KMER_SIZE 25 y --
min_contig_length 200 paralelamente en 64 cores, dado a que con esos parametros
fue que se obtuvieron los mejores resultados. Seguidamente se realizd un analisis de
la calidad de cada uno de los transcriptomas ensamblados, utilizando la herramienta
TransRate. Se realizd una prueba U de Mann Whitney para comparar los resultados
de los ensamblajes realizados de novo y guiados por genoma (obtenidos en el
apartado 6.5.1), con el objetivo de determinar si existian diferencias estadisticas entre

los resultados obtenidos con ambos métodos de ensamblaje.

6.6 Anotacion de ERVs
Se descarg0 la base de datos RepBase (v. RepBase24.12) en formato fasta
desde la pagina del Genetic Information Research Institute, California, USA

(https://www.qirinst.org/server/RepBase/index.php, descargada el 22/2/2018). Esta

es una base de datos que esta compuesta por secuencias de ADN correspondientes
a elementos repetitivos del genoma de diferentes especies de eucariontes. Aunque
existen otras bases de datos, esta es una de las mas utilizadas, ya que es muy
completa y constantemente esta siendo actualizada (Bao et al., 2015; Jurka et al.,
2005). Debido a esto, esta base de datos es las mas adecuada para la anotacion de
secuencias de ADN provenientes de elementos repetitivos. Esta base de datos esta
compuesta por prototipos de secuencias consenso de familias de elementos
repetitivos de diferentes especies de eucariotas.

Debido a la naturaleza de los objetivos de esta investigacion, se cred una base
de datos personalizada a partir de RepBase, en la cual unicamente se incluyeron los
elementos transponibles de humanos y de primates. Esto con el fin de tener en la
base de datos unicamente secuencias de ADN de los elementos repetitivos de interés
y eliminar el posible ruido en el analisis que pudiera generar el emplear la base de

datos completa. La nueva base de datos customizada contenia un total de 782
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elementos (longitudes entre 199 y 9084 pb) categorizados como: retrovirus
endoégenos (47), ERV1 (424), ERV2 (113) y ERV3 (198). Cada uno de los
transcriptomas ensamblados a través del abordaje de novo y guiado por genoma,
fueron alineados contra esta base de datos utilizando la herramienta BLASTn 2.7.1
(Altschul et al., 1990) con el objetivo de identificar los transcritos derivados de ERVs.

Para realizar el alineamiento con BLASTn se consideraron transcritos derivados
de ERVs (eERV) solamente a aquellos que presentaron un porcentaje de identidad
superior al 70% (-perc_identity 70) con alguno de los elementos de la base de datos y
una longitud mayor a 3000 pb, esto debido a que se buscaba analizar unicamente los
eERVs completos o casi completos. Se eligid6 este porcentaje de identidad
considerando que los elementos transponibles tienen porcentajes de divergencia
genética variables, que dependen de la longitud y edad del elemento (Giordano et al.,
2007), ademas de que sufren mutaciones y evolucionan rapidamente por lo cual van
acumulando diferencias con respecto a los elementos consenso de la base de datos
Repbase. De los resultados obtenidos de este alineamiento se eligio el hit que
contaba con el mejor score y el menor E-value.

Se evaluo la capacidad codificante de cada uno de los transcritos ensamblados
mediante un alineamiento con BLASTx contra la base de datos nr (non-redundant
protein sequences). Se eligié esta estrategia debido a que pueden existir ERVs que
han perdido algunos o la mayoria de genes internos por lo cual otras estrategias
como la busqueda de codones de iniciacion no serian funcionales en casos de este
tipo. Otras estrategias que se basan en la busqueda de promotores en la regiéon 3'
UTR, codones de iniciacion y terminacion, no pueden ser empleadas en este caso en
donde Unicamente se cuenta con transcritos y no con el genoma completo. Se
determind que los eERVs con capacidad codificante eran aquellos que presentaron
un porcentaje de similitud superior al 75% con alguna proteina de la base de datos y
que esta similitud fue en un fragmento superior a 1500 pb. Con los resultados
obtenidos de este alineamiento también se eligié el hit que contaba con el score mas

alto y el menor E-value.
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A pesar de que existen diferentes herramientas para realizar alineamientos de
secuencias, se utilizo la herramienta BLAST dado a que ésta es una de las mas
utilizadas debido a sus multiples ventajas (McGinnis & Madden, 2004). Esta
herramienta creada hace 30 afos y que ha sido mejorada a través de los arios, es
muy versatil, ya que entre sus multiples aplicaciones permite realizar alineamientos de
nucleodtidos y proteinas, ademas es mucho mas rapida que otras herramientas,
permite realizar alineamientos locales con bastante exactitud y tiene la ventaja de que
es de libre acceso (Camacho et al., 2009; McGinnis & Madden, 2004).

Finalmente, se utilizé el paquete ggplot (0.4.2) de R para realizar un grafico de
burbujas con la representacion grafica de la cantidad de eERVs de cada tipo
(Wickham, 2016).

6.7 Determinacion del nivel de soporte de cada transcrito ensamblado

Para determinar el nivel de soporte o cobertura de cada uno de los transcritos
ensamblados, se extrajeron las secuencias en formato fasta de cada uno. Estos
transcritos fueron indexados utilizando la herramienta HISATZ2 y posteriormente se
alinearon los reads forward y reverse (los obtenidos después del trimming) contra
estos transcritos ensamblados. Para determinar el nivel de cobertura en cada una de
las bases del transcrito se utilizo la herramienta Samtools depth y tras obtener este
dato se estimo el promedio de cobertura en todo el transcrito. Se consideraron con
suficiente soporte aquellos transcritos con una cobertura minima de 5X y los que no
alcanzaron este nivel de soporte umbral fueron descartados.

Se utilizd la herramienta Kallisto para calcular el numero de TPM (“Transcripts
per million”). Para esto se realizd un index de todos los transcritos ensamblados y
este se utilizd para estimar los TMP utilizando las librerias preprocesadas (obtenidas
después del trimming). La estimacion de este parametro permite normalizar los
resultados de cobertura dado que las librerias utilizadas fueron secuenciadas a
diferente profundidad. El valor de TPM indica cuantas moléculas corresponden a
ERVs por cada millon de moléculas de RNA en los datos de RNA-seq de la muestra.

Para esto se divide el numero total de reads que mapearon con cada libreria
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ensamblada entre la longitud del transcrito para obtener un nivel de expresion
normalizado de cada transcrito reconstruido, luego la suma de los valores de
expresion normalizados es dividida entre 1 000 000 para obtener un factor de escala.
Finalmente se divide el nivel de expresion normalizado de cada transcrito entre el
factor de escala calculado, lo cual da como resultado el valor de TPM. Existen otras
meétricas para realizar esta normalizacion de los transcritos de RNA-Seq de diferentes
muestras; sin embargo se eligio estimar TPMs ya que este parametro es
comunmente utilizado porque tiene la ventaja de que normaliza tomando en cuenta
las diferencias en composicion de transcritos debido a la profundidad de
secuenciacion, en lugar de solo dividir entre el numero de reads de la libreria, esto
hace que este parametro sea mas comparable entre muestras de diferentes origenes

y composicion (Conesa et al., 2016).

6.8 Ubicacion en el genoma y caracteristicas genémicas de los flancos de eERVs

humanos

6.8.1 Ubicacion de la posicién de cada transcrito
Los eERV con suficiente soporte se alinearon contra los genomas de referencia

respectivos para identificar los loci en los que se encuentran insertos. Para esto se
utilizé la herramienta BLAT, en donde se seleccion¢ una identidad minima del 80% (-
minldentity=80) y se verifico que el alineamiento incluyera al menos 80% de la
longitud del transcrito (>2400bp). Se eligieron estos parametros tomando en cuenta
que los ERVs pueden sufrir mutaciones y splicing alternativo que pueden hacer que
existan diferencias entre los eERVs ensamblados a partir de las librerias utilizadas y
las secuencias homologas presentes en el genoma de referencia hg38.

Con esto se obtuvieron las coordenadas gendmicas de los eERV, las cuales
fueron almacenadas en formato BED. En los casos en que un mismo transcrito
mapeo en diferentes partes del genoma, se asumid como correcta la posicion en la
cual el alineamiento fue de mayor longitud y con mayor porcentaje de similitud. Se

eliminaron isoformas (transcritos que varian en longitud o en pocos nucleétidos pero
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que corresponden a un mismo elemento dado a que mapearon en una misma region
del genoma). Después de obtener el locus de cada eERVs en el genoma, se estimo la
densidad de eERVs encontrada en cada cromosoma, y se comparé con la densidad
esperada segun lo reportado en la literatura. Se realizd una prueba t de student de
dos colas para determinar si existian diferencias entre los valores de densidad de
ERvs observados y esperados.

Se utilizo el paquete ggplot (0.4.2) de R para realizar un grafico de burbujas con
la representacion grafica de la cantidad de eERVs en cada cromosoma (Wickham,
2016).

6.8.2 Identificacion de transcritos anidados
Con el fin de determinar si los transcritos identificados contenian otros

elementos transponibles anidados, se determind el intercepto de las coordenadas de
los ERVs con las coordenadas de todos los elementos transponibles de la base de
datos RepBase. Para esto se utilizd la herramienta “Intersect the intervals of two
datasets” de la plataforma web de Galaxy (Version 1.0.0) utilizando el servidor publico
en usegalaxy.org para analizar los datos (Afgan etal., 2016). Finalmente se

visualizaron los interceptos con la herramienta Integrative Genomics Viewer (IGV).

6.8.3 Determinacion de traslape de ERVs expresados con genes, INcCRNAs y LTRs

Se determind el intercepto de las coordenadas de los eERVs de cada libreria
con genes, INCRNAs (reportados en tejido testicular de humano) y LTRs presentes en
el genoma de referencia obtenidos de bases de datos publicas (Cuadro 2). Esto se
realiz6 con el objetivo de determinar la proporcion de traslape entre los eERV vy
elementos de cada uno de los sets de datos mencionados. Esto se realizo utilizando
la herramienta “Intersect the intervals of two datasets” de la plataforma web Galaxy
(Version 1.0.0) y se visualizaron los interceptos con la herramienta Integrative
Genomics Viewer (IGV).

Se utilizo la herramienta “Join the intervals of two datasets side-by-side” de la

plataforma web de Galaxy (Version 1.0.0), para unir el archivo que contenia las
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coordenadas de los interceptos de los elementos gendmicos con el archivo que
contenia las ubicaciones gendémicas de los eERV. Finalmente se realizd un conteo del

total de interceptos de los ERVs con LTRs, genes y INcCRNAs.

6.8.4 Determinacion de las caracteristicas genomicas de los flancos de eERV en el

genoma humano

Los flancos de cada eERV se definieron como 100 kb corriente arriba y 100 kb
corriente abajo a partir del inicio y final de la coordenada genémica de cada eERV,
respectivamente.

Cada flanco de 100 kb fue dividido en ventanas no traslapantes de 1 kb en las
que se cuantifico la proporcion de: genes, islas CpG, otros ET (como SINEs, LINEs,
LTRs y ADN transposones), INcRNAs, regiones con cromatina abierta (sensibles a
ADNasa 1), regiones conservadas, origenes de replicacion y tasa de recombinacion,
los cuales podrian estar modulando la expresion de los ERVs en testiculo. Para
cuantificar la proporciéon de traslape de cada caracteristica gendmica con cada una
de las ventanas se utilizd la herramienta de la plataforma web de Galaxy (Version
1.0.0) llamada Feature coverage. Datos de estas caracteristicas genomicas se

descargaron de diversas bases de datos descritas en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Descripcion de las bases de datos utilizadas para cuantificar

caracteristicas genomicas en los flancos de eERVs

Base de datos Cuantificacion Fuente Referencia

SINE Contenido RepBase Jurka et al., 2005
LINE Contenido RepBase Jurka et al., 2005
HS de recombinacion Contenido UCSC Genome Browser Myers et al., 2005
Tasa de recombinacién Promedio UCSC Genome Browser Myers et al., 2005
Tiempo de replicacién Promedio DECODEdcc Ryba et al., 2011
Origenes de replicacion Contenido UCSC Genome Browser Besnard et al., 2012
Sitios sensibles a DNasal Contenido UCSC Genome Browser Sabo et al., 2006
Islas CpG Contenido UCSC Genome Browser Gardiner-Garden & Frommer, 1987
Regiones conservadas Contenido UCSC Genome Browser -

IncRNAs Contenido Human IncRNA catalog Cabilietal., 2011
ADN transposones Contenido RepBase Jurka et al., 2005
Genes Contenido UCSC RefSeq (gene) Pruitt et al., 2014
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Para obtener el set de datos control que incluia a todos los LTRs que no se
expresan, se filtro la base de datos RepBase y se extrajeron las coordenadas
gendmicas de todos los LTRs mayores a 3000pb, que correspondieron a un total de
3060 elementos. Seguidamente se eliminaron todas aquellas coordenadas
genomicas que traslaparon con las coordenadas de los ERVs expresados. Ademas se
eliminaron las coordenadas gendémicas correspondientes a centromeros (Miga et al.,
2014) y télomeros utilizando la base de datos de gaps de hg38 que se obtuvo

descargando el track “Gap” disponible en UCSC Genome Browser

(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables, 28 Marzo 2020 03:55:52 (UTC)). Para

eliminar estas coordenadas genomicas se utilizd la herramienta “bedtools Intersect
intervals” de la plataforma web de Galaxy (Version 1.0.0) y finalmente se obtuvo un
total de 3000 posiciones genémicas, correspondientes al set de datos control. Para
cada una de las 3000 coordenadas gendmicas se estimaron los flancos de la misma
manera que se estimaron para los ERVs expresados y se evaluaron las caracteristicas
genomicas como se detalla arriba.

Con el objetivo de determinar si existian diferencias entre las caracteristicas
genodmicas de las regiones control y de los flancos de los ERVs detectados, se realizd
un analisis funcional de los datos o FDA (por sus siglas en inglés de “Functional data
analysis”) utilizando el paquete IWTomics (V.1.12.0) en R (V.3.6.0). Esta herramienta
permite analizar y comparar datos dmicos medidos con alta resolucion en regiones
gendmicas definidas. Este paquete permite probar la hipdtesis nula de que las
distribuciones de dos curvas son iguales a través de una prueba no paramétrica
utilizando permutaciones, siendo ideal para utilizarse en este tipo de datos gendmicos
que generalmente violan el supuesto de normalidad (Cremona et al., 2018).

Esta herramienta genera una curva con los valores de p ajustados en cada
ventana. A diferencia de otras herramientas que realizan analisis similares, ésta
realiza una correccion de los valores de p contemplando todos los intervalos que

contienen esa ventana (Cremona et al., 2018).
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6.9 Comparacion evolutiva de eERVs entre especies de primates

Para ubicar las regiones homologas de los ERVs en humano con respecto a los
genomas de gorila y orangutan se extrajeron las secuencias de ADN (en formato
fasta) del genoma humano correspondientes a cada tipo de ERV identificado. Para
esto se utilizaron las coordenadas consenso (obtenidas a partir de la posicion de
inicio mas baja y la posicion de final mas alta, esto para los casos en los que un
mismo ERV fue ensamblado a partir de diferentes librerias y que existieron diferencias
en los tamanos de estos) de cada eERV (41 en total) y se utilizd la funcion
“GetFastaBed” de la herramienta bedtools para extraer las secuencias de ADN en
formato fasta. Seguidamente se utilizé la herramienta BLAT para alinear cada una de
estas secuencias en el genoma de gorila y de orangutan considerando solo los
alineamientos con porcentaje de similitud superior al 80% (-minldentity=80). Con
cada una de las posiciones genomicas obtenidas del alineamiento con BLAT, se
extrajeron las secuencias nucleotidicas de los genomas de gorila (GorGor3) vy
orangutan (PonAbe?2) utilizando la funcion “GetFastaBed” de la herramienta bedtools.

Cada una de las secuencias de ADN extraidas de los genomas de gorila y
orangutan fue alineada mediante un megablast contra la base de datos RepBase
(customizada previamente) utilizando la herramienta BLASTn 2.7.1 con un porcentaje
de identidad superior al 70% (-perc_identity 70) con el objetivo de identificar los
transcritos derivados de ERVs. Este porcentaje de identidad fue seleccionado
tomando en cuenta los aspectos mencionados en el apartado 6.6. Para la
identificacion de cada copia de ERV se considerd unicamente el hit del BLAST con
score mas alto y el menor E-value.

Se realizd un recuento de los ERVs compartidos entre las tres especies de
primates y se seleccionaron aquellos ERVs identificados en las tres especies y que
ademas se habia determinado que poseian capacidad codificante en humano.
Utilizando estos ERVs se estimé la Ka (tasa relativa de mutaciones no sinénimas) y la
Ks (tasa relativa de mutaciones sinénimas). Se realizd una prueba de seleccion
purificadora entre las secuencias de las tres especies de primates utilizando el
meétodo de Nei-Gojobori en el software MEGA 7 (Kumar et al., 2016).
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7. RESULTADOS
7.1.  Control de calidad de las librerias y preprocesamiento de datos

Los datos crudos de todas las librerias mostraron valores de Phred score
superiores a 36. Sin embargo, fue necesario realizar una limpieza y preprocesamiento
de los datos debido a la presencia de restos de adaptadores y secuencias
sobrerrepresentadas en algunos casos. Tras realizar el trimming de las librerias se
logré eliminar reads de baja calidad, secuencias sobrerrepresentadas y adaptadores.
Con esto se logré obtener librerias con reads de una calidad Optima, aunque se
disminuy¢ ligeramente la cantidad de reads tras realizar el preprocesamiento (Cuadro
4).

Cuadro 4. Resultados andlisis de calidad de las librerias crudas antes y después del

trimming

Antes del trimming Después del trimming

Libreria Organismo No. reads Promedio Otros* No. Remanente Promedio
) de calidad de reads (%) de calidad

ERR315350_1.fastq Humano 8881861 38 A 7351435 (82,8%) 38
ERR315350_2.fastq Humano 8881861 37 A 7351435 (82,8%) 38
ERR315351_1.fastq Humano 8808454 38 A 7395681 (83,9%) 38
ERR315351_2.fastq Humano 8808454 38 A 7395681 (83,9%) 38
ERR315352_1.fastq Humano 35915919 37 A 31656635 (88,1%) 38
ERR315352_2.fastq Humano 35915919 37 A 31656635 (88,1%) 38
ERR315391_1.fastq Humano 39007238 37 A 34081813 (87,4%) 37
ERR315391_2.fastq Humano 39007238 37 A 34081813 (87,4%) 37
ERR315415_1.fastq Humano 44085084 37 A 38696902 (87,8%) 37
ERR315415_2.fastq Humano 44085084 37 A 38696902 (87,8%) 37
ERR315446_1.fastq  Humano 33605790 37 A 29395904 (87,5%) 37
ERR315446_2.fastq  Humano 33605790 37 A 29395904 (87,5%) 37
ERR315456_1.fastq Humano 32054218 37 A 28115822 (87,7%) 37
ERR315456_2.fastq Humano 32054218 37 A 28115822 (87,7%) 37
ERR315492_1.fastq Humano 44436072 37 A,D,O0 38546727 (86,7%) 37
ERR315492_2.fastq Humano 44436072 37 A,D,O0 38546727 (86,7%) 37
SRR2040581_1.fastq Humano 14782097 38 14768715 (99,9%) 38
SRR2040581_2.fastq Humano 14782097 38 14768715 (99,9%) 38
SRR2040582_1.fastq Humano 85271817 38 85137618 (99,8%) 38
SRR2040582_2.fastg Humano 85271817 38 85137618 (99,8%) 38
SRR3053573_1.fastq Gorila 12193614 36 A 10984239 (90,1%) 36
SRR3053573_2.fastq Gorila 12193614 37 A 10984239 (90,1%) 37
3405F.fastq Orangutan 99090483 37 A,D,0 89271670 (90.1%) 37
3405R fastq Orangutan 99090483 37 A,D,0 89271670 (90.1%) 37

*A: Presencia de Adaptadores, D: Secuencias duplicadas, O: secuencias sobrerrepresentadas.
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7.2 Estandarizacion de protocolos bioinformaticos para ensamblaje de transcriptomas

7.2.1 Comparacion de ensamblaje utilizando diferentes parametros con la
herramienta Trinity

Tras realizar tres pruebas de ensamblajes de novo de la libreria ERR315391
(humano) utilizando diferentes parametros con el ensamblador Trinity, se encontrd
que el ensamblaje que genero los mejores resultados fue el que se realizé utilizando --
min_contig_length de 200 y --KMER_SIZE 25 (Cuadro 5). Por lo tanto, se decidio
utilizar este parametro para realizar el ensamblaje de todas las librerias, con el
objetivo de que los parametros utilizados fueran consistentes entre todas las librerias
y que las diferencias que se pudieran observar entre estas no fueran producto del

empleo de diferentes parametros de ensamblaje.

Cuadro 5. Comparacion de calidad de ensamblajes de novo de la libreria ERR315391

utilizando diferentes parametros

N Sec mas Longitud

Parametros X N bases . N50
secuencias larga promedio
--KMER_SIZE 20 --min_contig_length 150 331721 10755 196663862 548 1447
--KMER_SIZE 50 --min_contig_length 80 0 0 0 0 0
--KMER_SIZE 25 --min_contig_length 200 409681 20264 433390140 1057 2197

7.2.2 Comparacion entre ensamblajes guiados por genoma y de novo
Al realizar mapeo de reads de cada una de las librerias contra el respectivo

genoma de referencia utilizando la herramienta HISATZ2, se comprobd que en todas
las librerias, el 100% de las lecturas fueron pareadas y cerca del 70% de las lecturas
de la mayoria de las librerias de humano mapearon al menos una vez contra el
genoma de referencia. En el caso de orangutan y gorila aproximadamente un 50% de
las secuencias mapearon al menos una vez. En general las tasas de alineamiento
fueron bastante altas para las librerias de humano (cerca del 90%), pero para las

librerias de orangutan y gorila fueron mas bajas (cercanas al 75%) (Cuadro 6). El
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archivo en formato SAM obtenido mediante este alineamiento fue utilizado como input

para realizar el ensamblaje guiado por genoma (Cuadro 6).

Cuadro 6. Resultados del alineamiento de las lecturas de cada libreria contra el

respectivo genoma de referencia
herramienta HISAT2

(hg38, GorGor3 o PonAbe2)

utilizando la

Librerfa Especie No. Alinearon unavez Alinearon mas de No alinearon (%) Alineamiento
lecturas (%) una vez (%) (%)
ERR315350 Humano 7351435 5157748 (70,2%) 716014 (9,7%) 1477673 (20,1%) 86,0%
ERR315351 Humano 7395681 5116953 (69,2%) 773708 (10,5%) 1505020 (20,3%) 85,8%
ERR315352 Humano 31656635 24752322 (78.2%) 4311633 (13.6%) 2592678 (8.2%) 95.6%
ERR315391 Humano 34081813 23148367 (67.9%) 3783081 (11.1%) 7150364 (21.0%) 84.3%
ERR315415 Humano 38696902 29194427 (75.4%) 4745725 (12.3%) 4756750 (12.3%) 91.8%
ERR315446 Humano 29395904 22587656 (76.8%) 3597535 (12.3%) 3210713 (10.9%) 93.0%
ERR315456 Humano 28115822 20982450 (74.6%) 3485616 (12.4%) 3647756 (13.0%) 91.3%
ERR315492 Humano 38546727 28864063 (74.9%) 5093324 (13.2%) 4589340 (11.9%) 92.1%
SRR2040581 Humano 14768715 12299596 (83.3%) 1945124 (13.2%) 523995 (3.5%) 97.1%
SRR2040582 Humano 85137618 69979278 (82.2%) 11063609 (13.0%) 4094731 (4.8%) 98.2%
SRR3053573 Gorila 10984239 6206481 (56.5%) 1328567 (12.1%) 3449191 (31.4%) 76.9%
3405 Orangutan 89271670 48929894 (54.8%) 9403411 (10.5%) 30938365 (34.7%) 72.1%

Posteriormente, al comparar los resultados obtenidos de ensamblajes realizados

con un enfoque guiado por genoma y ensamblaje de novo, se observo que se logro

ensamblar una mayor cantidad de secuencias con el ensamblaje de novo (U = 37; p =

0.045), pero no se encontraron diferencias en términos de la longitud maxima de las

secuencias ensambladas (U = 65.5; p = 0.713), longitud promedio (U = 52; p =
0.266) nien el N50 (U = 76; p = 0.843) (Figura 4, Anexo 1).
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Figura 4. Comparacion de diferentes parametros de calidad para cada ensamblaje de
novo (azul) y guiado por genoma (naranja) de cada una de las librerias de humano

(rojo), gorila (verde) y orangutan (amarillo).

Entre todas las librerias de humano y ambas estrategias de ensamblaje, se logré
ensamblar un total de 247 transcritos de longitud superior a 3000 pb. Sin embargo,
gran parte de estos corresponden a isoformas, lo cual fue corroborado en pasos
posteriores del analisis. En el caso de la libreria de orangutan se obtuvo solo 17
transcritos mayores a 3000 pb (Cuadro 7). Mientras que en gorila los transcritos mas
largos fueron de alrededor de 2000 pb.

Pese a que se logré ensamblar una mayor cantidad de secuencias con el
ensamblaje de novo, fue con el ensamblaje guiado por genoma con el cual se logro
ensamblar un mayor numero de transcritos de longitud superior a 3000 pb. Con este
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tipo de ensamblaje se logré ensamblar un total de 194 transcritos, mientras que con
el ensamblaje de novo se obtuvo solamente 70 transcritos de mas de 3000 pb. En las
librerias ERR315350 y ERR315351 de humano y en la GT911 de gorila, no se logré
obtener transcritos de mas de 3000 pb con ninguno de los dos tipos de ensamblaje
(Cuadro 7).

Entre las diferentes librerias de humano, se encontrd gran variabilidad en cuanto
a la cantidad de transcritos de mas de 3000 pb ensamblados guiado por genoma y
de novo. Un ejemplo de esto es la libreria SRR2040582, en la cual se obtuvieron 91
transcritos con el ensamblaje guiado por genoma y solo nueve transcritos con el
ensamblaje de novo, por lo tanto algunos de los transcritos solamente fueron

reconstruidos por uno de los dos enfoques de ensamblaje (Cuadro 7).

Cuadro 7. Total de transcritos de humano, gorila y orangutan (>3000 pb)

ensamblados mediante ensamblaje guiado por genoma y de novo

Tipo de ensamblaje

Libreria Organismo  Guiado por
De novo
genoma

ERR315350 Humano 0 0
ERR315351 Humano 0 0
ERR315352 Humano 41 5
ERR315391 Humano 4 0
ERR315415 Humano 6 0
ERR315446 Humano 12 14
ERR315456 Humano 0 2
ERR315492 Humano 27 34
SRR2040581 Humano 0 2
SRR2040582 Humano 91 9
SRR3053573 Gorila 0 0
3405 Orangutan 13 4

Total 194 70
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7.3 Determinacion del nivel de soporte de cada transcrito ensamblado

De todos los 247 transcritos reconstruidos (incluyendo las isoformas) a partir de
las librerias de RNA-seq de humano, el 22,45% (55 transcritos) presentaron
cobertura inferior a 5x y el 77,55% restantes presentaron coberturas entre 5x 'y 169x.
Para los analisis posteriores solamente se conservaron los 192 transcritos que
presentaron un nivel de cobertura superior a 5x.

Al comparar la cobertura de los transcritos de cada una de las librerias
utilizadas, se encontré que los transcritos de las librerias ERR315352 y SRR2040582
presentaron una gran variabilidad en los valores de cobertura. En las librerias
restantes se observé que la cobertura fue muy similar tanto entre transcritos de la

misma libreria, asi como entre diferentes librerias (Figura 5).
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Figura 5. Nivel de cobertura estimado para cada uno de los transcritos de las nueve
librerias con ERV >3000 pb. Entre paréntesis se muestra la cantidad de transcritos

reconstruidos en cada libreria.
Dado que las librerias fueron secuenciadas a diferente profundidad, se estimo el

valor de TPM (Transcripts per million), con el propoésito de disminuir el efecto de la

profundidad de secuenciacion en la cobertura de las librerias analizadas. Se observo
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que los transcritos de las librerias ERR315415, ERR315456 y SRR2040581 poseen

promedios de TPM mayores con respecto al resto de las librerias (Figura ©6).
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Figura 6. Valores de transcritos por millon (TPM) estimados para cada uno de los
transcritos de las diferentes librerias usando Kallisto. Entre paréntesis se muestra la

cantidad de transcritos (> 3000 pb) reconstruidos en cada libreria.

7.4 Anotacion de transcritos ensamblados

Al realizar la anotaciéon de cada uno de los transcritos de tamano superior a
3000 pb identificados en las especies de primates analizadas, se encontrd que la
mayoria de los transcritos ensamblados correspondian a isoformas (transcritos
pertenecientes a un mismo ERV pero con ligeras variaciones de tamafio o en pocos
nucleotidos). Al eliminar todas las isoformas, se paso6 de tener 192 transcritos a 77.

Se encontraron diferencias entre los transcritos reconstruidos por ambos
metodos de ensamblaje. En multiples ocasiones ciertos ERVs fueron reconstruidos
solamente con uno de los dos métodos de ensamblaje utilizados. Este fue el caso de
la libreria SRR2040582, la cual fue la libreria de humano en la cual se detectaron la
mayor cantidad transcritos (n=40), pero 35 de 40 transcritos fueron ensamblados
solamente con el enfoque guiado por genoma. Por esta razon a partir de este punto

se decidié combinar los resultados obtenidos con ambos métodos de ensamblaje.
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Se encontré que los eERVs mas frecuentes en las librerias de humano fueron
HERV17, HERVK221 y HERVS71, encontrados en cinco de las diez librerias (Figura
7). Mientras que los tipos de ERVs de los cuales se ensambl6 una mayor cantidad de

transcritos fueron HERVK, HERVS71, HERVK31 y HERV17 (Figura 7).
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Figura 7. Total de eERVs (> 3000pb) anotados por familia detectados en cada libreria

de humano analizada.

En el caso de la libreria de Orangutan también se encontraron diferencias entre
los tipos y cantidad de ERVs obtenidos con el ensamblaje de novo y con el
ensamblaje guiado por genoma. Con el ensamblaje guiado por genoma se detecto la
expresion de cinco tipos de ERVs (HARLEQUIN, HERV1_l, HERVE, HERVK vy
HERVK22I); mientras que con el ensamblaje de novo se encontraron solamente dos

tipos de ERVs (HERV46l y HERVS71), pero ninguno fue identificado con ambos
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enfoques de ensamblaje (Figura 8). Se encontré que HERVE fue el retrovirus que

presentd mas transcritos en orangutan.

Oran_GG Oran_novo Total
HARLEQUIN - 1 1
HERV1_|- 1 1
HERV461 - 1 1 Valor
1.0
1.5
HERVE - 3 a3 L 20
) 25
HERVK - 1 1 30
HERVK22| - 1 1
HERVS71 - 1 1

Figura 8. Total de eERVs (> 3000pb) anotados por familia detectados en la libreria de
orangutan (3405).

Se encontré que de los eERVs ensamblados en humano, un 64,9% pertenecian
a la familia ERV1, un 29,9% a la familia ERVK y solamente un 5,2% pertenecian a la
familia ERVL (Cuadro 8). En el caso de la libreria de orangutan, solamente se
detectaron ERVs de las familias ERV1 y de la familia ERVK, en un 77,8% y un 22,2%
respectivamente. Tanto en humano como en orangutan la familia de ERVs
predominante fue ERV1.
Cuadro 8. Total de transcritos (> 3 kb) correspondientes a cada una de las familias de

ERV identificadas en humano, orangutan y gorila

Familia de ERV Humano (%) Orangutan Gorila
ERV1 50 (64,9 %) 7 (77,8%) 0 (0%)
ERVK 23 (29,9 %) 2 (22,2 %) 0 (0%)
ERVL 4 (5,2 %) 0 (0%) 0 (0%)
Total 77 (100%) 10 (100%) 0 (0%)
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7.5 Determinacion de los loci de los eERV
Al realizar el alineamiento contra el genoma de referencia utilizando la
herramienta BLAT, se determiné la posicion en el genoma de cada uno de los eERVs
a partir de cada una de las librerias. Se logré determinar la posicion de todos los
transcritos ensamblados en humano. La Figura 9 muestra la posicion de cada uno de

los 68 eERVs en cada cromosoma del genoma de referencia hg38.
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Figura 9. Posicion de cada uno de los 68 eERVs en cada cromosoma del genoma
humano. Entre paréntesis se muestra la cantidad de librerias en las que se encontré

cada uno de estos elementos.

Se observd que en algunos casos, un mismo tipo de ERV se encontrd en

diferentes librerias. Esto se observd en ERVs de los cromosomas 2, 5, 7, 10, 11, 12,
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14, 17, 18, 19, 22 y X. Se encontraron dos copias expresadas del retrovirus

HERVIP10F, una se ubica en el brazo largo del cromosoma 2 y la otra se ubica en el

brazo corto del cromosoma 18, en este ultimo se ubica muy cerca del centromero,

esto fue

encontrado en dos (ERR315492 y SRR2040582) y tres (ERR315456,

ERR315492 y SRR2040582) librerias, respectivamente (Figura 10).
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Figura 10. Ubicacion en el genoma de copias no idénticas de HERVIP10F
reconstruidas a partir de diferentes librerias de humano mediante ensamblaje de novo

(azul) y guiado por genoma (rojo).
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Lo mismo se encontro en el caso de HERVH48I, en el cual también se observo
que existen dos copias expresandose de este elemento en diferentes cromosomas.
Una copia se encuentra en el cromosoma 14 y otra copia en el cromosoma X, y esto

se observo en dos librerias y en una libreria, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11.

Ubicacion en el genoma de copias no idénticas de HERVH48I

reconstruidas a partir de librerias de humano mediante ensamblaje de novo (azul) y

guiado por genoma (rojo).
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Se encontraron dos copias del elemento HERVS71, una en el cromosoma 7 v la
otra en el cromosoma 10. Esto se encontro en tres (ERR315352, ERR315492 vy
SRR2040582) y en cuatro (ERR315352, ERR315391, ERR315446 y SRR2040582)
librerias, respectivamente. Las librerias ERR315352 y SRR2040582 presentaron
ambas copias de HERVS71 en los cromosomas 7 y 10 (Figura 12). En el brazo largo
del cromosoma 7 se encontré también una copia del elemento HERV17, el cual fue
encontrado en cinco de las 10 librerias de humano analizadas (Figura 12). De estas
cinco librerias en las que se encontré este elemento, en las librerias ERR315352,
ERR315446 y SRR2040581 solo se logré ensamblarlo con uno de los dos tipos de
ensamblaje, y solo en las librerias ERR315492 y SRR2040582 se logré ensamblar
dicho elemento tanto por ensamblaje de novo asi como con el ensamblaje guiado por

genoma (Figura 12).
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Figura 12. Ubicacion en el genoma de copias no idénticas de HERVS71, HERV17,

HERV3 y HERV1 reconstruidas a partir de librerias de humano mediante ensamblaje

de novo (azul) y guiado por genoma (rojo).

Otro elemento que se logré ensamblar a partir de cinco de las librerias de

humano fue el elemento HERVK22| ubicado en el cromosoma 12. Este elemento fue
encontrado en las librerias ERR315352, ERR315391, ERR315446, ERR315492 vy

SRR2040582. Y en todas estas librerias solamente se logré reconstruir por uno de los

dos métodos de ensamblaje (Anexo 3).
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El elemento MER52A se encontrd en el brazo corto del cromosoma 11 en
cuatro de las librerias de humano. Este elemento fue ensamblado por ambos métodos
de ensamblaje a partir de las librerias ERR315352 y ERR315446, y solamente por uno
de los métodos de ensamblaje a partir de las librerias ERR315391 y SRR2040582
(Anexo 4).

El elemento HERVKOI, fue ensamblado en tres de las librerias de humano
(ERR315352, ERR315492 y SRR2040582) y unicamente por uno de los métodos de
ensamblaje. Al localizarlo en el genoma se encontré que se ubica al inicio del brazo
corto del cromosoma 5 (Anexo 5).

Se encontrd a los elementos Harlequin y HERVKSI en el cromosoma 17 (Anexo
6) y 19 (Anexo 7), respectivamente. Estos elementos fueron ensamblados a partir de
las librerias ERR315391, ERR315492 y SRR2040582 de humano.

En el caso del elemento HERVK este fue reconstruido a partir de las mismas
librerias de humano ERR315352, ERR315492 y SRR2040582. Al determinar la
posicion del elemento HERVK en el genoma, se ubicoé en el brazo largo del
cromosoma 22 (Anexo 8).

Aunqgue se logré ensamblar transcritos correspondientes a un mismo ERV a
partir de diferentes librerias, se observaron diferencias en el tamafo de estos segun la
libreria o el tipo de ensamblaje. Un ejemplo de esto se muestra en la Figura 13, en
donde se puede observar el alineamiento de transcritos correspondientes al elemento
HERV17 (del cromosoma 7) reconstruidos a partir de diferentes librerias y que

presentan grandes variaciones de longitud.
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Figura 13. Alineamiento multiple de las copias de HERV17 del cromosoma 7
reconstruidas a partir de diferentes librerias y a partir de ensamblaje de novo (azul) y

guiado por genoma (rojo) contra el genoma humano de referencia hg38.

Al realizar un recuento de la cantidad y tipos de ERVs encontrados en cada
cromosoma humano entre todas las librerias analizadas, se identifico un total de diez
eERVs correspondientes a cinco tipos de ERVs en el cromosoma 7. Los cromosomas
1,11, 14, 17 y 19 presentaron tres tipos de ERVs expresados. Por el contrario, en los
cromosomas 3, 6, 8, 9,15, 20, 21 y Y, no se identifico ningun ERV (> 3 kb) en ninguna
de las librerias de humano analizadas (Figura 14).

Se encontré que la mayor densidad (calculada al dividir el total de eERVs entre
el tamafo del cromosoma) de ERVs (>3000 pb) expresados se observo en los
cromosomas 19y 22 (cuadro 9). Esto se realizé con el fin de comprobar si el nimero
de ERVs identificados en cada cromosoma es proporcional a las cantidades de ERVs
reportadas en UCSC Genome Browser en cada uno de los cromosomas de hg38. En
términos generales, se encontro diferencia entre la densidad de eERVs esperada con

respecto a la densidad reportada (t=2.77; gl=23; p=0.0109).
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Figura 14. Total de transcritos correspondientes a retrovirus endogenos (>3000pb)

en cada cromosoma humano

Cuadro 9. Densidad de ERVs >3kb observada vs esperada en cada cromosoma (Chr)

humano
Chr Tamaiio del Totalde LTRsreportadosen Densidad de eERVs Densidad de LTRs
cromosoma (Mpb)  eERVs hg38 observada reportada en hg38
1 257 3 228 0.012 0.887
2 242 3 176 0.012 0.723
3 205 0 233 0 1.137
4 192 1 256 0.005 1.333
5 186 3 168 0.016 0.903
6 179 0 214 0 1.196
7 163 10 141 0.061 0.865
8 146 0 144 0 0.979
9 132 0 74 0 0.561
10 142 5 108 0.035 0.761
11 142 6 150 0.042 1.056
12 141 6 138 0.043 0.979
13 116 2 86 0.017 0.741
14 106 4 90 0.038 0.849
15 100 0 42 0 0.420
16 93 1 35 0.011 0.376
17 84 3 32 0.036 0.381
18 82 3 68 0.036 0.829
19 77 7 79 0.091 1.026
20 63 0 22 0 0.349
21 45 0 35 0 0.778
22 48 4 12 0.083 0.250
X 152 2 258 0.013 1.691
Y 59 0 169 0 2.864

*Densidad de ERVs, Total de ERVs / Longitud del cromosoma (Mbp)
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Al determinar la capacidad codificante de los 19 tipos de eERVs por medio de
un alineamiento con blastx contra la base de datos nr (non-redundant protein
sequences), se consideraron como codificantes a aquellos eERVs que tuvieran
similitud >75% con alguna proteina depositada en la base de datos nr, que no
tuvieran codones de terminacion en medio de su secuencia, e-value igual a cero y
que tuvieran potencial codificante en fragmentos superiores a 1500 pb. Se encontro
que siete tipos de ERV tienen potencial codificante, cuatro de ellos (HERV3, HERVE,
HERVH y HERVL) codifican para proteinas de origen retroviral. En el caso de
elementos de los cuales se encontraron varias copias en diferentes cromosomas, por
ejemplo en HERVK, algunas de estas copias fueron codificantes pero otras no
(cuadro 10).

De estos siete transcritos con capacidad codificante solamente los elementos
HERV17 (chr7), HERVK (chr22), HERVL (chr12) y el MER52AI (chr11) corresponden

a transcritos del gen completo (cuadro 10).
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Cuadro 10. Andlisis de BLASTXx realizado para determinar capacidad codificante de

transcritos correspondientes a cada uno de los tipos de ERVs identificados.

ERV No.! Chr Primer hit de Blastx Blastx nr Ez)bzertura I(;e)ntidad e-value tl;::slitud tz::lf‘ii::l;:te
HARLEQUIN 3 17  ERV group 3 member Env polyprotein XP_011741830.1 27 73.6 0 7225 1951
HERV1_| 1 10 uncharacterized protein LOC114603757 XP_028598772.1 64 52.45 0 7149 4575
HERV17 4 7 peroxisome biogenesis factor 1 isoform 1 NP_000457.1 32 99.91 0 10744 3438
HERV17 1 19  ERV polyprotein [Multiple sclerosis associated] AAB66528.1 47 67 0 4715 2216
HERV3 1 7 endogenous retroviral sequence 3 BAJ21154.1 20 99.8 0 9099 1820
HERV46I 1 11  hypothetical protein DUI87_01908 RMC21052.1 60 26.86 1E-94 4807 2884
HERV9 1 1 hCG2041486 EAWS82343.1 37 72 0 4685 1733
HERV9 1 13 hCG2040415 EAW68108.1 30 77.25 2E-141 3740 1122
HERVE 1 13 retroviral gag protein [HERV HCML-ARV] AAP06676.1 22 68 0 6889 1515
HERVE 2 17  pol protein [HERV HCML-ARV] AAP06677.1 38 91.8 0 9156 3479
HERVE 1 X ERV group 3 member 1 Env polyprotein XP_011741830.1 58 79 0 3509 2035
HERVFH19l 1 2 uncharacterized protein LOC115307850 XP_029819589.1 63 344 5E-89 3966 2499
HERVH 1 7 gag-pol precursor polyprotein YP_009109689.1 57 36 2E-166 5619 3202
HERVH 1 14  Env protein HERV-H Q9N2KO0.1 24 91 0 6989 1677
HERVH 1 17  Env protein [Homo sapiens] AAD34324.1 31 85 0 5148 1595
HERVH48I 1 14 uncharacterized protein LOC109118148 XP_019063396.1 79 35.6 0 3255 2571
HERVH48l 1 X uncharacterized protein LOC114684040 XP_028714305.1 55 41.85 1E-102 5180 2849
HERVIP10F 2 2 Select seq gb|RMB88968.1 | RMB88968.1 60 50.8 0 4119 2471
HERVIP10OF 3 18 hypothetical protein DUI87_18850 RMC04603.1 70 51.5 0 3854 2698
HERVK 1 1 ERV group K member 7 Pol protein P63135.1 50 91 0 8526 4263
HERVK 1 7 ERV group K member 7 Pol protein P63135.1 53 93.7 0 8389 4446
HERVK 1 11  ERV group K member 7 Gag polyprotein P63130.2 28 75 0 7051 1974
HERVK 1 19 ERV group K member 8 Pol protein P63133.1 32 54 0 8299 2655
HERVK 3 22  Gag-Pro-Pol protein AAD51797.1 a4 84 0 5924 2606
HERVK22I 5 12 unnamed protein product BAD18490.1 10 100 1E-97 4377 438
HERVK3I 3 16 ERV group K member 6 Env polyprotein XP_023059357.1 31 69.8 0 4274 1324
HERVK3I 1 19 Gag-Pro-Pol protein AAD51797.1 54 44 0 7704 4160
HERVKOI 3 5 Gag-Pro-Pol protein AAD51796.1 61 65 0 4576 2791
HERVL 1 1 Deoxyuridine triphosphatase XP_028690305.1 56 54 0 5206 2915
HERVL 1 4 pro-pol-dUTPase polyprotein-murine ERV-L T29097 65 58.4 0 4757 3092
HERVL 1 12  activating transcription factor 7 protein EAW96319.1 20 99.9 0 17404 3481
HERVL 1 22 ribonuclease H SFW04545.1 82 75 0 3503 2872
HERVS71 2 7 uncharacterized protein LOC106699118 XP_023619823.1 67 56 0 7295 4888
HERVS71 4 10  uncharacterized protein LOC102257441 XP_014403533.1 62 54 0 5529 3427
HERVS71 1 14  uncharacterized protein LOC106699118 XP_023619823.1 61 60 0 6198 3780
MER52AI 4 11 natural cytotoxicity triggering precursor NP_001189368.1 21 99.77 0 6118 1285
PRIMA4_| 1 18 Retrovirus-related Pol polyprotein TKS65232.1 50 35.9 2E-99 5279 2640

" En gris se muestran todos aquellos ERVs considerados con capacidad codificante y resaltados en negrita los transcritos que
corresponden a un gen completo
1 Numero de librerias en las que se encontré ese transcrito

2Pporcentaje del eERV que alined con una proteina depositada en la base de datos nr
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En orangutan se encontraron eERVs en siete cromosomas (6, 8, 10, 11, 13, 17
y 19) como se muestra en el Cuadro 11. Al ubicar la posicion de cada uno de los
transcritos ensamblados, se encontraron algunas isoformas que fueron eliminadas, de
manera tal que al final quedaron Unicamente siete tipos de transcritos. En el caso de
HERVE, se encontraron dos copias de este elemento en el cromosoma 8 y una copia

en el cromosoma 17.

Cuadro 11. Ubicacion de eERVs (> 3kb) en el genoma de referencia de orangutan

PonAbe2 mediante alineamiento con la herramienta BLAT

) Posicion genomica
Retrovirus

Chr Inicio final
HERVK22I 6 57686525 57690791
HERVE 8 29665562 29670393
HERVE 8 92617709 92623523
HERV1_| 8 37206503 37210164
HERVS71 10 82838970 82842870
HERV46l 11 89090833 89095876
HARLEQUIN 13 4352239 4372788
HERVE 17 20439059 20443048
HERVK 19 33244565 33247790

7.6 Traslape de ERVs expresados con otros elementos gendmicos en humano

Debido a que ciertos ERVs y porciones de estos han sido exaptados a través de
la historia evolutiva para desarrollar nuevas funciones en genomas de primates, se
investigo cuales de los eERVs traslapaban con secuencias de genes, INCRNAs y otros
LTRs.

Se encontré que un 58,4% de los eERVs traslapd con genes. Algunos
elementos como HERV17, HERVH48], HERVK9Il, HERVK3Il y HERV3 presentaron
traslape con dos genes. Por ejemplo la copia de HERV17 expresada en el
cromosoma 7 traslapa con los genes ERVW-1 y PEX1, sin embargo, la copia de este
mismo elemento ubicada en el cromosoma 19 no traslapa con ningun gen, INCRNA ni
con algun otro LTR. De los diez eERVs que previamente se encontré que poseen
capacidad codificante: cuatro de estos (HERVL (Chr12), HERV17 (Chr7), HERV3
(Chr7) y MER52AI (Chr11)) presentaron concordancia con los resultados del blastx y
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los genes con los que traslaparon; cuatro de estos (HERVE (Chr17), HERVK (Chr7 y
11) y HERVH (Chr17)) no presentaron traslape con ningun gen; mientras que los dos
elementos restantes (HERVK en Chr1 y 22) traslaparon con el gen CD48 que codifica
para proteinas receptoras de inmunoglobulinas mientras que con el blastx los
transcritos presentaban similitud con proteinas de origen retroviral (Cuadro 12, Anexo
9).

Al evaluar el traslape con INCRNAs se observo que el 32,5% de los ERVs
presentaron traslape con estos. Los elementos HERVK, HERVIP10F, HERVST71,
HERVK9I, HERVH48| y HERVH, presentaron traslape con més de un IncRNA. En este
caso tambien se observaron diferencias en el traslape segun la libreria a partir de la
cual fueron reconstruidos los eERVs (Cuadro 12, Anexo 9). El elemento HERVKOI fue
el que presento el traslape con la mayor cantidad de INcRNAs, el cual traslap6 con un
total de 16 IncCRNAs.

Al evaluar el traslape entre cada uno de los ERVs identificados con otros tipos
de LTRs, se encontro que tres de los ERVs expresados traslaparon con otros LTRs, lo
cual sugiere que estos elementos se encuentran anidados. Esto se observo
solamente en los elementos HERV17 (Chr 7), HERVK (Chr 19), HERV46I (Chr 11) y
en MER52AI (Chr 11). En este caso también se observé que el traslape con LTRs
varia entre elementos reconstruidos a partir de diferentes librerias (Cuadro 12, Anexo
9).

En el cuadro 13 se muestra la informacion de cada uno de los genes que
traslaparon con ERVs expresados en humano y que se encontrd que poseen

capacidad codificante.

46



Cuadro 12. Traslape de la posicion de los 41 eERVs con genes, INCRNAs y LTRs
reportados en hg38

ERV Chr Tamafiode No. Genes IncRNAs  LTRs
locus (pb) librerias
HARLEQUIN chr17 8127 3 NR_110868 0 0
HERV1_| chr10 8743 1 0 0
HERV17 chr7 60126 5 ERVW-1 /PEX1 0 HERVH
HERV17 chr19 4715 1 0 0
HERV3 chr7 19280 1 ZNF117 / ERV3-1 0 0
HERV46I chrll 4807 1 JRKL-AS1 1 LTR46
HERV9 chrl 4684 1 WARS2-AS1 0 0
HERV9 chr13 3744 1 0 0
HERVE chr13 6889 1 1 0
HERVE chr17 9413 2 1 0
HERVE chrX 3510 1 1 0
HERVFH19I  chr2 3971 1 0 0
HERVH chr7 5618 1 0 0
HERVH chri4 7259 1 0 0
HERVH chri4 16607 1 ATXN3 2 0
HERVH chr17 5153 1 RNF213-AS1 0 0
HERVH48!  chrl4 3249 1 SYNJ2BP/COX16 0 0
HERVH48!  chrX 5271 1 2 0
HERVIP10F  chr2 22243 2 ANKRD30BL 4 0
HERVIP10F  chri18 21707 3 LOC644669 5 0
HERVK chrl 8969 1 CD48 0 0
HERVK chr7 8681 1 0 0
HERVK chri1 8670 1 0 0
HERVK chr19 26878 1 0 HERVK9
HERVK chr19 6408 1 ZNF420 0 0
HERVK chr22 10939 3 PCAT14 2 0
HERVK22I chr12 6948 5 GOLGA2P5 0 0
HERVK3I chr16 4273 1 1 0
HERVK3I chr19 3515 1 ZNF439 0 0
HERVK3I chr19 611139 3 ZNF528 / FPR3 /ZNF577 0 0
HERVK3I chr19 10631 1 NR_144447 / ERVK3-1 0 0
HERVKOI chrs 60423 3 LOC728613 / SDHAP3 16 0
HERVL chrl 155109 1 0 0
HERVL chr4 30588 1 0 0
HERVL chr12 137303 1 cD48 0 0
HERVL chr22 3502 1 FBLN1 0 0
HERVS71 chr7 9001 2 3 0
HERVS71 chr10 9128 4 1 0
HERVS71 chri4 6061 1 0 0
MER52AI chrll 40416 4 NCR3LG1 0 HUERS-P3
PRIMA4_| chr18 8553 1 TXNL4A 0 0

*Resaltados en gris se muestran los eERVs que poseen capacidad codificante
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Cuadro 13. Descripcion de las funciones y otras caracteristicas de

traslap6 con un eERVs con capacidad codificante

cada gen que

eERV! Chr  Gen Descripcion Funcién Exprlesmn " cadena Tamaho
testiculo? nt/aa
Codifica sincitina,
proteina originada de un Formacién del
gen de cubierta de ERV- sincitiotrofoblasto y fusion
HERV17 7 ERVW-1 W. Este.gen es parte de de gametos. La expresion ARNM ) 9607pb
un provirus al que por de este gen se ha /538aa
mutacion se le asociado a esclerosis
inactivaron los genes gag  multiple
y pol
Tiene diversas funciones,
- . por ejemplo importar
HERV17 7 PEX1 Codifica un tipo de proteinas a los ARNrr} y ) 41512pb
ATPasa . S proteinas / 1283aa
peroxisomas y biogénesis
de peroxisomas
Codifica para una Actua como factor de 34913pb
HERV3 7 ZNF117 proteina con dedos de transcripcién de unién a ARNmM - P
K /483aa
zinc. ADN
Codifica para proteina Esta proteina ha perdido
env del ERV del grupo 3. R
. o sus capacidades
La proteina codificada fusogénicas y ahora inhibe 16392pb
HERV3 7 ERV3-1 por este gen estd sobre g L y ARNm - P
X el crecimiento celular a /604aa
expresada en cancer . L
- través de disminucion de
colorectal y otros tipos ., .
. la expresion de ciclina B
de cancer
HERVH 17 RNF213-AS1 Codifica un IncRNA Desconocida NI - 79840pb
Codifica para un receptor
de inmunoglobulinas
miembro de la familia Participan en via de 331060b
HERVK 1 CD48 CD2 que se encuentra en activacion y diferenciacion ~ ARNm - P
- ) . /243aa
la superficie de linfocitos,  celular
células dendriticas y
células endoteliales
IncRNA asociado a céncer :
HERVK 22 PCAT14 , Desconocida NI + 10917pb
de prostata
Codifica para un receptor
de inmunoglobulinas
miembro de la familia Participan en via de 331060b
HERVL 12 CD48 CD2 que se encuentraen  activacion y diferenciacion ~ ARNm - P
- ) ) /243aa
la superficie de linfocitos,  celular
células dendriticas y
células endoteliales
Codifica un activador de Procesamiento y
las células natural killer. presentacion del 299300b
MER52A1 11 NCR3LG1 Se expresa antigeno, involucrado en ARNmM + P
. . ; ) /454aa
selectivamente en el sistema de inmunidad
tumores innata

*Informacion tomada de GenCards V4.14 (https://www.genecards.org/),
1 eERVs que corresponden a un gen completo

2 NI= No existe informacién

Se visualizé en IGV el traslape entre los eERVs con los genes, INcCRNAs y LTRs
de RepBase. Se encontraron diferentes escenarios, en algunos casos se encontro

que un eERV coincidié con el ERV reportado en el genoma de referencia hg38, pero
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no se observo traslape ni con genes ni con INCRNAs. Por ejemplo, en la Figura 15, se
muestra al elemento HERVFH19 ubicado en el cromosoma 2, que no presenta

traslape ni con genes ni con INCRNAS y se encuentra en una region intergénica.

chi?

o SCTSS
ch r2 9,071t

20000 b s R E R mxemte E T 2mmorp M
1 ! 1 | 1 ! | | | |

ERR315352_GG
ERR315352_Novo
ERR315391_GG
ERR315391_Novo
ERR315446_GG
ERR315446_Novo
ERR315456_Novo
ERR315492 GG

ERR315492_Novo

SRR2040582_GG TRINITY_GG_28417_c38_g!_It
LTR_Hg38 MERSCa LTRISA HERVFH1S-int
LincRNAs

Genes Hg38 T,-:-

Figura 15. Visualizacion del traslape del eERV anotado como HERVFH19 (azul) con el

ERV reportado en RepBase (rosado).

En otros casos, se observo un traslape entre el eERV, un INncCRNA y un intrén.
Por ejemplo, en la Figura 16 se muestra al elemento HERVE, ubicado en el
cromosoma 13, que traslapd con la region no codificante del gen TPTE2P5 vy el
INcRNA TCONS_00022264.
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Genes Hg38 TPTE2RS

Figura 16. Visualizacion del traslape del eERV anotado como HERVE (azul) con una
region no codificante del gen TPTE2P5 (morado) y el IncRNA (verde)
TCONS_00022264 en el cromosoma 13.

Mientras que en otros casos se observo traslape del eERV con un gen 'y con un
INcRNA. Por ejemplo en la figura 17 en donde se muestra al elemento HERVK en el
cromosoma 22 que presentd traslape con el gen PCAT14 y con los IncCRNAs
TCONS_I2_00017644 y TCONS_I2_00017645.

=

Chr22 S

ERR315352_GG VRt a®
ERR315352_Novo
ERR315391_GG

ERR315391_Novo
ERR315446_GG

ERR315446_Novo
ERR315456_Novo
ERR315492_GG RS
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SRR2040582_GG TRNTY_GG_8545 ¢1 91 6
o
LTR_Hg38 URsHs LIRS P
g
LincRNAs TCONS_2 00017642 TCONS_12 00017545 ONS_00022
Genes Hg38 PCATIA

Figura 17. Visualizacion del intercepto de HERVK-int con el gen PCAT14 (morado) y
con los IncRNAs (verde) TCONS_I2_00017644 y TCONS_I2_00017645 en el

cromosoma 22.
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7.7 Caracteristicas genomicas de los loci cercanos a los sitios de integracion
(flancos) de los eERVs

Dado a que un mismo eERV fue detectado en diferentes librerias y la
reconstruccion no es completa, se obtuvieron variaciones en los tamanos de estos y
por ende en las coordenadas gendmicas. Para eliminar la redundancia de tener
diferentes coordenadas genomicas para el mismo elemento proveniente de diferentes
librerias, se determinaron las coordenadas genomicas consenso correspondientes a
la mayor longitud, eligiendo la posicion de inicio menor y la posicion final mas distante.
Al realizar esta simplificacion de los datos se obtuvieron 41 posiciones de ERVs. En el
cuadro 14 se muestra un ejemplo de la forma en la que se seleccionaron las
coordenadas representativas de cada eERV. En este caso el elemento MER52AI que
fue ensamblado a partir de cuatro diferentes librerias y presentd variaciones en el
tamano, por lo cual las coordenadas consenso se obtuvieron tomando la posicion de

inicio mas baja y la posicion final mas distante (sombreado en color gris).

Cuadro 14. Ejemplo de obtencion de coordenadas gendmicas consenso para eERVs

de diferentes librerias que presentaron variaciones en coordenadas

Chr inicio final transcrito ERV Libreria Longitud

chrll 17336959 17377375 TRINITY_GG_36351 c62_gl i2 MER52AI  582_GG 40416
chrll 17351965 17377248  TRINITY_GG_7893_c2_gl il  MERS52AI  415_GG 25283
chrll 17352507 17377290  TRINITY_DN108979 c3 g2 il  MER52Al 352 _novo 24783
chrll 17352511 17377341  TRINITY_GG_26568_c5 gl i4 MER52AI  352_GG 24830
chrll 17356648 17377242  TRINITY_GG_4089 c7 gl i2  MERS52Al  446_GG 20594
chrll 17356648 17376558  TRINITY_DN80847 c2 g5 i2  MERS52AI 446 _Novo 19910

En el primer panel de cada recuadro de la Figura 18 se muestra el heatmap que
representa la curva de valores de p ajustados, en el segundo panel se muestra la
curva de valores de p ajustados con los valores significativos (p < 0.05) resaltados en
gris, y en el tercer panel se muestran las curvas promedio (sefnales promedio en cada
ventana de 1 kb) para los dos tipos de regiones (flancos vs control).

Se observd que corriente abajo (extremo 3') de los ERVs expresados tiende a

haber una mayor proporcion de origenes de replicacion (recuadro A, Figura18) y una
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mayor proporcion de SINEs (recuadro B, Figura 18) con respecto a los flancos de
LTRs no expresados. En el caso de los datos de origenes de replicacion, solamente
fue posible ajustar unos pocos valores de p, sin embargo todos los valores de p que
se lograron ajustar fueron significativos. En el caso de los SINEs, se lograron ajustar
todos los valores de p de cada ventana, sin embargo solamente una minoria fueron
significativos.

Se encontré que en los flancos de los eERVs existe una mayor proporcion de
INcRNAs con respecto a los controles (recuadro C, Figura 18). En este caso en
particular se encontrdé una mayor proporcion de INcCRNAs justo en las regiones donde
estan los eERVs, lo cual coincide con lo que se observo en la seccion 7.6 de traslape
con caracteristicas genomicas.

También se encontré que los flancos de eERV en tejido testicular presentan
valores de tiempo de replicacion mayores con respecto a los controles (p < 0.05)
(recuadro D, Figura 18). Estos resultados fueron consistentes en casi todas las 200
ventanas adyacentes a los elementos, tal y como se muestra en el segundo panel del

recuadro C de la figura 18.
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Figura 18. Resultados del analisis funcional de la proporcion de origenes de
replicacion (A), SINEs (B), IncRNAs (C), y tiempo de replicacion (D) estimados en

flancos de ERVs expresados y en regiones control.

En la figura 19 se muestra la representacion grafica de los valores de p que se
lograron ajustar para cada una de las caracteristicas genomicas pero que no
resultaron significativos al realizar la comparacion entre flancos de ERVs expresados
y flancos de LTRs no expresados (control). Se puede observar como en la proporcion
de islas CpG y en hot spots de recombinacion no fue posible ajustar el valor de p en
ninguna de las 200 ventanas. Por el contrario, en otras caracteristicas como por
ejemplo la proporcion de genes, si fue posible ajustar el valor de p de todas las

ventanas, pero estos valores de p ajustados no fueron significativos.
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Figura 19. Representacion grafica de los valores de p ajustados para cada

caracteristica genémica estimada en 200 ventanas y que no mostraron diferencias

significativas al hacer la comparacion entre flancos de ERVs expresados y flancos de

LTRs no expresados.
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7.8 Comparacion evolutiva de los ERVs presentes en primates

Las 41 secuencias fasta extraidas a partir del genoma humano hg38 utilizando
las coordenadas genomicas correspondientes a las diferentes copias de eERVs, se
alinearon contra el genoma de gorila y orangutan utilizando la herramienta BLAT con
el proposito de localizarlas en dichos genomas. Se encontraron 24 de estas
secuencias en el genoma de gorila y 15 fueron ubicadas en el genoma de orangutan.
En total se encontraron diez copias de ERVs compartidas entre las tres especies de
primates, pero solamente se encontré potencial codificante en dos de estas

correspondientes al elemento HERVK (cuadro 15).
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Cuadro 15. Identificacion de eERVs de humano en el genoma de gorila (GorGor3) y

orangutan (PonAbe2)

Chr Inicio Final Humano Gorila Orangutan
chrl 55580995 55736104 HERVL

chrl 119174301 119178985 HERV9 HERV9 HERV9
chrl 160690937 160699906 HERVK HERVK HERVK
chr2 132139713 132161956 HERVIP10F HERVIP10F
chr2 238206291 238210262 HERVFH19I HERVFH19I HERVFH19I
chrd 139417093 139447681 HERVL HERVL

chr5 1571908 1632331 HERVKOI

chr7 4587241 4595922 HERVK

chr7 29636370 29645371 HERVS71 HERVS71

chr7 64978994 64998274 HERV3 HERV3
chr7 92468388 92528514 HERV17

chr7 92479345 92484963 HERVH

chr10 42643923 42652666 HERV1_| HERV1_| HERV1_|
chr10 52946439 52955567 HERVS71 HERVS71

chrll 17336959 17377375 MERS52AI PTERV1c

chrll 96501944 96506751 HERV46I HERV46I

chril 118720831 118729501 HERVK HERVK HERVK
chrl2 14365654 14502957 HERVL

chrl2 100156286 100163234 HERVK22| HERVK22|

chrl3 27212761 27216505 HERV9 HERV9 HERV9
chrl3 40874388 40881277 HERVE HERVE HERVE
chrl4 70293163 70300422 HERVH

chrl4 70346788 70350037 HERVH48I HERVH48I

chrl4 92042979 92059586 HERVH

chrl4 106196990 106203051 HERVS71 HERVS71
chrl6 35520414 35524687 HERVK3I HERVK3I

chrl7 28230587 28240000 HERVE HERVE

chrl7 43158981 43167108 HARLEQUIN HARLEQUIN

chrl7 80403343 80408496 HERVH

chrl8 15308637 15330344 HERVIP10F HERVIP10F
chrl8 80025407 80033960 PRIMA4_| PRIMA4_| PRIMA4_|
chrl9 9435604 9462482 HERVK

chrl9 11854696 11858211 HERVK3I HERVK3I
chr19 22747259 22751974 HERV17 HERV17

chr19 37106649 37113057 HERVK HERVK HERVK
chr19 51804439 52415578 HERVK3I

chr19 58305340 58315971 HERVK3I HERVK3I

chr22 23536842 23547781 HERVK HERVK

chr22 45556467 45559969 HERVL HERVL

chrX 49139620 49143130 HERVE HERVE HERVE
chrX 57219432 57224703 HERVH48I

En gris se resaltan los ERVs compartidos entre las tres especies de primates, y en negrita los ERVs
compartidos entre las tres especies y que ademas poseen capacidad codificante en humano
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Utilizando las secuencias de las copias de HERVK de los cromosomas 1y 11 de
las tres especies de primates, se estimo la divergencia evolutiva entre las tres
especies. Se encontré que en estas dos regiones la divergencia evolutiva entre
humano y gorila fue de 0.09, la divergencia entre humano y orangutan fue de 0.10 y
la divergencia entre gorila y orangutan fue de 0.05 sustituciones nucleotidicas
promedio por sitio.

Se estim6 también la tasa de mutaciones sinénimas (Ks) y la tasa de mutaciones
no sindnimas (Ka), a partir de las secuencias de un mismo ERV compartido entre las
tres especies. Con estos valores estimados se realizd una prueba basada en los
codones mediante el metodo de Nei-Gojobori con el objetivo de determinar si ocurrio
seleccion purificadora en dicho elemento. Con esto se encontré que ocurrié seleccion
purificadora entre HERVK de humano y orangutan (p=0.03) y entre gorila y orangutan
(p=0.02) (Cuadro16 y 17). Sin embargo, entre humano y gorila se encontré que
existe neutralidad entre la tasa de mutaciones sinébnimas y no sindnimas (dN = dS)
(p>0.05), ver Cuadro 16y 17.

Cuadro 16. Prueba de seleccion purificadora basada en codones entre secuencias de
copias de HERVK en el cromosoma 1 en humano con respecto a sus homologos en

gorila y orangutan.

Orangutdn Humano Gorila

Orangutdan 1.84 2.09

Humano 0.03 1.42
Gorila 0.02 0.08

En negrita: valores de probabilidad significativos; encima de la diagonal: valores de Ks-Ka obtenidos en la
prueba de Nei-Gojobori; debajo de la diagonal: valores de probabilidad obtenidos en cada caso.

Cuadro 17. Prueba de seleccion purificadora basada en codones entre secuencias de
copias de HERVK en el cromosoma 11 en humano con respecto a sus homoélogos en

gorila y orangutan.

Orangutan Humano Gorila

Orangutan 1.95 2.09

Humano 0.03 1.01
Gorila 0.02 0.16

En negrita: valores de probabilidad significativos; encima de la diagonal: valores de Ks-Ka obtenidos en la
prueba de Nei-Gojobori; debajo de la diagonal: valores de probabilidad obtenidos en cada caso.
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8. DISCUSION

Actualmente se sabe que los ERVs y ETs en general han contribuido en gran
medida a la variabilidad genética y diferenciacion de los humanos de las otras
especies de primates, pero aun se desconocen los detalles precisos sobre como
ocurrié esta separacion. Debido a la expresion inusual de ERVs que ocurre en tejido
testicular, donde tienen el potencial de modificar el genoma y que estas
modificaciones sean heredadas a los descendientes, los ERVs pueden ser la clave
para elucidar aspectos evolutivos entre especies relacionadas de primates. En este
proyecto se busco determinar la influencia del contexto genémico en la expresion de
ERVs y realizar una comparacion evolutiva de los ERVs identificados en muestras de
tejido testicular de humano, gorila y orangutan. Para este fin se utilizaron librerias de
RNA-Seq que fueron ensambladas mediante dos estrategias (de novo y guiado por
genoma), se identificaron los ERVs expresados en cada especie y mediante un FDA
utilizando caracteristicas genomicas de flancos de ERVs expresados y LTRs no
expresados en humanos, se determind la influencia del contexto gendmico en la
expresion. Ademas, utilizando secuencias de ERVs expresados en humano se realizé
una busqueda de secuencias homologas en genomas de gorila y orangutan y se
analizo el tipo de seleccion ocurrido en dichos loci.

Se encontré que el contexto gendmico influye en la expresion de ERVs, algunas
caracteristicas genotmicas como proporcion de SINEs, origenes de replicacion,
tiempo de replicacion y INcRNAs se encontraron capaces de influir en la expresion. Se
encontré6 homologia entre copias de HERVK de cromosomas 1 y 11 en las tres
especies de primates. Con base en la prueba de Nei-Gojobori se determind que
ocurrio seleccion purificadora en esa region de humano y orangutan, especies entre

las cuales también se confirmo que existe la mayor divergencia genética.

8.1 Control de calidad de las secuencias y preprocesamiento de los datos
Con el trimming de las librerias fue posible eliminar restos de adaptadores,

secuencias sobrerrepresentadas y reads de baja calidad. Con esto se logrd obtener

librerias con reads de calidad >38 y longitud mayor a 50 pb. En analisis de datos
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obtenidos mediante next generation sequencing, el preprocesamiento de los datos es
un paso clave que determinara la calidad y confiabilidad de los resultados que se
obtengan en posteriores analisis. Presencia de secuencias de baja calidad pueden
ocasionar resultados suboptimos en analisis posteriores (Bolger et al., 2014), como
por ejemplo obtencion de transcritos quimeéricos.

Para el preprocesamiento de los datos utilizados en esta investigacion se
decidio utilizar la herramienta Trimmomatic. Esta herramienta ha mostrado resultados
similares y en algunos casos superiores a los obtenidos con otras herramientas
empleadas en el procesamiento de los reads. Ademas tiene la ventaja de que es mas
flexible y personalizable que muchas de las herramientas comunmente utilizadas para

este fin (Bolger et al., 2014).

8.2 Ensamblaje (Guiado por genoma y de Novo)
Al realizar el mapeo de las lecturas de cada libreria contra el genoma de

referencia, se observd que en el caso de las librerias de humano la tasa de
alineamiento fue mayor que la tasa de alineamiento observada en orangutan y gorila.
Esto puede ser debido a que el genoma humano es uno de los genomas mas
estudiados y por lo tanto mas completos y mejor anotados que existen actualmente,
permitiendo un porcentaje de alineamiento superior (>90% en la mayoria de los
casos). Ejemplo de esto es el hecho de que el cromosoma Y de humano esta
secuenciado pero el de orangutan no y el de gorila aun esta en multiples contigs
(Tomaszkiewicz et al., 2016) y no esta en la referencia gorGor3 que es una hembra,
esto puede ser una de las razones por las cuales se logré mapear una menor
cantidad de las lecturas en estas dos especies. Otra razdn puede ser la presencia de
contaminacion de otras especies en las librerias, lo cual no se verifico en este estudio.

Al comparar los resultados de los ensamblajes de novo y guiados por genoma,
se determind que se logro ensamblar una mayor cantidad de transcritos en la mayoria
de casos con el ensamblaje de novo. Esto puede deberse a que con este enfoque de
ensamblaje es posible detectar transcritos nuevos, a diferencia del ensamblaje guiado

por genoma. Sin embargo fue con el enfoque guiado por genoma de referencia con el
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que se obtuvo la mayor cantidad de transcritos de tamario superior a 3000 pb. Esto
se puede deber a que el genoma de referencia permite al ensamblador extender los
transcritos lo mas que se pueda sin probabilidad de errores, cosa que no es posible si
no se cuenta con una guia como en el caso del ensamblaje de novo. Otro factor que
pudo influir en este resultado es la presencia de otro tipo de transcritos
(contaminacion), los cuales se ensamblaron con el enfoque de novo pero no con el
guiado por genoma.

Se observé una gran variabilidad en la cantidad de transcritos de mas de 3000
pb entre librerias de humano. En ocho librerias se detectaron en gran cantidad
mientras que en dos no se detectaron del todo. Se observd que existe una
correlacion muy alta entre la cantidad total de transcritos ensamblados y el tamano
de la libreria (cantidad de lecturas), sin embargo, no se observo que el tamario de la
libreria tuviera correlacion con la cantidad de transcritos >3kb. Esto sugiere que otros
factores diferentes estan determinando la cantidad de transcritos superiores a 3kb,
uno de estos factores puede ser el nivel de expresion génica. Dado a que se ha visto
que entre los retos de la reconstruccion de transcriptomas esta, la gran variabilidad
en los niveles de expresion génica que existe en los tejidos. Esto origina una
cobertura no uniforme de todos los transcritos (Lu et al., 2013). En donde aquellos
genes que tienen un nivel de expresion muy bajo pueden estar cubiertos por una
proporcion muy baja de reads, haciendo que sea dificil obtener la secuencia completa
de toda la longitud del gen (Lu etal.,, 2013). Puede que este sea el caso de las
librerias en las que no se logrd reconstruir ningun transcrito de tamafo superior a
3000pb con ninguno de los dos enfoques de ensamblaje. También la calidad del ARN
total medida como el RIN influye en el tamafio de los transcritos ensamblados. Sin
embargo, en los datos analizados aqui no parece ser determinante pues el ARN de
gorila presentd un 8.2 y el de orangutan un 5.2 (datos personales Dra. Campos), los
ARN de humano presentaron un RIN>7.5 (Fagerberg et al., 2014; Ruiz-Orera et al.,
2015).

Dentro de una misma libreria también se observo variabilidad entre la cantidad

de transcritos reconstruidos por ambos enfoques de ensamblaje (guiado por genoma
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y de novo). Tanto el ensamblaje guiado por genoma asi como el ensamblaje de novo
tienen ventajas y desventajas. Por esta razon, ciertos autores recomiendan que para
obtener una reconstruccion mas completa de un transcriptoma se deben mezclar
ensamblajes realizados con genoma de referencia y ensamblajes de novo, con el fin
de obtener mejores resultados (Jain et al., 2013; Lu et al., 2013). La reconstruccion
del transcriptoma es un paso fundamental para poder realizar posteriormente otros
analisis con los transcritos ensamblados (Lu et al., 2013).

Con el objetivo de lograr ensamblar eERV de la mayor longitud posible, en
estudios posteriores similares a este es recomendable realizar un paso de
“scaffolding” posterior al ensamblaje utilizando herramientas para este fin como por
ejemplo SSPACE (Boetzer etal.,, 2011). Es recomendable también realizar
ensamblaje utilizando otros ensambladores, dado que ninguno de los ensambladores
que se emplean en estos estudios cumple por completo las condiciones de
sensibilidad, especificidad y recuperacion necesarias para poder ensamblar por

completo un transcriptoma (Jain et al., 2013).

8.3 Determinacion del nivel de soporte de los transcritos ensamblados
El hecho de que alrededor del 22% de los transcritos ensamblados no

presentaron suficiente soporte se debe al alto numero de isoformas encontradas en
los datos. Se observd que habia presencia de transcritos idénticos en su secuencia
nucleotidica pero con variaciones de tamafo. Por este motivo en este paso del
protocolo, se eliminaron todas aquellas isoformas que presentaron valores de
cobertura menores a 5x y se eligieron las isoformas mas largas de cada uno de los
transcritos.

La gran variabilidad en los valores de cobertura observados en las librerias
ERR315352 y SRR2040582, probablemente se asocien a que estas dos librerias
fueron en las que se logré ensamblar una mayor cantidad de transcritos y por ende es
esperado que presenten mayor ambito de cobertura en sus transcritos. Sin embargo
una vez que se estimaron los valores de TMP, al realizar esta misma comparacion

entre librerias no se observaron diferencias. Esto debido a que con la estimacion del
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TMP se eliminan las diferencias en los valores de cobertura que podrian deberse a

diferencias en la profundidad a la que fueron secuenciadas las librerias.

8.4 Anotacion
Muchos estudios han sugerido que la actividad de los retroelementos esta

suprimida en el genoma con el proposito de restringir los efectos potenciales de
mutaciones en el genoma y asegurar el mantenimiento de la estabilidad gendmica
(Goff, 2004), no obstante, estudios recientes han demostrado que la actividad de
algunos ERVs esta incrementada en tejido embrionario (Glinsky, 2015). Esto
concuerda con lo observado en este estudio, en el cual se encontré expresion de 19
tipos diferentes de ERVs en tejido testicular de humano. En humanos se han
reportado cerca de 30 grupos de retrovirus endégenos humanos (HERV) (Soygur &
Sati, 2016). En esta investigacion se observdé mucha variabilidad en cuanto a la
cantidad y tipos de transcritos expresados en cada libreria. Los ERVs mas frecuentes
entre las librerias de humano analizadas fueron HERV17, HERVK22l y HERVST71, los
cuales estaban presentes en cinco de las diez librerias analizadas.

En el caso de orangutan, pese a que se lograron reconstruir una gran cantidad
de transcritos s6lo una proporcion muy baja de estos correspondieron a eERVs. La
tasa de alineamiento hace sospechar que pudo haber contaminacion de la muestra,
por lo que se recomienda para estudios posteriores realizar un analisis para
determinar presencia de contaminacion con otros organismos, asi como analizar mas
individuos de la misma especie para poder comparar los resultados. Ya que en este
caso en el que solamente se analizé la libreria de un unico individuo no es posible
determinar si la baja cantidad de eERVs se debe a una condicion particular de la
libreria utilizada o si por el contrario es un resultado comun en esta especie.

Se ha visto que los retrovirus endodgenos se encuentran silenciados por
metilacion en la mayor parte del genoma, sin embargo esta metilacion no es
homogénea a lo largo del genoma ni entre células de diferentes tejidos. En general se
ha visto que en tejido testicular se presenta una baja metilacion y esto favorece la

expresion de ERVs (Soygur & Sati, 2016). Se ha encontrado que los retrovirus de la
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familia HERV pueden actuar como promotores y que en placenta, dado a que en este
tejido hay una hipometilacion global, se favorece su expresion (Reiss et al., 2007).

Se ha comprobado que elementos repetitivos originados a partir de ERVs se
transcriben sistematicamente en etapas especificas de la embriogénesis humana.
Ademas se ha visto que muchos elementos LTR7-HERVH producen IncRNAs que son
requeridos para el mantenimiento del estado pluripotente, sugiriendo que los ERVs
pueden tener diversas funciones aparte de su propia retrotransposicion (Goke et al.,
2015).

Al comparar los valores de TPM de cada uno de los ERVs ensamblados, en
general se observd mucha variabilidad en los valores de copias de un mismo
transcrito ensamblado a partir de diferentes librerias. Estudios previos han
demostrado que el nivel de expresion de un ERV puede variar por diferentes razones,
entre ellas la etapa en el desarrollo en la que se encuentre el organismo (Okahara
et al.,, 2004). Lo cual puede estar influyendo en este estudio dado que las librerias
fueron obtenidas a partir muestras de individuos con edades muy diferentes, un factor
que se podria analizar mas en detalle a futuro.

Cuando se anotaron los transcritos reconstruidos por alineamiento con la base
de datos Repbase, se encontré que algunos de los transcritos fueron reconstruidos
solamente por uno de los dos métodos de ensamblaje. Esto reafirma la necesidad de
complementar este tipo de analisis con los resultados de ambos enfoques de
ensamblaje, guiado por genoma y de novo.

Finalmente, se determint la capacidad codificante de cada uno de los 19 tipos
de ERVs encontrados. Con esto se encontraron diez elementos con capacidad
codificante. Se encontro que los ERVs HERV3, HERVE, HERVH y HERVL codifican
para proteinas retrovirales, segun el blastx realizado. Lo cual sugiere que dichos
elementos podrian estar cumpliendo funciones biolégicas muy importantes dado que
conservan su capacidad codificante. Sin embargo los que no tienen capacidad
codificante también pueden ser importantes como reguladores de la transcripcion,

entre ellos los INcCRNAs.
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En el caso de elementos en los cuales se encontraron varias copias en
diferentes cromosomas y que se observo capacidad codificante en algunas de estas
copias pero en otras no, esto se debe a que copias de un mismo ERV se insertaron
en diferentes momentos de la historia evolutiva de los primates y esto ha ocasionado
que dichas copias hayan acumulado diferentes mutaciones, lo cual explica la

divergencia genética observada entre copias de un mismo elemento.

8.5 Determinacion de la posicion de cada eERV en el genoma
La deteccion del eERV HERV17 en el chr7 en cinco de las librerias de humano,

sugiere que este elemento cumple funciones bioldégicas muy importantes en tejido
testicular. Al determinar la posicion exacta de este elemento, se encontré que se
ubica en una region del cromosoma que corresponde a los genes ERW-1 y PEX-1y
que una proporcion del transcrito de alrededor de 3400 pb tiene potencial
codificante, lo que se discute mas adelante. Se encontré variabilidad de tamafnos en
los transcritos correspondientes a este elemento. Esto también se ha observado en
otros estudios, lo cual se debe a que ocurre splicing alternativo que produce
transcritos de este gen de diferente tamano (RefSeq, Mar 2010).

Los retrovirus HERVK22l, HERVS71, MER52AI, HERVK9I, HARLEQUIN,
HERVIP10F, HERVK3l y HERVK fueron encontrados en varias de las muestras
analizadas. Esto sugiere que la expresion de estos en tejido testicular es algo comun.
Estudios previos han reportado altos niveles transcripcionales de HERVK en testiculo
humano (Kim et al., 2004), debido a lo cual es esperable haberlos encontrado
expresandose en tejido testicular y que estos resultados fueran consistentes en varias
de las librerias. En el caso de HERVS71, MER52AI, HARLEQUIN y HERVIP10F no se
encontro reportes previos de expresion en tejido testicular.

También se detectd expresion de diferentes copias de un mismo tipo de ERV,
que se encuentran localizadas en diferentes cromosomas. Esto se explica debido a
que los procesos de insercion y fijacion en el genoma han ocurrido en multiples

ocasiones a través de la evolucion, en donde algunos ERVs se han insertado y han
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logrado fijarse en el genoma incluso en varias ocasiones, mientras que otros no han
logrado fijarse o han sufrido mutaciones que truncan su capacidad de expresion.

En este estudio se encontré que el cromosoma 7 fue el que presentod la mayor
cantidad de eERVs con cinco tipos diferentes, seguido de los cromosomas 1, 11, 14,
17 y 19 con tres tipos de ERVs cada uno. Este ultimo cromosoma fue el que presento
una mayor densidad de ERVs expresandose. Esto concuerda con lo observado en
estudios previos, que también han encontrado que el cromosoma 19 posee una
mayor cantidad de elementos en comparacion con otras regiones del genoma
(Katzourakis et al., 2007). Katzourakis et al., 2007 sugieren que esto puede deberse
a la baja densidad de genes y elevadas tasas de integracion de ERVs en este
cromosoma.

Sin embargo, otros estudios que han evaluado la cantidad de ERVs en todo el
genoma humano, han reportado que en el cromosoma 4 y Y es donde se encuentra
la mayor cantidad (Kim etal., 2004). Debido a esto se esperaria que estos
cromosomas presentaran también una alta expresion de ERVs, pero esto no fue lo
que se encontré en este estudio, probablemente debido a que en este caso solo se
consideraron elementos de tamano superior a >3kb. Esto indica que no precisamente
en las regiones del genoma en donde exista mayor abundancia de ERVs van a ser las
regiones en donde mas se expresen, esto comprueba que existen otros factores que
influyen en la expresion de ERVs. Por ejemplo, la importancia de los genes presentes
en un cromosoma influye en el nivel de regulacion en este cromosoma (Kim et al.,
2004).

Por el contrario, en los cromosomas 3, 6, 8, 9, 15, 20, 21 y Y no fue posible
identificar ningun ERV expresandose. Contrario a lo esperado en el caso de los
cromosomas 3, 6, 8 y 9 en los cuales se conoce que poseen gran cantidad (mas de
75) de LTRs mayores a 3000pb. Mientras que en caso contrario los cromosomas 15,
20 y 21 son de los que poseen menor cantidad de LTRs mayores a 3000pb, por lo
cual es no es raro no haber podido encontrar eERVs en estos cromosomas.

Los elementos reconstruidos en las librerias analizadas pertenecian

principalmente a la familia ERV1 (clase I) y a la familia ERVK (clase Il), esto se observo
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tanto en las librerias de humano como en la de orangutan. Solamente se encontro la
expresion de un elemento perteneciente a la familia ERVL en humano (clase ). Esto
concuerda con lo esperado, dado que estudios previos han reportado que ERVs del
grupo HERVK son los mas activos transcripcionalmente debido a que fueron los
ultimos en fijarse en el genoma (Garcia-Montojo et al., 2018). Los elementos de las
clases | y Il se originaron hace aproximadamente 50 millones de afos, y los elementos
pertenecientes a estas clases tienden a ser transcripcionalmente mas activos que los
pertenecientes a la clase lll dado que han acumulado menos mutaciones debido a su
reciente insercion en el genoma (Barbulescu et al., 1999, 2001). Sin embargo, el
unico elemento de la clase Ill encontrado (HERVL) en este estudio posee una
secuencia de cerca de 3400 pb con capacidad codificante para una proteina que
interactua con el factor activador de la transcripcion 7 (ATF7IP), la cual es una
proteina nuclear que se asocia con la heterocromatina. Esta proteina puede actuar
como coactivador o correpresor de la transcripcion (Liu et al., 2009). Esta importante
funcion bioldgica adquirida por el HERVL explica por qué pese a que es un elemento

antiguo aun en la actualidad posee capacidad codificante.

8.6 Traslape de ERVs con elementos gendmicos
Se encontraron todas las alternativas de traslape posibles de elementos

gendmicos con eERVs. Se encontraron ERVs sin traslape con ninguna caracteristica
como genes o INcCRNAs, traslape solo con genes, traslape solo con INcCRNAs, traslape
simultaneo con genes y con INCRNAs.

En este estudio se encontrdo que mas de la mitad de los retrovirus enddgenos
identificados  (45/77) en testiculo, coinciden con regiones gendmicas
correspondientes a 29 genes diferentes. La alta proporcion de traslape entre genes'y
eERVs es esperable, dado a que segun estudios previos, pueden surgir nuevos genes
a partir de retrotransposicion de un ARNm que se retrotranscribe a ADN y se inserta
en el genoma (Carelli et al., 2016). Se ha visto que en los testiculos es donde
evolucionan la mayoria de retrogenes, lo cual es facilitado por el caracter permisivo

de la cromatina que favorece la transcripcion en este tejido. Carelli y colaboradores
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(2016) observaron que los genes jovenes se expresan especificamente en testiculo y
sugieren que la expresion inicial de un retrogen es facilitada por promotores insertos
en el genoma o bien por el surgimiento de nuevos promotores que le permiten a la
nueva retrocopia expresarse. Se ha visto que en humanos islas CpG, contribuyen a la
expresion de retrocopias, dado a que juegan un papel como activadoras de
promotores (Carelli et al., 2016). Debido a esto, la expresion de eERVs en tejido
testicular pudo haber sido una fuente de nuevos genes a través de la historia
evolutiva de las especies de primates y eucariotas en general.

Estudios previos en los que se ha realizado una busqueda para detectar genes
humanos de origen retroviral, han encontrado un total de 16 genes de cubierta con
capacidad codificante expresandose en diferentes tejidos sanos (de Parseval &
Heidmann, 2005). Muchos HERVK aun conservan genes con capacidad codificante
dado que han sido exaptados para beneficio de su hospedero (de Parseval &
Heidmann, 2005). En este estudio se encontrd una copia del elemento HERVK en el
cromosoma 22 con capacidad codificante correspondiente a la longitud total del gen
PCAT14 (segun informacion disponible en GeneCards). Este es un gen que
previamente no ha sido reportado expresandose en testiculo, pero se sabe que
codifica para un IncRNA de funcién desconocida pero que ha sido asociado a cancer
de prostata.

Nekrutenko & Li analizaron un total de 13799 genes humanos y demostraron
que alrededor de 550 genes contenian elementos transponibles en sus regiones
codificantes. También se han encontrado genes en regiones no codificantes, sin
embargo, estos elementos son capaces de promover variacion regulatoria y
diversificacion de genes a través de la donacion de sefales reguladoras
transcripcionales (van de Lagemaat et al., 2003). Algunos elementos como HERV17,
HERVH48I, HERVKOI, HERVK3l y HERV3 presentaron traslape incluso con dos genes
diferentes.

Entre los diferentes genes encontrados traslapando con ERVs, se detectaron
algunos que codifican para proteinas con dedos de zinc como por ejemplo los genes
ZNF528, ZNF420, ZNF439, ZNF577, ZNF117 y RNF213. Algunos autores han
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encontrado relacion entre los ERVs y genes codificantes para proteinas con dedos
de zinc (Gemmell et al., 2019). Se ha encontrado que la presencia de retroelementos
LTR puede promover la duplicacion y divergencia de los genes en tandem que
codifican para las proteinas de dedos de zinc del hospedero y que el numero de
ambos esta correlacionado (Thomas & Schneider, 2011).

Thomas & Schneider, 2011 observaron que la integracion al genoma de nuevas
familias de retrovirus endoégenos esta correlacionada con la aparicion de nuevas
repeticiones de genes ZF (zinc fingers) (Thomas & Schneider, 2011). Debido a esto
existe la hipotesis de que los genes en tandem con dedos de zinc evolucionaron en
represores transcripcionales para reprimir la actividad retroviral (Thomas &
Schneider, 2011). Sin embargo, al evaluar la capacidad codificante de estos eERV
que a nivel de secuencia nucleotidica tienen similitud con proteinas con dedos de
zinc, a nivel de proteina tienen mas similitud con proteinas de origen retroviral, dos de
tres con capacidad codificante. Lo cual sugiere que estos genes fueron exaptados a
partir de retrovirus para cumplir nuevas funciones en humanos. Solo la copia del
HERV3 del cromosoma 7 fue similar con una de estas proteinas con dedos de zinc
segun los resultados del Blastx, dicha proteina ha sido previamente reportada en
testiculo en donde actiia como un factor de transcripcion.

Se observo traslape entre el HERV17 y el gen ERW-1. Este gen codifica para la
sincitina 1, este gen fue exaptado de un retrovirus endogeno hace 25 millones de
anos y actualmente cumple funciones biolégicas muy importantes (Voisset et al.,
1999). Este gen es parte de un provirus que sufrié inactivacion mediante mutaciones
en los genes gag y pol, pero el gen ERW-1 se mantiene transcripcionalmente activo y
codifica para una glicoproteina de la envoltura viral. La proteina codificada por este
gen es expresada en el sincitiotrofoblasto placental y esta involucrada en la fusion de
células del citotrofoblasto para formar la capa sincitial de la placenta (Frendo et al.,
2003). Se cree que la sincitina 1 esta involucrada en la fertilizacion y que
probablemente contribuya a la fusion de gametos, dado que se ha encontrado la
expresion de esta proteina en la superficie celular de esperma mientras que en los

oocitos no, en los oocitos por el contrario se expresa el receptor de sincitina 1
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(SLC1A5) (Soygur & Sati, 2016). En GeneCards (https://www.genecards.org/) hay
reportes de presencia de ARNm de este gen en testiculo, pero no se han reportado
proteinas en este tejido.

En la region del cromosoma 7 donde maped el transcrito identificado como
HERV17, se determind que esta region también corresponde al gen PEX1. Este gen
codifica para una proteina llamada factor de biogénesis peroxisomal 1
(https://ghr.nim.nih.gov/gene/PEX1). Esta proteina cumple funciones bioldgicas muy
importantes dado a que es indispensable para la formacion y funcionamiento normal
de los peroxisomas, los cuales actuan degradando acidos grasos y ciertas sustancias
toxicas para el organismo y se ha encontrado esta proteina en testiculo. Dadas las
funciones biolégicas tan importantes que cumplen los genes ERW-1 y PEX-1 es
esperado que su expresion sea comun y se haya encontrado en cinco de las librerias
de humano analizadas. Hubiera sido valioso determinar si estas cinco librerias en las
que se encontro expresion del elemento tienen en comun alguna caracteristica en
particular como la edad del individuo. Sin embargo, no se cuenta con informacion
detallada sobre la edad de los individuos de cada una de las librerias.

En este estudio se observd que un 32,5% de los ERVs identificados presentd
traslape con IncRNAs. Lo cual es esperado dado a que se ha visto que los ERVs
pueden formar parte de ARNs regulatorios como los INncCRNAs (Young et al., 2013).
Existen ejemplos de IncRNAs derivados de retrovirus endégenos, como el caso de
human pluripotency-associated transcripts (HPAT), que son una familia de IncRNAs
derivados de ERVs de primates (Glinsky et al., 2018). Sin embargo en este estudio no
se encontrd expresion de este INncRNA. Estudios previos han encontrado que cerca
del 80% de los IncRNA contienen retroelementos, de los cuales la mayoria son
HERVs insertados en el sitio de inicio de la transcripcion de IncRNAs, esto sugiere
que los HERVs son responsables de la regulacion transcripcional de los IncRNAs
(Young etal.,, 2013). En este estudio se encontré6 que los elementos HERVK,
HERVIP10F, HERVS71, HERVKOI, HERVH48l y HERVH presentaron traslape con méas
de un IncRNA.
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Se encontrd traslape de HERVK con el IncRNA TCONS_I2_00017644. Esto
concuerda con estudios previos que han reportado una alta expresion de este
INcCRNA en prostata, testiculos y ovarios y que contiene el ORF gag de HERVK, sin
embargo su funcion es desconocida (Bhardwaj et al., 2015; Cabili et al., 2011b). No
obstante, en este estudio se encontré que el elemento HERVK posee capacidad
codificante para el ORF pol/ en un fragmento de cerca de 4400 pb con un 93.7% de
similitud. De los otros IncRNAs encontrados en este estudio no se encontrd
informacion acerca de su funcioén o relacion con ERVs.

Se encontré que las copias de los HERK expresadas en los cromosomas 7'y 11
presentaron capacidad codificante para la proteina pol y gag, respectivamente. No
obstante, ninguno de estos dos eERVs presento traslape con genes, INCRNAs ni otros
LTRs. Esto genera la incertidumbre sobre la funcion que estan cumpliendo estos
elementos. Existe la posibilidad que se esten expresando soélo por la baja metilacion
de los promotores que existe a nivel testicular o que estén cumpliendo una funcion
bioloégica importante. En el caso de la copia del cromosoma 11 probablemente
desemperie funcion biologica importante, ya que como se discutirda mas adelante se
encontré en una region sinténica con gorila y orangutan. No obstante, estudios
sugieren que todos los elementos de HERVK se relacionan con diversas patologias
como el cancer, enfermedades autoinmunes y neurodegenerativas. Esto debido a
que los HERVKSs son los unicos ERVs que poseen insercion polimorfica, es decir, que
no todos los individuos poseen a este elemento en el mismo locus. Se han
encontrado diferencias en locus y en numero de copias de este elemento entre

individuos de la misma especie (Li et al., 2019).

8.7 Caracteristicas gendmicas de loci cercanos a ERVs expresados
La regulacion de la transcripcion de retrovirus enddgenos es algo que aun no se

comprende bien. Por este motivo, se decidié incluir en este estudio diferentes
caracteristicas genomicas que han sido reportadas en estudios previos como factores
que pueden influir en la insercion/fijacion de retrovirus enddgenos (Campos-Sanchez
et al., 2016Db).
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Al evaluar la proporcion de las diferentes caracteristicas genémicas en los
flancos de ERVs, se encontré una alta proporcion de INncRNAs cerca de los ERVs
expresados, esto se explica por la estrecha relacion que existe entre ERVs y INcCRNAs
que se discutid anteriormente. De hecho se observa que la alta proporcion de
INcRNAs ocurre unicamente cerca del sitio en donde se encuentran los ERVs yno a lo
largo de todo el flanco. Esto apoya la premisa de que algunos ERVs forman parte de
los INcRNAs. Necsulea y colaboradores (2014) encontraron que los INcCRNAs tienen
bajos niveles de transcripcion, pero particularmente en testiculo humano se
encuentran altos niveles de expresion tanto de INcCRNAs jovenes como de otros mas
ancestrales. Lo cual sugieren que apoya la hipétesis de que la cromatina permisiva de
los testiculos favorece el origen de nuevos genes, dado a que se ha visto seleccion
purificante en estos elementos que ha hecho que una proporcion de INcCRNAs hayan
adquirido funciones novedosas (Necsulea et al., 2014). Aunque se desconoce la
funcion de la mayor parte de IncRNAs, se sabe que algunos estan involucrados en
procesos fundamentales como espermatogénesis, desarrollo de placenta,
diferenciacion celular, entre otros (Necsulea et al., 2014).

Otra de las caracteristicas gendmicas que se evalud fue el tiempo de
replicacion. Estudios previos habian determinado que el tiempo de replicacion esta
relacionado con la preferencia de integracion vy fijacion de ETs en el genoma
(Campos-Sanchez et al., 2016a). Sin embargo, segun los resultados obtenidos en
este estudio parece que también se relacionan con la expresion de ERVs. Dado a que
en este caso se encontrd que los flancos de ERVs expresados mostraron promedios
de tiempo de replicacion mas elevados que los observados en los flancos de LTRs no
expresados. El tiempo de replicacion es medido como el log2 de poblaciones de
células en fase S temprana/tardia en cultivo, por lo tanto valores altos de tiempo de
replicacion indican que estas regiones se replican mas temprano (Ryba et al., 2010).
Segun los resultados que se obtuvieron, los flancos de ERVs expresados se replican
mas temprano en comparacion con flancos de LTRs no expresados. En general, la
replicacion temprana es caracteristica de regiones ricas en GC y regiones con mayor

densidad de genes expresados y que por el contrario replicacion tardia esta asociada
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con genes silenciados, no obstante existen algunas excepciones (Chakalova et al.,
2005).

Se encontro que en los flancos ubicados corriente abajo del eERV (en el
extremo 3') existe una mayor proporcion de origenes de replicacion y de SINEs.
Estudios previos han encontrado que elementos presentes en las regiones
flanqueantes ubicadas corriente abajo de los sitios de insercion de ERVs, tienen la
capacidad de modular la expresion de estos (Baust etal., 2001). Esto apoya los
resultados obtenidos en este estudio en donde se observd que los origenes de
replicacion y los SINES ubicados corriente debajo de los ERVs pueden estar
influyendo positivamente en la expresion de estos. No obstante estudios previos han
reportado que los origenes de replicacion se encuentran subrepresentados en los
flancos de HERVKs fijados en el genoma (Campos-Sanchez et al., 2016). Los
origenes de replicacion se han visto asociados a regiones del genoma en donde hay
abundancia de regiones ricas en GC y a sitios en donde hay elementos que regulan la
expresion génica (Cadoret et al., 2008). Lo cual puede ser una razén por la que se
encontraron sobrexpresados en flancos de eERVs, dado a que los LTRs de estos
podrian estar modulando la expresion de genes cercanos.

En este estudio no se observaron diferencias entre la proporcion de genes en
los flancos de ERVs expresados y en los flancos de LTRs no expresados. Sin
embargo estudios previos han encontrado que pese a que los ERVs se encuentran
distribuidos a través de todo el genoma, tienden a ser mas abundantes en regiones
con pocos genes, de manera tal que no interfieran con la transcripcion (Brady et al.,
2009). Por otra parte, se ha visto que en integraciones de novo sucede lo contrario,
los ERVs tienden a insertarse preferiblemente en regiones ricas en genes, pero estos
sufren un proceso de purificacion y se conservan solo los que no estan dentro de
unidades de transcripcion, esto explica la tendencia en el sitio de insercién observada
en los ERVs ya fijados en el genoma (Brady et al., 2009). Una minoria de ERVs se han
observado dentro de regiones ricas en genes, sin embargo, estos elementos
usualmente se encuentran orientados en direccion opuesta a los genes del
hospedero (Medstrand et al., 2002; Smit, 1999; van de Lagemaat et al., 2006).
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Dentro de este estudio se incluyé la sensibilidad a la ADNasa | como una de las
caracteristicas gendémicas evaluadas. Dado a que las regiones con cromatina abierta
son sensibles a ADNasa |, hacer esta evaluacion permitiria por ende determinar la
proporcion de regiones en los flancos que presentan cromatina abierta. Estudios
previos han sugerido que el estado de la cromatina contribuye a la regulacion de la
expresion de ERVs (Lavie et al.,, 2005). No obstante en este caso, no se observo
diferencia en la proporcion de regiones sensibles a ADNasa | de los flancos de los
ERVs expresados y de los flancos de LTRs no expresados, por lo cual en este caso
parece no estar jugando un papel clave en la regulacion de la expresion de los ERVs.

En el caso de las islas CpG, no se logré ajustar el valor de p por lo cual no fue
posible comparar estadisticamente ambas curvas (la curva de los flancos de ERVs
expresados y la curva de los flancos de los LTRs no expresados). Sin embargo
estudios previos han reportado que las islas CpG son mas abundantes en regiones
ricas en genes (Kazanets etal., 2016). Dado que este caso no se encontraron
diferencias entre las proporciones de genes presentes en flancos de ERVs y flancos
de LTRs no expresados, podria pensarse que es probable que tampoco existan
diferencias en la proporcion de islas CpG. Sin embargo, se ha visto que regulaciones
epigenéticas en islas CpG juegan un papel fundamental en la regulacion de la
expresion de retrovirus endogenos (Lavie et al., 2005). Por lo cual en futuros estudios
es recomendable analizar bases de datos de metilacion en islas CpG.

De forma similar, mediante el analisis de FDA tampoco fue posible ajustar los
valores de p para el predictor Hot Spots de recombinacion, por los tanto no fue
posible determinar si existian diferencias entre las curvas de los flancos de ERVs
expresados y flancos de LTRs no expresados. La imposibilidad de ajustar los valores
de p se debe a la gran cantidad de ceros en ambos sets de datos. No obstante,
estudios previos han determinado que en Hot Spots de recombinacion hay una alta
cantidad de ERVs humanos (Kent et al., 2017). Esto debido a que los ERVs pueden
experimentar recombinacion homologa entre LTRs flanqueantes en 5'y 3' (Hughes &
Coffin, 2004), y pueden también sufrir recombinacion ectopica entre copias de un

mismo ERVs insertadas en cromosomas no homologos. Debido a esta capacidad de
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recombinacion de los elementos transponibles en general, es que se piensa que han
contribuido en gran medida a la diversidad genética, ya que tienen el potencial de
cambiar la estructura y funcion del genoma (Lower et al., 1996).

Con respecto a las demas caracteristicas genomicas evaluadas, no se
encontraron diferencias entre la proporcion de regiones conservadas y la tasa de
recombinacion de flancos de ERVs expresados y flancos de LTRs no expresados.
Esto puede deberse a que en general se ha visto que los ETs se han fijado en el
genoma en regiones poco conservadas y con tasas de recombinacion bajas
(Campos-Sanchez et al., 2016; Kent et al., 2017). Por lo que se esperaria que las
curvas de flancos de eERVs y controles tengan valores muy similares de estas
caracteristicas genémicas. Tampoco se encontraron diferencias entre la proporcion
de LINEs y ADN transposones de flancos de ERVs expresados y de LTRs no
expresados.

La expresion de los ERVs es un mecanismo complejo que puede ser
influenciado por diferentes caracteristicas genémicas simultdneamente. Se ha visto
que la expresion de ERVs es susceptible a estimulos provenientes de la célula o tejido
o factores externos como por ejemplo citoquinas, esteroides y ciertos quimicos
(Taruscio & Mantovani, 2004). Ademas, pueden existir muchos otros factores que
esten influyendo en la expresion de los retrovirus endégenos en tejido testicular. Por
ejemplo se ha visto que la posicion de un retrovirus endégeno dentro del genoma es
un factor determinante en la expresion génica, debido a que dependiendo del locus
en el que se encuentre va a ser tratado de manera diferente por la maquinaria de
metilacion de ADN de la célula (Reiss et al., 2007).

También pueden afectar factores metodolégicos del FDA. Por ejemplo, para
poder observar diferencias entre las regiones comparadas es importante considerar
el tamano de la ventana seleccionada para realizar las mediciones de las
caracteristicas genomicas. Si se elige un tamano de ventana muy grande, se estaria
viendo el efecto de regiones aledanas al elemento, aunque esto podria impedir la
deteccion de diferencias localizadas ya que los valores de las caracteristicas

gendmicas evaluadas se acumulan y se promedian a través de la ventana (Cremona
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et al., 2018). Ventanas mas pequefas permiten determinar de manera mas detallada
la sefal, pero no contempla el efecto en regiones cercanas (Cremona et al., 2018).
Por este motivo se debe de ser muy cuidadoso al momento de seleccionar la ventana
y esta seleccion debe ir acorde a la evaluacion que se quiere realizar.

En general se ha encontrado que los retrovirus enddégenos en humanos se
expresan de manera especifica al tejido en el cual se encuentran. Estudios en los que
se ha investigado la expresion de ERVs en humanos, han encontrado que la mayor
expresion de estos ocurre en tejidos de 6rganos reproductivos y placenta (Seifarth
et al., 2005). Tal como en este caso en donde se lograron determinar un total de 41
tipos de ERVs en tejido testicular de humano, mucho mas de los reportados en otro
tipo de tejidos. Aunque en otros tejidos la expresion es mas baja, no se han

encontrado tejidos sin expresion de ERVs (Seifarth et al., 2005).

8.8 Comparacion evolutiva de familias de retrovirus en especies de primates
En este estudio se busco determinar si existia homologia en humano, gorila y

orangutan en las regiones genomicas en donde se encontraron eERVs, esto como un
medio para generar informacion que elucide aspectos relevantes de la historia
evolutiva de los primates. Se encontré que de los eERVs en humano se encontraron
58.5% regiones homologas en gorila y 36.5% en orangutan. Estos resultados
concuerdan con lo esperado dado a que genéticamente el humano es mas similar al
gorila, que con el genoma del orangutan (Perelman et al., 2011).

Se encontré que solamente diez (24%) de los eERVs identificados en humano
eran compartidos entre las tres especies de primates. Aunque, de estos elementos
compartidos entre las tres especies de primates, solamente dos copias del elemento
HERVK, una en el cromosoma 1y otra en el 11 tienen capacidad codificante.

La homologia del elemento HERVK observada en las tres especies, coincide con
lo esperado ya que la familia HERVK fue la que se insertd mas recientemente en el
genoma de los primates del viejo mundo hace aproximadamente 32-44 millones de
anos, después de la separacion de los primates del nuevo mundo. Es la Unica familia

que en humanos se continud replicando hasta hace aproximadamente 100 000 afios
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(Escalera-Zamudio & Greenwood, 2016; Marchi et al., 2013). En humanos se
encuentran funcionalmente inactivos, pero los gorilas aun poseen virus con
capacidad infectiva, ya que poseen secuencias completas de todos los genes, esto
debido a que la infeccidén en gorilas fue mas reciente que la infeccion en humanos
(Holloway et al., 2019). Esta es una familia muy estudiada dado a que se ha visto que
se encuentra sobreexpresada en ciertas patologias y se estudia la posibilidad de
utilizarla como un posible blanco terapéutico en ciertos tipos de cancer (Magiorkinis
etal., 2015).

Se utilizaron las secuencias de los HERVK codificantes para estimar la
divergencia evolutiva de las tres especies y se determind que la mayor divergencia
evolutiva se encontré entre humano y orangutan (0.10). Lo cual significa que entre
estas dos especies ocurrio un mayor numero de sustituciones nucleotidicas en esta
region del genoma. Lo cual concuerda con las diferencias genéticas que presentan
actualmente los genomas de ambas especies y que se conoce que orangutan y
humano no son genéticamente tan similares entre si como humano y gorila (Perelman
etal.,, 2011). No obstante, estudios han determinado que humano y orangutan
comparten la particularidad de que no poseen nuevas familias de ERVs en su
genoma, a diferencia de otras especies de primates como chimpancé y gorila
(Magiorkinis et al., 2015).

Se determind también que esta region homologa en donde se ubica el elemento
HERVK, experimentd una seleccion purificadora, lo cual se determind al comparar las
secuencias de humano y orangutan. Esto indica que hay una mayor cantidad de
mutaciones sindnimas que de mutaciones no sinbnimas entre ambas especies. En el
caso de humano y gorila no se encontraron diferencias entre la cantidad de
mutaciones sindbnimas y no sindnimas. Estudios previos sugieren que la seleccion
purificadora tiene como fin reducir las inserciones de TEs del genoma (Hollister &
Gaut, 2009).

También se encontrd homologia en la posicion en la que se ubican los
elementos HERV9 (Chr1 y 13), HERVFH19I (Chr2), HERV1 (Chr10), HERVE (Chr13'y
X) y PRIMA4 (Chr18), pero ninguno de estos presenté capacidad codificante en
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humano. En el caso del elemento HERVE, se habia determinado anteriormente su
traslape con un IncRNA, y dado a que se ha visto que cerca de un 80% de los
INcRNAs contienen elementos transponibles que conforman alrededor del 40 % de su
secuencia, sugiere que los ERVs pueden haber sido exaptados y estar cumpliendo un
rol en la regulacion de la transcripcion de estos (Kelley & Rinn, 2012). Esto explica la
homologia observada en las tres especies de primates en la posicion en la que se
ubica este elemento. Los elementos HERV9 (Chr1) y PRIMA4 previamente se habia
encontrado su traslape con los genes WARS2-AS2 y TXNL4A, respectivamente. Lo
cual explica que se haya observado homologia en las posiciones de estos elementos.
Sin embargo, otros como HERVE (Chr 13) y HERV1 no se encontré que tuvieran
traslape con algun gen o IncRNA que pudiera explicar la homologia en esta region.

De acuerdo con los resultados obtenidos parece que el humano y el gorila
tienen una mayor similitud en cuanto a los ERVs de tamaros superiores a 3 kb, ya
que cerca del 58.5% de los ERVs identificados en humano son compartidos con
gorila, lo cual sugiere que estos elementos o0 se insertaron recientemente en el
genoma que aun conservan grandes fragmentos con capacidad codificante o bien
que sus genes fueron exaptados y adquirieron nuevas funciones en estas especies.

Existen muchos factores que hacen complejo elucidar la evolucion de los ERVs,
por ejemplo, el que pudieron originarse por duplicacion a partir de un locus o por
inserciones en diferentes momentos de la historia, también la posibilidad de que
pudieron experimentar mutaciones o recombinaciones, l0s cuales representan
factores de confusion en el estudio de su evolucion (Belshaw et al., 2005; Henzy
etal., 2014). Por lo cual es recomendable en estudios posteriores incluir otras
especies de primates para poder tener un panorama mas completo de coémo ocurrié
la evolucion de los ERVs en estas especies. El hecho de considerar unicamente ERVs
de mas de 3000 pb genera un sesgo porque puede haber muchos otros ERVs
insertos parcialmente en el genoma. Pero al elegir ERVs de longitud mayor a 3 kb se
estaria beneficiando a aquellos elementos que se insertaron recientemente en el
genoma y que aun no han sufrido tantas mutaciones, recombinacion y pérdida de sus

genes. Esta puede ser la causa por la que casi no se observan eERVs en gorila.
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Adicionalmente, existen una serie de factores metodolégicos que pueden
afectar los resultados de un estudio de este tipo. Entre estos se puede mencionar el
tejido del cual se tomo la muestra, la edad o estado de desarrollo del organismo,
estado de salud, manipulacién y preservacion de la muestra, integridad del ARN
(RIN), preparacion de librerias y secuenciacion. Ademas de las diferentes etapas del
analisis bioinformatico a través de las cuales los parametros elegidos en cada una
determinaran los resultados que se obtengan al final del estudio.

Para este tipo de analisis bioinformatico, es muy importante también contar con
la metadata asociada a cada una de las muestras que se estan utilizando. Dado que
no contar con la metadata completa limita las conclusiones del analisis. Por ejemplo,
en este estudio no se lograron asociar ciertas diferencias de los eERVs a
caracteristicas de las librerias como edad del individuo, porque dicha informacioén no
esta disponible en la base de datos ni en las publicaciones de las cuales se
obtuvieron las librerias. Esto limita las conclusiones que se puedan generar.

Otro factor importante para considerar es que algunas caracteristicas
gendmicas funcionales son determinadas por los tipos de células. En este estudio se
utilizaron algunas bases de datos de caracteristicas gendémicas que fueron obtenidas
a partir de lineas celulares embrionarias dado a que estas eran lo mas similar a
células reproductivas que se encontraban disponibles en bases de datos publicas.
Por lo cual existe la posibilidad de que no sean representativas del contexto genémico

de células reproductivas.

9. CONCLUSIONES
Al comparar los resultados obtenidos con el ensamblaje novo y guiado por
genoma, se encontraron diferencias considerables en la cantidad y tipos de
transcritos ensamblados para una misma libreria. Se observo también gran
variabilidad en la cantidad y tipos de ERVs identificados entre diferentes librerias
humanas. En estas librerias se encontro expresion de un total de 19 tipos de ERVs
distintos, pero no se encontré ninguno que fuera codificante en su totalidad. En

orangutan solo se encontraron siete tipos de eERVs, mientras que en gorila no se
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encontraron elementos de mas de 3000pb. Lo cual probablemente se deba a la
baja profundidad a la que se secuencio esta libreria.

Se encontré que mas de la mitad (58.4%) de los ERVs expresados present6
traslape con genes y una tercera parte con INncCRNAs. Ademas, se observo que los
origenes de replicacion, SINEs y el promedio de replicacion de los flancos influyen
en la expresion de los ERVs.

Un 58,5% y un 36,5% de los eERVs encontrados en humanos presentaron
homologia con ERVs de gorila y orangutan, respectivamente. De los cuales un
24% eran homologos en las tres especies, pero solo dos copias del elemento
HERVK presentaron capacidad codificante. Con el analisis de este elemento
codificante (HERVK) homodlogo en las tres especies, se determind que en esta
region ocurrié mayor divergencia entre humano y orangutan debido a seleccion
purificadora en este locus.

Dado que las especies de primates utilizadas en este estudio son
consideradas primates del viejo mundo, los resultados de esta investigacion no
pueden ser generalizados a las especies del nuevo mundo. Sin embargo, la
metodologia de analisis bioinformatico estandarizada en este trabajo puede ser
utilizada para analizar cualquier especie de primate e incluso otras especies.

Puede haber muchos factores como presencia de contaminacion, integridad
del ARN, diferencia en la cobertura de las librerias, edad de los individuos, entre
otros que influyan en los resultados que se obtienen en un estudio de este tipo.
Todas las etapas son cruciales, desde la seleccion de la muestra (tipo de tejido,
forma de colecta y preservacion del tejido, momento del desarrollo, entre otros),
preparacion de las librerias, preprocesamiento de los datos, ensamblaje,
herramientas elegidas para analisis bioinformatico, tipo de ensamblaje, cobertura,
nivel de expresion de cada gen, andlisis realizados, entre muchos otros factores
que determinan los resultados que se obtengan. Por esto es recomendable tener
varias replicas de las muestras empleadas en este tipo de estudios.

Los resultados obtenidos en esta investigacion aportan informacion valiosa

acerca de factores genéticos que influyen en la expresion de ERVs en humanos,
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10.

genética evolutiva y funcion de los ERVs en tres especies de primates. Dicha

informacién podria ser utilizada en estudios posteriores que tengan como fin

estudiar como ocurrié la separacion de los primates y estudios relacionados con la

expresion de ERVs.

RECOMENDACIONES

Antes de iniciar el analisis utilizando librerias disponibles en bases de datos
publicas, asegurarse de que estas cuenten con la metadata respectiva. De
manera tal que una vez finalizado el analisis, sea posible correlacionar esta
metadata con los resultados obtenidos.

Se recomienda también realizar un analisis de la contaminacion que pudiera
estar presente en las librerias que se van a utilizar en determinado estudio.
Dado que se observaron diferencias entre los transcritos ensamblados en
librerias ensambladas de novo y las ensambladas utilizando un genoma de
referencia, se recomienda para futuros estudios de este tipo utilizar siempre
ambos métodos de ensamblaje. Debido a que cada método tiene sus propias
ventajas y desventajas, por lo tanto complementar el analisis con ambos
enfoques permitira obtener resultados mas confiables.

Para estudios posteriores se recomienda realizar un paso de “scaffolding”
posterior al ensamblaje, con el objetivo de mejorar el ensamblaje de los

transcritos y lograr obtener eERV de la mayor longitud posible.

Extender este tipo de analisis a otras especies de primates, incluidas especies
de primates del nuevo mundo. Y tener varias réplicas por especie cuando sea
posible.

Siempre realizar una estandarizacion del script de analisis.

En futuros estudios se podrian incorporar otras caracteristicas gendmicas
adicionales a las que utilizamos en este caso como por ejemplo: porcentaje de
GC, nivel de metilacion, localizacion en el cromosoma, composicion

nucleotidica, etc.
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e Se podria hacer un analisis de expresion génica en tejido testicular para
determinar el nivel de expresion de los ERVs ensamblados. Lo cual podria
compararse con otros estudios de expresion diferencial de ERVs en diferentes
tejidos y en diferentes tipos de células. Esto podria ser de gran utilidad para
entender cambios en patrones de expresion asociados a diferentes patologias
humanas.

e Para estudios futuros se recomienda utilizar las versiones mas recientes de los
genomas de referencia, dado a que estas se espera que sean las mas
completas y permitan realizar una mejor anotacion y mapeo de los transcritos

ensamblados.
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12. ANEXOS
Anexo 1. Comparacion de calidad de ensamblajes de novo y guiado por genoma

realizados para cada una de las librerias

Longitud

Libreria Especie Ensamblaje secuencias Sec mas larga promedio N50
SRR2040581  Humano SE'Z‘::/O ;igggi 122;2 ;ig 1223
SRR2040582  Humano Szlla\‘li(\)/o Zii;gi ;;zgé Zi:rl, 121{55
ERR315350 Humano g:';‘;i?/o ;(2);1132 ﬁigé ;55;;1 g;;
ERR315351 Humano g:lla\‘/i?/o ;égggg ggéé ;gg 1328
i 49184 21 21
ERR315352 Humano S:I;Ii(\)/o ;12923 2123; :gg 19??)
ERR315391  Humano SZ'Z‘Z(\)/O ig;g;i ;8222 fg; ;233
ERR315415 Humano g:li\‘l(i(\)/o ;31;22 Z;% 2382 ;ig;
ERR315446 Humano SZIIE\‘I?:/O 223;;8 ;;gig 221;471 ;igi
i 2481 17 24
ERR315456  Humano SZ'Z‘:\)’O 403021 zoigi 2336 233?
ERR315492  Humano g:':;i?/o iig;gi ;gi?g 2(2)39 Zg?
SRR3053573  Gorila Sz'fvi?/o iﬁ;gz 1(1,5;35 45:712 ?22
2405 orangutdn Guiado 658742 15281 733 1070
De Novo 1056084 14263 788 1447
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Anexo 2. Cantidad y tipos de transcritos reconstruidos a partir de las librerias de

humano y orangutan

ERV Humano orangutan Clase Familia
HARLEQUIN 3 1 I ERV1
HERV1_| 2 1 I ERV1
HERV17 7 I ERV1
HERV3 2 I ERV1
HERV4e6l 1 1 | ERV1
HERV9 2 | ERV1
HERVE 4 3 | ERV1
HERVFH19I 1 | ERV1
HERVH 4 I ERV1
HERVH48I 3 I ERV1
HERVIP10F 5 I ERV1
HERVK 8 1 1] ERVK
HERVK22I 5 1 1] ERVK
HERVKS3I 7 1] ERVK
HERVK9I 3 1] ERVK
HERVL 4 1] ERVL
HERVS71 9 1 I ERV1
MERS2AI 6 I ERV1
PRIMA4_| 1 I ERV1
Chr12 e
o e L L TN T I R C R Lt Tt e

ERR315352_GG .
= TRINITY GG 19609 c14 g1 i15

HERV22I

ERR315352_novo
ERR315391_GG

RR31541
ERSIES S TRINITY_GG_6608_c10_g4_i1

ERR315446_GG
TRINITY GG 3164 c4 g2 i1

ERR315446_novo
ERR315456_novo

ERR315492_GG )
TRINITY_GG_17833_¢8_g1_i10

ERR315492_novo
HERVL

SRR2040581_novo

SRR2040582_GG
= TRINITY_GG_27569_c5_g1_i3 TRINITY_GG_26987_c16_g6_i2

SRR2040582_novo

Anexo 3. Copias no idénticas de HERV22| ubicadas en el cromosoma 11 que fueron
reconstruidas a partir de librerias de humano mediante ensamblaje de novo (azul) y

guiado por genoma (rojo).
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Chril

pi54  pisy PIST  pia3  pwal  pid P12 i

P11 g2l qiz3  qi32  qid4 Qa1 qia2 Qi qa 923 qBA a;.: qaa 4243 a5

L 1 ! ! L

134 mb

comb oms 00mp wm
1 | 1 | 1 | 1 !

Gene
ERR315352_GG
ERR315352_novo
ERR315391_GG
ERR315415_GG
ERR315446_GG
ERR315446_novo
ERR315456_novo
ERR315492_GG
ERR315492_novo
SRR2040581_novo
SRR2040582_GG

SRR2040582_novo

1000 O | (0 UM ONMANUN (1 (0 W0

D001 HBB AKIP1 ARNTL OTOG ANOS ANO3 DCDCt FJX1 LRRCAC CHSTY
TRINITY GG 26568 c5 g1 i1

TRINITY DN108979 ¢3 g2 i2
TRINITY_GG_7893 _c2_g1_i1

TRINITY GG 4089 c7 g1 i1

TRINITY DN80847 c2 g5 i2

MERS2AI

TRINITY_GG_36351_c62_g1_i11

N T AN | OO N WL 0D A OO R A

ORIC46 ORSA2 ATLI PC ANOT UCP2 RSF1 FAMIBIB RAB3 FAT3 CNTNS DO CULS SIK2 LINCOZ702 UBASHIB ETS! NTM
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Anexo 4. Copias no idénticas de MER52AI ubicadas en el cromosoma 11 que fueron

reconstruidas a partir de librerias de humano mediante ensamblaje de novo (azul) y

guiado por genoma (rojo).
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Anexo 5. Ubicacion en el genoma de copias no idénticas del retrovirus enddgeno

HERVKO reconstruidas a partir de librerias de humano mediante ensamblaje de novo

(azul) y guiado por genoma (rojo).
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Anexo 6. Copias no idénticas de retrovirus enddgenos ubicadas en el cromosoma 17

que fueron reconstruidas a partir de librerias de humano mediante ensamblaje de

novo (azul) y guiado por genoma (rojo).
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Anexo 7. Copias no idénticas de retrovirus enddgenos ubicadas en el cromosoma 19
que fueron reconstruidas a partir de librerias de humano mediante ensamblaje de

novo (azul) y guiado por genoma (rojo).
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Anexo 8. Copias no idénticas de HERVKs ubicadas en el cromosoma 22 que fueron

reconstruidas a partir de librerias de humano mediante ensamblaje de novo (azul) y

guiado por genoma (rojo).

Anexo 9. Descripcion de intercepto de ERVs identificados con otros elementos del

genoma.
Transcrito Chr orientacion TPM ERV Genes IncRNAs LTRs
. 7 - 286 ERVW-1 HERV17-inty

TRINITY_GG_18341_c4_g2_i8 HERV17 PEX1 HERVH-int
TRINITY_DN84422_c2_g2_i10 7 - 11 HERV17 ERVW-1 HERV17-int
TRINITY_GG_16962_c35_gl_i14 / ) 0.02 HERV17 IE';(/JNl HERV17-int
TRINITY_DN97241_c2_g2_i2 7 + 0 HERV17 ERVW-1 HERV17-int
TRINITY_DN57746_c1_g1_i2 7 - 469 HERV17 HERV17-int
TRINITY_GG_18529 ¢34 g1 i1 19  + 0.632  HERV17 HERV17-int
TRINITY_GG_26373_c30 gl il 7 = 115 HERV17 ERVW-1 HERV17-int
TRINITY_GG_19609_c14_g1_i8 12 - 248 HERVK22I GOLGA2P5 HERVK22-int
TRINITY_GG_6608_c10_g4 il 12 + 516 HERVK22I| GOLGA2P5 HERVK22-int
TRINITY_GG_3164_c4_g2_i3 12+ 30 HERVK22! GOLGA2P5 HERVK22-int
TRINITY_GG_17833_c8 gl i10 12 - 286 HERVK22! GOLGA2P5 HERVK22-int
TRINITY_GG_26987_c16_g6_i3 12 - 0.122 HERVK22I| GOLGA2P5 HERVK22-int

. 22 - 0 TCONS_|2_00017644 .
TRINITY_GG_5799 c1_gl1_i4 HERVK PCAT14 TCONS_I2_00017645 HERVK-int

. 22 - 104 TCONS_I|2_00017644 .
TRINITY_GG_5353_c2_gl_i4 HERVK PCAT14 TCONS_I2_00017645 HERVK-int

. 2+ 452 TCONS_|2_00017644 _
TRINITY_GG_8646_c1_gl il HERVK PCAT14 TCONS_I2_ 00017645 HERVK-int
TRINITY_GG_18027_c57_gl_i2 19 + 103 HERVK HERVK9-int
TRINITY_GG_18121 c244 g2 i1 19  + 0 HERVK ZNF420 HERVK-int
TRINITY_GG_20185_c2_gl_i3 1 + 136 HERVK cD48 HERVK-int
TRINITY_GG_36369_c10 gl _i4 11 & 0.06 HERVK HERVK-int
TRINITY_GG_8326_c127 gl i4 7 + 0.455  HERVK HERVK-int
TRINITY_GG_26568_c5_gl_il 1+ 177 MERS52AI NCR3LG1 HUERS-P3-int
TRINITY_GG_7893_c2_g1 il 11 + 466 MERS52AI NCR3LG1 HUERS-P3-int
TRINITY_GG_4089_c7_gl_i2 1+ 431 MERS52AI NCR3LG1 HUERS-P3-int
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HERV1_l-int
HERVFH19-int
LTR46-int
PRIMA4-int

101



Anexo 10. Traslape de la posicion de las 41 copias de eERV con genes, INncCRNAs y

LTRs reportados en hg38.

ERV Chr Inicio Final No. Genes IncRNAs LTRs
librerias
HERVL chrl 55580995 55736104 1 0 0
HERV9 chri 119174301 119178985 1 WARS2-AS1 0 0
HERVK chrl 160690937 160699906 1 CD48 0 0
HERVIPIOF chr2 132139713 132161956 2 ANKRD30BL 4 0
HERVFH19I chr2 238206291 238210262 1 0 0
HERVL chr4 139417093 139447681 1 0 0
HERVKII chr5 1571908 1632331 3 LOC728613 / SDHAP3 16 0
HERVK chr7 4587241 4595922 1 0 0
HERVS71 chr7 29636370 29645371 2 3 0
HERV3 chr7 64978994 64998274 1 ZNF117 / ERV3-1 0 0
HERV17 chr7 92468388 92528514 5 ERVW-1 /PEX1 0 HERVH
HERVH chr7 92479345 92484963 1 0 0
HERV1_| chrl0 42643923 42652666 1 0 0
HERVS71 chril0 52946439 52955567 4 1 0
MERS52AI chrll 17336959 17377375 4 NCR3LG1 0 HUERS-P3
HERV46I chrll 96501944 96506751 1 JRKL-AS1 1 LTR46
HERVK chril1 118720831 118729501 1 0 0
HERVL chrl2 14365654 14502957 1 cb48 0 0
HERVK22I chrl2 100156286 100163234 5 GOLGA2PS5 0 0
HERV9 chri3 27212761 27216505 1 0 0
HERVE chri3 40874388 40881277 1 1 0
HERVH chrl4 70293163 70300422 1 0 0
HERVH48I chri4 70346788 70350037 1 SYNJ2BP/COX16 0 0
HERVH chrl4 92042979 92059586 1 ATXN3 2 0
HERVS71 chrl4 106196990 106203051 1 0 0
HERVK3| chri6 35520414 35524687 1 1 0
HERVE chrl7 28230587 28240000 2 1 0
HARLEQUIN chr17 43158981 43167108 3 NR_110868 0 0
HERVH chrl7 80403343 80408496 1 RNF213-AS1 0 0
HERVIP1IOF  chr18 15308637 15330344 3 LOC644669 5 0
PRIMA4_| chri8 80025407 80033960 1 TXNL4A 0 0
HERVK chr19 9435604 9462482 1 0 HERVK9
HERVK3I chrl9 11854696 11858211 1 ZNF439 0 0
HERV17 chrl9 22747259 22751974 1 0 0
HERVK chrl9 37106649 37113057 1 ZNF420 0 0
HERVK3I chrl9 51804439 52415578 3 ZNF528 / FPR3 / ZNF577 0 0
HERVK3I chr19 58305340 58315971 1 NR_144447 / ERVK3-1 0 0
HERVK chr22 23536842 23547781 3 PCAT14 2 0
HERVL chr22 45556467 45559969 1 FBLN1 0 0
HERVE chrX 49139620 49143130 1 1 0
HERVH48]  chrX 57219432 57224703 1 2 0
Total 68 22 78 4
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