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RESUMEN 

La presente tesis doctoral se ha centrado en el reto que significa el estudio de la variabilidad del DNA 

mitocondrial (DNAmt) por secuenciación masiva y el impacto de dicha variabilidad en el glioma cerebral. 

Debido al papel significativo de la mitocondria en la producción de energía celular, se ha postulado que 

alteraciones en el DNAmt pueden contribuir al desarrollo de determinadas enfermedades, especialmente 

en aquellos tejidos que requieren más energía, como el cerebral. Así pues, el DNAmt se ha asociado con 

múltiples eventos relacionados con enfermedades neurodegenerativas y procesos carcinogénicos, y por 

esta razón, el estudio del glioma cerebral podría ser muy interesante en términos de análisis mitocondrial. 

Con los avances en la secuenciación del DNAmt mediante la secuenciación masiva, es posible generar una 

cantidad de datos mayor que los obtenidos mediante la secuenciación tradicional y aumentar la sensibilidad 

de detección de mutaciones. Estas mejoras permiten realizar estudios sobre la variabilidad mitocondrial de 

forma más precisa y exhaustiva, particularmente en aquellos centrados en la detección de la heteroplasmia 

mitocondrial. Sin embargo, la detección de la heteroplasmia a bajas frecuencias no es un proceso sencillo 

debido a la gran dificultad para discriminar correctamente la presencia de falsos positivos y negativos, sin 

que de momento exista un criterio único que determine cuál es la mejor metodología para establecer un 

límite de detección fiable. 

Considerando estos aspectos, en la presente tesis doctoral se han planteado 2 objetivos principales: 1) Evaluar la 

capacidad de detección y reproducibilidad de la Next Generation Sequencing (NGS), utilizando la metodología de 

Nextera XT® y la plataforma MiSeq (Illumina), en la detección fiable de la variabilidad del genoma mitocondrial 

tanto en homoplasmia como en heteroplasmia; y 2) Valorar la implicación del genoma mitocondrial en el 

desarrollo de gliomas cerebrales de diferentes grados de malignidad. 

Tanto la metodología como los resultados y discusión se han organizado en 4 capítulos, a fin de poder responder 

a los diferentes objetivos planteados. En el primer capítulo se han descrito todos los aspectos relacionados con 

el material y la metodología empleada en el presente trabajo. Se ha detallado el proceso de obtención de las 
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muestras empleadas en los diferentes estudios presentados y el procedimiento llevado a cabo en el laboratorio 

hasta la secuenciación del DNAmt. Asimismo, se ha detallado todo el procedimiento bioinformático aplicado 

a los datos obtenidos mediante la NGS y se han descrito los análisis realizados para evaluar la variabilidad 

mitocondrial detectada. En el segundo capítulo se han presentado los resultados y la discusión en relación al 

análisis de la calidad de los datos generados a partir de la secuenciación de las muestras de DNAmt. Se han 

analizado todos los parámetros relacionados con la calidad de los archivos Fastq obtenidos de NGS y se han 

valorado los sesgos generados debido al uso de la metodología Nextera XT® y la plataforma MiSeq (Illumina). 

En el tercer capítulo se han descrito los resultados y la discusión en relación a la determinación de la fiabilidad 

y reproducibilidad de los resultados obtenidos en el análisis del DNAmt, a partir de la generación de librerías de 

NGS independientes. Además, se ha establecido una nueva estrategia para determinar los límites de detección 

de la heteroplasmia mitocondrial mediante NGS. Por último, en el cuarto capítulo se han presentado los 

resultados y la discusión basados en el análisis de la variabilidad mitocondrial de individuos afectos de glioma, 

considerando una muestra tumoral y una muestra de sangre periférica. Para cada individuo, se ha establecido su 

haplotipo y haplogrupo a partir de las mutaciones detectadas, tanto en homoplasmia como en heteroplasmia, 

y se han clasificado las mutaciones en somáticas o germinales. Para las mutaciones en homoplasmia, se 

ha analizado su distribución a lo largo del genoma mitocondrial y se han determinado las mutaciones 

sobrerrepresentadas respecto a la población general, las localizadas en posiciones estables y las que tenían 

cierto impacto a nivel patogénico. Además, se ha examinado la carga mutacional de cada individuo. Para las 

heteroplasmias, se ha determinado si existen diferencias entre la proporción de individuos heteroplásmicos 

afectos de glioma con individuos heteroplásmicos que no padecieron esta afectación. Además, también se ha 

analizado su distribución a lo largo del genoma mitocondrial y se ha determinado las mutaciones localizadas 

en posiciones estables, así como las que tenían cierto impacto a nivel patogénico. 

El presente trabajo ha permitido ampliar los conocimientos respecto a la detección de la heteroplasmia 

mitocondrial mediante la tecnología de NGS y el papel del DNAmt en el glioma cerebral. A nivel de la detección 

de la heteroplasmia, se ha presentado una nueva estrategia para establecer sus límites de detección, intentando 

reducir errores en la interpretación de los resultados obtenidos. Respecto al estudio del glioma, este trabajo ha sido 

el primero en establecer una asociación de los haplogrupos mitocondriales J y T y el glioma cerebral y ha inferido 

en la probabilidad de que los tumores puedan progresar a grados de mayor malignidad según el haplogrupo. 

Asimismo, los resultados obtenidos respecto la baja cantidad tanto de mutaciones sobrerrepresentadas en el 

estudio como de mutaciones en posiciones estables que pueden tener cierto impacto a nivel patogénico, y la baja 

carga mutacional detectada en los individuos afectos de glioma, han sugerido una preferencia por parte del glioma 

de no acumular mutaciones en el DNAmt, con el fin de no generar una gran cantidad de de especies reactivas de 

oxígeno (ROS) en el ambiente y poder progresar a estadios de mayor malignidad tumoral. 
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ABSTRACT 

This PhD thesis was focused on the challenge of studying the variability of mitochondrial DNA 

(DNAmt) by massive parallel sequencing and the impact of such variability on the glioma. Due to the 

significant role of mitochondria in cellular energy production, it has been postulated that mtDNA 

alterations might contribute to the development of certain diseases, particularly in those tissues that 

require more energy, such as the brain. Thus, mtDNA has been associated with multiple events related 

to neurodegenerative diseases and carcinogenic processes, and for this reason, the study of glioma 

might be very interesting in terms of mitochondrial analysis. The advances in mtDNA sequencing 

with massive parallel sequencing enable to generate a larger amount of data than with traditional 

sequencing and to increase the sensitivity of mutation detection. These improvements allow studies 

based on mitochondrial variability to be carried out more precisely and thoroughly, particularly 

those focused on mitochondrial heteroplasmy detection. However, heteroplasmy detection at low 

frequencies is not a straightforward process due to the great difficulty in discriminating the presence 

of false positives and negatives correctly, and so far, there is not specific criteria that determines the 

best methodology to establish a reliable detection limit. 

Considering these aspects, two main goals were proposed in this doctoral thesis: 1) To evaluate the 

detection and reproducibility capacity of Next Generation Sequencing (NGS), using the Nextera 

XT® methodology and the MiSeq platform (Illumina), in detecting reliably mitochondrial genome 

variability in both homoplasmy and heteroplasmy; 2) To assess the involvement of mitochondrial 

genome in the development of gliomas with different malignancy degrees.

Both the methodology and the results and discussion were organised in 4 chapters in order to respond 

to the different aims. In the first chapter, the material and the methodology used in this work were 

described. Sample collection for the different analyses and the laboratory procedure to finally achieve 

mtDNA sequencing were detailed. Likewise, the bioinformatics procedure applied to the data obtained 
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through the NGS and the analysis to evaluate the detected mitochondrial variability were described. 

In the second chapter, the results and discussion regarding the analysis of the quality of the data 

generated from the sequencing of the mtDNA samples were reported. All the parameters based on the 

quality of Fastq files obtained from NGS were analysed and the biases generated as a result of using the 

Nextera XT® methodology and the MiSeq platform (Illumina) were assessed. In the third chapter, the 

results and discussion of the reliability and reproducibility of the results obtained in mtDNA analysis 

by generating independent NGS libraries were reported. Moreover, a new strategy was established 

to define heteroplasmy detection limits using NGS. Finally, in the fourth chapter the results and 

discussion of the analysis of mitochondrial variability in individuals affected by glioma, using tumour 

and peripheral blood samples, were described. For each individual, both haplotype and haplogroup 

were established based on homoplasmy and heteroplasmy mutations, and mutations were classified 

as somatic or germinal. For homoplasmic mutations, their distribution along the mitochondrial 

genome was analysed, and the mutations that were overrepresented as compared to the general 

population, those that were located in stable positions and those that had a certain pathogenic impact 

were detected. In addition, the mutational load of each individual was examined. For heteroplasmic 

mutations, differences between the proportion of heteroplasmic individuals affected by glioma and 

heteroplasmic individuals who did not suffer from this condition were determined. In addition, their 

distribution along the mitochondrial genome was also analysed and mutations located in stable 

positions were detected, as well as those that might have some impact at the pathogenic level. 

This work has allowed us to expand our knowledge regarding to mitochondrial heteroplasmy detection 

using NGS and the role of mtDNA in glioma. Concerning mitochondrial heteroplasmy detection, a new 

strategy was presented to establish its detection limits, in an attempt to reduce misinterpretations 

of results. Regarding the study of glioma, the present work was the first to establish an association 

between mitochondrial haplogroups J and T and glioma, and it inferred the likelihood of tumours 

to progress to higher levels of malignancy according to the haplogroup. Likewise, the low amount 

of both mutations overrepresented in the study and mutations in stable positions that might have 

some impact at the pathogenic level, and the low mutational load detected in individuals affected by 

glioma, suggested that glioma tends to not accumulate mtDNA mutations to avoid generating a large 

amount of reactive oxygen species (ROS) in the environment and to progress to stages of higher levels 

of malignancy.
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. LA MITOCONDRIA

La mitocondria es un orgánulo citoplasmático intracelular, presente en casi todas las células eucariotas 

y altamente especializado, que se encarga de producir energía para las células (Chinnery and Hudson 

2013). Su estructura consta de una doble membrana: la membrana externa, que separa la mitocondria 

del citosol, y la interna, estructura que alberga principalmente las enzimas responsables de la 

respiración celular y que presenta invaginaciones en forma de crestas que sobresalen y delimitan la 

matriz mitocondrial (Taanman 1999). Gracias a la presencia de estas invaginaciones, la matriz puede 

aumentar su superficie y permitir una mayor presencia de dichas enzimas (Carew and Huang 2002). 

1.1.1. Origen y funciones de la mitocondria 

Aunque el origen de la mitocondria permanece todavía incierto, la teoría endosimbiótica presentada 

por Lynn Margulis en 1967 es la más extendida en la actualidad.  Según esta teoría, la mitocondria 

tiene su origen en un organismo procariota que fue fagocitado por una célula eucariota, estableciendo 

así una relación simbiogenética entre una célula proto-eucariota glicolítica y una bacteria oxidativa 

(Carew and Huang 2002; Gray and Doolittle 1982; Schwartz and Dayhoff 1978). De esta forma, la 

mitocondria se ha convertido en la única estructura no nuclear en mamíferos que posee su propio 

material genético: el DNA mitocondrial (DNAmt) (Basso et al. 2007). 

La mitocondria se caracteriza por su elevada eficiencia para utilizar oxígeno u otros substratos 

como glucosa o piruvato y producir energía celular en forma de adenosín trifosfato (ATP) (Mattson 

et al. 2008). En las células eucariotas, la generación de energía se inicia en la matriz mitocondrial a 

través del ciclo de Krebs y continúa en la cadena de transporte de electrones, donde se lleva a cabo 

la fosforilación oxidativa (OXPHOS) (Van Houten et al. 2006). La cadena de transporte de electrones 
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consta de 5 complejos enzimáticos –complejos I, II, III, IV, V– formados por 74 subunidades codificadas 

por genes nucleares y 13 subunidades codificadas por genes mitocondriales (Penta et al. 2001). 

Aunque la principal función de la mitocondria es la de la producción de energía durante la respiración 

celular, este orgánulo también desarrolla otras funciones: 1) actúa como mediador del metabolismo para 

dar soporte a diferentes funciones celulares como la descarboxilación oxidativa del piruvato, el ciclo del 

ácido tricarboxílico y la oxidación de ácidos grasos; 2) regula la homeostasis de iones como el calcio o el 

fosfato; 3) sirve de soporte para la síntesis de lípidos, aminoácidos y nucleótidos; 4) puede influir en la 

circulación de fármacos citotóxicos; y 5) tiene un papel importante en los procesos de proliferación celular 

y muerte celular programada (apoptosis) (Allegra et al. 2006; Modica-Napolitano and Singh 2004). 

1.1.2. El DNA mitocondrial 

Organización y características del DNAmt

El DNAmt es una molécula circular de doble cadena, una ligera rica en pirimidinas y una pesada rica 

en purinas, que representa entre el 0,1% y el 2% del total de DNA en el caso de las células de mamífero 

(Druzhyna et al. 2008). Se localiza en la matriz mitocondrial, lugar donde se hallan también una gran 

cantidad de enzimas y ribosomas para la síntesis de proteínas. En el caso del genoma mitocondrial 

humano, la molécula contiene 16.569 pares de bases (pb), siendo uno de los genomas mitocondriales 

más pequeños encontrados en eucariotas (Penta et al. 2001). 

En el DNAmt se pueden diferenciar 2 regiones (Figura 1; Tabla 1 del Anexo I):  

−− Región codificante. Codifica un total de 37 genes desproveídos de intrones, distribuidos de forma 

continua a lo largo del genoma mitocondrial, que corresponden a 22 RNAs de transferencia (RNAt) 

encargados de sintetizar proteínas mitocondriales en la matriz mitocondrial, 2 subunidades 

–12S y 16S– de RNA ribosómico (RNAr) y 13 polipéptidos que forman parte de los complejos 

enzimáticos del sistema OXPHOS: 

• 7 subunidades del Complejo I (NADH deshidrogenasa): ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5, ND6. 

• 1 subunidad del Complejo III (citocromo b): CYB. 

• 3 subunidades del Complejo IV (citocromo c oxidasa): CO1, CO2 y CO3. 

• 2 subunidades del Complejo V (ATP sintasa): ATP6 y ATP8. 
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En la cadena pesada es donde se codifica una mayor cantidad de información –2 RNAr, 14 

RNAt y 12 polipéptidos–, mientras que la cadena ligera contiene la información genética para 

únicamente 1 polipéptido y 8 RNAt (Singh et al. 2014). 

Las 87 subunidades polipeptídicas restantes de los complejos I, III, IV y V, junto con la totalidad del 

Complejo II (succinato deshidrogenasa), y 1500 proteínas que tienen su función en la mitocondria, 

están codificadas por genes nucleares, sintetizadas en el citosol e importadas al interior de las 

mitocondrias mediante un sistema de importación de proteínas (Druzhyna et al. 2008). 

−− Región no codificante. Dentro de esta región, el DNAmt cuenta con una región control de 1,1kb 

donde se localiza la región denominada D-loop que forma una estructura que separa ambas 

cadenas (Basso et al. 2007). El D-loop consta de 3 regiones hipervariables (HVR) –HVRI 

(posiciones 16024-16365); HVRII (posiciones 73-340); y HVRIII (posiciones 438-574)– y 

contiene el origen de replicación para la síntesis de la cadena H, así como los promotores para 

la transcripción mitocondrial (Lutz et al. 1997; Penta et al. 2001; Taanman 1999). Además, en 

dicha región se hallan 3 bloques de secuencias conservadas (CSB I, II y III), así como la secuencia 

asociada a terminación (TAS) prematura del ciclo replicativo y la 7S DNA (Falkenberg 2018). 

3 
 

‐ Región no codificante. Dentro de esta región, el DNAmt cuenta con una región control 

de 1,1kb donde se localiza la región denominada D‐loop que forma una estructura que 

separa ambas cadenas (Basso et al. 2007). El D‐loop consta de 3 regiones hipervariables 

(HVR) –HVRI (posiciones 16024‐16365); HVRII (posiciones 73‐340); y HVRIII (posiciones 

438‐574)–, y contiene el origen de replicación para la síntesis de la cadena H, así como 

los promotores para la transcripción mitocondrial (Lutz et al. 1997; Penta et al. 2001; 

Taanman 1999). Además, en dicha región se hallan 3 bloques de secuencias conservadas 

(CSB), así como la secuencia asociada a terminación prematura del ciclo replicativo (TAS) 

(Falkenberg 2018).  

Figura 1. Esquema del genoma mitocondrial. Se puede diferencia la región codificante y no codificante. 
Dentro de  la región codificante se puede observar  la distribución de los genes mitocondriales.  Imagen 
modificada de Nicholls and Minczuk (Nicholls and Minczuk 2014).     

Tanto  la  replicación  como  la  transcripción  se  producen  de  forma  semiautónoma  en  la 

mitocondria  (Druzhyna  et  al.  2008)  y  ambos  procesos  están  estrechamente  controlados  y 

coordinados  con  la  síntesis  de  un  gran  número  de  proteínas  mitocondriales  que  están 

Figura 1. Esquema del genoma mitocondrial. Se puede diferencia la región codificante y no codificante. Dentro de la 
región codificante se puede observar la distribución de los genes mitocondriales. Imagen modificada de Nicholls and 
Minczuk (2014).
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Tanto la replicación como la transcripción se producen de forma semiautónoma en la mitocondria 

(Druzhyna et al. 2008) y ambos procesos están estrechamente controlados y coordinados con la 

síntesis de un gran número de proteínas mitocondriales que están codificadas por el DNA nuclear 

(DNAn) (Barbieri and Scorrano 2013), siendo la interacción y coordinación entre el genoma nuclear 

y mitocondrial necesaria para la síntesis de proteínas y funciones mitocondriales (Penta et al. 2001). 

Del mismo modo, recientemente, se han identificado proteínas –como MOTS-c y humaninas, entre 

otras– que están codificadas por el DNAmt cuya función aún está en estudio (Lee et al. 2015; Okada 

et al. 2017). Así, aunque el DNAmt representa un porcentaje muy bajo del DNA celular total, los genes 

codificados en la mitocondria son esenciales para el funcionamiento normal de la célula (Modica-

Napolitano and Singh 2004). 

Existe evidencia de regulación epigenética del DNAmt en mamíferos desde 1984. Sin embargo, su 

hallazgo permaneció controvertido hasta el 2011 cuando se demostró en varios estudios la translocación 

de la DNA (citosina-5)-metiltransferasa (DNMT1) desde el núcleo hacia la mitocondria (Yu et al. 2018; 

Zhang et al. 2010). Debido a que el DNAmt se encuentra empaquetado en nucleoides –compuestos 

por proteínas entre las que se encuentra el factor de transcripción mitocondrial A (TFAM)–, las 

alteraciones producidas en el contenido de TFAM pueden determinar cambios en el mitocromosoma 

y exponer el genoma mitocondrial a la acción de las DNMTs, que regularían la expresión de los genes 

mitocondriales a través de la metilación de residuos de citosina (Akouchekian et al. 2009). 

Además, el DNAmt tiene ciertas propiedades que son únicas de este genoma y que, por lo tanto, lo 

convierten en un buen candidato para estudios poblacionales, evolutivos, forenses y biomédicos:  

−− Elevado número de copias. Las células humanas pueden contener cientos o incluso miles de 

orgánulos mitocondriales (Witas and Zawicki 2004) y cada mitocondria puede albergar entre 

2 y 10 copias de DNAmt (Basso et al. 2007). El elevado número de copias, juntamente con el hecho 

de que se localice fuera del núcleo, permite que el DNAmt sea relativamente fácil de recuperar. 

Por estos motivos, ha sido el marcador elegido prioritariamente en estudios de DNA antiguo y 

en aplicaciones forenses. 

−− Herencia materna. Aunque la transmisión del DNAmt por vía paterna en algunos animales es 

común y recurrente, la herencia del DNAmt en la especie humana es únicamente materna 

(Chinnery and Hudson 2013). Sin embargo, en el 2002 se hizo público un caso donde el DNAmt 

del tejido muscular de un hombre, con una intolerancia severa al ejercicio, tenía contribución 

tanto materna como paterna (Schwartz and Vissing 2002) y, posteriormente, se encontró 
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recombinación entre el DNAmt materno y paterno  (Kraytsberg et al. 2004). Ante este hallazgo, 

varios estudios se centraron en la posible transmisión del DNAmt por vía paterna, tanto en 

pacientes con enfermedades mitocondriales (Filosto et al. 2003; Schwartz and Vissing 2002; 

Taylor et al. 2003) como en individuos aparentemente sanos (Pyle et al. 2015; Santos et al. 2008a; 

Santos et al. 2005), y en ningún caso se detectó contribución paterna de DNAmt humano. Sin 

embargo, recientemente se han descrito otros casos en los que se informa sobre la transmisión 

biparental (Kurelac et al. 2013; Luo et al. 2018). Existen varios factores, no mutuamente 

excluyentes, que podrían explicar la ausencia de contribución de DNAmt de origen paterno: 1) El 

proceso de ubiquitinización que sufre el DNAmt de origen paterno en el oocito, ya que durante la 

espermatogénesis, las mitocondrias del espermatozoide quedan marcadas por una ubiquitina, 

de forma que cuando el espermatozoide entra dentro del oocito los proteosomas degradan dichas 

mitocondrias marcadas (Zimmerman and Sutovsky 2009); 2) La baja representación de las 

copias de DNAmt de origen paterno debido a que el esperma contiene alrededor de un centenar 

de copias de DNAmt en comparación a las aproximadamente 100.000 copias que contiene el 

oocito, de manera que el efecto de cuello de botella del DNAmt provocaría la exclusión de los 

alelos paternos (Chinnery and Hudson 2013). 

−− Recombinación. El hecho de que el DNAmt se herede únicamente por línea materna en la mayoría 

de animales supone que no necesita llevar a cabo ningún proceso de recombinación, ya que el 

papel principal de dicho proceso sería la mezcla de la información genética de diferentes linajes 

con el fin de obtener una mayor diversidad y la eliminación de posibles variantes deletéreas, 

aportando así una ventaja selectiva en el proceso de evolución (Chen 2013). Sin embargo, 

el descubrimiento comentado anteriormente sobre el proceso de recombinación en el caso 

de trasmisión paterna cuestiona el paradigma de que el DNAmt no recombina. Aunque la 

contribución paterna de DNAmt a nivel poblacional parece no ser importante y, por lo tanto, 

no es de esperar que tenga un impacto evolutivo, también se han postulado otras rutas para 

el posible fenómeno de recombinación: 1) la posible recombinación entre diferentes moléculas 

de DNAmt originado por nuevas mutaciones presentes en un mismo individuo, dando lugar a 

diferentes mitotipos recombinantes, tanto en individuos sanos como con patología (Zsurka et 

al. 2005); y 2) la posible recombinación entre el DNAmt y las inserciones nucleares de origen 

mitocondrial (NUMTs) (Eyre-Walker and Awadalla 2001; Morris and Lightowlers 2000). 

−− Tasa de mutación. El DNAmt se caracteriza por tener una tasa de mutación entre 10-100 veces 

mayor respecto a la tasa de mutación del DNAn (Tan et al. 2008). Esta elevada tasa de mutación 

podría relacionarse con las especies reactivas de oxígeno (ROS) producidas durante el OXPHOS 

(Wallace 2005). Además, como se ha comentado, a diferencia del DNAn, el DNAmt no está asociado 
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a histonas que podrían protegerlo (Gray 1999; Shigenaga et al. 1994), aunque se ha postulado 

que los nucleoides formados a partir de la unión de la proteína TFAM al DNAmt podrían actuar 

como elementos de protección (Rebelo et al. 2011). Asimismo, la replicación del DNAmt se da de 

forma más rápida que la replicación del DNAn (Tan et al. 2008) y, aunque el DNAmt tiene sus 

propios sistemas de reparación, éstos son menos eficientes que los que se encuentran en el DNAn 

y, por lo tanto, el daño provocado en el DNAmt es más difícil de subsanar. Como consecuencia 

de todos estos factores, la elevada tasa de mutación del DNAmt hace que este genoma tenga 

una tasa de evolución mucho más alta que la del genoma nuclear y sea altamente polimórfico. 

Por último, a nivel somático, se pueden producir mutaciones a lo largo de la vida, éstas pueden 

bloquear la RNA polimerasa mitocondrial (POLRMT) e impedir la transcripción del DNAmt. Esto 

puede provocar que las proteínas de la cadena de transporte de electrones no se puedan codificar 

y provoque una propagación de ROS y una oxidación del DNAmt (Basso et al. 2007). Ante esta 

situación, las mitocondrias que tienen su DNAmt muy dañado tienden a fusionarse con otras 

mitocondrias para juntar las copias de DNAmt de ambas mitocondrias con el objetivo de que la 

cantidad de copias de DNAmt no dañadas sea mayor que la de copias de DNAmt dañadas (Youle 

and van der Bliek 2012). De este modo, si una mitocondria ha sufrido mutaciones en su material 

genético o ha acumulado demasiado ROS, al fusionarse con otra se pueden intentar corregir 

los problemas. Cuando el proceso de fusión no consigue recuperar el buen funcionamiento de 

la célula, es necesario eliminar la mitocondria dañada. Para llevarlo a cabo, la mitocondria es 

fisionada en fragmentos más pequeños y eliminados seguidamente por un proceso de autofagia 

mitocondrial denominada mitofagocitosis o mitofagia (Kornblihtt et al. 2016; Martorell 2014). 

Mutaciones mitocondriales y heteroplasmia 

La presencia de múltiples copias de DNAmt por célula puede generar que, debido a la ocurrencia 

de nuevas mutaciones, no todas las copias sean idénticas y que, por lo tanto, puedan coexistir 

diferentes genotipos mitocondriales dentro de una misma mitocondria, célula, tejido o individuo, 

fenómeno que se denomina heteroplasmia (Coller et al. 2001; He et al. 2010). Cuando surge una 

nueva mutación en el DNAmt, ésta se puede ir estableciendo dentro de ciertas mitocondrias, células 

y tejidos. A medida que se va produciendo la segregación replicativa –proceso por el cual las células 

se van replicando y las mitocondrias se reparten de forma aleatoria dentro de las 2 células hijas–, 

el porcentaje de DNAmt mutado puede ir variando y aumentar hasta llegar a alcanzar el estado de 

homoplasmia (mutación fijada), es decir, un estado donde todas las células contienen la mutación 
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mitocondrial (Wallace and Chalkia 2013). Por lo tanto, la heteroplasmia podría considerarse el 

estadio intermedio en la fijación de una mutación en el genoma mitocondrial (Ramos et al. 2013). 

Así, las mutaciones mitocondriales observadas en un individuo se pueden clasificar en: 

−− Mutaciones germinales. Son aquellas que se heredan del DNAmt materno y que, por lo 

tanto, están presentes en una etapa temprana del desarrollo embrionario, anterior a la 

diferenciación de los tejidos. Así, cuando este tipo de mutación se presenta en heteroplasmia 

se puede encontrar, a priori, en varios o todos los tejidos (Samuels et al. 2013). 

−− Mutaciones somáticas. Son aquellas que se dan en células o tejidos específicos y que se propagan 

a partir de la división celular posterior a la mutación (Samuels et al. 2013). Dependiendo del 

momento del desarrollo en que se producen pueden afectar a varios tejidos o sólo a un tejido 

concreto. 

Dependiendo del tipo de mutación que se produce, se pueden generar heteroplasmias puntuales 

–cuando ciertas copias de DNAmt sufren una substitución nucleotídica– o heteroplasmias de 

longitud –cuando determinadas copias del DNAmt sufren una inserción o una deleción–. 

Aunque en los primeros estudios llevados a cabo sobre la heteroplasmia mitocondrial, ésta 

se consideraba un fenómeno poco común y se correlacionaba con procesos patológicos y de 

envejecimiento (Corral-Debrinski et al. 1992; Cortopassi et al. 1992; Holt et al. 1989; Holt et al. 

1988), se ha demostrado que la heteroplasmia, debida a la aparición de nuevas mutaciones, no es 

una condición excepcional (Santos et al. 2008b). Últimamente, algunos autores han considerado 

la heteroplasmia una condición universal (Payne et al. 2013) y estudios más recientes, basados 

en datos del proyecto de los 1000 Genomas (Diroma et al. 2014), apuntan a una frecuencia de 

individuos heteroplásmicos a nivel poblacional superior al 82%, de los que un 90% presentan más 

de una posición heteroplásmica. 

Asimismo, el estudio de la heteroplasmia puntual en la población general indica que un porcentaje 

muy elevado de heteroplasmias (80%) son de origen germinal. Además, aunque la heteroplasmia 

de longitud ocurre con una mayor frecuencia en el DNAmt y sobre todo en las regiones poli-citosina 

(poly-C) de la región control (Ramos et al. 2013; Santos et al. 2008b), estudios más recientes, basados 

tanto en población general como en el análisis de diferentes patologías como el cáncer, describen 
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principalmente mutaciones puntuales debido a la dificultad de discriminar heteroplasmias de 

longitud mediante las nuevas metodologías de secuenciación (Ghaffarpour et al. 2014). 

En el caso de las heteroplasmias germinales, el porcentaje de DNAmt mutado y no mutado puede 

diferir entre tejidos y, por lo tanto, dar lugar a diferencias a nivel bioenergético y fenotípico. 

Además, en estos casos no sólo se debe tener en cuenta la segregación replicativa, sino que 

también es importante valorar el hecho de que no todos los órganos tienen la misma sensibilidad 

frente a cambios mitocondriales, de manera que se podrían observar diferentes fenotipos en 

tejidos específicos (Wallace and Chalkia 2013). En este sentido el sistema nervioso, seguido por 

el sistema cardíaco, muscular, renal y endocrino, son los más sensibles frente a las alteraciones 

mitocondriales (Wallace 2005; Wallace and Chalkia 2013).  

El impacto que puede generar la aparición de heteroplasmias a lo largo del genoma mitocondrial 

puede variar según su localización y según el tipo de mutación. Aunque la presencia de 

heteroplasmia puede darse a lo largo de todo el genoma mitocondrial, es de esperar que ésta 

ocurra en posiciones con una mayor tasa de mutación, siendo la región control la que contiene 

una tasa más elevada (Zapico 2016). Sin embargo, algunos estudios han demostrado un exceso 

de mutaciones en heteroplasmia en posiciones estables y la mayoría de éstas comprendían 

transiciones (Li et al. 2010; Ramos et al. 2013). Otros estudios han determinado que, dentro de la 

región codificante, la proporción de heteroplasmias no sinónimas (NS) es más elevada cuando se 

encuentran en baja frecuencia (Li et al. 2016). Todos estos resultados sugieren que pueden existir 

una gran cantidad de mutaciones a nivel heteroplásmico, pero que nunca se llegan a fijar dentro 

del genoma mitocondrial del individuo ya que podrían existir determinadas fuerzas evolutivas, 

como la deriva genética o la selección purificadora, que actuarían para poder evitar su fijación en 

los individuos (Ramos et al. 2013). Ahora bien, también se pueden observar mutaciones deletéreas 

en heteroplasmia, siempre y cuando la frecuencia del alelo minoritario permanezca por debajo de 

cierto umbral y la mitocondria funcione correctamente. En el momento en que la frecuencia del 

alelo minoritario supera este umbral, las alteraciones mitocondriales podrían dar lugar a problemas 

en el funcionamiento mitocondrial y causar patologías (Li et al. 2015a). En este sentido, se han 

presentado una gran cantidad de enfermedades relacionadas con mutaciones heteroplásmicas 

–sordera, diabetes, epilepsia, demencia progresiva, hipoventilación, insuficiencia cardíaca, 

disfunción renal y aparición repentina de ceguera–  que no manifiestan ningún síntoma hasta 

que el nivel de heteroplasmia supera el umbral límite (Hancock et al. 2005). Además, Samuels et 

al. (2013) detectaron que, en ciertos tejidos, especialmente del riñón, del hígado y del músculo 
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esquelético, se detectaban mutaciones mitocondriales de forma recurrente que eran indetectables 

en otros tejidos de un mismo individuo y que también fueron encontradas en diferentes individuos 

no relacionados. Los resultados indicaban que la heteroplasmia se generaba por un proceso no 

aleatorio que daba lugar a mutaciones particulares únicamente en tejidos específicos. 

El hecho de encontrar heteroplasmias en posiciones del genoma mitocondrial que están asociadas 

a patologías en la población general, debido probablemente al poco efecto que generan, permite 

que estas heteroplasmias se acumulen con el tiempo y puedan llegar a tener un impacto en 

enfermedades relacionadas con la edad (Elliott et al. 2008; Ye et al. 2014b). No obstante, aunque 

la heteroplasmia mitocondrial se haya relacionado con la edad y con enfermedades implicadas 

principalmente con la neurodegeneración (Wallace 2010), también se han descrito mutaciones en 

heteroplasmia en células tumorales que pueden llegar a tener un papel destacado en el proceso 

carcinogénico (Stefano and Kream 2016). Por el contrario, otros estudios han sugerido que algunas 

posiciones en heteroplasmia podrían estar relacionadas con el aumento de la longevidad (Ramos 

et al. 2016; Salvioli et al. 2008). 

Aunque hasta el momento únicamente se ha hablado de la deriva genética y de la selección 

purificadora como posibles fuerzas evolutivas que actúan sobre las heteroplasmias, en varios 

estudios también se ha considerado la presencia de la selección positiva para ciertas heteroplasmias. 

Por ejemplo, Li et al. (2015a) detectaron en el tejido hepático un elevado número de heteroplasmias 

que tenían un impacto a nivel aminoacídico y proteico. La actuación de la selección positiva 

para estas mutaciones somáticas permitía reducir la función mitocondrial en el hígado, órgano 

donde se lleva a cabo una importante cantidad de procesos metabólicos, permitiendo así reducir 

la síntesis de productos que pueden ser dañinos para el DNA. Del mismo modo, Chinnery et al. 

(2000) también sugieren que las mitocondrias que contienen niveles elevados de DNAmt mutado 

pueden proliferar selectivamente como respuesta a posibles defectos en la cadena respiratoria. 

Por lo tanto, la selección puede actuar tanto de forma positiva como negativa, de manera que 

es posible detectar células con una mayor o una menor cantidad de DNAmt dentro de un mismo 

órgano o tejido. 

Variación del DNAmt 

La acumulación de polimorfismos mitocondriales durante la historia de las poblaciones humanas 

ha permitido diferenciar en las poblaciones humanas diferentes linajes maternos, denominados 
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haplogrupos de DNAmt (Torroni et al. 1996). Dichos linajes salieron de África en el momento de la 

migración del hombre anatómicamente moderno y fueron colonizando el resto del mundo. A medida 

que iban apareciendo nuevas mutaciones en el DNAmt, se fueron formando nuevos haplogrupos y 

añadiendo nuevas ramas al árbol filogenético de la variación mitocondrial humana (Wallace and 

Chalkia 2013). Estas variaciones mitocondriales características de cada uno de los haplogrupos 

son el resultado del papel ejercido tanto de la deriva genética como la selección adaptativa, con el 

objetivo de que la mitocondria funcione bien dentro de un determinado ambiente (van Gisbergen et 

al. 2015). Así, si una mutación es beneficiosa para los individuos que viven en un mismo ambiente, 

ésta se irá transmitiendo a la descendencia y estableciendo como una nueva variante dentro de 

cada haplotipo individual –conjunto de variantes mitocondriales de un individuo detectadas en su 

secuencia de DNAmt–, y aumentando así su frecuencia (Wallace 2010). El conjunto de haplotipos de 

individuos relacionados dentro de una misma región geográfica es lo que dará lugar a la aparición 

de un haplogrupo mitocondrial (Wallace and Chalkia 2013). Por ejemplo, el macrohaplogrupo N 

incluye 2 variantes –G10398A en el gen ND3 y G8701A en el gen ATP6– que alteran el pH de la 

membrana mitocondrial y la regulación de Ca2+ confiriendo una ventaja para adaptarse a climas 

fríos; en otro ejemplo, la variante 3394C en el gen ND1 que se localiza en los haplogrupos M y 

sugiere una ventaja adaptativa a elevadas altitudes (Wallace 2015). 

Todos los linajes mitocondriales humanos aparecen de un ancestro común que surgió en África hace 

unos 130.000-170.000 años y que se denominó la “Eva mitocondrial” (Cann et al. 1987). A partir 

de dicho ancestro aparecieron todos los linajes africanos englobados dentro del macrohaplogrupo 

L. La aparición del haplogrupo L3 hace 65.000-70.000 años dio lugar a 2 macrohaplogrupos más, 

M y N, los cuales colonizaron el resto del mundo (Wallace 2015) (Figura 2). No obstante, sus 

subhaplogrupos abarcan zonas geográficas más específicas: los haplogrupos HV, JT, N1, N2, U y 

X se instalaron en Europa, el suroeste asiático y el norte de África, los haplogrupos R5-R8, M2-

M6 y M4’67 en el sur de Asia y los haplogrupos A-G, Z y M7-M9 en Asia Oriental. Asimismo, los 

haplogrupos A-D y X migraron hasta América mediante 3 eventos demográficos distintos, dando 

lugar a los haplogrupos A2, B2, C1b, C1c, C1d, C1d1, D1, D4h3a y D4e1c tanto en América del Norte 

y Sur, los haplogrupos C4c, X2a y X2g en la costa este de Estados Unidos y los haplogrupos A2a, 

A2b y D3 en Canadá y Groenlandia. Por último, los haplogrupos M14-M15, M27-M29, Q, P, O y S 

se distribuyeron por Oceanía, concretamente Australia y Melanesia, mientras que el haplogrupo 

B4a1a1 se situó en las islas del sud-este asiático (Kivisild 2015) (Figura 2). 
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El hecho de que los genes del DNAmt jueguen un papel esencial en OXPHOS y que a su vez OXPHOS 

juegue un papel en la fisiología celular, hace que determinados polimorfismos mitocondriales 

localizados en regiones funcionales puedan tener también efectos a nivel fenotípico y que, por lo 

tanto, diferentes haplogrupos mitocondriales se puedan relacionar con determinadas enfermedades 

(Wallace 2015) como, por ejemplo, el Alzheimer, el Parkinson o la neuropatía hereditaria de Leber 

(LHON), entre otras (Johns et al. 1992; Khusnutdinova et al. 2008; Santoro et al. 2010). Asimismo, 

la variante 10398G>A descrita anteriormente como una variante que puede dar cierta ventaja para 

adaptarse a ambientes fríos, también ha sido descrita como un factor de riesgo de sufrir Parkinson, 

Alzheimer, desorden bipolar, incluso algunos tipos de cáncer (Canter et al. 2005; Kato et al. 2001; 

Kazuno et al. 2006; van der Walt et al. 2004; van der Walt et al. 2003). 

1.2. DNA MITOCONDRIAL y CÁNCER 

Debido a que la mitocondria es la mayor responsable en la generación de energía celular, la presencia 

de mutaciones somáticas en el DNAmt afecta sobre todo a aquellos tejidos que requieren una mayor 

demanda de energía, es decir, el tejido cerebral, nervioso y muscular (Wallace 2005; Wong 2007a). 

Así, el DNAmt se ha asociado a multitud de fenómenos relacionados con el desarrollo, alteraciones 

neurológicas tales como Alzheimer o Parkinson, y también a procesos cancerígenos (Mattson et 

al. 2008). Respecto a estos últimos, recientemente se han producido grandes avances en el estudio 

y descubrimiento de la genómica del cáncer gracias a la implementación de las nuevas tecnologías 

de secuenciación masiva (Next Generation Sequencing, NGS)– en estudios de gran escala como Whole 

Exome Sequencing (WES) o Whole Genome Sequencing (WGS) (Koboldt et al. 2013). 
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Desde hace décadas, numerosos estudios se han centrado en el estudio de la disfunción mitocondrial en 

los procesos tumorales. Existen evidencias que implican a la mitocondria en el proceso de apoptosis y, 

aunque la célula cancerígena utilice, en general, la vía glicolítica como alternativa para la producción 

de energía, existe una gran dependencia en este orgánulo para su funcionalidad (Liang and Grootveld 

2011). Así, cualquier alteración en la función mitocondrial puede contribuir al desarrollo y progresión 

del cáncer: 

−− Alteraciones en el metabolismo energético: el efecto Warburg. En la década de los 30, Otto Warburg 

(Warburg 1956) investigó las diferencias entre las células normales y tumorales respecto al 

metabolismo energético, desarrollando así la teoría del efecto Warburg. En un ambiente donde 

la célula dispone de suficiente oxígeno, la mitocondria es capaz de generar 38 moléculas de ATP 

mediante OXPHOS. Sin embargo, cuando la célula se encuentra en una situación de hipoxia, es 

decir, cuando no dispone de suficiente oxígeno, ésta utiliza como vía alternativa la glicólisis 

anaeróbica para la obtención de ATP. En este caso, la célula es capaz de generar únicamente 

2 moléculas de ATP, siendo un proceso metabólico altamente ineficiente. Según la teoría de 

Warburg, aunque la glicólisis anaeróbica se puede dar en células normales, por ejemplo, cuando 

se realiza una actividad física excesiva, las células tumorales utilizan esta vía incluso cuando 

hay suficiente oxígeno para llevar a cabo OXPHOS, proceso denominado glicólisis aeróbica. 

A medida que el número de células cancerígenas va aumentando, su ratio de multiplicación 

es mucho más elevada que la de la angiogénesis (formación de vasos sanguíneos). Este 

desfase hace que no exista el oxígeno suficiente para que todas las células puedan acceder a 

él y puedan llevar a cabo OXPHOS. No obstante, la cantidad de glucosa presente es suficiente 

para dichas células, aun requiriendo un consumo de glucosa muy elevado para poder cubrir las 

necesidades energéticas (Devic 2016). Por lo tanto, según esta teoría, las células cancerígenas 

utilizarían la glicólisis aeróbica para llevar a cabo su metabolismo energético. Sin embargo, 

más recientemente ha surgido la teoría de que la célula normal se convierte en cancerígena 

en el momento en que, para metabolizar la glucosa, la vía glicolítica se convierte en la vía 

metabólica prioritaria. Esto hace que se plantee la posibilidad de que el efecto Warburg pueda 

no ser una causa del cambio de metabolismo de las células cancerígenas sino más bien una 

consecuencia (Devic 2016). 

Ahora bien, el concepto de reprogramación metabólica, es decir, la capacidad que tienen las 

células cancerígenas de cambiar su metabolismo glicolítico a OXPHOS para adaptarse a nuevos 

ambientes y seguir progresando a nivel tumoral, ha cogido fuerza en los últimos años (Kim 

2014) y varios estudios se han centrado en profundizar sobre el metabolismo de las células 
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cancerígenas. Por ejemplo, Strickland and Stoll (2017) describen, a través de varios estudios, que 

la glicólisis aeróbica descrita por Warburg no explicaría el 100% de la producción energética en 

muchos tipos de cáncer (Vander Heiden et al. 2009). Dicha hipótesis fue propuesta por primera 

vez por Guppy et al. (2002), determinando que la mayor parte de la energía obtenida (80%) en 

una línea celular humana de adenocarcinoma de mama (MCF-7) se generaba por vía oxidativa. 

Otros estudios señalan que las células cancerígenas tienen capacidad de reprogramarse y pasar 

de un metabolismo glicolítico a uno oxidativo en momentos en que se dispone de una baja 

cantidad de glucosa o se presenta una acidosis láctica en el ambiente (Lin et al. 2017a; Sharma 

et al. 2019). Le et al. (2014) demostraron la coexistencia tanto de un metabolismo glicolítico 

como oxidativo en linfocitos B en situaciones de hipoxia. El mismo autor también detectó que, 

en contra de lo que cabría esperar, en situaciones de hipoxia, algunas células cancerígenas 

mostraban bajas concentraciones de la subunidad alfa del factor 1 inducible por hipoxia 

(HIF1α), un factor de transcripción que aumenta en situaciones donde se dispone de bajas 

concentraciones de oxígeno (Indran et al. 2011) y que promueve la mitofagia y la angiogénesis 

(Pavlides et al. 2012), y un mayor consumo de oxígeno mediante OXPHOS. Estos resultados 

sugerían, por lo tanto, que determinadas células eran capaces de seguir con un metabolismo 

oxidativo en condiciones de hipoxia. 

−− Alteraciones en la producción de ROS. Las mutaciones mitocondriales pueden afectar a la 

generación de energía celular y desencadenar una mayor producción de ROS. La presencia de 

gran cantidad de ROS puede dar lugar a una situación en la que se produzca más cantidad 

de radicales libres de lo que los mecanismos antioxidantes de la célula puedan eliminar, 

originando así una situación de estrés oxidativo y comprometiendo la integridad mitocondrial 

(Reuter et al. 2010). 

−− Alteraciones en la inducción de la apoptosis. La presencia de mutaciones puede conducir a una 

disfunción mitocondrial y promover la resistencia a la apoptosis por medio de diferentes 

mecanismos como la glicólisis aeróbica, la regulación a la baja de factores proapoptóticos –

por ejemplo, ROS, iones de calcio y proteínas como Bax y ciclofilina D (CypD)– o la regulación 

a la alza de factores antiapoptóticos –por ejemplo, la familia de proteínas Bcl-2, el gen ANT2, 

chaperonas y agentes antioxidantes– (Indran et al. 2011). Esto permitiría el crecimiento 

tumoral y la progresión del cáncer, y sugiere que las mitocondrias pueden servir como vía entre 

la muerte celular y el crecimiento celular anormal, contribuyendo de este modo al proceso 

neoplásico (Carew et al. 2003). 
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Se debe de tener en cuenta que las mutaciones mitocondriales pueden tener un mayor o menor 

impacto y tener diferente efecto en la mitocondria: mientras que las mutaciones con un mayor 

impacto pueden inhibir OXPHOS, aumentar la producción de ROS y promover la proliferación de 

las células tumorales, las mutaciones con un menor impacto pueden permitir la adaptación de los 

tumores a nuevos ambientes. Por este motivo, cualquier mutación a lo largo del genoma mitocondrial 

podría tener un efecto adverso debido a que el DNAmt se expresa y se replica continuamente (Tan et 

al. 2008). 

Paralelamente, en los últimos años se ha evidenciado la posible asociación entre el número de 

copias del DNAmt y el riesgo de sufrir cáncer (Bussard and Siracusa 2017). Sin embargo, dicha 

asociación sigue siendo un tema a debatir debido a la discordancia de resultados obtenidos. La 

asociación puede variar según el tipo de cáncer –en algunos se ha asociado el aumento en el número 

de copias mitocondriales con un mayor riesgo de padecerlo, mientras que en otros se ha asociado la 

disminución con un mayor riesgo de sufrir cáncer– (Tabla 1). Ahora bien, también se han encontrado 

resultados contradictorios dentro de un mismo tipo de cáncer, teniendo en cuenta el tipo de 

muestras utilizadas para los análisis. Por ejemplo, se ha detectado tanto un aumento –comparando 

muestras de sangre de los pacientes con controles– como una disminución –comparando muestras 

de tejido tumoral con muestras de tejido adyacente– en el número de copias de DNAmt en cáncer de 

células renales, mama y pulmón (Dai et al. 2013; Hofmann et al. 2014; Hosgood et al. 2010; Mambo 

et al. 2005; Meierhofer et al. 2004; Shen et al. 2010a; van Gisbergen et al. 2015; Xing et al. 2008). 

Incluso en el caso del cáncer de las células renales, se ha detectado tanto un aumento como una 

disminución en el contenido de DNAmt en 2 estudios en que ambos compararon muestras de sangre 

de los pacientes con controles (Hofmann et al. 2014; van Gisbergen et al. 2015; Xing et al. 2008). 

Esta discrepancia de resultados también se observa en el caso del glioma cerebral, donde se detecta 

tanto un aumento como una disminución del número de copias en 2 estudios donde se compararon 

muestras tumorales con controles (Correia et al. 2011; Marucci et al. 2013; van Gisbergen et al. 

2015). El incremento en el número de copias de DNAmt podría producirse como un mecanismo de 

compensación frente a un defecto de OXPHOS, debido a un aumento en la generación de ROS,  (Lee et 

al. 2000; van Gisbergen et al. 2015), mientras que la disminución podría ser causada por mutaciones 

en el gen p53, en la subunidad gamma de la DNA polimerasa (POLG) y en el factor de transcripción 

mitocondrial A (TFAM) (Guo et al. 2011; Lebedeva et al. 2009; Singh et al. 2009; van Gisbergen et al. 

2015).  
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Tipo de cáncer Contenido de 
DNAmt 

Metodología 
(Tejido en casos vs. Controles/

Tejidos no afectados)
Referencia

Células renales

Aumento Sangre pacientes vs. Controles 

(Hofmann et al. 2014; van 
Gisbergen et al. 2015)

Colorrectal (Qu et al. 2011)

Mama (Shen et al. 2010a; van Gisbergen 
et al. 2015)

Próstata (Moore et al. 2017)

Pulmón (Hosgood et al. 2010; van 
Gisbergen et al. 2015)

Cuello y cabeza 

Aumento Tumor pacientes vs. Controles 

(Jiang et al. 2005; van Gisbergen et 
al. 2015) 

Endometrio (van Gisbergen et al. 2015; Wang 
et al. 2005)

Glioblastoma* (Marucci et al. 2013; van Gisbergen 
et al. 2015)

Ovario (van Gisbergen et al. 2015; Wang 
et al. 2006)

Fibrolamelar

Aumento Tejido tumoral pacientes vs. Tejido 
no tumoral pacientes 

(van Gisbergen et al. 2015; 
Vivekanandan et al. 2010)

Colorrectal (Chen et al. 2011; van Gisbergen et 
al. 2015)

Esófago (Lin et al. 2010; van Gisbergen et 
al. 2015)

Próstata (Mizumachi et al. 2008; van 
Gisbergen et al. 2015) 

Tiroides (Mambo et al. 2005; van Gisbergen 
et al. 2015) 

Células renales
Depleción Sangre pacientes vs. Controles

(Xing et al. 2008)

Vejiga (Williams et al. 2015) 

Astrocitoma**
Depleción Tumor pacientes vs. Controles

(Correia et al. 2011; van Gisbergen 
et al. 2015)

Sarcoma de Ewings (van Gisbergen et al. 2015; Yu et al. 
2010)

Células renales

Depleción Tejido tumoral pacientes vs. Tejido 
no tumoral pacientes

(Meierhofer et al. 2004; van 
Gisbergen et al. 2015)

Colorrectal (Cui et al. 2013)

Fibrolamelar primario (van Gisbergen et al. 2015; 
Vivekanandan et al. 2010)

Hepatocelular (van Gisbergen et al. 2015; 
Vivekanandan et al. 2010)

Gástrico (Li et al. 2004a; van Gisbergen et 
al. 2015; Wu et al. 2005) 

Mama (Mambo et al. 2005; van Gisbergen 
et al. 2015) 

Pulmón (Dai et al. 2013; van Gisbergen et 
al. 2015) 

*El glioblastoma representa el grado de mayor malignidad de cáncer cerebral. **En el estudio se incluyen astrocitomas de diferentes 
grados de malignidad: astrocitoma de menor malignidad, astrocitoma de mayor malignidad, glioblastoma.

Tabla 1. Estudios basados en el análisis del contenido del DNAmt en diferentes tipos de cáncer.
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1.2.1. Mutaciones mitocondriales en cáncer 

La medida en que la presencia de las alteraciones mitocondriales son la causa del proceso carcinogénico 

o bien, son la consecuencia de este proceso, todavía se desconoce. Algunos estudios (Ju et al. 2014; 

Kim 2014) han determinado que las mutaciones mitocondriales en cáncer podrían derivar de errores 

durante la replicación mitocondrial y que no habría correlación entre las mutaciones mitocondriales y 

el proceso cancerígeno. Sin embargo, los mismos autores consideran más apropiado realizar estudios 

de asociación de las mutaciones somáticas con la enfermedad de interés –ya que en una enfermedad 

no siempre se encuentran involucradas las mismas mutaciones somáticas–, y teniendo en cuenta los 

cambios generados a nivel de la proteína (Ju et al. 2014; Kim 2014). Además, estas variaciones en el 

DNAmt también pueden actuar individualmente, en combinación con otras variaciones mitocondriales 

o a través de la interacción con genes nucleares o factores ambientales, e influir en dicho proceso (Bai 

et al. 2007). 

Tal y como se ha comentado anteriormente, cuando una mutación se genera en una de las copias 

de DNAmt, esta molécula mutada coexiste con una mayoría de moléculas que no incorporan dicha 

mutación. Por lo tanto, es sorprendente que algunos estudios presenten una alta frecuencia de 

mutaciones mitocondriales somáticas fijadas únicamente en el tejido tumoral (Coller et al. 2001). 

Respecto a esto, Shen et al. (2010b) proponen que, en las células cancerígenas, las mutaciones que 

aparecen pueden adquirir cierto nivel de heteroplasmia, y a medida que el tumor va progresando, se 

produce una selección del fenotipo mutado debido a que las mutaciones mitocondriales son importantes 

para carcinogénesis. De esta forma, las mutaciones pueden llegar al estado de homoplasmia y ser 

predominantes en las últimas etapas del desarrollo tumoral. En esta misma línea, varios estudios 

sugieren que las mutaciones mitocondriales somáticas en células tumorales podrían escapar de 

una selección purificadora o bien sufrir una selección más relajada o incluso neutra, favoreciendo la 

acumulación de estas mutaciones y contribuyendo al desarrollo tumoral (Pereira et al. 2012; Stafford 

and Chen-Quin 2010). Ahora bien, otros estudios determinan que las mutaciones perjudiciales que 

pueden dar lugar a proteínas truncadas o alteraciones en los RNAt tendrían una desventaja selectiva 

y no contribuirían a la expansión clonal, sugiriendo que la célula cancerígena tiene una cantidad 

considerable de mitocondrias intactas que son esenciales para su correcto funcionamiento gracias a 

la presencia de una presión selectiva en cáncer (Ju et al. 2014; Zong et al. 2016). 
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La hipótesis de que en las células tumorales se podría dar un deterioro en OXPHOS para proteger 

las células de la apoptosis (Pereira et al. 2012; Shidara et al. 2005), o que las células tumorales se 

vuelven menos dependientes de la cadena de transporte de electrones en el momento que empiezan 

a sintetizar ATP a través de la glicólisis aeróbica (Stafford and Chen-Quin 2010), podrían explicar el 

papel de la selección en los procesos cancerígenos. Ahora bien, otros estudios también han descrito 

una fuerte selección contra las mutaciones de DNAmt perjudiciales en células tumorales, debido a que 

las mitocondrias han de funcionar correctamente para que se lleve a cabo la carcinogénesis (Khaidakov 

and Shmookler Reis 2005). No obstante, Coller et al. (2001) y Vega et al. (2004) también consideran 

la posibilidad de que las mutaciones mitocondriales en homoplasmia aparecen únicamente por un 

proceso de mutación al azar, sin ofrecer ninguna ventaja fisiológica o requerimiento a nivel tumoral, 

y no por un proceso de selección. Así, dado los resultados contradictorios que se han publicado en 

diferentes estudios, el papel de las mutaciones en el DNAmt sigue siendo todavía un desafío por 

resolver. 

En muchos tipos de cáncer se han descrito un gran número de mutaciones somáticas tanto en 

homoplasmia como en heteroplasmia, siendo el de mama uno de los más estudiados seguido del 

de pulmón, el colorrectal y el de próstata junto con el carcinoma oral, y el estudio de la molécula 

mitocondrial completa el procedimiento más utilizado (Tabla 2). Sin embargo, algunos estudios han 

criticado la gran cantidad de mutaciones reportadas en la literatura. En este sentido, en un estudio 

presentado por Salas et al. (2005) se demuestra que muchas de las mutaciones mitocondriales que se 

relacionan con procesos tumorales en ciertos estudios no están realmente relacionadas con la aparición 

y el desarrollo del tumor, sino que realmente son polimorfismos neutros de las diferentes poblaciones 

humanas o hotspots mutacionales. Además, en los estudios basados en cáncer, la contaminación tanto 

a nivel inter como intraindividual puede influir y dar lugar a resultados erróneos. Por ejemplo, en un 

estudio de Bandelt y Salas (2009) reanalizaron las mutaciones mitocondriales detectadas en varios 

estudios de carcinomas de células escamosas orales (Prior et al. 2006) y de células bucales (Tan et 

al. 2008) mediante análisis filogenéticos. La presencia de diferentes haplotipos demostró que dichas 

mutaciones mitocondriales descritas son, en realidad, falsos positivos. Asimismo, Ramos et al. 

(2011) muestran que algunas mutaciones detectadas en heteroplasmia en cáncer pueden ser falsas 

mutaciones y ser en realidad el resultado de la co-amplificación de DNAmt y DNA nuclear.
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Tipo de cáncer

Región analizada

N DNAmt completo D-loop Parte Región 
Codificante 

D-loop + Parte 
Región 

Codificante 

Adenoma pituitario 
esporádico 1 (Kurelac et al. 2013)

Cáncer cervical 4 (Kabekkodu et al. 2014)
(Sharma et al. 2005; 

Warowicka et al. 2013; 
Zhao et al. 2010)

Cáncer de colon 1 (Lorenc et al. 2003)

Cáncer colorrectal 12

(Ericson et al. 2012; Habano et al. 
1999; He et al. 2010; Li et al. 2018; 
Lievre et al. 2005; Linkowska et al. 

2015; Polyak et al. 1998; Skonieczna 
et al. 2018; Wang et al. 2011)

(Akouchekian et al. 2009; 
Chang et al. 2009)

(Akouchekian et al. 
2011)

Cáncer de cuello y 
cabeza 5 (Dasgupta et al. 2010; Fliss et al. 2000; 

Mithani et al. 2007; Zhou et al. 2007) (Liu et al. 2015)

Cáncer endometrial 4 (Guerra et al. 2014; Guerra et al. 2011) (Czarnecka et al. 2009) (Lorenc et al. 2003)

Cáncer de esófago 3 (Gochhait et al. 2008; Tan et al. 2006) (Hibi et al. 2001)

Cáncer gástrico 3 (Hung et al. 2010) (Rigoli et al. 2008; Wu et 
al. 2005)

Carcinoma 
hepatocelular 6 (Li et al. 2018; Yin et al. 2019; Yu et 

al. 2018)

(Lee et al. 2004; Nomoto 
et al. 2002; Zhang et al. 

2010)

Cáncer de mama 18

(Fendt et al. 2011; Gasparre et al. 
2007; Gochhait et al. 2008; McMahon 

and LaFramboise 2014; Mosquera-
Miguel et al. 2008; Parrella et al. 2001; 

Tan et al. 2002; Tseng et al. 2011)

(Cai et al. 2011; Kuo et 
al. 2010; Losanoff et al. 
2008; Tseng et al. 2006; 

Yu et al. 2007)

(Ghaffarpour et al. 
2014; Martinez-

Ramirez et al. 2018)

(Covarrubias 
et al. 2008; 

De Vitto et al. 
2013; Shen et 

al. 2011)

Carcinoma oral 8 (Chattopadhyay et al. 2016; Lai et al. 
2013; Palodhi et al. 2019)

(Datta et al. 2015; Lin et 
al. 2015; Liu et al. 2011; 

Mondal et al. 2013)

(Toure et al. 
2019)

Cáncer de ovario 4 (Guerra et al. 2014) (Van Trappen et al. 2007) (Lorenc et al. 2003) (Aikhionbare et 
al. 2007)

Cáncer de páncreas 5
(Hardie et al. 2017; Hopkins et al. 

2018; Jones et al. 2001; Kassauei et 
al. 2006)

(Navaglia et al. 2006)

Cáncer de piel 1 (Prior et al. 2009)

Cáncer de próstata 8
(Arnold et al. 2015; Kalsbeek et al. 

2016; Kloss-Brandstatter et al. 2010; 
Lindberg et al. 2013; McCrow et al. 

2016; Parr et al. 2006)

(Petros et al. 2005; Ray 
et al. 2009)

Cáncer de pulmón 13

(Dasgupta et al. 2012; Dasgupta et 
al. 2009; Fang et al. 2013; Fliss et al. 
2000; Jakupciak et al. 2008; Jin et al. 
2007; Kazdal et al. 2018; Suzuki et al. 

2009; Wang et al. 2015)

(Chen et al. 2016; Fang 
et al. 2015; Yang Ai et al. 

2013)
(Lorenc et al. 2003)

Cáncer rectal 1 (Arstad et al. 2017)

Cáncer de riñón 3 (Davis et al. 2014; Jakupciak et al. 
2008; Nagy et al. 2003)

Cáncer testicular 1 (Refinetti et al. 2017)

Cáncer de tiroides 2 (Gasparre et al. 2007; Su et al. 2016)

Cáncer del tracto 
urinario 2 (Duberow et al. 2016) (Tzen et al. 2007)

Cáncer de vejiga 2 (Fliss et al. 2000; Jakupciak et al. 
2008)

Leucemia 3 (Pagani et al. 2017; Silkjaer et al. 
2013) (Tyagi et al. 2018)

Tabla 2. Estudios basados en el análisis del DNAmt en diferentes tipos de cáncer a nivel somático. N: número de 
estudios.
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 Por otro lado, existen evidencias sobre una posible contribución de determinadas mutaciones 

germinales al desarrollo de ciertos tipos de cáncer en diferentes poblaciones (van Gisbergen et al. 

2015). En este sentido, existe una gran variabilidad de resultados respecto a las asociaciones entre 

haplogrupos mitocondriales y cáncer en la bibliografía descrita, y mientras que algunos estudios 

detectan que ciertos haplogrupos pueden contribuir al aumento del riesgo a sufrir determinados 

tipos de cáncer, otros pueden tener un efecto protector ante la enfermedad. Del mismo modo, se ha 

encontrado que un mismo haplogrupo puede tener diferentes efectos dependiendo del tipo de cáncer 

analizado (Tabla 3). 

Tipo de Cáncer Población de estudio Haplogrupo Efecto Estudio 

Carcinoma vulvar Polaca
U, K +

(Klemba et al. 2010) 
H -

Colorrectal Escocesa
H, T + (Theodoratou et al. 2010, 

Li et al. 2015b) U -

Endometrio
China 

(sudoeste asiático) D + (Xu et al. 2006)

Polaca H - (Czarnecka et al. 2009)

Esófago China D4, D5 + (Li et al. 2011)

Hígado China M7 - (Chen et al. 2017)

Mama

Caucásica K

+

(Bai et al. 2007)

India N (Darvishi et al. 2007)

Polaca I (Czarnecka et al. 2010)

China M*, D5 (Fang et al. 2010)

Caucásica U - (Bai et al. 2007; Gutierrez 
Povedano et al. 2015)

Nasofaríngeo China 
(sudoeste asiático) R9, F1 + (Hu et al. 2014)

Próstata Blanca 
Norteamericana U + (Booker et al. 2006)

Renal

Pulmón China
G, M7 +

(Zheng et al. 2012)
D, F -

Sarcoma de Kaposi Iraní UK - (Jalilvand et al. 2015)

Tiroides

China D4a + (Fang et al. 2010)

China A4, B4a, B4g + (Su et al. 2016)
Caucásica 

(sudeste europeo) K - (Cocos et al. 2018)

*Asociación no encontrada en población con metástasis.  

Tabla 3. Estudios que describen asociaciones entre determinados haplogrupos mitocondriales y diferentes tipos 
de cáncer. +: Mayor riesgo o más probabilidad de sufrir la enfermedad; -: menor riesgo o efecto protector ante la 
enfermedad.
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1.2.2. El glioma 

La glía son células del sistema nervioso que tienen la función de proteger las neuronas y mantener 

su funcionamiento ayudando en la neurotransmisión, manteniendo el equilibrio iónico en el espacio 

extracelular y aislando los axones para acelerar la transmisión de impulso nervioso (Allen and Barres 

2009). La población de células gliales se puede dividir en la macroglía, que incluye los astrocitos, los 

oligodendrocitos y los progenitores gliales NG2, y la microglía (Peng et al. 2014). La macroglía, al 

igual que las neuronas, proviene de células precursoras derivadas de la capa germinal denominada 

neuroectodermo, mientras que la microglía, que se compone de células que forman parte del sistema 

inmunitario y con carácter fagocítico, provienen del mesodermo (Jakel and Dimou 2017). 

El glioma es un tipo de neoplasia que se desarrolla en el cerebro o en la médula espinal y engloba todos 

los tumores que tienen su origen en las células gliales (Schwartzbaum et al. 2006). Existen 3 tipos 

de células gliales que pueden producir tumores: los astrocitos, los oligodendrocitos y las células 

ependimales (American Brain Tumor Association 2019c). En 2007, la Organización Mundial de la 

Salud (OMS) elaboró una clasificación de los tipos de glioma según diferentes aspectos, comentada en 

la tabla 4 y esquematizado en la figura 3. 
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Figura 3. Clasificación de los gliomas según el grado de anomalía del tumor y según el origen celular y la 
localización del tumor.  

Figura 3. Clasificación de los gliomas según el grado de anomalía del tumor y según el origen celular y la localización 
del tumor. 
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Aunque en el 2007 la OMS realizó una clasificación de los tumores del sistema nervioso central a partir 

de datos histológicos, en el año 2016 se llevó a cabo una reclasificación de estos tumores (Louis et al. 

2016). En esta nueva clasificación, no solamente se tuvieron en cuenta los datos histológicos, sino que 

se incluyeron datos obtenidos a nivel molecular como el análisis de los genes ATRX, IDH y TP53, o la 

co-deleción cromosómica de 1p/19q, de manera que muchos de estos tumores fueron reestructurados 

y se incorporaron nuevas entidades. La clasificación más detallada de estos tumores permitirá 

pronósticos y tratamientos mucho más precisos.   

Antecedentes del estudio del DNAmt en glioma 

Recientemente, diferentes estudios han publicado tanto alteraciones genéticas como aberraciones en 

las vías de señalización que contribuyen al entendimiento de la formación de los gliomas. Hasta el 

momento se han descritos varios biomarcadores que están fuertemente asociados al diagnóstico y 

prognosis de los gliomas: 1) la co-deleción de los cromosomas 1p/19q; 2) la metilación del promotor 

de la O6-metilguanina DNA metiltransferasa (MGMT); 3) mutaciones en los genes de la isocitrato 

deshidrogenasa (IDH) IDH1/2; 4) amplificación de los receptores de los factores de crecimiento 

epidemial (EGFR); y 5) la fusión o mutación puntual del gen BRAF que codifica para la proteína 

B-Raf (Siegal 2015). No obstante, varios estudios también se han centrado en el estudio del DNAmt 

en diferentes tipos de glioma (Tabla 5). De manera concisa, los principales hallazgos de los estudios 

anteriores que se describen en la tabla 5 son los siguientes: 

−− Antecedentes en el estudio de las alteraciones mitocondriales y el glioma. Desde hace varias 

décadas, numerosos estudios se han basado en la detección de alteraciones en el DNAmt en 

gliomas (Tabla 5). Además, los estudios están incluyendo cada vez más trabajos a nivel de 

predicción de estructuras relacionadas con RNAs mitocondriales, así como análisis de las 

estructuras tridimensionales de las proteínas sintetizadas a partir de determinados genes del 

DNAmt, aunque la mayoría de estos estudios se basan en el análisis de líneas celulares (Lloyd 

et al. 2015; Soon et al. 2017; Yeung et al. 2014). Asimismo, también hay estudios que combinan 

análisis tanto a nivel mutacional como de proteína, aunque éstos se focalizan principalmente 

en el análisis de glioblastomas, es decir, los tumores más agresivos y con peor pronóstico 

(grado IV) (Vidone et al. 2015). 

A excepción de aquellos basados en líneas celulares de glioma, casi todos los estudios analizan 

el tumor y otros tejidos como, por ejemplo, sangre o tejido adyacente al tumor, a fin de 

diferenciar las mutaciones que son específicas de tumor (Feichtinger et al. 2014; Kirches et 
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al. 2001; Kirches et al. 2002; Larman et al. 2012; Lueth et al. 2009; Lloyd et al. 2015; Mohamed 

Yusoff et al. 2017; Montanini et al. 2005; Vega et al. 2004; Vidone et al. 2015). En este sentido, la 

mayoría de los estudios detectan muy pocas mutaciones que puedan llegar a ser patogénicas. 

Además, a diferencia de la región control, la gran mayoría de mutaciones detectadas en la 

región codificante no son compartidas por varios tumores, es decir, únicamente se detectan en 

1 individuo. En este sentido, varios estudios postulan la idea de que las variantes que se detectan 

en glioma tienen una baja probabilidad de que ejerzan un papel importante en la aparición o 

el desarrollo del tumor (Kirches et al. 2001; Montanini et al. 2005; Vega et al. 2004). De hecho, 

varios describen que parte de las mutaciones que detectan son polimorfismos y variantes 

comunes en la población (DeHaan et al. 2004; Kirches et al. 2001; Mohamed Yusoff et al. 2017; 

Montanini et al. 2005; Vega et al. 2004). Sin embargo, otros estudios sí consideran que las 

mutaciones mitocondriales que se detectan pueden tener cierta importancia en el desarrollo 

del glioma (Mohamed Yusoff et al. 2017; Yeung et al. 2014). Incluso Yeung et al. (2014) describen 

4 mutaciones, 3 de ellas no sinónimas, que se detectan en 22 tumores analizados, siendo el 

único estudio en que detecta una frecuencia tan elevada de mutaciones compartidas por varios 

tumores en la región codificante. 

Considerando, por lo tanto, los resultados obtenidos en los diferentes estudios basados en 

glioma y las discrepancias respecto a la implicación de las variantes mitocondriales detectadas 

en el desarrollo del glioma, un análisis más profundo de variantes mitocondriales detectadas 

sería un punto muy interesante para poder profundizar sobre su posible implicación en el 

desarrollo tumoral. Además, sería muy interesante comprobar si existen diferencias a nivel 

de variabilidad mitocondrial según el grado de malignidad tumoral, ya que hay pocos estudios 

que incluyen dicha diferenciación en sus muestras (Feichtinger et al. 2014; Kirches et al. 2001; 

Mohamed Yusoff et al. 2017; Montanini et al. 2005; Soon et al. 2017; Vega et al. 2004). 

−− Antecedentes en el estudio de la heteroplasmia mitocondrial y el glioma. Hasta hace poco más de 

una década, la mayoría de estudios de glioma se centraban únicamente en el estudio del D-loop 

mediante la secuenciación de Sanger (Kirches et al. 1999; Montanini et al. 2005; Vega et al. 

2004), incluyendo en algunos de estos estudios el análisis complementario de alguna región 

codificante (DeHaan et al. 2004; Kirches et al. 2001). En la mayoría de éstos se presentaban 

mutaciones en heteroplasmia, muchas de ellas de longitud en la región control, sin embargo, 

la baja sensibilidad de la secuenciación de Sanger, no permitía detectar heteroplasmias 

a bajas frecuencias y, por lo tanto, es posible que en estos estudios se estuviera perdiendo 

cierta cantidad de información a nivel mutacional. Aunque algunos estudios ya empezaron a 

analizar gran parte o la totalidad del genoma mitocondrial mediante la secuenciación Sanger 
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(Feichtinger et al. 2014; Lueth et al. 2010; Lueth et al. 2009), no fue hasta la aparición de la NGS 

cuando la mayor parte de los estudios iniciaron análisis más amplios o completos del DNAmt 

y pudieron llevar a cabo una detección más precisa de la heteroplasmia mitocondrial (Larman 

et al. 2012; Lloyd et al. 2015; Vidone et al. 2015; Yeung et al. 2014). Ahora bien, estos estudios 

se basan únicamente en el análisis de glioblastoma y, además, algunos de ellos presentan 

limitaciones en sus estudios. Por ejemplo, el estudio de Vidone et al. (2015) analiza el número 

más alto de muestras, aunque gran parte de la detección de heteroplasmias la realiza por 

medio de datos extraídos de WXS y WGS, lo que puede generar falsos positivos o negativos 

debido a la disminución de la cobertura en la secuenciación del DNAmt y a la secuenciación de 

regiones nucleares en las que se encuentran NUMTs. Por otro lado, en el estudio de Lloyd et al. 

(2015) únicamente analizan los complejos III y IV del DNAmt. Así pues, sería muy interesante 

llevar a cabo un estudio donde se puedan analizar de forma exhaustiva posibles mutaciones 

en heteroplasmia detectadas a lo largo del genoma mitocondrial completo y comparar los 

resultados obtenidos entre gliomas que tienen diferentes grados de malignidad tumoral. 

−− Antecedentes en el estudio de la heterogeneidad mitocondrial y el glioma. Tal y como se ha 

comentado anteriormente respecto a la reprogramación metabólica en cáncer (véase el apartado 

anterior 1.2), es posible que las células del glioma no siempre utilicen la vía glicolítica para la 

producción de ATP. Asimismo, también se ha descrito que las células cancerígenas de rápido 

crecimiento dependen más de la vía glicolítica que no las células que tienen un crecimiento 

más lento (Jose et al. 2011). Considerando que los gliomas cerebrales pueden crecer de forma 

ralentizada o de forma rápida dependiendo el grado de malignidad tumoral (Tabla 4), varios 

estudios precisan que dichos tumores podrían presentar cierta heterogeneidad metabólica para 

interactuar de distintas maneras con el mismo entorno extracelular, sobrevivir y proliferar 

hacia estadios de mayor malignidad (Griguer et al. 2005). De hecho, se ha descrito que ciertas 

áreas del glioma podrían estar bajo condiciones limitadas de glucosa, de manera que dichos 

tumores se caracterizarían por tener un fenotipo más oxidativo para poder producir energía 

de forma más eficiente (Gochhait et al. 2008). Existen varios estudios que señalan la gran 

capacidad de adaptación de las células del glioma a posibles cambios en el entorno. Griguer et 

al. (2005) demuestran que determinadas líneas celulares en humanos y ratones son capaces de 

sobrevivir en condiciones con poca disponibilidad de glucosa. Estas líneas celulares tendrían 

una expresión diferencial de la isoforma A de la lactato deshidrogenasa (LHD-A), principal 

enzima del metabolismo glicolítico, mientras que las líneas celulares con actividad glicolítica 

tienen una expresión diferencial de la isoforma LHD-B. Así pues, este estudio hipotetiza 

que, del mismo modo que existe una heterogeneidad tanto a nivel estructural como en la 
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vascularización del tumor, es posible que también puedan existir diferentes sustratos según 

si la región tumoral dispone de mayor o menor cantidad de oxígeno. Dicha hipótesis también 

fue planteada por Lin et al. (2017b), quienes observaron que las células de glioblastoma de 

un cultivo primario eran altamente oxidativas, considerando que la glicólisis aeróbica podría 

coexistir con la oxidación de otros sustratos para la obtención de energía. Otros estudios 

determinan que existe cierta heterogeneidad entre la región central y periférica del glioma, 

de manera que las mitocondrias de las regiones más aisladas del tumor, que muestran una 

funcionalidad mitocondrial superior, tienen una frecuencia respiratoria mayor que el centro 

del tumor (Lin et al. 2017a; Linkowska et al. 2015). 

Teniendo en cuenta estos planteamientos expuestos sobre la posible heterogeneidad 

metabólica en los gliomas cerebrales, análisis más exhaustivos son necesarios para conocer en 

profundidad la actividad oxidativa en dichos tumores, siendo posible que la glicólisis aeróbica 

definida por Warburg no refleje completamente el metabolismo llevado a cabo por estas células 

para la obtención de energía.

−− Antecedentes en el estudio de asociación entre haplogrupos mitocondriales y glioma. Aunque 

anteriormente se haya hecho referencia a diferentes estudios que muestran posibles 

asociaciones entre haplogrupos mitocondriales y diferentes tipos de cáncer (véase el apartado 

anterior 1.2.1), en la actualidad no existen estudios que hagan referencia al análisis de posibles 

asociaciones entre haplogrupos mitocondriales y glioma. De hecho, muy pocos estudios 

determinan los haplogrupos mitocondriales de las muestras de glioma en estudio (Vega et 

al. 2004; Vidone et al. 2015). En este sentido, un estudio de este tipo de asociación podría 

ser interesante para conocer con más profundidad el posible papel de variantes frecuentes y 

heredadas en el desarrollo del glioma.    
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1.3. METODOLOGÍAS PARA LA SECUENCIACIÓN DEL DNA MITOCONDRIAL 

1.3.1. Secuenciación de Sanger 

Hasta hace pocos años, la secuenciación Sanger, tecnología basada en la polimerización del DNA a 

partir de la utilización de dideoxinucleótidos marcados fluorescentemente (ddNTPs) y la realización 

de una electroforesis capilar, ha sido una de las metodologías más utilizadas para la detección de 

mutaciones en el DNAmt. Sin embargo, esta tecnología se ve condicionada por las limitaciones de 

velocidad, rendimiento, resolución y costes asociados (McElhoe et al. 2014), así como la restricción 

para llevar a cabo análisis de múltiples muestras de forma paralela (Arsenic et al. 2015). 

1.3.2. Next Generation Sequencing 

Durante la última década, los métodos de secuenciación han conllevado grandes avances, tanto en la 

química como en la metodología utilizada para la detección de variantes. Dichos avances posibilitan a 

las nuevas tecnologías de secuenciación NGS tratar de forma paralela un elevado número de muestras, 

permitiendo el análisis de una gran cantidad de hebras de DNA en una sola secuenciación (Singh et 

al. 2016). Así, se generan millones de lecturas y se aporta una cantidad de datos mucho mayor que 

la que se podría obtener mediante los métodos tradicionales de secuenciación. Además, el aumento 

de la sensibilidad de detección permite realizar estudios mucho más exhaustivos de las variantes 

mitocondriales, sobre todo en la detección de la heteroplasmia mitocondrial. En este sentido, la NGS 

permite detectar variantes con una frecuencia muy baja (<5%), una frecuencia que es imperceptible 

con la secuenciación de Sanger, que es capaz de determinar variantes con un límite de detección entre 

el 8%-20% (Just et al. 2015; Ramos et al. 2013). 

Por estos motivos, en muchas disciplinas la tecnología de NGS ha ido substituyendo a la clásica 

secuenciación de Sanger, que se está utilizando cada vez más como una técnica complementaria 

que como una técnica independiente (Just et al. 2015). La gran cantidad de información generada 

mediante NGS ha provocado, a la vez, la necesidad de desarrollar un gran número de herramientas 

computacionales para poder manipular los datos generados (Jia et al. 2012). Así, numerosos estudios 

se han centrado en el uso de NGS para el estudio del DNAmt en diferentes ámbitos como la genética 

médica, evolución molecular, antropología molecular, epidemiología y metagenómica (Just et al. 

2015). 
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Actualmente, existen numerosas plataformas basadas en secuenciación masiva como Genome 

Analyzer/HiSeq/MiSeq (Illumina Solexa), SOLiD System (Thermo Fisher Scientific), Ion PGM/Ion 

Proton (Thermo Fisher Scientific), HeliScope Sequencer (Helicos BioSciences) y Pacific Bioscience 

(Arsenic et al. 2015; Mardis 2008; Voelkerding et al. 2009). Todas estas plataformas utilizan una 

metodología basada en 3 fases:

−− Fase 1: Preparación de plantillas. Esta fase consiste en la construcción de una librería de ácidos 

nucleicos –DNA o DNA complementario (DNAc)– mediante la fragmentación del DNA –de forma 

física (sonicación) o química (tagmentación)– y la adición de unos adaptadores –conjunto de 

oligonucleótidos de secuencias conocidas– a ambos extremos de los fragmentos generados. 

Posteriormente, las librerías se amplifican utilizando cebadores (primers) complementarios a 

los adaptadores para su posterior secuenciación (Berglund et al. 2011). 

−− Fase 2: Secuenciación e imagen. Es la fase donde se obtiene la secuencia de los ácidos nucleicos 

(lecturas o reads) a partir de la amplificación de las librerías. Los fragmentos de DNA se pueden 

secuenciar en un solo sentido o en 2 sentidos, siendo ésta última la que permitirá una alineación 

más precisa respecto al genoma de referencia (Berglund et al. 2011).  

−− Fase 3: Análisis de datos. Una vez obtenidos los datos de secuenciación, se lleva a cabo el análisis 

de los datos brutos obtenidos con el fin de generar un registro de la variación genética obtenida. 

Dicho análisis consta de diferentes fases: 

• Mapeo de las lecturas. Las lecturas generadas se mapean respecto al genoma de referencia 

de estudio de forma independiente. Sin embargo, se ha de tener en cuenta que en algunas 

zonas del genoma mitocondrial las lecturas son más difíciles de alinear –por ejemplo, en 

las zonas donde se localizan inserciones o deleciones (InDels)– y, por lo tanto, es posible 

que se obtenga un mal alineamiento en ciertas regiones. Esto puede dar lugar a resultados 

inexactos que pueden variar según los parámetros y la tecnología utilizada, e influir en la 

detección y genotipado de las mutaciones. Este problema se puede agudizar en aquellos 

proyectos que utilizan diferentes tecnologías de secuenciación y diferentes estrategias 

bioinformáticas (DePristo et al. 2011). 

• Una vez las lecturas se han mapeado, alineado y calibrado, se aplican diferentes 

parámetros basados en modelos estadísticos con el fin de detectar variaciones genéticas 

como substituciones, InDels, inversiones, reordenamientos o variaciones en el número de 

copias (CNVs) con una mayor sensibilidad y especificidad (DePristo et al. 2011). 
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Aunque la base metodológica de las nuevas tecnologías de secuenciación es la misma en la mayoría 

de los casos, las plataformas pueden incluir aspectos únicos en cada fase y generar diferencias 

entre ellas. Así, cada plataforma puede presentar unos valores de calidad y precisión que no sean 

equivalentes a los del resto de plataformas y que, por lo tanto, se encuentren diferencias respecto a 

los datos y resultados obtenidos según la estrategia seguida (Grada and Weinbrecht 2013; Metzker 

2010). 

La tecnología Illumina 

Illumina (Illumina Inc. 2019) es una tecnología de secuenciación de alto rendimiento que se 

basa en la formación de clones y el uso de terminadores reversibles para poder secuenciar a 

gran escala de forma rápida y precisa (Illumina Inc. 2010). Siguiendo la metodología comentada 

anteriormente, la tecnología Illumina lleva a cabo la secuenciación del DNA mediante el siguiente 

procedimiento:

−− Fragmentación del DNA. Tal y como se ha comentado anteriormente, el DNA se fragmenta de 

forma aleatoria y se le añaden unos adaptadores en los extremos para generar las librerías de 

DNA (Figura 4.A). 

−− Amplificación del DNA. Los fragmentos del DNA se fijan en una superficie sólida (flowcell). 

Cada flowcell contiene carriles revestidos con oligonucleótidos que son complementarios a los 

adaptadores. Los fragmentos de DNA se hibridan en la flowcell en la que se distribuyen de forma 

aleatoria y se amplifican mediante la formación de puentes (Berglund et al. 2011). A medida que 

se van amplificando los fragmentos de DNA se van generando miles de copias que se colocan 

de forma lineal y próximas entre sí, y se van generando agrupaciones de DNAmt amplificados 

(clústeres) (Schirmer et al. 2015) (Figura 4.B). 

−− Secuenciación del DNA. La principal característica de la tecnología Illumina es que la secuenciación 

del DNA se realiza por síntesis, al igual que la secuenciación de Sanger. Esta tecnología utiliza 

dideoxinucleótidos que actúan como terminadores reversibles marcados fluorescentemente 

para la polimerización. En cada ciclo se añaden los 4 terminadores reversibles (A, C, G, T), los 

primers y la DNA polimerasa (DNApol) (Figura 4.C). Debido al terminador reversible bloqueado 

en el extremo 3’ del nucleótido que se incorpora (Metzker 2010), únicamente se realiza la adición 

de una base en cada ciclo. Para poder realizar la correcta identificación de la base añadida, los 

fluoróforos se iluminan con un láser rojo para los nucleótidos adenina (A) y citosina (C), y un 

láser verde para los nucleótidos guanina (G) y timina (T), y se van creando imágenes mediante 
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diferentes filtros para identificar los 4 nucleótidos. Posteriormente a la identificación, se 

realiza un ciclo de lavado para poder retirar tanto las etiquetas fluorescentes como el resto de 

terminadores reversibles no añadidos. Una vez finalizado el lavado, se desbloquea el terminador 

reversible bloqueado en el extremo 3’ del nucleótido incorporado para continuar con la síntesis 

y se empieza otro ciclo (Schirmer et al. 2015). En el caso de Illumina, esta plataforma incluye 

además un control del DNA estándar en cada carrera (run) para poder discriminar entre 

problemas generados por el instrumental o reactivos, o problemas generados por la propia 

muestra (Berglund et al. 2011). 

−− Análisis de datos. Finalmente, se realiza el alineamiento de las lecturas y posteriormente la 

designación de las variantes (variant calling) (Figura 4.D). Durante la última década, varias 

herramientas y softwares informáticos se han propuesto para el análisis del DNAmt, tanto a 

partir de la secuencia de exomas (WES Whole Exome Sequencing) y genomas completos (WGS 

Whole Genome Sequencing), como a partir de la secuenciación del DNAmt: 

• MitoSeek. Una de las primeras herramientas utilizadas fue MitoSeek (Guo et al. 2013). Este 

software realiza el ensamblaje a partir de las lecturas de WES o WGS que no han estado 

mapeadas con el genoma nuclear con el fin de evitar el ensamblaje incorrecto de lecturas que 

provienen de NUMTs. Permite detectar mutaciones a nivel somático cuando se comparan 

tejidos normales y tumorales y cambios estructurales del DNAmt, así como establecer una 

estimación relativa en el número de copias mitocondriales. Además, ajusta el umbral de 

detección de la heteroplasmia mitocondrial al nivel apropiado según la profundidad de 

lectura analizada a partir de la calidad del alineamiento. 

• MToolBox. Es otra de las herramientas publicadas para analizar las lecturas de WES o 

WGS (Calabrese et al. 2014). Esta herramienta permite también extraer información 

para generar un archivo con el formato estándar VCF (Variant Call Format) con el análisis 

de las variantes mitocondriales tales como heteroplasmias e InDels, y la asignación de 

haplogrupo. Dickins et al. (2014) también desarrollaron un procedimiento bioinformático 

diseñado para detectar la posibilidad de contaminación a bajos niveles que puede dar 

lugar a errores de secuenciación y resultados erróneos. Recientemente, Santorsola et al. 

(2015) añadieron nuevos parámetros a MToolBox para poder discriminar variantes que 

contribuyen a fenotipos defectuosos. 

• Mit-o-Matic. Más recientemente, Vellarikkal et al. (2015) publicaron Mit-o-Matic, una 

herramienta bioinformática para evaluación clínica que analiza datos generados por NGS 



1
Introducción

41

y permite determinar posiciones en heteroplasmia, haplogrupos y asociaciones genéticas 

y fenotípicas a partir de las variantes mitocondriales detectadas. 

• mtDNA-Server. Durante el 2016 se desarrolló mtDNA-Server, un programa que 

implementa un procedimiento bioinformático centrado en el análisis exclusivo del 

DNAmt, con la finalidad de detectar heteroplasmias a muy baja frecuencia (≤1%) y posible 

contaminación (Weissensteiner et al. 2016a) (véase más adelante en el apartado 3.5.2). 

Además, Weissensteiner et al. (2016a) llevaron a cabo comparaciones con los programas 

comentados anteriormente, demostrando generar una información más precisa y evitando 

reportar casos de falsos positivos de heteroplasmias. 
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Figura 4. Fases del proceso de secuenciación de la tecnología Illumina. a) Preparación de las librerías; b) 
Formación de clústeres y posterior amplificación; c) Secuenciación por síntesis; y d) Análisis de los datos 
obtenidos.  Imagen  modificada  de  An  Introduction  to  Next‐Generation  Sequencing  Technology 

Figura 4. Fases del proceso de secuenciación de la tecnología Illumina. a) Preparación de las librerías; b) Formación 
de clústeres y posterior amplificación; c) Secuenciación por síntesis; y d) Análisis de los datos obtenidos. Imagen 
modificada de An Introduction to Next-Generation Sequencing Technology (Illumina Inc. 2017). 
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1.3.3. Detección de mutaciones en el DNA mitocondrial  

Durante más de una década numerosos artículos han descrito mutaciones mitocondriales mediante 

la secuenciación de Sanger. Sin embargo, gracias a la aparición de la NGS, se ha logrado aumentar 

la sensibilidad de detección de la heteroplasmia mitocondrial, llegando a detectar variantes con una 

frecuencia imperceptible mediante la secuenciación tradicional (<5%) (Just et al. 2015). No obstante, 

aunque con la NGS se ha conseguido detectar heteroplasmias a menor frecuencia, los niveles de 

heteroplasmia descritos en la literatura varían ampliamente. Gran parte de esta variabilidad viene 

dada por el límite que se establece para la detección de mutaciones mitocondriales. Este límite suele 

ser una frecuencia del alelo minoritario elegida (MAF) que se debe superar para determinar que la 

secuencia mitocondrial que se estudia es diferente a la secuencia de referencia utilizada (Mantione 

2016). Por ejemplo, se pueden encontrar estudios que detecten heteroplasmias a un nivel del 5% (Tang 

and Huang 2010), 2% (Skonieczna et al. 2015), 1% (Diroma et al. 2014), e incluso a un nivel inferior del 

1% (Kloss-Brandstatter et al. 2015; Li et al. 2015). Estas discrepancias encontradas en los diferentes 

estudios pueden ser debidas a diferentes factores:

−− Contaminación. El riesgo de contaminación sobre todo en estudios multiplex donde se lleva a 

cabo la manipulación de un gran número de muestras muy similares, hace que la detección de 

variantes mitocondriales sea un proceso complejo debido a la dificultad de saber discriminar 

falsos positivos de verdaderas variantes genéticas (Dickins et al. 2014). 

−− Co-amplificación de DNAn. La presencia de inserciones nucleares de origen mitocondrial 

o NUMTs hace que existan secuencias que pueden ser idénticas entre el DNAmt y el DNAn y 

que, por lo tanto, exista la posibilidad de detectar falsos positivos debido a la co-amplificación 

entre los 2 genomas. La co-amplificación con NUMTs se puede dar por varios motivos: 1) el 

diseño incorrecto de primers en el caso de trabajar con amplicones del DNAmt; 2) errores a nivel 

bioinformático relacionados con el alineamiento de lecturas que no corresponden a la secuencia 

del DNAmt; y 3) la purificación inadecuada de las mitocondrias antes de la secuenciación del 

DNAmt (Mantione 2016). No obstante, estos factores variarán según el tipo de estrategia seguida 

para la elaboración de las librerías y la posterior secuenciación. 

Goios et al. (2008) evidencian que no existe riesgo de contaminación significativo por la 

amplificación de NUMTs utilizando las técnicas de laboratorio rutinarias y secuenciación de 

Sanger, sin embargo remarcan que ésta depende de las características de la muestra, así como 

del tipo de tejido. Se ha de tener en cuenta, además, que el nivel de co-amplificación de DNAn 

puede ser inferior al que se puede detectar con las técnicas de secuenciación tradicionales y, 
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por lo tanto, únicamente ser perceptible con NGS. En este sentido, algunos estudios consideran 

que los trabajos que detectan abundantes variantes a niveles <2%, podrían ser falsos positivos 

debido a la presencia de NUMTs (Ye et al. 2014a) y que deberían ser excluidos del análisis. 

Existen estudios que tienen en cuenta los NUMTs para sus análisis y siguen estrategias para 

evitar su amplificación (Li et al. 2012). No obstante, Albayrak et al. (2016) determinan que las 

bases de datos de NUMTs conocidos en las que se establecen las estrategias pueden no ser 

suficientes para evitar la amplificación de NUMTs, de manera que todavía se podrían estar 

aceptando determinadas variantes como falsos positivos.

−− Errores de secuenciación. Las nuevas tecnologías de secuenciación no están ausentes de errores 

durante el proceso de secuenciación. Todas las tecnologías de NGS tienen un promedio de 

tasa de error considerablemente más alta que la observada para las secuencias Sanger de alta 

calidad –de 1/10.000 a 1/100.000– (Kircher and Kelso 2010). Estos errores pueden diferir según 

la tecnología utilizada en cada una de las plataformas. En el caso de la tecnología Illumina la 

principal fuente de errores es la de tipo substitución nucleotídica errónea (miscalls), debido a que 

existe una fuerte correlación respecto a la intensidad y la limitación de los filtros que separan las 

señales entre A y C –detectados por láser rojo– y G y T –detectados por láser verde–. Además, 

los nucleótidos A y C son los que generan intensidades de señal más elevadas y los que son más 

propensos a errores de substitución en comparación a los nucleótidos G y T (Schirmer et al. 

2015). Por otro lado, problemas originados durante la fase (phasing) y la prefase (prephasing) 

pueden causar ruido en la señal del clúster. En la tecnología Illumina los clústeres se identifican 

durante los 4 primeros ciclos de secuenciación. En cada uno de los ciclos se incorpora un 

único nucleótido, sin embargo, en determinados clústeres se pueden incorporar por error más 

nucleótidos o bien no incorporar ningún nucleótido en alguno de los ciclos (Berglund et al. 2011). 

Cuando un fragmento de DNA no logra incorporar un nucleótido en un ciclo y queda rezagado 

respecto a la secuenciación del resto de fragmentos se denomina fase (phasing) (Ledergerber 

and Dessimoz 2011). Las causas que pueden dar lugar a esta situación pueden estar relacionadas 

con la cinética enzimática o la eliminación incompleta de los terminadores del extremo 3’ o de 

los fluoróforos (Schirmer et al. 2015). En cambio, si se sintetizan bases múltiples en un sólo ciclo 

se denomina prefase (prephasing) (Ledergerber and Dessimoz 2011). En este caso, las causas 

pueden estar relacionadas con un lavado inadecuado de la flowcell que puede provocar que la 

síntesis avance demasiado rápido, por el salto de algún ciclo de incorporación de nucleótidos 

en las secuencias de algún clúster o por la incorporación de nucleótidos sin un terminador 

en el extremo 3’ (Schirmer et al. 2015). En todos los casos el número de secuencias afectadas 

aumenta con cada ciclo y esto puede afectar y limitar la longitud de las lecturas generados. Así, la 
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presencia de estos desfases puede provocar una mayor tasa de error hacia el final de las lecturas 

(Kircher et al. 2009). Por último, también se ha descrito que la posible oxidación del DNA debido 

a diferentes factores tales como el método de extracción utilizado, el tipo de almacenamiento a 

largo plazo del DNA en tampones acuosos, el calor, entre otros (Bruskov et al. 2002; Ravanat et 

al. 2002), pueden dar lugar también a errores de secuenciación (Costello et al. 2013; Zhang et al. 

2016). 

A nivel general, en la tecnología Illumina se ha observado que la ratio de error en las lecturas 

en sentido reverso es el doble que en las lecturas en sentido directo (0,0042 y 0,0021, 

respectivamente) (Schirmer et al. 2016). En concreto, para la plataforma MiSeq (Illumina) la ratio 

de error es significativamente mayor en las lecturas en sentido reverso (0,0107) en comparación 

a las lecturas en sentido directo (0,0064) (Schirmer et al. 2016; Schirmer et al. 2015). Además, 

también se ha comprobado que ciertas posiciones de la lectura tienden a generar más errores 

respecto a otras (Schirmer et al. 2016).

−− Análisis de datos. Las diferencias en los niveles de detección podrían ser debidas al manejo erróneo 

que se realiza de los datos, como por ejemplo a nivel de alineamiento de secuencias, sobre todo 

cuando hay la presencia de heteroplasmias de longitud (Cerezo et al. 2009).  

Todos estos factores hacen que tanto los errores aleatorios como los no aleatorios, que son más 

aparentes en la secuenciación masiva que en la secuenciación de Sanger, influyan en la capacidad 

de discriminar una heteroplasmia de baja frecuencia auténtica del ruido de fondo presente (Just et 

al. 2015) y que se requieran potentes herramientas para poder distinguir las verdaderas mutaciones 

de los errores instrumentales por lo que a la detección y cuantificación de heteroplasmias se refiere, 

sobre todo aquellas de baja frecuencia (Tang and Huang 2010). En este sentido, se pretende que los 

futuros estudios proporcionen mejoras en las tasas de mutación y que éstas sean específicas para cada 

posición. De este modo se podría determinar la probabilidad de hallar una heteroplasmia, teniendo en 

cuenta la tasa de mutación que tiene la posición donde se localiza, sobre todo para la región codificante 

(Mantione 2016). 
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2. HIPÓTESIS del TRABAJO y OBJETIVOS 

2.1. PLANTEAMIENTO del TRABAJO e HIPÓTESIS 

El genoma mitocondrial ha sido considerado una pieza clave en el metabolismo energético de las 

células cancerígenas debido a su estrecha relación con el proceso oxidativo. Además, la fuerte demanda 

de oxígeno y de ATP por parte del tejido cerebral hace de este tejido un claro candidato para el estudio 

del DNAmt y el análisis de su papel dentro del desarrollo tumoral. Así pues, varios aspectos han de 

tenerse en cuenta. 

En primer lugar, dado que el genoma mitocondrial puede presentar mutaciones en heteroplasmia, 

sería de gran interés conocer su posible efecto dentro del proceso tumoral y profundizar en cómo las 

fuerzas evolutivas pueden llegar a influir en ellas. A nivel del análisis del glioma, parte de los estudios 

recogidos en la literatura, que describen mutaciones en heteroplasmia, se basan en el análisis del 

D-loop a través de la secuenciación de Sanger. La aparición de la secuenciación masiva mediante 

diferentes tecnologías, como Illumina, propició la publicación de trabajos en los que ya se realizaba el 

estudio de gran parte o la totalidad de la molécula mitocondrial, permitiendo análisis más exhaustivos. 

Así pues, el análisis del genoma mitocondrial completo puede ser relevante en el estudio del desarrollo 

del glioma, tanto a nivel de mutación en homoplasmia como de heteroplasmia, a cualquier nivel. 

No obstante, los niveles de heteroplasmia detectados por NGS varían ampliamente en la literatura 

existente debido a que se ha hallado una extensa variabilidad en los límites de detección establecidos 

para determinar las heteroplasmias. Además, se han descrito errores producidos en la secuenciación 

masiva que pueden influir en la capacidad para discriminar una verdadera heteroplasmia de baja 

frecuencia. Por este motivo, se considera interesante disponer de un modelo que establezca unos 

límites rigurosos de detección de la misma que puedan ser aplicados posteriormente en el estudio de 

heteroplasmia mitocondrial en glioma o en otros contextos en los que la detección de heteroplasmia 

es relevante.
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En segundo lugar, y centrándonos ya en el estudio del glioma cerebral propiamente dicho, hay que 

tener en cuenta que algunos estudios consideran que los tumores necesitan la maquinaria mitocondrial 

intacta para poder progresar (Khaidakov and Shmookler Reis 2005) y que una proporción de 

mitocondrias deberían permanecer intactas para funcionar correctamente (Ju et al. 2014; Stewart and 

Chinnery 2015; Zong et al. 2016). Por lo tanto, se plantea la necesidad, por parte del tumor, de mantener 

un ambiente donde se genere una alta cantidad de agentes antioxidantes. Si bien la presencia de ROS 

puede inducir la vía apoptótica en una célula normal, la célula tumoral evitaría la apoptosis pasando 

de un metabolismo oxidativo a uno glicolítico. Ahora bien, es posible que esta teoría no explique 

completamente el metabolismo del glioma y que dicho tumor pueda mostrar cierta heterogeneidad 

metabólica para interactuar de distintas maneras con el entorno extracelular (Duan et al. 2018a; 

Griguer et al. 2005; Lin et al. 2017b; Santandreu et al. 2008; Wanka et al. 2012). La posible capacidad 

por parte de las células del glioma de obtener energía también por vía OXPHOS, permite hipotetizar 

que los gliomas no tienden a acumular mutaciones a nivel somático para evitar la acumulación de ROS 

en el ambiente. Los resultados obtenidos hasta el momento, como ya se ha expuesto en el apartado de 

introducción, muestran que, a nivel somático, los gliomas acumulan pocas mutaciones consideradas 

patogénicas. Asimismo, muchas de las mutaciones detectadas en varios tumores se presentan en 

posiciones consideradas polimórficas o hotspots mutacionales de la región control (DeHaan et al. 

2004; Kirches et al. 2001; Mohamed Yusoff et al. 2017; Montanini et al. 2005; Vega et al. 2004). No 

obstante, la mayoría de los estudios ya realizados incluyen un sólo tipo de glioma, centrándose en los 

más agresivos (DeHaan et al. 2004; Larman et al. 2012; Lloyd et al. 2015; Vidone et al. 2015; Yeung et 

al. 2014). Así pues, sería de gran interés ampliar el análisis del estudio de la variabilidad mitocondrial 

para determinar su posible implicación en la aparición y el desarrollo del glioma, valorando posibles 

diferencias entre los tumores de distintos grados de malignidad. 

Por último, dados los antecedentes presentados respecto a evidencias sobre asociaciones de 

determinados haplogrupos mitocondriales y el riesgo de sufrir algún tipo de cáncer, hace que 

se considere el hecho de que ciertos haplogrupos mitocondriales puedan ser más susceptibles a 

desarrollar un glioma. En la bibliografía se describe una gran variabilidad de resultados respecto las 

asociaciones entre haplogrupos mitocondriales y cáncer: mientras que en algunos casos se detecta que 

ciertos haplogrupos pueden contribuir al aumento del riesgo a sufrir determinados tipos de cáncer, 

en otros parece detectarse un efecto protector ante la enfermedad. En este sentido, es conocido que 

la producción de ROS depende, entre otros factores, del haplogrupo mitocondrial, lo que estaría en 

la línea anteriormente presentada que hipotetiza que las células tumorales evitan la acumulación 

de ROS en el ambiente, llevando a pensar que aquellos haplogrupos en que la producción de ROS es 
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menor incrementarían el riesgo de desarrollar un glioma. Sin embargo, hasta el momento, no existen 

estudios que hagan referencia a la determinación y asociación de los haplogrupos mitocondriales en 

glioma. Aportar una nueva visión basada en una posible asociación entre determinados haplogrupos 

y el riesgo de sufrir un glioma, pudiera ser un punto de partida muy interesante para conocer con más 

profundidad el posible papel de las variantes mitocondriales frecuentes en el desarrollo tumoral. 

Considerando los distintos aspectos que se acaban de exponer, en la presente tesis doctoral se propone, 

una vez validada la secuenciación del genoma mitocondrial completo por NGS, testar la hipótesis de 

que la elevada dependencia de ATP por parte del cerebro debido a su elevado consumo de oxígeno hace 

que determinadas mutaciones mitocondriales tanto fijadas como en heteroplasmia puedan detectarse 

en los genomas mitocondriales de los gliomas cerebrales. Sin embargo, la heterogeneidad metabólica 

de las células cancerígenas en el glioma, así como la necesidad de mantener el buen funcionamiento 

mitocondrial por parte del tumor para progresar y alcanzar estadios de mayor malignidad, contempla 

la posibilidad de que dicho tumor no tienda a acumular una gran cantidad de variaciones a nivel 

somático. A nivel germinal, los haplogrupos mitocondriales, con las variaciones polimórficas que 

los definen, pueden aumentar o disminuir el riesgo de sufrir un glioma en función de su eficiencia 

metabólica y producción de ROS, generando así posibles asociaciones con la enfermedad. 

2.2. OBJETIVOS del TRABAJO 

Para contrastar nuestra hipótesis se plantean los siguientes objetivos:  

1.- Evaluar la capacidad de detección y reproducibilidad de la NGS, utilizando la metodología 

de Nextera XT® y la plataforma MiSeq (Illumina), en la detección fiable de la variabilidad del 

genoma mitocondrial tanto en homoplasmia como en heteroplasmia (Capítulos II y III): 

1.I. Valorar la calidad de los datos generados por NGS utilizando la metodología de Nextera 

XT® y la plataforma MiSeq (Illumina) (Capítulo II); 

1.II. Determinar la fiabilidad y reproducibilidad de los resultados obtenidos en el análisis 

del DNAmt a partir de la generación de librerías de NGS independientes, utilizando la 

metodología de Nextera XT®, y la secuenciación en diferentes runs, mediante la plataforma 

MiSeq (Illumina) (Capítulo III); 
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1.III. Proporcionar una estrategia alternativa a las existentes en la literatura que permita 

establecer unos límites de detección para la heteroplasmia mitocondrial por NGS con la 

plataforma MiSeq (Illumina) (Capítulo III). 

2.- Valorar la implicación del genoma mitocondrial en el desarrollo de gliomas cerebrales de 

diferentes grados de malignidad (Capítulo IV): 

2.I. Evaluar si los haplogrupos mitocondriales desempeñan alguna función en relación al 

riesgo de presentar glioma y si éstos podrían modular la malignidad tumoral;

2.II. Identificar el papel que juega la variabilidad mitocondrial, tanto en homoplasmia 

como en heteroplasmia, detectada en el glioma; 

2.III. Determinar si la carga mutacional acumulada guarda relación con el desarrollo del 

glioma o bien, con el grado de malignidad tumoral. 
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3. CAPÍTULO I Material y Métodos  

Todo el proceso de caracterización de las muestras estudiadas se resume en el esquema de la figura 5. 
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3. CAPÍTULO I Material y Métodos   

Todo el proceso de caracterización de las muestras estudiadas se resume en el esquema de la Figura 

5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Fases del proceso seguido para el análisis de las mutaciones mitocondriales detectadas en las 
muestras estudiadas. Consta de 3 fases: a.1) Obtención de muestras de sangre para  la creación de las 
quimeras, extracción del DNA y amplificación por fragmentos del DNAmt; a.2) Obtención de las muestras 
tumorales y sanguíneas de pacientes afectos de glioma y de las muestras de cerebro de individuos sin 
patología. Extracción del DNA y amplificación del DNAmt por fragmentos; b) Purificación, cuantificación 
del DNAmt y equimolaridad de los fragmentos amplificados; c) Elaboración de librerías, secuenciación por 
NGS  y  análisis  bioinformático  para  todas  las  muestras;  d.1)  Análisis  de  los  datos  obtenidos  para  las 
quimeras; y d.2) Análisis de los datos obtenidos para las muestras tumorales y sanguíneas de pacientes 
afectos de glioma.  

 

Figura 5. A continuación.
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3.1. SELECCIÓN de las MUESTRAS 

3.1.1. Formación de quimeras a partir de muestras de sangre de diferentes individuos (Figura 5; Fase a.1) 

Se generaron 2 genomas mitocondriales artificiales o quimeras (Q1 y Q2) con la finalidad de tener 

representado en dichos genomas varias posiciones en heteroplasmia.  

Se utilizaron muestras de sangre de 8 individuos, de origen español y sin relación materna, para los 

que previamente se secuenció y caracterizó el genoma mitocondrial completo mediante secuenciación 

de Sanger (Ramos et al. 2013). El estudio y el consentimiento informado por escrito fueron aprobados 

por el comité de ética de la Junta de Atención Especializada en el Complejo de Salud de Zamora y 

autorizados por su Director Médico, así como por el Comité de ética de la Universitat Autònoma de 

Barcelona (UAB). Todos los participantes firmaron el consentimiento informado. 

En la Q1 se mezclaron fragmentos mitocondriales de 2 individuos distintos (Tabla 6), mientras que en 

la Q2 se mezclaron fragmentos mitocondriales de 6 individuos (Tabla 7). 

Fragmentos de DNAmt Código del 
individuo Haplogrupo Mutaciones detectadas mediante la 

secuenciación de Sanger (Ramos et al. 2013)
Fragmento 1

Z90 H1 16209, 16519
14898-151

Fragmento 2
Z90 H1

16519, 185, 263, Het Poly-C 303-309, 
750, 1438

16488-1677

Fragmento 3
Z90 H1 1438, Het 2887Y, 3010, 3107d

1404-3947

Fragmento 4
Z225 U 4639, 4769, Het 5306Y

3734-6739
Fragmento 5

Z90 H1 Length Het 8289-8290CCCCCTCTA, 8860
6511-9220

Fragmento 6
Z90 H1

8910-10648
Fragmento 7

Z90 H1 11215
10360-12226
Fragmento 8

Z90 H1 12810
11977-13830
Fragmento 9

Z90 H1 15326
13477-15349

Tabla 6. Fragmentos mitocondriales de diferentes individuos utilizados para la generación de la quimera 1 (Q1). Se 
describen las mutaciones que se detectaron mediante la secuenciación de Sanger (Ramos et al. 2013).
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3.1.2. Recogida de muestras tumorales y sanguíneas de pacientes afectos de glioma (Figura 5; Fase a.2) 

Un total de 32 pacientes que se diagnosticaron con glioma no recidivo, atendidos en el Servicio de 

Neurología del Hospital de Bellvitge (Hospitalet de Llobregat, Barcelona, España) han sido incluidos 

en el estudio. Se obtuvieron datos clínicos y radiológicos por resonancia magnética (RM) de todos los 

pacientes. Más concretamente, los datos clínicos incluyeron síntomas clínicos y la capacidad de los 

pacientes para realizar tareas normales a partir de la escala de Karnofsky (KPS), tanto en el periodo 

de ingreso como al recibir el alta, mientras que los radiológicos por RM incluyeron el tamaño de la 

lesión (mm), la presencia de lesión multifocal y la localización de la lesión. Dicha información se 

utilizó para determinar el tipo y la afectación del glioma cerebral en el Institut de Diagnòstic per la 

Imatge Duran y Reynals, asociado al Hospital de Bellvitge (Hospitalet de Llobregat, Barcelona, España). 

Para la correcta clasificación de los gliomas, en aquellos casos en los que se consideró necesario, se 

les efectuó un estudio por resonancia magnética de difusión y perfusión cerebrales, así como una 

espectroscopia (Fayed-Miguel et al. 2006). Además, cada uno de los 32 tumores se clasificó según su 

Fragmentos de DNAmt Código del 
individuo Haplogrupo Mutaciones detectadas mediante la 

secuenciación de Sanger (Ramos et al. 2013)
Fragmento 1

Z75 J1b 73, 15326, 15452A, 16069, 16126, 16145, 
16162, Het Poly-C 16184-16193, 16261, 1628614898-151

Fragmento 2
Z144 K1a4a1 73, 263, 309.1C, 315.1C, 497, Length Het Poly 

AC 514-525, 750, 1189, 1438, 1651916488-1677

Fragmento 3
Z144 K1a4a1 1438, 1811, 2706, 3480

1404-3947

Fragmento 4
Z31 V Het 4055Y, 4580, 4769

3734-6739
Fragmento 5

Z24 HV7 7028, Het 7912R, 8380, 8860
6511-9220

Fragmento 6
Snb61 U5b2a1a1 Het 9449Y, 9477

8910-10648
Fragmento 7

Snb61 U5b2a1a1 Het 11016R, 11467, 11719
10360-12226
Fragmento 8

Snb48 K2b1a1 12308, 12372, 13135, Het 13590R
11977-13830
Fragmento 9

Snb61 U5b2a1a1 13617, 13637, 14182, 14766,  Het 15244R, 
532613477-15349

Tabla 7. Fragmentos mitocondriales de diferentes individuos utilizados para la generación de la quimera 2 (Q2). Se 
describen las mutaciones que se detectaron mediante la secuenciación de Sanger (Ramos et al. 2013).
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tipología a partir de los análisis de anatomía patológica llevados a cabo y por su grado de malignidad 

según la Organización Mundial de la Salud (OMS) (Louis et al. 2007).  

Una vez los pacientes fueron informados, se procedió a la recogida de las muestras en el momento de la 

intervención quirúrgica para la extirpación del tumor glial. Previamente, se solicitó el consentimiento 

informado de los participantes conforme la Declaración de Helsinki y atendiendo a lo dispuesto en 

la Ley 14/2007 del 3 de julio de Investigación Biomédica. Asimismo, el protocolo que se siguió fue 

sometido al Comité de Ética del Hospital de Bellvitge y de la UAB para su aprobación. De cada paciente 

se obtuvieron 1 muestra de tejido tumoral y 1 muestra de tejido sanguíneo. 

3.1.3. Muestras de cerebro de individuos sin patología (Figura 5; Fase a.2) 

Se obtuvo 1 muestra de tejido cerebral de 10 individuos adultos sanos de edad comprendida entre los 

35 y los 70 años y que no padecían aparentemente ninguna afección neurológica en el momento de 

su muerte. Estas muestras habían sido depositadas previamente en el Banco de Tejidos del Hospital 

Clínico y Provincial de Barcelona. Asimismo, para tener una mayor robustez en los análisis, a los 

resultados obtenidos a partir de las 10 muestras mencionadas se le añadieron 142 muestras de cerebro 

de individuos que no padecieron cáncer, previamente analizadas por Li et al. (2015a). 

3.2. EXTRACCIÓN y AMPLIFICACIÓN del DNAmt 

3.2.1. Quimeras a partir de muestras de sangre de diferentes individuos (Figura 5; Fase a.1) 

El DNA de las muestras de sangre utilizadas para la elaboración de las quimeras fue extraído mediante 

el Kit JETQUICK Blood DNA Spin (Genomed) para su posterior amplificación. 

Para poder generar los 2 genomas mitocondriales artificiales, el DNAmt se amplificó mediante 

9 fragmentos de PCR (Polymerase Chain Reaction) solapantes, utilizando los primers y condiciones 

previamente descritos por Ramos et al. (2009) (Tabla 8). En ambas quimeras, la región correspondiente 

al fragmento 5 (6511-9220) fue amplificada por la pareja de primers que se muestra en la Tabla 8, que, 

tal y como describe Ramos et al. (2011), podrían potencialmente co-amplificar una parte de un NUMT 

localizado en el cromosoma 1 (GRCh38_Chr.1 629081-634924). Dicho NUMT presenta una identidad 

del 98% con la correspondiente región mitocondrial (región mitocondrial 3911-9755). 
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Las condiciones utilizadas para la amplificación de cada uno de los fragmentos fueron: 50pmol de cada 

primer, 200mM de cada dNTP, 2mM de MgCl2, 10NH4-based de buffer, 1 U de BIOTAQ DNA polymerase 

(Ecogen), y 30 ng de DNA en un volumen final de 50 µl. Las amplificaciones se llevaron a cabo mediante 

el termociclador S1000™ Thermal Cycler (BioRad). El programa para la amplificación consta de un 

paso de desnaturalización de 5 minutos, seguido de 35 ciclos de PCR –1 minuto a 94ºC, 40 segundos 

a la temperatura de annealing (Ta) (Tabla 8) y 2,5 minutos a 72ºC)– y un paso de extensión final de 

5 minutos a 72ºC. La correcta amplificación de los fragmentos se visualizó mediante electroforesis en 

geles de agarosa al 1,5%. 

Fragmento 
de DNAmt

Tamaño del 
fragmento (pb) Primers Secuencia (5’-3’) Longitud del 

primer (pb) Ta Tm

1 1822
14898F TAGCCATGCACTACTCACCAGA 22

60 60,3
151R GGATGAGGCAGGAATCAAAGAC 22

2 1758
16488F CTGTATCCGACATCTGGTTCCT 22

60 60,3
1677R GTTTAGCTCAGAGCGGTCAAGT 22

3 2543
1404F ACTTAAGGGTCGAAGGTGGATT 22

57 58,4
3947R TCGATGTTGAAGCCTGAGACTA 22

4 3005
3734F AAGTCACCCTAGCCATCATTCTA 23

61 58,9
6739R GATATCATAGCTCAGACCATACC 23

5 2709
6511F CTGCTGGCATCACTATACTACTA 23

58 58,9
9220R GATTGGTGGGTCATTATGTGTTG 23

6 1738
8910F CTTACCACAAGGCACACCTACA 22

61 60,3
10648R GGCACAATATTGGCTAAGAGGG 22

7 1866
10360F GTCTGGCCTATGAGTGACTACA 22

61 60,3
12226R CAGTTCTTGTGAGCTTTCTCGG 22

8 1853
11977F CTCCCTCTACATATTTACCACAAC 24

63
59,3

13830R AAGTCCTAGGAAAGTGACAGCGA 23 60,6

9 1872
13477F GCAGGAATACCTTTCCTCACAG 22

63 60,3
15349R GTGCAAGAATAGGAGGTGGAGT 22

Tabla 8. Primers utilizados en la amplificación del DNA mitocondrial en 9 fragmentos solapantes (Ramos et al. 
2009). pb: pares de bases; Ta: temperatura de annealing. Tm: temperatura de melting. Tabla modificada de Ramos 
et al. (2009). 
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3.2.2. Tumores y sangre de pacientes afectos de glioma y muestras de cerebro de individuos sin 

patología (Figura 5; Fase a.2). 

Tanto las muestras tumorales como las de tejido cerebral de individuos sin patología fueron 

previamente limpiadas con SSF para eliminar los restos de sangre y congeladas a -80ºC. La extracción 

del DNA de las muestras tumorales y de sangre obtenidas de cada paciente, así como las muestras 

obtenidas de tejido cerebral de individuos sin patología, se realizó con el kit QIAamp DNA Investigator 

Kit (Qiagen), siguiendo las especificaciones indicadas por el fabricante para cada uno de los tejidos. 

Una vez extraído el DNA, se procedió a amplificar la totalidad de la molécula de DNAmt mediante 

2 fragmentos solapantes (Set 1 –posición 17 a 9050– y Set2 –posición 8537 a 937–), usando los 

primers utilizados por Mikkelsen et al. (2009) (Tabla 9). 

Las condiciones utilizadas para la PCR fueron: 10pmol de cada primer, 10mM de cada dNTP, 2mM 

de MgSO4, 5NH4-based de buffer, 0,2 U de Platinum™ Taq DNA polymerase High Fidelity (Invitrogen), 

y 30 ng de DNA en un volumen final de 50 µl. Las amplificaciones se llevaron a cabo mediante el 

termociclador S1000™ Thermal Cycler (BioRad). El programa para la amplificación consta de un paso 

de desnaturalización de 2 minutos, seguido de 35 ciclos de PCR –30 segundos a 94ºC, 30 segundos a la 

temperatura de annealing (Ta) (59ºC) y 10 minutos a 68ºC–, y un paso de extensión final de 7 minutos 

a 72ºC. 

En las muestras tumorales con problemas de degradación del DNA la región que comprende el Set 1 

(17-9050) se amplificó en 7 fragmentos solapantes más pequeños (Fragmentos 2, 3.A, 3.B, 4.A, 4.B, 

5.A y 5.B de la Tabla 9), mientras que la región que comprende el Set 2 (8537-937) se amplificó en 2 

fragmentos más pequeños (Fragmentos Set2.A y Set2.B de la Tabla 9). Para estas amplificaciones se 

utilizaron tanto primers diseñados por Ramos et al. (2009) como primers diseñados de novo, siguiendo 

la misma estrategia utilizada por Ramos et al. (2009) para evitar la co-amplificación con NUMTs 

(Tabla 9). 

Los resultados de las PCRs se visualizaron mediante electroforesis con geles de agarosa al 1% o al 1,5%. 
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3.3. PURIFICACIÓN, CUANTIFICACIÓN y EQUIMOLARIDAD del DNAmt (Figura 5; Fase b) 

Una vez los fragmentos de DNAmt fueron amplificados, se purificaron mediante el kit NucleoSpin Gel 

and PCR Clean-up (Macherey-Nagel). A continuación, se cuantificaron por fluorescencia mediante el 

fluorómetro Qubit® 2.0 y utilizando el kit Qubit dsDNA HS Assay. Esta tecnología es altamente selectiva 

para la detección del DNA de doble cadena, de manera que se descarta la posible cuantificación de 

cadena sencilla (RNA o primers) y se consigue una cuantificación más precisa. 

Con la finalidad de tener representada la misma cantidad de DNAmt de todos los fragmentos 

amplificados para cada muestra, a partir de la cuantificación del DNAmt, se procedió a la mezcla de los 

Fragmentos de DNAmt Primer Sentido directo 5’-3’ Primer Sentido reverso 5’-3’ Referencia

SET 1*
posición 17 posición 9050

(Mikkelsen et al. 2009)
CCCTATTAACCACTCACGGGAGC CCAATTAGGTGCATGAGTAGGTGG

SET 2*
posición 8537 posición 937

(Mikkelsen et al. 2009)
ATCTGTTCGCTTCATTCATTGCCC ACGCCGGCTTCTATTGACTTGGG

FRAGMENTO 2
posición 16488 posición 1677

(Ramos et al. 2009)
CTGTATCCGACATCTGGTTCCT GTTTAGCTCAGAGCGGTCAAGT

FRAGMENTO 3.A
posición 1404 posición 2801

Presente trabajo 
ACTTAAGGGTCGAAGGTGGATT TAATGCAGGTTTGGTAGTTTA

FRAGMENTO 3.B
posición 2646 posición 4421

Presente trabajo
GGTTCAGCTGTCTCTTACTTT CTTATTTAGCTGACCTTACTT

FRAGMENTO 4.A
posición 3734 posición 5017

(Ramos et al. 2009)
AAGTCACCCTAGCCATCATTCTA GAGGAGTATGCTAAGATTTTG

FRAGMENTO 4.B
posición 4914 posición 6739

(Ramos et al. 2009)
CATATACCAAATCTCTCCCTCAC GATATCATAGCTCAGACCATACC

FRAGMENTO 5.A
posición 6511 posición 8167

(Ramos et al. 2009)
CTGCTGGCATCACTATACTACTA CTCCACAGATTTCAGAGCATTGA

FRAGMENTO 5.B
position 7713 position 9647

(Ramos et al. 2009)
TCCTAACACTCACAACAAAAC AGCTCAGGTGATTGATACTCC

Set2.A
posición 8537 posición 12226

Presente trabajo 
ATCTGTTCGCTTCATTCATTGCCC CAGTTCTTGTGAGCTTTCTCGG

Set2.B
posición 11977 posición 937

Presente trabajo
CTCCCTCTACATATTTACCACAAC ACGCCGGCTTCTATTGACTTGGG

Tabla 9. Primers utilizados para la amplificación del DNAmt en fragmentos solapantes. *Fragmentos utilizados para 
la amplificación de DNAmt en aquellas muestras en las que era posible obtener la totalidad de la molécula en 2 
fragmentos. En aquellas muestras en que no se podía obtener el DNAmt en 2 fragmentos, se amplificaron fragmentos 
más pequeños. 
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fragmentos en cantidades equimolares. Los fragmentos se diluyeron a una concentración de 0,2 ng/

µl y, posteriormente, se mezclaron según la cantidad de picomoles presentes en cada uno de ellos. La 

cantidad de picomoles se calculó a partir del tamaño del fragmento y la cantidad de DNAmt disponible 

mediante el programa Biomath Calculators de Promega (Promega Corp. 2019). 

3.4. PREPARACIÓN de las LIBRERÍAS y posterior SECUENCIACIÓN de NGS (Figura 5; Fase c)

Para todas las muestras se realizaron las librerías a partir de la mezcla equimolar de los fragmentos 

amplificados. En el caso de Q1 y Q2, se realizaron 2 y 4 librerías independientes, respectivamente. Para 

las muestras de glioma y de cerebro de individuos sanos se realizó una librería y se repitió en caso de 

obtener una baja calidad.

Para la preparación de las librerías de NGS se utilizó el kit Nextera® XT DNA Library Prep (Illumina), 

que requiere únicamente 1ng de DNA de partida, siguiendo los pasos que se describen a continuación:    

−− Tagmentación. La tecnología Nextera® se basa en el uso de transposomas, complejos formados 

por una transposasa (Tn5) y un transposón, que se encargan de fragmentar de forma simultánea 

el DNA inicial, dando lugar a roturas de doble cadena (Figura 6). Durante este proceso, el extremo 

3’ del transposón se une mediante unos adaptadores al extremo 5’ del DNA (Schirmer et al. 2016). 

−− PCR de ciclos limitados. Durante la PCR, el DNA se amplifica y se le añaden unos índices o etiquetas 

en el extremo 3’ necesarios para la posterior formación de los clusters. La PCR de ciclos limitados 

consta de 2 pasos de 3 minutos a 72ºC y de 30 segundos a 95ºC respectivamente, seguido de 12 

ciclos de PCR –10 segundos a 95ºC, 30 segundos a 55ºC, y 30 segundos a 72ºC–, y un último paso 

de 5 minutos a 72ºC (Figura 6).

−− Purificación y normalización de las librerías. Con el objetivo de eliminar aquellos fragmentos 

demasiado cortos, se lleva a cabo un proceso de purificación. Posteriormente, las librerías se 

normalizan para conseguir una representación equilibrada de cada una de ellas respecto el total 

de librerías. 

−− Formación de clusters y posterior secuenciación mediante la plataforma de secuenciación MiSeq 

(Illumina). 
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La secuenciación de todas las librerías se llevó a cabo mediante 5 runs independientes de 24 muestras 

cada run en la plataforma MiSeq (Illumina) generando lecturas de extremos apareados (2x250pb), es 

decir, lecturas de 250pb tanto en sentido directo como reverso. En este caso, se realiza la secuenciación 

de un extremo, se produce el giro de la molécula y, a continuación, se realiza la secuenciación del otro 

extremo. 

3.5. ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO del DNAmt (Figura 5; Fase c)

3.5.1. Calidad de los archivos Fastq

Previo análisis de los datos obtenidos mediante NGS, se procedió a un análisis de la calidad de los 

archivos obtenidos directamente de la secuenciación masiva. Dichos datos tienen un formato Fastq 

(.fastq), una simple extensión del formato FASTA con la capacidad de almacenar un valor de calidad 

para cada base de la secuencia (Cock et al. 2010). En este caso, al generar lecturas de extremos apareados 

(2x250pb), se han obtenido 2 archivos Fastq para cada muestra: Fastq-R1 (en referencia al primer 

ciclo de lecturas, en sentido directo y reverso, de la cadena de DNAmt) y Fastq-R2 (en referencia al 

segundo ciclo de lecturas, en sentido directo y reverso, de la cadena complementaria de DNAmt). 

Figura 6. Fase de tagmentación del DNA mediante el uso de transposomas. Los transposomas fragmentan el DNA de 
forma aleatoria y se añaden unos adaptadores en cada uno de los fragmentos. Posteriormente, se realiza una PCR de 
ciclos limitados para añadir los índices. Figura modificada de Syed et al. (2009). 
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Figura 6. Fase de tagmentación del DNA mediante el uso de transposomas. Los transposomas 
fragmentan  el  DNA  de  forma  aleatoria  y  se  añaden  unos  adaptadores  en  cada  uno  de  los 
fragmentos.  Posteriormente,  se  realiza  una  PCR  de  ciclos  limitados  para  añadir  los  índices. 
Figura modificada de Syed et al. (2009).  
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Para su análisis se ha utilizado la aplicación java FastQC (Andrews 2010) que permite llevar a cabo un 

control de calidad de los datos brutos que provienen de la secuenciación masiva, proporcionando una 

visión general de los datos e indicando qué parámetros están sujetos a más problemas. 

En el caso de las muestras amplificadas mediante los Sets 1 y 2, se comprobó si el patrón de cobertura 

(coverage) obtenido estaba relacionado con la distribución del contenido de GC a lo largo del genoma 

mitocondrial. El DNAmt se dividió en regiones de 250pb y, para cada una de ellas, se calculó el 

porcentaje (%) de guanina-citosina (GC) y la profundidad de lectura promedio. A continuación, 

se calculó el coeficiente de correlación lineal de Pearson utilizando el programa SPSS versión 19.0. 

(IBM Corp. 2010), considerando un valor de significancia de 0,05.    

3.5.2. Análisis de Fastq con mtDNA-Server 

Para el análisis de los datos en Fastq, se aplicó el proceso bioinformático (pipeline) implementado 

en el programa mtDNA-Server v.1.0.5. (Weissensteiner et al. 2016a). Dicho procedimiento se basa en 

diferentes fases (Figura 7): 

−− Alineamiento de las lecturas. Las lecturas que se obtienen se alinean mediante la herramienta 

BWA-mem (Burrow-Wheeler Alignment - maximal exact match) v.0.7.5 (Li 2013), diseñado para 

alinear lecturas de un tamaño entre 70 pb y 1 Mb. 

−− Control de calidad. A partir de los archivos Bam obtenidos se analiza la calidad de los alineamientos 

a partir de diferentes parámetros relacionados con el mapeado de las lecturas, la detección de 

duplicados o problemas con la secuencia de referencia. 

−− Análisis de los archivos Bam y detección de variantes. Para la detección de variantes, se utiliza el 

software HadoopBAM para dividir los archivos Bam. Para cada fragmento, se descartan aquellas 

lecturas que tienen una calidad de mapeo <20, una longitud <25 (Zhidkov et al. 2011), y aquellas 

detectadas como duplicadas. Además, también se excluyen aquellas lecturas con una calidad de 

alineamiento ≤30 y se aplica a todas las lecturas una calidad de alineamiento por base (BAQ) con 

la herramienta Genome Analysis Toolkit (GATK) (McKenna et al. 2010), a fin de poder trabajar 

con la circularidad del genoma mitocondrial. Posteriormente, para todas las lecturas que pasan 

los filtros anteriores, se descartan aquellas en las que todas sus bases tienen un Phred Score 

(probabilidad de que una base sea incorrecta) <20. Por último, se realiza un recuento de todas 
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las bases para cada una de las posiciones –A, C, G, T, N (base desconocida) y d (deleción)– y se 

obtienen las mutaciones presentes en las muestras analizadas. 

−− Detección de heteroplasmias. Para todas las posiciones en las que se observa mezcla de bases, se 

eliminan aquellas que muestran un coverage <10 por cadena. Para el resto de posiciones, aquellas 

que muestran una frecuencia del alelo minoritario (minor allele frequency (MAF)) ≥1 por cada 

cadena independientemente y una cobertura alélica de mínimo de 5 bases por cadena, se les 

aplica un modelo de máxima verosimilitud (ML) (Ye et al. 2014b). Este modelo tiene en cuenta 

errores de secuenciación y se aplica para cada cadena independientemente, de forma que todas 

las posiciones con un logaritmo ML ≥5 son identificadas como heteroplásmicas. Además, 

se seleccionan aquellas posiciones con un sesgo entre cadenas <1 (Guo et al. 2012a; Guo et al. 

2012b) y se calcula el intervalo de confianza Agresti-Coull para las posiciones heteroplásmicas 

finales (Calabrese et al. 2014). El nivel de heteroplasmia asignado es la media ponderada 

de heteroplasmia de la cadena en sentido directo y reverso. Por último, se indican aquellas 

posiciones heteroplásmicas que se sitúan en zonas homopoliméricas (LCR) (Zhidkov et al. 2011), 

así como los NUMTs de naturaleza polimórfica reportados por Dayama et al. (2014) que pueden 

ser responsables de la mezcla de base observada. De esta forma, se obtienen las heteroplasmias 

presentes en las muestras analizadas.  

−− Detección de haplogrupo y contaminación. La asignación del haplogrupo se hace de acuerdo a la 

filogenia de DNAmt disponible en el Phylotree (mtDNA tree Build 16) (van Oven and Kayser 2009) 

utilizando el programa Haplogrep (Weissensteiner et al. 2016b). Para comprobar si las mezclas de 

bases que se detectan no son debido a una posible contaminación, se generan 2 perfiles basados 

en la frecuencia de las variantes alélicas –uno menor (<50%) y uno principal (>50%)–. Si se 

detecta la presencia de diferentes secuencias mitocondriales, el programa Haplogrep muestra 

perfiles que dan lugar a diferentes haplogrupos. 

Para este estudio, los hotspots (puntos calientes) mitocondriales –posiciones 309-315 y 3107– 

descritos en la rCRS (Revised Cambridge Reference Sequence) (Andrews et al. 1999) y los InDels no 

fueron analizados debido a la dificultad de obtener una profundidad de lectura y una calidad de 

alineamiento suficientemente elevadas como para obtener unos resultados de confianza utilizando 

esta metodología. 
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3.6. ANÁLISIS de VARIANTES DETECTADAS en las QUIMERAS (Figura 5; Fase d.1)

3.6.1. Secuenciación de Sanger vs. Secuenciación de NGS 

A partir de los datos obtenidos de Q1 y Q2 mediante NGS, se analizaron las mutaciones detectadas 

tanto a nivel de homoplasmia como de heteroplasmia y se contrapusieron con los resultados obtenidos 

mediante la secuenciación Sanger, previamente descritos por Ramos et al. (2013). Para estos análisis, 

las posiciones localizadas en las regiones solapantes entre los fragmentos fueron excluidas. 

3.6.2. Análisis de las mezclas de bases a partir de la posible co-amplificación entre el DNAmt y el 

NUMT

De la amplificación de la región correspondiente a las posiciones 6511-9220 del DNAmt (fragmento 

5, véase apartado 3.2.1.), se espera co-amplificación de la región nuclear –posiciones 631683 a 

634389 del cromosoma 1 (GRCh38)–. Así, las posiciones no idénticas entre el segmento del DNAmt 

y su correspondiente en el DNAn (NUMT) darán lugar a mezclas de bases con una proporción más 

o menos elevada, dependiendo del grado de co-amplificación entre el DNAmt y el DNAn. Así pues, 
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‐ Detección  de  haplogrupo  y  contaminación.  La  asignación  del  haplogrupo  se  hace  de 

acuerdo a la filogenia de DNAmt disponible en el Phylotree (mtDNA tree Build 16) (van 

Oven and Kayser 2009) utilizando el programa Haplogrep (Weissensteiner et al. 2016b). 

Para comprobar si  las mezclas de bases que se detectan no son debido a una posible 

contaminación, se generan 2 perfiles basados en la frecuencia de las variantes alélicas –

uno menor  (<50%)  y  uno principal  (>50%)–.  Si  se  detecta  la  presencia  de diferentes 

secuencias mitocondriales,  el  programa Haplogrep muestra  perfiles  que  dan  lugar  a 

diferentes haplogrupos.  

Para este estudio, los hotspots (puntos calientes) mitocondriales –posiciones 309‐315 y 3107– 

descritos en la rCRS (Revised Cambridge Reference Sequence) (Andrews et al. 1999) y los InDels 

no fueron analizados debido a la dificultad de obtener una profundidad de lectura y una calidad 

de  alineamiento  suficientemente  elevadas  como para  obtener  unos  resultados  de  confianza 

utilizando esta metodología.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  7.  Esquema  del  proceso  bioinformático  realizado  por  el  programa  mtDNA‐Server.  Imagen 
modificada  de Weissensteiner  et  al.  (2016a).  *Corresponde  a  Fastq paired‐end  (lecturas  de  extremos 
apareados).  

 

Figura 7. Esquema del proceso bioinformático realizado por el programa mtDNA-Server. Imagen modificada de 
Weissensteiner et al. (2016a). *Corresponde a Fastq paired-end (lecturas de extremos apareados). 
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la identificación de posiciones tanto idénticas como no idénticas entre el DNAmt y el NUMT se 

realizó a partir del alineamiento de las secuencias anteriormente obtenidas por Ramos et al (2013) 

para los individuos que configuran Q1 y Q2 –utilizando primers que evitan la co-amplificación de 

NUMTs– , con la secuencia del NUMT –posiciones 631910 a 634079 del cromosoma 1 (GRCh38)–, 

utilizando el programa BioEdit (Hall 1999) (Figura 1 del Anexo II). Las posiciones heteroplásmicas 

mitocondriales previamente confirmadas por Ramos et al. (2013) no se incluyeron para el presente 

análisis y se excluyeron las regiones solapantes entre los fragmentos F4-F5 y F5-F6 (véase Tabla 7), 

lo que representa el análisis de la región comprendida entre las posiciones 6739 y 8910 del DNAmt. 

Para determinar si la identificación de mezcla de bases en posiciones no idénticas depende de 

la profundidad de lectura obtenida, se llevó a cabo un análisis de correlación de Pearson entre la 

profundidad de lectura y el porcentaje de mezcla de base detectado. Asimismo, se calculó el posible 

sesgo entre cadenas (valores >1) para detectar posibles resultados erróneos en posiciones no idénticas 

entre el mtDNA y el NUMT (Guo et al. 2012a; Guo et al. 2012b).  

En el caso de mezclas de bases localizadas en posiciones idénticas entre el mtDNA y el NUMT, se 

analizó la posible variabilidad del NUMT utilizando los datos de los 1000 Genomas (Auton et al. 2015), 

con el propósito de discriminar si estas mezclas de bases pueden ser verdaderas heteroplasmias o son, 

en realidad, posiciones no idénticas debido a la posible presencia de posiciones polimórficas en los 

genomas nucleares de los individuos utilizados en la Q1 y Q2. 

3.6.3. Alineamiento BWA-mem vs. Alineamiento Bowtie2 

A fin de determinar posibles diferencias en los resultados obtenidos en las quimeras según el tipo 

de alineamiento aplicado, se llevó a cabo un alineamiento alternativo mediante la herramienta 

Bowtie2 para todos los fragmentos mitocondriales secuenciados para Q1 y Q2. Tanto BWA-mem como 

Bowtie2 sirven para alinear lecturas de gran longitud (>50pb) y se basan en un proceso de indexación 

del genoma de referencia para facilitar el alineamiento de las lecturas, agilizando así el proceso de 

alineamiento y reduciendo la memoria necesaria (Langmead et al. 2009; Li 2012). No obstante, existen 

ciertas diferencias en cuanto a los algoritmos aplicados. Bowtie2 alinea las lecturas respecto al genoma 

de referencia mediante el algoritmo de coincidencia Ferragina and Manzini (Ferragina and Manzini 

2000), incluyendo modificaciones para poder tener en cuenta errores de secuenciación y variaciones 

genéticas, y presenta un algoritmo de calidad para las lecturas alineadas. Además, permite la presencia 
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de ciertos desajustes y brechas (gaps), sobre todo hacia el final de la lectura, incrementado el límite 

de calidad en estos casos (Langmead and Salzberg 2012; Langmead et al. 2009). BWA-mem se basa en 

un algoritmo donde la coincidencia es exacta (Li 2012) y en el algoritmo modificado Smith-Waterman 

para aquellas lecturas que no han podido ser mapeadas (Li 2013). 

3.7. ANÁLISIS de VARIANTES MITOCONDRIALES DETECTADAS en PACIENTES AFECTOS 

de GLIOMA (Figura 5; Fase d.2)

3.7.1. Variación del DNAmt en individuos afectos de glioma

A partir de los datos obtenidos por NGS se determinó el haplotipo mitocondrial para cada tumor y 

muestra de sangre de cada uno de los pacientes analizados, considerando tanto las mutaciones 

detectadas en homoplasmia como las detectadas en heteroplasmia, y se estableció el haplogrupo 

mitocondrial en cada caso. Además, tal y como se ha comentado anteriormente, se llevó a cabo la 

detección de posible contaminación utilizando el programa Haplogrep (Weissensteiner et al. 2016a; 

Weissensteiner et al. 2016b). Asimismo, se clasificaron todas las mutaciones detectadas, tanto en 

homoplasmia como en heteroplasmia, en somáticas –cuando la mutación se detecta únicamente 

en el tejido tumoral– o germinales –cuando la mutación se detecta tanto en tejido tumoral como 

sanguíneo–. Respecto a las heteroplasmias, a nivel somático, se consideraron únicamente aquellas 

que tenían una frecuencia >3%. A nivel germinal, se tuvieron en cuenta aquellas que se detectaban con 

una frecuencia >3% en al menos 1 de los 2 tejidos.   

Para determinar si existe algún desequilibrio en la distribución de mutaciones a lo largo del genoma 

mitocondrial en el presente estudio respecto de la población general, se llevó a cabo un test de 

proporciones mediante el programa Openstat (versión 2008), considerando un valor de significancia 

de 0,05. Para ello, se calculó el número de mutaciones detectadas en cada una de las regiones –la 

región control (HVRI, HVRII, HVRIII) y la región codificante (RNAr 12S, RNAr 16S, RNAt y subunidades 

de la cadena respiratoria)– tanto en el presente estudio como en la población general y se comparó la 

proporción encontrada entre ambos. Las mutaciones detectadas en la población general se obtuvieron 

a partir de los datos de 7605 genomas completos de individuos europeos de la base de datos Human 

Mitochondrial Database (HmtDB) (Clima et al. 2017). Asimismo, se aplicó la corrección de Bonferroni 

para corregir los sesgos generados por las comparaciones múltiples.
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3.7.2. Distribución de haplogrupos mitocondriales en pacientes afectos de glioma

A partir de la determinación de los haplogrupos mitocondriales de los pacientes afectos de glioma 

analizados en el presente estudio, se calculó la frecuencia de cada uno de los haplogrupos detectados, 

así como su respectivo intervalo de credibilidad bayesiana (IC 95%) utilizando el software SAMPLING 

(V. Macaulay, comunicación personal). La frecuencia de haplogrupos obtenida en los pacientes de 

glioma tanto a nivel global como según el grado de malignidad tumoral se comparó con la frecuencia 

en la población general española de la costa mediterránea (CCAA: Cataluña, Comunidad Valenciana 

y Murcia) (Barral-Arca et al. 2016), utilizando el test exacto de Fisher y la Odds Ratio (IC 95%). Para 

el análisis se ha utilizado el programa SPSS versión 19.0. (IBM Corp. 2010), considerando un valor de 

significancia de 0,05. 

Compilación de la distribución de haplogrupos mitocondriales en pacientes afectos de glioma de poblaciones 

europeas 

Para determinar una posible asociación entre alguno de los haplogrupos analizados y el riesgo de 

sufrir glioma, se compilaron los datos obtenidos de diferentes cohortes de pacientes europeos con 

glioma en los que se disponía de información respecto a la asignación de haplogrupo mitocondrial 

(Gasparre et al. 2007; Vega et al. 2004; Vidone et al. 2015), juntamente con los del presente estudio 

(Figura 10). Siguiendo la misma metodología antes descrita para la población analizada en la presente 

tesis, para cada uno de estos estudios se comparó la frecuencia de los haplogrupos detectados en 

pacientes con su frecuencia en la población general (Barral-Arca et al. 2016; Brisighelli et al. 2012) 

(Figura 8). Asimismo, para combinar en un mismo análisis todos los estudios disponibles se realizó 

una regresión logística binaria en la que se tuvo en cuenta la presencia o ausencia de glioma como 

variable dependiente, y las variables haplogrupo y población, como covariables categóricas. Para el 

análisis se ha utilizado el programa SPSS versión 19.0. (IBM Corp. 2010), considerando un valor de 

significancia de 0,05. 
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3.7.3. Análisis de mutaciones en homoplasmia 

Distribución de las mutaciones en homoplasmia a lo largo del genoma mitocondrial 

A partir de la detección de las mutaciones en homoplasmia, se determinó su distribución a lo largo 

del genoma mitocondrial –la región control (HVRI, HVRII, HVRIII) y la región codificante (RNAr 12S, 

RNAr 16S, RNAt y subunidades de la cadena respiratoria)– y se calculó la ratio de mutaciones por par 

de bases (pb) en cada una de las regiones mitocondriales (mutaciones/pares de bases de la región 

mitocondrial). Asimismo, para determinar si las mutaciones en homoplasmia se localizan de forma 

diferencial en alguna región mitocondrial, se realizó un test de proporciones mediante el programa 

Openstat (versión 2008), considerando un nivel de significancia de 0,05. Para ello, se compararon 
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en  la  presente  tesis,  para  cada  uno  de  estos  estudios  se  comparó  la  frecuencia  de  los 

haplogrupos detectados en pacientes con su frecuencia en la población general (Barral‐Arca et 

al. 2016; Brisighelli et al. 2012) (Figura 8). Asimismo, para combinar en un mismo análisis todos 

los estudios disponibles, se realizó una regresión logística binaria en que se tuvo en cuenta la 

presencia  o  ausencia  de  glioma  como  variable  dependiente,  y  las  variables  haplogrupo  y 

población,  como covariables categóricas. En el análisis  se ha utilizado el programa  IBM SPSS 

Statistics for Windows, Version 19.0, considerando un valor de significancia de 0,05. 

Figura 8. Mapa europeo donde se indica la procedencia de las cohortes europeas compiladas, así como el 
tamaño muestral en cada uno de ellos. Asimismo, se indican las poblaciones generales utilizadas para la 
comparación de las frecuencias de cada uno de los haplogrupos para cada cohorte de pacientes.  

3.7.3 Análisis de mutaciones en homoplasmia  

Distribución de las mutaciones en homoplasmia a lo largo del genoma mitocondrial  

Figura 8. Mapa europeo donde se indica la procedencia de las cohortes europeas compiladas (triángulo blanco), así 
como el tamaño muestral en cada uno de ellos. Asimismo, se indican las poblaciones generales utilizadas (triángulo 
negro) para la comparación de las frecuencias de cada uno de los haplogrupos para cada cohorte de pacientes. 
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entre sí todas las regiones mitocondriales comentadas anteriormente, considerando el número de 

mutaciones detectadas y el tamaño (pb) de la región. Se aplicó la corrección de Bonferroni para corregir 

los sesgos generados por las comparaciones múltiples. 

Análisis de la carga mutacional 

Para el cálculo de la carga mutacional de cada uno de los individuos, se seleccionaron todas las 

mutaciones en homoplasmia localizadas en genes mitocondriales que codifican para subunidades de la 

cadena respiratoria y que daban lugar a cambios a nivel aminoacídico. Para cada una de las mutaciones 

se calculó el nivel de patogenicidad mediante el programa MutPred2 (rango de 0 a 1) (Pejaver et al. 

2017). Así, valores de MutPred2 >0,5 indican que la mutación probablemente tenga un efecto deletéreo 

sobre la función de las proteínas, mientras que valores <0,3 indican que la mutación probablemente 

no tenga un efecto deletéreo (Pienaar et al. 2017) . 

A continuación, para tener en cuenta el efecto que puede tener el número de variantes observadas en 

un individuo debido a la proximidad de su secuencia mitocondrial con la rCRS en la filogenia, se realizó 

un ajuste de la carga mutacional dividiendo la carga mutacional total de cada secuencia por el número 

de variantes no sinónimas (Pienaar et al. 2017). A partir de dicho cálculo, únicamente se tuvieron en 

cuenta para los posteriores análisis aquellas cargas mutacionales ajustadas que superaban el valor de 

0,5. Tal y como presenta Venter et al. (2017), se ha de tener en cuenta que existen variantes comunes 

–variantes con una frecuencia >1% en la población– de bajo impacto que pueden diferir ampliamente 

entre poblaciones y su inclusión en el cálculo de la carga mutacional podría introducir cierto ruido 

con probablemente poco impacto fenotípico. De esta forma, se consigue destacar el impacto de las 

variantes poco frecuentes y reducir el efecto de la estratificación de la población. 

En el caso de los RNAs, también se seleccionaron aquellas mutaciones localizadas en regiones que 

codifican para RNAt para determinar su carga mutacional ajustada. El nivel de patogenicidad en 

estos casos se calculó a partir de MitoTIP tRNA Scoring (Sonney et al. 2017). Valores <8,44 indican 

que las variantes son probablemente benignas, valores entre 8,44 y 12,66 indican que las variantes 

son posiblemente benignas, valores entre 12,66 y 16,25 indican que las variantes son posiblemente 

patogénicas y valores >16,25 indican que las variantes son probablemente patogénicas. 

A fin de determinar si existe alguna diferencia en la carga mutacional teniendo en cuenta el grado 

tumoral, se llevó a cabo un análisis adicional comparando los tumores de menor malignidad (grado 
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II y III) con los tumores de mayor malignidad (grado IV) tanto a nivel de mutaciones en genes 

mitocondriales que codifican para subunidades de la cadena respiratoria como de mutaciones en los 

RNAs. Se calcularon los estadísticos descriptivos –media, mediana y desviación típica– para cada uno 

de los grupos y se comparó la carga mutacional ajustada detectada entre los grupos mediante el test 

de Mann-Whitney para ambas regiones mitocondriales, utilizando el programa SPSS versión 19.0. 

(IBM Corp. 2010) y considerando un nivel de significancia de 0,05. 

Mutaciones en homoplasmia sobrerrepresentadas en glioma respecto a la población general 

Para poder determinar si existen mutaciones en homoplasmia que se detectan con una frecuencia 

superior a la esperada, se comparó su frecuencia respecto a la encontrada en la población general 

mediante el Test exacto de Fisher, utilizando el programa SPSS versión 19.0. (IBM Corp. 2010) y 

considerando un nivel de significancia más estricto de 0,01, a fin de minimizar los posibles errores 

tipo 1. Los datos de la población general se obtuvieron de los 7605 genomas mitocondriales completos 

de individuos europeos de la base de datos HmtDB (Clima et al. 2017), ya antes mencionada. Para 

cada frecuencia obtenida se calcularon los intervalos de credibilidad bayesiana (IC 95%) utilizando el 

software SAMPLING (V. Macaulay, comunicación personal). 

Las mutaciones que estaban sobrerrepresentadas en el estudio se clasificaron en definitorias o no 

definitorias de haplogrupo. Respecto a las mutaciones sobrerrepresentadas, con una frecuencia 

>2 individuos, no definitorias de haplogrupo y presentes en la región no codificante, se calculó la Odds 

Ratio (IC 95%) utilizando el programa SPSS versión 19.0. (IBM Corp. 2010) y se llevó a cabo un estudio 

de predicción de su estructura secundaria y de la estabilidad de los enlaces (entropía) mediante el 

servicio web RNAfold (Gruber et al. 2008), utilizando los modelos estructurales de diferentes porciones 

de la región no codificante del DNAmt descritos por Pereira et al. (2008).

Mutaciones en homoplasmia detectadas en posiciones estables 

Paralelamente, a partir de la detección de las mutaciones en homoplasmia, se determinó la distribución 

de cada una de ellas según si se localizan en posiciones estables o no estables. Se consideraron posiciones 

estables aquellas que tenían <6 ocurrencias o hits en la filogenia de DNAmt y un índice de conservación 

<20% o >80%. El número de ocurrencias o hits en la filogenia se calculó mediante el mtDNA tree Build 

16 de Phylotree (van Oven and Kayser 2009). Los índices de conservación para la región codificante 

se calcularon a partir de 12 especies de primates (Figura 9) incluidas en la herramienta MitoMaster 
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Para las mutaciones en homoplasmia localizadas en posiciones estables, se llevó a cabo una 

representación gráfica de la distribución y frecuencia de cada una de ellas mediante el programa 

Geneious Prime® 2019.1.3, y se calculó la ratio de mutaciones (mutaciones/pares de bases (pb) de la 

región mitocondrial) en cada una de las regiones mitocondriales –la región control (HVRI, HVRII, 

HVRIII) y la región codificante (RNAr 12S, RNAr 16S, RNAt y subunidades de la cadena respiratoria)–. 63 
 

utilizando  los modelos  estructurales  de  diferentes  porciones  de  la  región  no  codificante  del 

DNAmt descritos por Pereira et al. (2008).  

Mutaciones en homoplasmia detectadas en posiciones estables  

Paralelamente,  a partir de  la detección de  las mutaciones en homoplasmia,  se determinó  la 

distribución de cada una de ellas según si se localizan en posiciones estables o no estables. Se 

consideraron posiciones estables aquellas que tenían <6 ocurrencias o hits en  la  filogenia de 

DNAmt y un índice de conservación <20% o >80%. El número de ocurrencias o hits en la filogenia 

se calculó mediante el mtDNA tree Build 16 de Phylotree (van Oven and Kayser 2009). Los índices 

de conservación se calcularon a partir de 12 especies de primates incluidas en la herramienta 

MitoMaster (Brandon et al. 2009) para la región codificante (Figura 9) y a partir de 48 especies 

de primates para la región control (Figura 10).  

 

 

 

Figura 9. Especies de primates incluidas en la herramienta MitoMaster de MitoMap dentro de la base de 
datos  MitoMap  (Brandon  et  al.  2009)  para  el  cálculo  del  índice  de  conservación  de  las  mutaciones 
mitocondriales detectadas en la región codificante.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Especies de primates utilizadas para el cálculo del  índice de conservación de las mutaciones 
mitocondriales detectadas en la región control.  
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Figura 10. Especies de primates utilizadas para el cálculo del  índice de conservación de las mutaciones 
mitocondriales detectadas en la región control.  

Figura 9. Especies de primates incluidas en la herramienta MitoMaster (Brandon et al. 2009) para el cálculo del índice 
de conservación de las mutaciones mitocondriales detectadas en la región codificante. 

Figura 10. Especies de primates utilizadas para el cálculo del índice de conservación de las mutaciones mitocondriales 
detectadas en la región control

(Brandon et al. 2009). En el caso de la región control, los índices se obtuvieron del GenBank (Benson 

et al. 2013) y se alinearon las secuencias de 48 especies de primates (Figura 10). 
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Para las mutaciones localizadas en los genes mitocondriales que codifican para subunidades de la 

cadena respiratoria, se analizaron las mutaciones que daban lugar a cambio a nivel aminoacídico 

(substituciones no sinónimas) mediante el programa mtDNA-Server (Weissensteiner et al. 2016a). 

Para las que tienen un impacto a nivel aminoacídico, se aplicó el modelo de predicción de patogenicidad 

MutPred2 (Pejaver et al. 2017). Respecto a las localizadas en regiones que codifican RNAr –12S y 16S– 

también se realizó un estudio de predicción de su estructura secundaria y de la entropía mediante el 

servicio web RNAfold (Gruber et al. 2008). Por último, para aquellas mutaciones localizadas en regiones 

que codifican RNAt, se llevó a cabo una predicción de patogenicidad mediante la herramienta MitoTIP 

tRNA Scoring (Sonney et al. 2017) de la base de datos del genoma mitocondrial humano MitoMap 

(Lott et al. 2013). Para aquellas que fueron consideradas posible o probablemente patogénicas, se 

realizó un estudio a nivel de estructura secundaria. Se obtuvieron los modelos de estructura de los 

RNAt de una compilación de RNAt mitocondriales de mamíferos (Mamit-tRNA) (Pütz et al. 2007) y, 

posteriormente, se predijeron sus estructuras mediante el servicio web RNAfold (Gruber et al. 2008).

3.7.4. Análisis de mutaciones en heteroplasmia 

Para determinar si existen diferencias significativas entre el número de individuos heteroplásmicos 

afectos de glioma respecto a individuos que no padecen cáncer, se compilaron los datos obtenidos en 

el presente estudio para cerebros de individuos sanos (N=10) con los publicados previamente por Li 

et al. (2015a) de muestras de cerebro de individuos que no padecieron cáncer (N total= 152). Para la 

comparación se utilizó una regresión logística binaria con el programa SPSS versión 19.0. (IBM Corp. 

2010). Se tuvo en cuenta la presencia o ausencia de glioma como variable dependiente y la presencia 

o ausencia de heteroplasmia como variable independiente. Además, para evitar que los resultados 

pudieran estar influenciados por la edad de los individuos, se consideró esta variable como covariable. 

Adicionalmente, se calculó la frecuencia y los intervalos de credibilidad bayesiana (IC 95%) utilizando 

el software SAMPLING tanto para las heteroplasmias somáticas como germinales detectadas en el 

presente estudio y se comparó con las frecuencias detectadas en la población control. En este caso, se 

manejaron únicamente los datos presentados por Li et al. (2015a) de muestras de cerebro de individuos 

que no padecieron cáncer (N= 142) y se utilizó la información descrita por Ramos et al. (2016) sobre la 

diferenciación de estas heteroplasmias en somáticas y germinales. 

El análisis de la distribución de las mutaciones en heteroplasmia a lo largo de genoma mitocondrial y 

el análisis de mutaciones en heteroplasmia detectadas en posiciones estables se realizó siguiendo la 

misma estrategia antes descrita para las mutaciones en homoplasmia.
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4. CAPÍTULO II RESULTADOS y DISCUSIÓN 1

VALORACIÓN de la CALIDAD de los archivos FASTQ 

4.1. RESULTADOS 

4.1.1. Calidad de los archivos Fastq en las quimeras generadas a partir de muestras de sangre de 

diferentes individuos 

Para cada quimera secuenciada –Q1_run1; Q1_run2 y Q2_run1; Q2_run2; Q2_run3; Q2_run4– se 

generaron 2 archivos Fastq: Fastq-R1 (en referencia al primer ciclo de lecturas, en sentido directo y 

reverso, de la cadena de DNAmt) y Fastq-R2 (en referencia al segundo ciclo de lecturas, en sentido 

directo y reverso, de la cadena complementaria de DNAmt). Con el programa FastQC (Andrews 2010), 

se han evaluado varios parámetros para cada uno de los archivos (Tabla 10). 

Respecto a todos los módulos analizados con el programa FastQC, ambas quimeras muestran buenos 

resultados para varios módulos en todos los runs (Tabla 10). Sin embargo, en algunos casos, varios 

módulos muestran una disminución en la calidad: 

Calidad de la secuencia por base. Los resultados de las quimeras muestran que las lecturas tienen 

una buena calidad por base en todos los casos, a excepción de las lecturas R2 de Q1_run1, 

Q2_run3 y Q2_run4, que muestran una disminución notable de la calidad hacia el final de la 

lectura (Tabla 10; Figura 11). 
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Proporción de base por posición. Los resultados de las quimeras muestran que el 50% de los 

archivos Fastq presentan diferencias >10% entre A-T o G-C (indicado en color naranja en la 

Tabla 10), mientras que el otro 50% presentan diferencias >20% (indicado en color rojo en la 

Tabla 10), sobre todo en el inicio y hacia el final de las lecturas (Figura 12). Un resultado óptimo 

no mostraría diferencias entre la proporción de A-T y G-C a lo largo de las lecturas. 

Contenido de GC por secuencia. Todos los resultados de las quimeras muestran una desviación 

respecto la teórica distribución normal del contenido de GC calculada a partir de los datos 

observados, a excepción de las lecturas en ambos sentidos de Q1_run2: 7 de los casos muestran 

una desviación >15% (indicado en color naranja en la Tabla 10) y 3 de los casos una desviación 

>30% (indicado en color rojo en la Tabla 10) (Figura 13). 

Informe FastQC
Q1_run1 Q1_run2 Q2_run1 Q2_run2 Q2_run3 Q2_run4

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2

Estadística básica1

Calidad de la secuencia por base

Calidad por cuadrante de la flowcell

Valores promedio de calidad por secuencia

Proporción de base por posición

Contenido de GC por secuencia en comparación con una 
distribución normal teórica

Contenido de N (veces que no se ha realizado una 
lectura) por base

Distribución de la longitud de las secuencias

Niveles de duplicados por secuencia

Secuencias sobrerrepresentadas2

Contenido de adaptadores3

Contenido K-mer4

1Información básica como el nombre y tipo de archivo, la plataforma de secuenciación utilizada, el número total de secuencias, la longitud de 
las secuencias y el porcentaje (%) GC. 2Se muestran aquellas secuencias que se considera que están sobrerrepresentadas en el genoma. 3Indica 
si existe un porcentaje de secuencias que corresponden a las secuencias de los adaptadores y que, por lo tanto, son secuencias que se pueden 
acumular en los extremos de las lecturas. 4Contabiliza la cantidad de secuencias K-mers, es decir, todas las posibles subsecuencias de longitud 
K que pueden contener las lecturas. Con las secuencias K-mers se tienen en cuenta aquellas secuencias que no son exactamente iguales y que, 
por lo tanto, no se contabilizan ni como duplicados ni secuencias sobrerrepresentadas. 

Tabla 10. Visión general de los resultados obtenidos de cada uno de los módulos analizados en el programa FastQC, 
para cada una de las quimeras en cada uno de los runs. El color verde indica que la calidad en ese módulo es correcta; 
el color naranja advierte que la calidad de ese módulo no es del todo correcta; el color rojo indica que la calidad de 
ese módulo falla. R1: primer archivo Fastq generado; R2: segundo archivo Fastq generado. 
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existe un porcentaje de secuencias que corresponden a las secuencias de los adaptadores y que, por lo 
tanto, son secuencias que se pueden acumular en los extremos de las lecturas. 4Contabiliza la cantidad de 
secuencias K‐mers,  es  decir,  todas  las  posibles  subsecuencias  de  longitud  K  que  pueden  contener  las 
lecturas. Con  las  secuencias K‐mers  se  tienen en cuenta aquellas  secuencias que no  son exactamente 
iguales y que, por lo tanto, no se contabilizan ni como duplicados ni secuencias sobrerrepresentadas.  

Respecto a todos los módulos analizados con el programa FastQC, ambas quimeras muestran 

buenos resultados para varios módulos en todos los runs (Tabla 10). Sin embargo, en algunos 

casos, varios módulos muestran una disminución en la calidad:  

Calidad  de  la  secuencia  por  base.  Los  resultados  de  las  quimeras muestran  que  las  lecturas 

tienen una buena calidad por base en todos los casos, a excepción de las lecturas R2 de Q1_run1, 

Q2_run3 y Q2_run4, que muestran una disminución notable de  la calidad hacia el  final de  la 

lectura (Tabla 10; Figura 1fIG1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a

b
Figura 11. Calidad por base a lo 
largo de las lecturas. El eje de 
abscisas muestra la longitud de 
las lecturas (250 pb) y el eje de 
ordenadas el puntaje de calidad 
otorgado. Se diferencian 3 
rangos: rango de buena calidad 
(verde), de calidad intermedia 
(naranja) y baja calidad (rojo). Las 
líneas rojas representan el valor 
medio y la línea azul indica la 
calidad promedio. a) Ejemplo de 
una buena calidad por base en 
las lecturas R1 de Q1_run2. b) 
Ejemplo de la disminución de la 
calidad por base en las lecturas 
R2 de Q2_run3. En este caso, 
se observa que la calidad va 
disminuyendo hacia el final de 
las lecturas R2 en Q2_run3. 
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Figura 11. Calidad por base a lo largo de las lecturas. El eje de las X muestra la longitud de las lecturas (250 
pb)  y  el  eje de  las  y  el  puntaje de  calidad otorgado.  Se diferencian 3  rangos:  rango de buena calidad 
(verde), de calidad intermedia (naranja) y baja calidad (rojo). Las líneas rojas representan el valor medio 
y la línea azul indica la calidad promedio. a) Ejemplo de una buena calidad por base en las lecturas R1 de 
Q1_run2. b) Ejemplo de la disminución de la calidad por base en las lecturas R2 de Q2_run3. En este caso, 
se observa que la calidad va disminuyendo hacia el final de las lecturas R2 en Q2_run3.  

Proporción de base por posición.  Los resultados de  las quimeras muestran que el 50% de  los 

archivos Fastq presentan diferencias >10% entre A‐T o G‐C (indicado en color naranja en la Tabla 

10), mientras que el otro 50% presentan diferencias >20% (indicado en color rojo en la Tabla 

10), sobre todo en el  inicio y hacia el final de  las  lecturas. Un resultado óptimo no mostraría 

diferencias entre la proporción de A‐T y G‐C a lo largo de las lecturas (Figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Ejemplo de la proporción de bases obtenida a lo largo de las lecturas R2 de Q2_run2. Se observa 
que las diferencias entre la proporción de A‐T y G‐C son >20%, sobre todo en los primeros 20pb de las 
lecturas, y hacia el final de la lectura.   

Contenido de GC por secuencia. Todos los resultados de las quimeras muestran una desviación 

respecto  la  teórica  distribución  normal  del  contenido  de  GC  calculada  a  partir  de  los  datos 

observados, a excepción de las lecturas en ambos sentidos de Q1_run2: 7 de los casos muestran 

una desviación >15% (indicado en color naranja en la Tabla 10) y 3 de los casos una desviación 

>30% (indicado en color rojo en la Tabla 10) (Figura 13).  

 

Figura 12. Ejemplo de la 
proporción de bases obtenida 
a lo largo de las lecturas R2 de 
Q2_run2. Se observa que las 
diferencias entre la proporción 
de A-T y G-C son >20%, sobre 
todo en los primeros 20pb de 
las lecturas, y hacia el final de la 
lectura.
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Distribución de la longitud de las secuencias. En este estudio las quimeras se secuenciaron mediante 

lecturas de 2x250pb, por lo tanto, es de esperar que todas las secuencias generadas tengan 

una longitud de 250pb. Los resultados muestran que todas las lecturas tienen una pequeña 

proporción de secuencias con una longitud menor (Tabla 10; Figura 14). 

Figura 13. En ambos 
gráficos, la línea roja 
corresponde al contenido 
de GC de las lecturas y 
la línea azul corresponde 
a la teórica distribución 
normal del contenido 
de GC del genoma de 
estudio. a) Ejemplo de 
las lecturas obtenidas en 
R1 de Q1_run1. El 15% 
de las lecturas presentan 
una desviación respecto 
a la distribución normal 
del contenido de GC. b) 
Ejemplo de las lecturas 
obtenidas en R2 de 
Q1_run2. En este caso, 
las lecturas presentan una 
correcta distribución en el 
contenido de GC. 
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Figura 13. En ambos gráficos, la línea roja corresponde al contenido de GC de las lecturas y la línea azul 
corresponde a la teórica distribución normal del contenido de GC del genoma de estudio a) Ejemplo de 
las lecturas obtenidas en R1 de Q1_run1. El 15% de las lecturas presentan una desviación respecto a la 
distribución normal del contenido de GC. b) Ejemplo de las lecturas obtenidas en R2 de Q1_run2. En este 
caso, las lecturas presentan una correcta distribución en el contenido de GC.  

Distribución  de  la  longitud  de  las  secuencias.  En  este  estudio  las  quimeras  se  secuenciaron 

mediante lecturas de 2x250pb, por lo tanto, es de esperar que todas las secuencias generadas 

tengan  una  longitud  de  250pb.  Los  resultados  muestran  que  todas  las  lecturas  tienen  una 

pequeña proporción de secuencias con una longitud menor (Tabla 10; Figura 14).  

b

a



4
Capítulo II    R

esultados y D
iscusión 1

81

Figura 14. Ejemplo de la 
longitud de las lecturas 
obtenidas en R1 de Q2_run1. 
Se observa que la mayoría 
de secuencias tienen la 
longitud esperada (250pb), 
sin embargo, también se 
puede observar una pequeña 
proporción de secuencias con 
longitudes <250pb (entre 60 
y 240pb). 

Figura 15. Ejemplo del 
porcentaje de secuencias 
duplicadas en las lecturas R1 
de Q2_run2. En este caso, el 
porcentaje de secuencias no 
únicas es >50%.
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Figura 14. Ejemplo de la longitud de las lecturas obtenidas en R1 de Q2_run1. Se observa que la mayoría 
de secuencias tienen la longitud esperada (250pb), sin embargo, también se puede observar una pequeña 
proporción de secuencias con longitudes <250pb (entre 60 y 240pb).  

 

Niveles de  secuencias duplicadas por  secuencia.  Los  resultados de  las quimeras muestran en 

todos  los  casos  que  la  presencia  de  secuencias  no  únicas  es  >50%  del  total  de  secuencias 

(indicado en color rojo en  la Tabla 10), a excepción de  las  lecturas R2 de Q2_run3, donde  la 

presencia de secuencias no únicas está entre el 20‐50% (Figura 15).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 15. Ejemplo del porcentaje de secuencias duplicadas en las lecturas R1 de Q2_run2. En este caso, 
el porcentaje de secuencias no únicas es >50%.  
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Figura 14. Ejemplo de la longitud de las lecturas obtenidas en R1 de Q2_run1. Se observa que la mayoría 
de secuencias tienen la longitud esperada (250pb), sin embargo, también se puede observar una pequeña 
proporción de secuencias con longitudes <250pb (entre 60 y 240pb).  

 

Niveles de  secuencias duplicadas por  secuencia.  Los  resultados de  las quimeras muestran en 

todos  los  casos  que  la  presencia  de  secuencias  no  únicas  es  >50%  del  total  de  secuencias 

(indicado en color rojo en  la Tabla 10), a excepción de  las  lecturas R2 de Q2_run3, donde  la 

presencia de secuencias no únicas está entre el 20‐50% (Figura 15).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 15. Ejemplo del porcentaje de secuencias duplicadas en las lecturas R1 de Q2_run2. En este caso, 
el porcentaje de secuencias no únicas es >50%.  

Niveles de secuencias duplicadas por secuencia. Los resultados de las quimeras muestran en todos 

los casos que la presencia de secuencias no únicas es >50% del total de secuencias (indicado 

en color rojo en la Tabla 10), a excepción de las lecturas R2 de Q2_run3, donde la presencia de 

secuencias no únicas está entre el 20-50% (Figura 15). 
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Contenido K-mer. Lo resultados de las quimeras muestran en todos los casos secuencias K-mers, 

es decir, secuencias de k nucleótidos en la secuencia del DNAmt (en este caso, secuencias 

7-mers). El contenido K-mer está en desequilibrio con un p-valor binomial <0,01, mostrando 

desviaciones significativas a partir del coverage uniforme del genoma mitocondrial (indicado en 

color naranja en la Tabla 10), a excepción las lecturas R2 de Q2_run2, donde se encuentra alguna 

secuencia K-mer en desequilibrio con un p-valor binomial <10-5 (indicado en color rojo en la 

Tabla 10) (Figura 16; Tabla 12). 

Tabla 11. Ejemplo de secuencias sobrerrepresentadas en las lecturas R1 de Q2_run2. Las 4 secuencias 
sobrerrepresentadas se encuentran en un porcentaje entre el 0,1% y 1% del genoma total. En todos los casos, no es 
posible detectar la fuente que da lugar a esta sobrerrepresentación.

Secuencia Recuento Porcentaje Posible fuente

TATGTGCCTGCGTTCAGGCGTTCTGGCTGGTTGCCTCATCGGGTGATGAT 631 0,161 Sin resultado

AGGATTATGATGCGACTGTGAGTGCGTTCGTAGTTTGAGTTTGCTAGGCA 448 0,115 Sin resultado

TCCTTGTACTATCCCTATGAGGCATAATTATAACAAGCTCCATCTGCCTA 443 0,113 Sin resultado

TCTCACTGCCCAAGAACTATCAAACTCCTGAGCCAACAACTTAATATGAC 424 0,108 Sin resultado

GTTGTAGTCCGTGCGAGAATAATGATGTATGCTTTGTTTCTGTTGAGTGT 407 0,104 Sin resultado

Figura 16. Ejemplo de secuencias 
6 K-mers más sesgados en 
las lecturas R1 de Q2_run1. 
Principalmente, se observa la 
presencia de secuencias k-mers al 
inicio y al final de las lecturas.

Secuencias sobrerrepresentadas. En la mayoría de resultados se encuentran secuencias que 

representan más de 0,1% del genoma total, pero menos del 1% (indicado en color naranja en la 

Tabla 10) (Tabla 11). 
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Secuencias  sobrerrepresentadas.  En  la mayoría  de  resultados  se  encuentran  secuencias  que 

representan más de 0,1% del genoma total, pero menos del 1% (indicado en color naranja en la 

Tabla 10) (Tabla 11).  

Tabla 11. Ejemplo de secuencias sobrerrepresentadas en las  lecturas R1 de Q2_run2. Las 4 secuencias 
sobrerrepresentadas se encuentran en un porcentaje entre el 0,1% y 1% del genoma total. En todos los 
casos, no es posible detectar la fuente que da lugar a esta sobrerrepresentación.  

Secuencia  Recuento  Porcentaje  Posible fuente 
TATGTGCCTGCGTTCAGGCGTTCTGGCTGGTTGCCTCATCGGGTGATGAT  631  0,161  Sin resultado 
AGGATTATGATGCGACTGTGAGTGCGTTCGTAGTTTGAGTTTGCTAGGCA  448  0,115  Sin resultado 
TCCTTGTACTATCCCTATGAGGCATAATTATAACAAGCTCCATCTGCCTA  443  0,113  Sin resultado 
TCTCACTGCCCAAGAACTATCAAACTCCTGAGCCAACAACTTAATATGAC  424  0,108  Sin resultado 
GTTGTAGTCCGTGCGAGAATAATGATGTATGCTTTGTTTCTGTTGAGTGT  407  0,104  Sin resultado 

Contenido K‐mer. Lo resultados de las quimeras muestran en todos los casos secuencias K‐mers, 

es decir, secuencias de k nucleótidos en la secuencia del DNAmt (en este caso, secuencias 7‐

mers).  El  contenido  K‐mer  está  en  desequilibrio  con  un  p‐valor  binomial  <0,01,  mostrando 

desviaciones significativas a partir de la cobertura uniforme del genoma mitocondrial (indicado 

en color naranja en la Tabla 10), a excepción las lecturas R2 de Q2_Run2, donde se encuentra 

alguna secuencia K‐mer en desequilibrio con un p‐valor binomial <10‐5 (indicado en color rojo en 

la Tabla 10) (Figura 16; Tabla 12).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Ejemplo de secuencias 6 K‐mers más sesgados en las lecturas R1 de Q2_run1. Principalmente, 
se observa la presencia de secuencias k‐mers al inicio y al final de las lecturas.  
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4.1.2. Calidad de los archivos Fastq en las muestras tumorales y sanguíneas de individuos afectos 

de glioma y controles de cerebro de individuos sanos 

Siguiendo la misma estrategia llevada a cabo para las quimeras, se ha analizado la calidad de los datos 

obtenidos a partir de NGS tanto para las muestras tumorales y sanguíneas de individuos afectos de 

glioma como para los controles de cerebro de individuos sanos. Así, se han evaluado también varios 

parámetros en los 2 archivos Fastq generados para cada muestra (Tablas 13 y 14). 

Tabla 12. Representación de todas las secuencias que se detectan en el gráfico. En este caso, algunos k-mers se 
encuentran en desequilibrio con un p-valor binomial <0,01. 

Secuencia Recuento Valor-P Máximos
Observados/Esperados

Máximos Posiciones
Observados/Esperados

CATGGAC 20 8,48-4 294,727 245

CGGCAGT 10 0,0028 197,714 1

GACTAAG 10 0,0028 197,714 6

CATGAAG 15 0,0089 134,611 240-244

CTTCGTA 15 0,0094 131,81 2

CTCTACG 15 0,0094 131,81 4

TATTCGT 200 1,85-4 58,945 245

GCACGCG 160 0,0057 55,261 245

TCGAATG 160 0,0057 55,261 245

CTACAAC 730 0 48,448 245

CCTGGGG 415 3,1304-6 42,611 245

CGGTTCA 195 0,0012 40,157 235-239

CAATTCG 190 0,0012 40,069 230-234

ACGAATA 100 0,0013 39,543 1

TCGCACG 345 0 36,953 235-239

AGTAGAC 405 1,3547-4 36,386 245

CCTATAC 1215 0 36,386 245

CGGTCGT 165 1,0113-5 35,948 7

CTTATAC 335 0,0023 35,191 245

CTAGGGC 770 5,1914-9 34,449 245
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3
Tumor 1

R1
R2

Sangre 1
R1
R2

5
Tumor 1

R1
R2

Sangre 1
R1
R2

6
Tumor 1

R1
R2

Sangre 1
R1
R2

7
Tumor 1

R1
R2

Sangre 1
R1
R2

10
Tumor 1

R1
R2

Sangre 1
R1
R2

13
Tumor 1

R1
R2

Sangre 1
R1
R2

16
Tumor 5

R1
R2

Sangre 5
R1
R2

17
Tumor 1

R1
R2

Sangre 1
R1
R2

18
Tumor 5

R1
R2

Sangre 1
R1
R2

Tabla 13. Visión general de los resultados obtenidos de cada uno de los módulos analizados en el programa FastQC 
para cada una de las muestras secuenciadas en los diferentes runs. Del mismo modo que para las quimeras, el color 
verde indica que la calidad en ese módulo es correcta; el color naranja advierte que la calidad de ese módulo no es del 
todo correcta; el color rojo indica que la calidad de ese módulo falla. R1: primer archivo Fastq generado; R2: segundo 
archivo Fastq generado. *La definición de determinados módulos fueron definidos anteriormente (véase apartado 
4.1.1, Tabla 10).
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19
Tumor 1

R1
R2

Sangre 1
R1
R2

20
Tumor 1

R1
R2

Sangre 1
R1
R2

21
Tumor 3

R1
R2

Sangre 3
R1
R2

26
Tumor 1

R1
R2

Sangre 1
R1
R2

27
Tumor 5

R1
R2

Sangre 2
R1
R2

30
Tumor 3

R1
R2

Sangre 3
R1
R2

31
Tumor 5

R1
R2

Sangre 4
R1
R2

31BIS
Tumor 4

R1
R2

Sangre 4
R1
R2

33
Tumor 5

R1
R2

Sangre 4
R1
R2

34
Tumor 5

R1
R2

Sangre 3
R1
R2

Tabla 13. Continuación.
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35
Tumor 4

R1
R2

Sangre 4
R1
R2

36
Tumor 5

R1
R2

Sangre 3
R1
R2

41
Tumor 2

R1
R2

Sangre 5
R1
R2

43
Tumor 2

R1
R2

Sangre 2
R1
R2

44
Tumor 2

R1
R2

Sangre 5
R1
R2

45
Tumor 2

R1
R2

Sangre 5
R1
R2

50
Tumor 4

R1
R2

Sangre 5
R1
R2

51
Tumor 5

R1
R2

Sangre 4
R1
R2

53
Tumor 5

R1
R2

Sangre 4
R1
R2

54
Tumor 5

R1
R2

Sangre 4
R1
R2

Tabla 13. Continuación.
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55
Tumor 5

R1
R2

Sangre 5
R1
R2

56
Tumor 5

R1
R2

Sangre 4
R1
R2

59
Tumor 5

R1
R2

Sangre 4
R1
R2

Tabla 13. Continuación.
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Control 2 2
R1
R2

Control 4 2
R1
R2

Control 8 2
R1
R2

Control 10 2
R1
R2

Control 11 2
R1
R2

Control 12 3
R1
R2

Control 13 3
R1
R2

Control 15 5
R1
R2

Control 20 3
R1
R2

Control 21 3
R1
R2

Tabla 14. Visión general de los resultados obtenidos de cada uno de los módulos analizados en el programa FastQC 
para los controles secuenciados en diferentes runs. *La definición de determinados módulos fueron definidos 
anteriormente (véase apartado 4.1.1, Tabla 10). 
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Patrón de coverage de las muestras 

Todas las muestras, a excepción de aquellas que fueron amplificadas mediante más fragmentos 

(muestras 21 y 30 tumorales), siguen el mismo patrón respecto al coverage obtenido, con determinadas 

zonas donde se obtiene una mayor profundidad de lectura y otras donde se obtiene una menor 

profundidad (Figura 17). Respecto a la posible relación entre el coverage y el contenido de GC, no se 

observa una relación significativa entre ambos parámetros (correlación de Pearson: -0,058; p= 0,642) 

(Figura 18).  

Figura 17. a) Ejemplo del coverage obtenido a lo largo del genoma mitocondrial de la muestra 3 de tejido tumoral. 
b) Ejemplo del coverage obtenido a lo largo del genoma mitocondrial de la muestra 3 de tejido sanguíneo.

Figura 18. Relación entre la profundidad de lectura obtenida y el contenido de GC (%) para cada fragmento mitocondrial 
de 250 pb de la muestra 3 tumoral. A la izquierda, los valores del eje de ordenadas de indican la profundidad de 
lectura. A la derecha, los valores del eje de ordenadas indican el porcentaje de GC.
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Patrón de coverage de las muestras  

Todas las muestras, a excepción de aquellas que fueron amplificadas mediante más fragmentos 

(muestras  21  y  30  tumorales),  siguen  el  mismo  patrón  respecto  al  coverage  obtenido,  con 

determinadas  zonas  donde  se  obtiene  una mayor  profundidad  de  lectura  y  otras  donde  se 

obtiene una menor profundidad (Figura 17). Respecto a la posible correlación entre el coverage 

y  el  contenido  de  GC,  no  se  observa  una  relación  significativa  entre  ambos  parámetros 

(correlación de Pearson: ‐0,058; p= 0,642) (Figura 18).   

 

 

 

 

 

 

 

 

a b

77 
 

Figura 17. a) Ejemplo del coverage obtenido a lo largo del genoma mitocondrial de la muestra 3 de tejido 
tumoral. b) Ejemplo del coverage obtenido a lo largo del genoma mitocondrial de la muestra 3 de tejido 
sanguíneo.  

 

Figura 18. Relación entre la profundidad de lectura obtenida y el contenido de GC (%) para cada fragmento 
mitocondrial de 250 pb de la muestra 3 tumoral.  

4.2. DISCUSIÓN   

Para valorar todos los parámetros de calidad de los archivos Fastq, en primer  lugar, se ha de 

tener en cuenta que dichos parámetros no están dirigidos a ningún tipo de genoma, tecnología 

para  la  elaboración  de  las  librerías,  o  plataforma  de  secuenciación  específica.  Por  lo  tanto, 

cualquier sesgo que se introduzca por alguno de estos motivos será detectado como advertencia 

o  error  en  la  calidad  a  nivel  global  o  a  nivel  de  run,  y  no  a  nivel  de muestra.  Así  pues,  es 

importante conocer bien la metodología (Nextera XT®) y la tecnología (MiSeq, Illumina) que se 

está  utilizando  para  poder  interpretar,  entender  y  valorar  los  resultados  obtenidos.  En  este 

sentido, varios factores deben tenerse en cuenta:  

PCR previa. La estrategia seguida para el análisis de las muestras incluye una amplificación del 

DNAmt previa a la elaboración de las librerías y a la secuenciación. El hecho de que el protocolo 

incluya  dicha  PCR  puede  influir  en  la  aparición  de  determinados  sesgos.  Por  un  lado,  varios 

estudios describen que se puede producir una elevada presencia de secuencias duplicadas en 

aquellas librerías de Illumina en las que su protocolo incluya una amplificación previa del DNA, 

a  fin de enriquecer  los  fragmentos de DNA con adaptadores en  los extremos,  tal  y  como se 

0

10

20

30

40

50

60

0
1000
2000
3000
4000
5000
6000
7000
8000
9000

1‐
25

0

75
1‐
10

00

15
01

‐1
75

0

22
51

‐2
50

0

30
01

‐3
25

0

37
51

‐4
00

0

45
01

‐4
75

0

52
51

‐5
50

0

60
01

‐6
25

0

67
51

‐7
00

0

75
01

‐7
75

0

82
51

‐8
50

0

90
01

‐9
25

0

97
51

‐1
00

00

10
50

1‐
10

75
0

11
25

1‐
11

50
0

12
00

1‐
12

25
0

12
75

1‐
13

00
0

13
50

1‐
13

75
0

14
25

1‐
14

50
0

15
00

1‐
15

25
0

15
75

1‐
16

00
0

16
50

1‐
16

56
9

DNAmt (regiones de 250 pb)

Coverage %GC



4
Capítulo II    R

esultados y D
iscusión 1

89

4.2. DISCUSIÓN  

Para valorar todos los parámetros de calidad de los archivos Fastq, en primer lugar, se ha de tener 

en cuenta que dichos parámetros no están dirigidos a ningún tipo de genoma, metodología para la 

elaboración de las librerías, o plataforma de secuenciación específica. Por lo tanto, los sesgos que se 

introduzcan por alguno de estos motivos serán detectados como advertencia o error en la calidad a nivel 

global o a nivel de run, y no a nivel de muestra. Así pues, es importante conocer bien la metodología 

(Nextera XT®) y la tecnología (MiSeq, Illumina) que se está utilizando para poder interpretar, entender 

y valorar los resultados obtenidos. En este sentido, varios factores deben tenerse en cuenta. 

En primer lugar, la estrategia seguida para la secuenciación incluye la realización de librerías en que 

se realiza una amplificación del DNA, hecho que puede influir en la aparición de determinados sesgos. 

Por un lado, varios estudios (Bansal 2017; Jones et al. 2015; Kozarewa et al. 2009) describen que se 

puede producir una elevada presencia de secuencias duplicadas en aquellas librerías de Illumina en 

las que su protocolo incluya una amplificación del DNA, a fin de enriquecer los fragmentos de DNA 

con adaptadores en los extremos, tal y como se detecta en los presentes resultados. En algunos casos, 

parte de estos duplicados pueden corresponder a las secuencias de los adaptadores que se han añadido 

(Kozarewa et al. 2009). No obstante, los problemas que puede originar la presencia de duplicados 

desaparecerán en el momento que éstos sean eliminados durante el procedimiento bioinformático 

implementado (Weissensteiner et al. 2016a). Por otro lado, varios estudios han comprobado que 

también se puede generar un sesgo relacionado con el contenido de GC en las librerías de Illumina 

con PCR (Aird et al. 2011; Benjamini and Speed 2012). Como consecuencia, ambos sesgos pueden ser 

identificados como secuencias sobrerrepresentadas dentro del análisis de la calidad de los Fastq, ya 

que la amplificación del DNA puede ser desigual en algunas zonas y generar secuencias que estén 

representadas de forma excesiva dentro del genoma (Kozarewa et al. 2009). Así pues, estos 3 sesgos 

que se reproducen en todas las muestras analizadas en la presente tesis se podrían justificar, a priori, 

por la realización de librerías que incluyen una amplificación del DNA. Por lo tanto, es importante 

considerar los aspectos de la metodología empleada para llevar a cabo la secuenciación, ya que se 

pueden generar ciertos sesgos por defecto respecto a la calidad de las lecturas generadas. Además, 

en el presente trabajo se ha de considerar que para poder seleccionar únicamente el DNAmt de las 

muestras analizadas es necesario llevar a cabo una PCR previa adicional, de manera que se pueden ir 

arrastrando sesgos de amplificación incluso antes de la PCR que incluye el protocolo de las librerías. 
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En segundo lugar, el uso de transposomas en el kit Nextera XT® utilizado para la elaboración de las 

librerías podría tener un papel relevante. Aunque la tagmentación es un proceso aleatorio, pueden 

existir fragmentos de DNA con determinadas secuencias que son preferentemente tagmentadas 

(Schirmer et al. 2016). Esto puede generar una distribución desigual de bases que provoque, a la vez, 

una sobrerrepresentación de secuencias k-mers, sobre todo al inicio de las lecturas (en los primeros 

20pb aproximadamente), tal y como se observa en los resultados obtenidos. Además, se ha descrito 

que los transposomas utilizados en Nextera XT® utilizan transposasas Tn5 modificadas que aumentan 

su capacidad para unirse al DNA (Marine et al. 2011) y tienden a cortarlo por regiones ricas en A/T 

(TTATA) y flanqueadas por regiones GC, hecho que puede contribuir también a la distribución desigual 

de bases al inicio de las lecturas (Ason and Reznikoff 2004; Schirmer et al. 2016). 

Finalmente, tal y como se ha comentado anteriormente, la plataforma Illumina realiza la secuenciación 

por síntesis, es decir, que no se secuencia totalmente una molécula antes de secuenciar otra, sino que 

todas las moléculas se van secuenciando simultáneamente, de manera que en cada ciclo se incorpora 

una base de cada una de las secuencias. Es por eso que errores de fase y prefase (véase apartado 

1.3.3) pueden provocar que se detecten diferentes bases en un mismo ciclo de secuenciación y, como 

consecuencia, mezclas de señales que provocan una progresiva pérdida de calidad sobre todo hacia 

el final de las lecturas (Schirmer et al. 2016). Por otro lado, la plataforma Illumina genera clústeres, 

es decir, un conjunto de moléculas idénticas para que juntas puedan emitir suficiente señal para ser 

detectada. Cuando la densidad de los clústeres es demasiado alta puede dificultar las lecturas R2 y hacer 

que la calidad de ésta disminuya significativamente. Esto podría explicar el hecho de que la calidad de 

las lecturas R2 sea inferior a la calidad de las lecturas R1 en la mayoría de casos. Asimismo, aunque se ha 

comentado que la mayoría de secuencias K-mers se dan al inicio de las lecturas, es posible que se puedan 

dar en una menor proporción hacia el final debido al sesgo que se genera a medida que avanza el proceso 

de secuenciación (Schirmer et al. 2015). Por último, en relación a la longitud de las lecturas, aunque en 

el presente estudio se espera que todas las lecturas tengan una longitud de 250pb, en todas las muestras 

secuenciadas se presenta una pequeña proporción de lecturas de un tamaño inferior al esperado. No 

obstante, en determinadas plataformas generan, por defecto, una proporción de lecturas de un tamaño 

menor, de manera que dicho resultado no tendría trascendencia respecto a este parámetro. 

Aun habiendo obtenido estos resultados a nivel de calidad, un alineamiento posterior de las lecturas 

permitirá valorar mejor los resultados obtenidos en la secuenciación. Obtener unos buenos resultados 

de calidad no significa obtenerlos también en los alineamientos de las lecturas. Del mismo modo, unos 

resultados no tan buenos respecto la calidad pueden generar igualmente datos útiles para posteriores 
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análisis. No obstante, el análisis de la calidad sí que puede dar una idea sobre la profundidad de lectura que 

se podrá obtener una vez se apliquen los filtros de calidad establecidos para el análisis bioinformático. 

Respecto al patrón de coverage a lo largo del genoma obtenido en el presente estudio, se ha hallado 

un resultado similar al presentado por McElhoe et al. (2014) (Figura 19), desconociéndose la razón 

específica de la distribución desigual que se observa. En el estudio de McElhoe et al. (2014) el DNAmt 

también fue amplificado en 2 fragmentos –2480-10858 y 10653-2688– y se utilizó el mismo kit 

para la construcción de las librerías (Nextera XT®) y la misma plataforma de secuenciación (MiSeq, 

Illumina). 

Figura 19. a) Coverage a lo largo del genoma mitocondrial de la muestra 3 de tejido tumoral. b) Coverage a lo largo del 
genoma mitocondrial de la muestra 3 de tejido sanguíneo. c) Patrón de coverage a lo largo del genoma mitocondrial 
encontrado en una muestra del estudio reportado por McElhoe et al. (2014). Las disminuciones en el coverage a 
lo largo del genoma mitocondrial coinciden en las 3 muestras (marcadas con cuadros de diferentes colores en los 
3 casos). Además, en ambos tejidos de la muestra 3 se detecta un pico de coverage (indicado en color negro), que 
coincide con la zona solapante del Set 1 y Set 2. 
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Figura 19. a) Coverage a lo largo del genoma mitocondrial de la muestra 3 de tejido tumoral. b) Coverage 
a lo largo del genoma mitocondrial de la muestra 3 de tejido sanguíneo. c) Patrón de coverage a lo largo 
del genoma mitocondrial encontrado en una muestra del estudio reportado por McElhoe et al. (2014). 
Las  disminuciones  en  el  coverage  a  lo  largo  del  genoma  mitocondrial  coinciden  en  las  3  muestras 
(marcadas con cuadros de diferentes colores en los 3 casos). Además, en ambos tejidos de la muestra 3 
se detecta un pico de coverage (indicado en color negro), que coincide con la zona solapante del Set 1 y 
Set 2.  

En la NGS, las diferencias en el contenido de GC a lo largo del genoma de la mayoría de especies 

han  estado  relacionadas  con  la  aparición  de  diferentes  sesgos  generados  por  razones 

tecnológicas, metodológicas y biológicas – tipo de genoma utilizado, tipo de preparación de la 

librería, procesos de amplificación por PCR, plataformas de secuenciación, entre otras–, y que 

pueden afectar a los análisis llevados a cabo posteriormente (Romiguier and Roux 2017). Estos 

sesgos pueden darse tanto en regiones con un elevado o un bajo contenido de GC y en zonas 

homopoliméricas  (Ross  et  al.  2013).  Así,  mientras  que  algunos  estudios  presentan  una 

correlación positiva entre el número de lecturas y el contenido de GC en genomas de diferentes 

organismos,  otros  describen  una  correlación  negativa.  Por  ejemplo,  se  ha  detectado  una 

correlación  positiva  en  la  secuenciación  del  genoma  de  Helicobacter  acinonychis  con  la 

plataforma Solexa  (Dohm et al.  2008), pero  también una  correlación negativa en el  genoma 

mitocondrial de 2 especies de vertebrados en la plataforma Illumina (Ekblom et al. 2014). En 

a b

c

Tal y como se ha comentado, las diferencias en el contenido de GC a lo largo del genoma de la mayoría 

de especies han estado relacionadas con la aparición de diferentes sesgos generados por razones 

tecnológicas, metodológicas y biológicas (por ejemplo, el tipo de genoma analizado, los procesos de 

amplificación previos, el tipo de preparación de la librería, el tipo de plataforma de secuenciación, 
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entre otras) y que pueden afectar a los análisis llevados a cabo posteriormente (Romiguier and Roux 

2017). Estos sesgos pueden darse tanto en regiones con un elevado o un bajo contenido de GC y en 

zonas homopoliméricas (Ross et al. 2013). Así pues, mientras que algunos estudios presentan una 

correlación positiva entre el número de lecturas y el contenido de GC en genomas de diferentes 

organismos, otros describen una correlación negativa. Por ejemplo, se ha detectado una correlación 

positiva en la secuenciación del genoma de Helicobacter acinonychis con la plataforma Solexa (Dohm 

et al. 2008), pero también una correlación negativa en el genoma mitocondrial de 2 especies de 

vertebrados en la plataforma Illumina (Bentley et al. 2008; Ekblom et al. 2014). En otros estudios se ha 

determinado un bajo coverage tanto en aquellas zonas pobres en GC como en zonas ricas en GC (Chen 

et al. 2013). Dentro del genoma humano se ha observado una correlación negativa entre el coverage y 

áreas donde el contenido de GC es extremo (<4% y >76%) (McElhoe et al. 2014). Ahora bien, teniendo 

en cuenta el resultado obtenido en el presente estudio, el contenido de GC parece no estar relacionado 

con las diferencias en el patrón de coverage obtenidos en las muestras analizadas. Así, son necesarios 

análisis más profundos para poder conocer los factores que influyen en el patrón de coverage obtenido 

en la secuenciación del genoma mitocondrial. 
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5. CAPÍTULO III RESULTADOS y DISCUSIÓN 2

DETECCIÓN de HETEROPLASMIAS MITOCONDRIALES a través de NGS

5.1. RESULTADOS 

Las dos quimeras sintetizadas (Q1 y Q2) portadoras de mutaciones en homoplasmia, pero también 

en heteroplasmia, se han utilizado como patrón control para estandarizar algunos parámetros que 

permitirán validar la variabilidad obtenida, fundamentalmente en heteroplasmia, mediante NGS en 

los gliomas cerebrales.

5.1.1. Profundidad de lectura promedio en cada run

En cada quimera se han obtenido diferentes valores de profundidad de lectura promedio en cada uno 

de los runs (Figura 20). 
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parámetros,  que  permitirán  validar  la  variabilidad  obtenida,  fundamentalmente  en 
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En cada quimera se han obtenido diferentes valores de profundidad de  lectura promedio en 

cada uno de los runs (Figura 20).  

 

 

 

 

Figura 20. Profundidad promedio obtenida en la Q1 y Q2 en cada uno de los runs.  

5.1.2. Secuenciación de Sanger vs. Secuenciación por NGS  

A partir de las diferencias obtenidas en la profundidad de lectura obtenida dentro del mismo 

run y entre runs, varios resultados han sido valorados.  

Para  los  fragmentos 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8 y 9,  todas  las mutaciones en homoplasmia detectadas 

mediante la secuenciación de Sanger se detectan correctamente en todos los runs de NGS de 

ambas quimeras  (Tablas  15‐16).  Sin  embargo,  a  través de NGS,  en  la Q1,  la  posición 185  se 

detecta  en  heteroplasmia  en  el  run  1  (1,07%), mientras  que  en  el  run  2  aparece  como  una 

mutación  fijada  (Tabla  15).  Del  mismo  modo,  en  la  Q2,  la  posición  16286  también  es 

determinada  como  heteroplasmia  en  el  run  1,  run  2  y  run  4  (1,85%,  1,42%,  1,25%, 

respectivamente) (Tabla 16).   

Respecto a las mutaciones en heteroplasmia, todas aquellas que fueron determinadas a través 

de la secuenciación de Sanger, también lo fueron mediante NGS (Tablas 17‐18). No obstante, la 

frecuencia  de  heteroplasmia  detectada  con  NGS  es  notablemente  superior  respecto  la 

secuenciación de Sanger, a excepción de la heteroplasmia detectada en la posición 5306 de la 

Q1, donde el porcentaje se mantiene independientemente de la tecnología de secuenciación 

utilizada (Tabla 17). Además, en la Q2, la posición 16000 se detecta en heteroplasmia con una 

frecuencia entre el 9,41% y 11,5% mediante NGS, por lo que debería haberse detectado, a priori, 

también  mediante  Sanger  (Tabla  18).  En  relación  a  las  heteroplasmias  que  no  aparecen 

Figura 20. Profundidad promedio obtenida en la Q1 y Q2 en cada uno de los runs.
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5.1.2. Secuenciación de Sanger vs. Secuenciación por NGS 

A partir de las diferencias obtenidas en la profundidad de lectura obtenida dentro del mismo run y 

entre runs, varios resultados han sido valorados. 

Para los fragmentos de DNAmt 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8 y 9 (anteriormente descritos en el apartado de 

metodología), todas las mutaciones previamente detectadas en homoplasmia (Ramos et al. 2013) 

mediante la secuenciación de Sanger, se identificaron correctamente en todos los runs de NGS de 

ambas quimeras (Tablas 15-16). Sin embargo, a través de NGS, en la Q1, la posición 185 se detecta 

en heteroplasmia en el run 1 (1,07%), mientras que en el run 2 aparece como una mutación fijada 

(Tabla 15). Del mismo modo, en la Q2, la posición 16286 también se determina como heteroplasmia en 

el run 1, run 2 y run 4 (1,85%, 1,42%, 1,25%, respectivamente) (Tabla 16).  

Respecto a las mutaciones en heteroplasmia, todas aquellas que fueron detectadas a través de la 

secuenciación de Sanger, también lo fueron mediante NGS (Tablas 17-18). No obstante, la frecuencia 

de heteroplasmia detectada con NGS es notablemente superior respecto la secuenciación de Sanger, a 

excepción de la heteroplasmia detectada en la posición 5306 de la Q1, donde el porcentaje se mantiene 

independientemente de la tecnología de secuenciación utilizada (∼46%) (Tabla 17). Además, en la Q2, 

la posición 16000 se detecta en heteroplasmia con una frecuencia entre el 9,41% y 11,5% mediante 

NGS, por lo que debería haberse detectado, a priori, también mediante Sanger (Tabla 18). En relación 

a las heteroplasmias que únicamente se detectan mediante NGS, se observa que todas presentan una 

frecuencia muy baja de la variante minoritaria (entre 0,79% y 2,75%), pero ninguna es reproducible 

en todos los runs en ambas quimeras (Tablas 17-18). 

Alineamiento BWA-mem vs. Alineamiento Bowtie2 en NGS 

Las posiciones en homoplasmia se detectan todas con una profundidad de lectura muy parecida 

tanto con el alineamiento BWA-mem como con el alineamiento Bowtie2; asimismo, las posiciones 

en heteroplasmia también se detectan casi todas con una profundidad de lectura y una frecuencia 

similar. No obstante, existen ciertas discrepancias entre los 2 tipos de alineamiento respecto a la 

detección de heteroplasmias cuando éstas presentan una frecuencia ≤1% (Tablas 19-20). Además, 

con el alineamiento BWA-mem se detecta la posición 3635 como heteroplasmia con una frecuencia de 

2,75% en el run 4 de la Q2, pero con una profundidad de lectura baja (472X) (Tabla 20). 
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Tabla 15. Mutaciones esperadas en homoplasmia, teniendo en cuenta el resultado de la secuenciación de Sanger, 
detectadas en la Q1 en cada uno de los runs. DIR/REV: lecturas en sentido directo y en sentido reverso  

Tabla 16. Mutaciones esperadas en homoplasmia, teniendo en cuenta el resultado de la secuenciación de Sanger, 
detectadas en la Q2 en cada uno de los runs. DIR/REV: lecturas en sentido directo y en sentido reverso  

Posición Mutación DIR/REV Run 1 (ratio)  Profundidad de 
lectura Run 1 DIR/REV Run 2 (ratio) Profundidad de 

lectura Run 2

185* G>A 909/863 (1,05) 1772 1481/1496 (0,99) 2977

263 A>G 440/529 (0,83) 969 854/812 (1,05) 1666

750 A>G 5272/1612 (3,27) 6884 2890/4300 (0,67) 7190

1438 A>G 2673/7280 (0,37) 9953 5648/4093 (1,38) 9741

3010 G>A 7501/6748 (1,11) 14249 4627/5181 (0,89) 9808

4639 T>C 9310/9369 (0,99) 18679 3302/3239 (1,02) 6541

4769 A>G 9644/8037 (1,2) 17681 2904/3270 (0,89) 6174

11215 C>T 6177/3207 (1,93) 9384 4077/4999 (0,82) 9076

12810 A>G 2239/4535 (0,49) 6774 4157/3230 (1,29) 7387

15326 A>G 6035/6137 (0,98) 12172 4895/4780 (1,02) 9675

16209 T>C 4532/7333 (0,62) 11865 4247/3617 (1,17) 7864

16519 T>C 2427/4827 (0,5) 7254 3509/2980 (1,18) 6489

*Posición esperada en homoplasmia, teniendo en cuenta el resultado de la secuenciación de Sanger, detectada como 
heteroplasmia en el run 1 (1,07%).

Posición Mutación DIR/REV
Run 1 (ratio)

Profundidad 
de lectura 

Run 1

DIR/REV 
Run 2 (ratio)

Profundidad 
de lectura 

Run 2

DIR/REV 
Run 3 (ratio)

Profundidad 
de lectura 

Run 3

DIR/REV 
Run 4 (ratio)

Profundidad 
de lectura 

Run 4

263 A>G 1004/1070 
(0,94) 2074 905/1023 

(0,88) 1928 163/165 
(0,99) 328 521/610 

(0,85) 1131

497 C>T 1858/2067 
(0,9) 3925 1098/1464 

(0,75) 2562 242/129 
(1,88) 371 505/344 

(1,47) 849

750 A>G 4111/6229 
(0,66) 10340 2888/4506 

(0,64) 7394 1376/459 (3) 1835 3219/1771 
(1,82) 4990

1189 T>C 6120/4483 
(1,37) 10603 5031/3982 

(1,26) 9013 744/1344 
(0,55) 2088 2615/3198 

(0,82) 5813

1438 A>G 6429/4023 
(1,6) 10452 5193/3440 

(1,51) 8633 503/1817 
(0,28) 2320 2256/4143 

(0,54) 6399

1811 A>G 1815/1932 
(0,94) 3747 1640/1785 

(0,92) 3425 516/254 
(2,03) 770 1067/919 

(1,16) 1986

2706 A>G 2541/1523 
(1,67) 4064 1616/778 

(2,08) 2394 196/632 
(0,31) 828 541/1256 

(0,43) 1797

3480 A>G 890/1028 
(0,87) 1918 412/762 

(0,54) 1174 81/74 (1,09) 155 223/195 
(1,14) 418

4580 G>A 1136/1371 
(0,83) 2507 1216/1325 

(0,92) 2541 290/293 
(0,99) 583 659/708 

(0,93) 1367

4769 A>G 1184/1402 
(0,84) 2586 1177/1428 

(0,82) 2605 286/262 
(1,09) 548 730/549 

(1,33) 1279

9477 G>A 4733/4347 
(1,09) 9080 3146/3167 

(0,99) 6313 627/523 
(1,2) 1150 1434/1538 

(0,93) 2972

11467 A>G 20377/19738 
(1,03) 40115 14894/14977 

(0,99) 29871 3515/2849 
(1,23) 6364 9340/8913 

(1,05) 18253

11719 G>A 17858/15395 
(1,16) 33253 16249/15088 

(1,08) 31337 1932/3659 
(0,53) 5591 7427/9179 

(0,81) 16606

12308 A>G 552/666 
(0,83) 1218 557/617 

(0,9) 1174 165/82 
(2,01) 247 434/382 

(1,14) 816
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Posición Mutación DIR/REV
Run 1 (ratio)

Profundidad 
de lectura 

Run 1

DIR/REV 
Run 2 (ratio)

Profundidad 
de lectura 

Run 2

DIR/REV 
Run 3 (ratio)

Profundidad 
de lectura 

Run 3

DIR/REV 
Run 4 (ratio)

Profundidad 
de lectura 

Run 4

12372 G>A 601/812 
(0,74) 1413 603/715 

(0,84) 1318 159/113 
(1,41) 272 473/381 

(1,24) 854

13135 G>A 419/642 
(0,65) 1061 292/453 

(0,64) 745 107/45 
(2,38) 152 260/145 

(1,79) 405

14182 T>C 12416/12123 
(1,02) 24539 10377/10642 

(0,98) 21019 1537/1542 
(1) 3079 5611/5379 

(1,04) 10990

14766 C>T 7607/8618 
(0,88) 16225 6163/7915 

(0,78) 14078 1866/979 
(1,91) 2845 4858/3341 

(1,45) 8199

15452 C>A 3648/3211 
(1,14) 6859 2871/2519 

(1,14) 5390 472/502 
(0,94) 974 1349/1557 

(0,87) 2906

16069 C>T 3109/2609 
(1,19) 5718 2894/2505 

(1,16) 5399 524/688 
(0,76) 1212 1878/2019 

(0,93) 3897

16126 T>C 3229/2681 
(1,2) 5910 2742/2318 

(1,18) 5060 427/716 
(0,6) 1143 1618/1972 

(0,82) 3590

16145 G>A 2722/2930 
(0,93) 5652 2001/2408 

(0,83) 4409 449/575 
(0,78) 1024 1641/1574 

(1,04) 3215

16162 A>G 2768/2838 
(0,98) 5606 2027/2276 

(0,89) 4303 370/508 
(0,73) 878 1469/1420 

(1,03) 2889

16261 C>T 3979/2343 
(1,7) 6322 2781/1948 

(1,43) 4729 236/571 
(0,41) 807 986/1685 

(0,59) 2671

16286* C>T 3770/2511 
(1,5) 6281 2726/2205 

(1,24) 4931 253/530 
(0,48) 783 1075/1566 

(0,69) 2641

*Posición esperada en homoplasmia, teniendo en cuenta el resultado de la secuenciación de Sanger, detectada como heteroplasmia en el run 
1, run 2 y run 4 (1,85%, 1,42%, 1,25%, respectivamente).

Posición rCRS MAYOR. 
MINOR. % Het Sanger % Het Run 1 DIR/REV 

Run 1 (ratio)

Profundidad 
de lectura 

Run 1
% Het Run 2 DIR/REV 

Run 2 (ratio)

Profundidad 
de lectura 

Run 2

185* G A/G  1,07 909/863 
(1,05) 1772  1481/1496 

(0,99) 2977 

2887** T T/C 8,05 19,95 6602/7886 
(0,84) 14488 21,08 5295/4783 

(1,11) 10078

3482* A A/G    701/479 
(1,46)  1180 0,84 554/1597 

(0,35) 2151

3578* T T/C    430/505 
(0,85)  935 0,96 752/803 

(0,94) 1555

3864* T T/C  2,59 7578/2400 
(3,16) 9978 2,25 3190/4089 

(0,78) 7279

5306** C C/T 45,58 46,6 4073/9235 
(0,44) 13308 46,76 4980/3761 

(1,32) 8741

*Posiciones esperadas en homoplasmia según la secuenciación de Sanger. **Posiciones esperadas en heteroplasmia según la secuenciación 
de Sanger. 

Tabla 16. Continuación.

Tabla 17. Posiciones en que se detecta heteroplasmia por NGS en la Q1 en cada uno de los runs. rCRS: secuencia 
de referencia del genoma mitocondrial. MAYOR.MINOR: base mayoritaria y base minoritaria; % Het: frecuencia 
de heteroplasmia (% de la base minoritaria); DIR/REV: diferencia entre las lecturas en sentido directo y en sentido 
reverso. 
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5.1.3. Secuenciación de la región que puede presentar co-amplificación entre el DNAmt y el NUMT 

Detección de co-amplificación entre el DNAmt y el NUMT 

En base al alineamiento entre la secuencia del mtDNA de los individuos Q1 y Q2 obtenida por la 

secuenciación de Sanger (Ramos et al. 2013) y la secuencia del NUMT, todas aquellas posiciones que se 

espera que estén presentes como mezclas de bases porque son posiciones no idénticas entre el DNAmt 

y el NUMT son detectadas, como mínimo, en alguno de los runs en ambas quimeras (Tabla 21). En 

Q1

BWA-mem BOWTIE2

ID Posición rCRS % Het MAYOR.
MINOR.

Profundidad 
de lectura ID Posición rCRS % Het MAYOR.

MINOR.
Profundidad 
de lectura

Q1_run1 3517 T 0,89 T/C 2141

Q1_run2 3443 T 0,85 T/C 3902

Q1_run2 3482 A 0,84 A/G 2151

Q2

BWA-mem BOWTIE2

ID Posición rCRS % Het MAYOR.
MINOR.

Profundidad 
de lectura ID Posición rCRS % Het MAYOR.

MINOR.
Profundidad 
de lectura

Q2_run1 333 T 0,76 T/C 2354

Q2_run1 344 T 0,86 T/C 2690

Q2_run1 3323 T 0,79 T/C 3796

Q2_run2 2422 T 0,79 T/C 2787

Q2_run2 12749 T 0,92 T/C 1730

Q2_run2 13336 T 0,89 T/C 1458

Q2_run3 14325 T 0,84 T/C 2741

Q2_run3 14459 G 1,04 G/A 2303

Q2_run3 14530 T 0,87 T/A 2310

Q2_run3 14534 C 0,78 C/A 2816

Q2_run3 14569 G 0,93 G/A 2681

Q2_run3 14819 T 0,71 T/C 2392

Q2_run3 14853 T 0,89 T/C 2368

Q2_run4* 3635 G 2,75 G/A 472

*Heteroplasmia detectada en el run 1 en ambos tipos de alineamiento.

Tabla 19. Diferencias en la detección de heteroplasmias entre los 2 tipos de alineamiento en la Q1. ID: referencia; 
rCRS: secuencia de referencia del genoma mitocondrial; % Het: frecuencia de heteroplasmia (base minoritaria); 
MAYOR.MINOR: base mayoritaria y base minoritaria.

Tabla 20. Diferencias en la detección de heteroplasmias entre los 2 tipos de alineamiento en la Q2. ID: referencia; 
rCRS: secuencia de referencia del genoma mitocondrial; % Het: frecuencia de heteroplasmia (base minoritaria); 
MAYOR.MINOR: base mayoritaria y base minoritaria.
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este sentido, se evidencia la existencia de co-amplificación del NUMT en ambas muestras analizadas. 

Atendiendo al porcentaje de co-amplificación, se observa que en la Q1 es superior respecto a la Q2: 

mientras que en la Q1 el porcentaje promedio se sitúa en un 3,95% en el run 1 y 3,64% en el run 2 

(valor promedio de los runs= 3,79%), el porcentaje promedio en la Q2 se sitúa en un 2,14%, 1,87%, 

1,63% y 1,70% en el run 1, run 2, run 3 y run 4, respectivamente (valor promedio de los runs= 1,83%). 

Por ejemplo, la posición 8140 presenta un porcentaje de co-amplificación entre el 1,24% y 2,44% en 

la Q2, mientras que en la Q1 este porcentaje aumenta hasta situarse entre un 4,6% y 5,05% (Tabla 21). 

Mezclas de bases en posiciones no idénticas entre el DNAmt y el NUMT 

De las 28 mezclas de bases esperadas para la Q1, todas se han detectado en algún run, y 26 (92,86%) 

fueron detectadas por NGS en todos los runs. En el caso de la Q2, todas las 29 mezclas de bases esperadas 

se han detectado en algún run, pero sólo 17 (58,62%) se detectaron en todos los runs (Tabla 21). 

Teniendo en cuenta la profundidad de lectura obtenida en cada run para ambas quimeras (Tabla 21) y 

el número de posiciones no idénticas no detectadas, los resultados muestran una correlación negativa 

significativa entre la profundidad de lectura y la aparición de falsos negativos en posiciones no 

idénticas: a medida que la profundidad de lectura disminuye, la cantidad de falsos negativos aumentan 

(Correlación de Pearson 0,468; p<0,01). En este sentido, el run 3 de la Q2 presenta la profundidad de 

lectura más baja (profundidad promedio de 1491,59X) y, por lo tanto, el menor número de posiciones 

no idénticas detectadas (13/30) (Tabla 21). 

Asimismo, algunos falsos negativos en posiciones no idénticas se detectaron incluso obteniendo una 

profundidad elevada, lo que sugiere que otros factores pueden conducir a una subestimación de las 

mezclas de bases. Por un lado, las posiciones 8455 y 8461 en la Q1 se detectaron en el run 2, pero no 

en el run 1 con una profundidad mayor (Tabla 21). Para estas posiciones se analizaron detenidamente 

los filtros que se aplicaron para la detección de las heteroplasmias (véase apartado 3.5.2). Los datos 

brutos revelan la presencia de estas posiciones como mezclas de bases, aunque el sesgo producido 

entre cadenas (valor >1) hace que la frecuencia de cada base no sea consistente entre la cadena en 

sentido directo y la cadena en sentido reverso, provocando que ambas mezclas de bases se descarten 

en este paso (Guo et al. 2012a; Guo et al. 2012b) (Tabla 22). Además, observando los resultados de la 

calidad de las lecturas en los archivos Fastq, se advierte que la calidad disminuye en las lecturas R2 

(Figura 21). Alternativamente, dicho sesgo (valor >1) se detectó también utilizando el alineamiento 

Bowtie2 (Tabla 23). 
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Tabla 22. Cálculo del valor del sesgo entre cadenas para las posiciones 8455 y 8461 en ambos runs (valores >1) con 
el alineamiento BWA-mem en la Q1. En color rojo se observa las diferencias en el porcentaje de cada base para la 
cadena en sentido directo y en sentido reverso. ID: referencia; %: porcentaje de mezcla de bases (base minoritaria); 
Prof. DIR: profundidad de lectura en sentido directo; Prof. REV: profundidad de lectura en sentido reverso; A/a: 
frecuencia de adeninas; C/c: frecuencia de citosinas; G/g: frecuencia de guaninas; T/t: frecuencia de timinas; d: 
frecuencia de deleciones; SC: valor del sesgo entre cadenas.

Tabla 23. Cálculo del valor del sesgo entre cadenas para las posiciones 8455 y 8461 en ambos runs (valores >1) con el 
alineamiento Bowtie2 en la Q1. En color rojo se observa las diferencias en el porcentaje de cada base para la cadena 
en sentido directo y en sentido reverso. ID: referencia; %: porcentaje de mezcla de bases (base minoritaria); Prof. DIR: 
profundidad de lectura en sentido directo; Prof. REV: profundidad de lectura en sentido reverso; %A/%a: porcentaje 
de adeninas; %C/%c: porcentaje de citosinas; %G/%g: porcentaje de guaninas; %T/%t: porcentaje de timinas; %d: 
porcentaje de deleciones; SC: valor del sesgo entre cadenas.

BWA-mem

ID POS. % Prof. 
DIR. 

Prof. 
REV.

Cadena sentido directo Cadena sentido reverso
SC

A C G T d a c g t d
Q1     

Run 1 8455 8183 1564 0,0010 0,9708 0,0000 0,0281 0,0001 0,0006 0,9277 0,0000 0,0716 0,0001 1,24*

Q1     
Run 2 8455 3 1579 2987 0,0000 0,9626 0,0000 0,0367 0,0006 0,0000 0,9736 0,0000 0,0264 0,0006 0,34

Q1     
Run 1 8461 8329 1935 0,0001 0,9718 0,0000 0,0280 0,0001 0,0005 0,9292 0,0000 0,0703 0,0001 1,18*

Q1     
Run 2 8461 3,08 1807 3132 0,0000 0,9629 0,0000 0,0371 0,0000 0,0003 0,9722 0,0003 0,0271 0,0000 0,32

*El valor de sesgo entre cadenas es >1.

BOWTIE2

ID POS. % Prof. 
DIR. 

Prof. 
REV.

Cadena sentido directo Cadena sentido reverso
SC

A C G T d a c g t d
Q1     

Run 1 8455 8175 1659 0,0012 0,9705 0,0000 0,0283 0,0000 0,0036 0,9265 0,0000 0,0675 0,0000 1,13*

Q1     
Run 2 8455 2,97 1593 3025 0,0000 0,9636 0,0000 0,0358 0,0006 0,0000 0,9732 0,0003 0,0264 0,0006 0,32

Q1     
Run 1 8461 8315 2181 0,0004 0,9725 0,0000 0,0271 0,0001 0,0018 0,9335 0,0000 0,0628 0,0001 1,04*

Q1     
Run 2 8461 3 1865 3165 0,0000 0,9630 0,0000 0,0359 0,0011 0,0003 0,9728 0,0003 0,0265 0,0011 0,31

*El valor de sesgo entre cadenas es >1
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Tabla 23. Cálculo del valor del sesgo entre cadenas para las posiciones 8455 y 8461 en ambos runs (valores 
>1) con el alineamiento Bowtie2 en la Q1. En color rojo se observa las diferencias en el porcentaje de cada 
base para la cadena en sentido directo y en sentido reverso.  

BOWTIE2 

ID  POS.  %   Prof. 
DIR. 

Prof. 
REV. 

Cadena sentido directo  Cadena sentido reverso 
SC 

A  C  G  T  d  a  c  g  t  d 
Q1     
Run1  8455    8175  1659  0,0012  0,9705  0,0000  0,0283  0,0000  0,0036 0,9265 0,0000  0,0675  0,0000  1,13

Q1     
Run2  8455  2,97  1593  3025  0,0000  0,9636  0,0000  0,0358  0,0006  0,0000 0,9732 0,0003  0,0264  0,0006  0,32

Q1     
Run1  8461    8315  2181  0,0004  0,9725  0,0000  0,0271  0,0001  0,0018 0,9335 0,0000  0,0628  0,0001  1,04

Q1     
Run2  8461  3  1865  3165  0,0000  0,9630  0,0000  0,0359  0,0011  0,0003 0,9728 0,0003  0,0265  0,0011  0,31

ID: referencia; %: porcentaje de mezcla de bases (base minoritaria); Prof. DIR: profundidad de lectura en 
sentido directo; Prof. REV: profundidad de lectura en sentido reverso; %A/%a: porcentaje de adeninas; 
%C/%c:  porcentaje  de  citosinas;  %G/%g:  porcentaje  de  guaninas;  %T/%t:  porcentaje  de  timinas;  %d: 
porcentaje de deleciones; SC: valor del sesgo entre cadenas.  

 

 

 

 

 

Figura 21. a) Calidad de las lecturas R1 de Q1_run1. Se observa que la calidad es buena a lo largo de los 
250pb. b) Calidad de las lecturas R2 de Q1_run1. Se observa que la calidad disminuye notablemente a 
partir de los 150 pb. 

Por otro lado, en la Q2 la posición 8545 se detecta como mezcla de bases únicamente en el run 

1 y run 4, pero no en el run 2 y run 3 (Tabla 20). El hecho de que no se detecte en el run 3 puede 

ser debido a  la baja profundidad de lectura obtenida (596X). Sin embargo,  la profundidad de 

lectura obtenida en el run 2 para esta posición (3194X) es superior a  la obtenida en el run 4 

(1825X) y, por lo tanto, este factor tampoco debería ser la razón por la que no se detecte mezcla 

de bases en el run 2. Si se analizan todos los datos obtenidos de esta posición en el run 2, se 

observa que la base minoritaria detectada con las lecturas en sentido directo difiere de la base 

minoritaria  detectada  con  las  lecturas  en  sentido  reverso,  por  lo  que  esta mezcla  de  bases 

también se elimina a partir de los datos brutos (Tabla 24).  

a b

Figura 21. a) Calidad de las lecturas R1 de Q1_run1. Se observa que la calidad es buena a lo largo de los 250pb. b) 
Calidad de las lecturas R2 de Q1_run1. Se observa que la calidad disminuye notablemente a partir de los 150 pb.
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Por otro lado, en la Q2 la posición 8545 se detecta como mezcla de bases únicamente en el run 1 y run 

4, pero no en el run 2 y run 3 (Tabla 20). El hecho de que no se detecte en el run 3 puede ser debido a la 

baja profundidad de lectura obtenida (596X). Sin embargo, la profundidad de lectura obtenida en el 

run 2 para esta posición (3194X) es superior a la obtenida en el run 4 (1825X) y, por lo tanto, este factor 

tampoco debería ser la razón por la que no se detecte mezcla de bases en el run 2. Si se analizan todos 

los datos obtenidos de esta posición en el run 2, se observa que la base minoritaria detectada con las 

lecturas en sentido directo difiere de la base minoritaria detectada con las lecturas en sentido reverso, 

por lo que esta mezcla de bases también se elimina a partir de los datos brutos (Tabla 24). 

Tabla 24. Posición 8545 de la Q2 en el run 2. En color rojo se observa que la base minoritaria detectada en sentido 
directo difiere de la base detectada en sentido reverso. ID: referencia; % HET: porcentaje de heteroplasmia; rCRS: 
secuencia de referencia del genoma mitocondrial; BASE MAYOR. DIR: base mayoritaria detectada con la cadena en 
sentido directo; BASE MINOR. DIR: base minoritaria detectada con la cadena en sentido directo; BASE MAYOR. REV: 
base mayoritaria detectada con la cadena en sentido reverso; BASE MINOR. REV: base minoritaria detectada con la 
cadena en sentido reverso.

ID Posición rCRS BASE MAYOR. DIR. BASE MINOR. DIR. BASE MAYOR. REV BASE MINOR. REV
Q2 Run2 8545 G G T G A

Mezclas de bases en posiciones idénticas entre el DNAmt y el NUMT 

Un total de 3 posiciones (7663, 8254 y 8878) en la Q1 y 4 posiciones (7270, 7922, 8155 y 8157) en la 

Q2 se detectaron como mezclas de bases en posiciones idénticas entre las secuencias del DNAmt y 

el NUMT (Tabla 21). Teniendo en cuenta que el NUMT que se co-amplifica puede ser polimórfico y 

presentar variabilidad inter e intrapoblacional, se ha valorado la la variabilidad en la base de datos 

de los 1000 Genomas (Auton et al. 2015). Únicamente en la posición 632834 (GCRh38_Chr.1) del 

NUMT, que corresponde a la posición 7663 del DNAmt de la Q1, presenta variación. Este resultado 

indicaría que el individuo con el que se ha amplificado el fragmento 5 podría presentar variabilidad 

en dicha posición del NUMT, de manera que la mezcla de bases detectada podría ser una posición no 

idéntica entre el DNAmt del individuo y el NUMT (Figura 22). Respecto al resto de posiciones, parecen 

ser posiciones idénticas y, por lo tanto, podrían ser verdaderas heteroplasmias, aunque no se debe 

descartar la posibilidad de que estas posiciones también pueden ser falsos positivos. 

Por último, es importante destacar que 5 de las 7 mezclas de bases (posiciones 8254 y 8878 en Q1, y 

las posiciones 7270, 7922 y 8157 en Q2) se detectaron en todos los runs, por lo que es poco probable 

que puedan ser falsos positivos. Las 2 mezclas de bases restantes (posiciones 7663 y 8155 en Q1 y Q2, 

respectivamente), que se detectaron a un nivel <1,5%, no fueron reproducibles en todos los runs, por 

lo que pueden ser falsos positivos.
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Alineamiento BWA-mem vs. Alineamiento Bowtie2 entre el DNAmt y el NUMT 

Si se aplica el alineamiento Bowtie2 se obtiene el mismo resultado que utilizando el alineamiento 

BWA-mem, tanto a nivel de frecuencia como de profundidad de lectura. Sin embargo, mediante 

Bowtie2 también se detecta la posición 8427Y como heteroplasmia en el run 1 de la Q2 (porcentaje 

de heteroplasmia= 0,68%; profundidad de lectura= 5025X). Según el alineamiento, esta posición 

es idéntica entre la secuencia mitocondrial y el NUMT y, por lo tanto, puede considerarse tanto una 

posible posición en heteroplasmia como un falso positivo. 

Establecimiento de los límites de detección de la heteroplasmia mitocondrial 

A partir de las profundidades de lectura obtenidas es posible establecer varios límites de detección de 

heteroplasmia, considerando las frecuencias de las bases minoritarias detectadas. En primer lugar, 

todas las mezclas de bases con un nivel >3% se detectan en todos los casos, incluso en el run 3 de la Q2, 

donde la profundidad de lectura en este run se sitúa ∼1000X. Por lo tanto, cuando la frecuencia de la 

heteroplasmia es >3%, la presencia de falsos positivos y falsos negativos parece estar prácticamente 

95 
 

Figura 22. Frecuencias alélicas de  la variante rs373437560 del NUMT (GCRh38_Chr.1 posición 632834, 
que  corresponde  a  la  posición  7663  del  DNAmt  de  la  Q1)  en  grandes  grupos  poblacionales.  Datos 
obtenidos de la base de datos de los 1000 Genomas (Auton et al. 2015).   

Alineamiento BWA‐mem vs. Alineamiento Bowtie2 entre el DNAmt y el NUMT  

Si  se  aplica  el  alineamiento  Bowtie2  se  obtiene  el  mismo  resultado  que  utilizando  el 

alineamiento  BWA‐mem,  tanto  a  nivel  de  frecuencia  como  de  profundidad  de  lectura.  Sin 

embargo, mediante Bowtie2 también se detecta la posición 8427Y como heteroplasmia en el 

run 1 de la Q2 (porcentaje de heteroplasmia 0,68%; profundidad de lectura 5025X). Según el 

alineamiento, esta posición es idéntica entre la secuencia mitocondrial y el NUMT y, por lo tanto, 

puede considerarse tanto una posible posición en heteroplasmia como un falso positivo.  

Establecimiento de los límites de detección de la heteroplasmia mitocondrial  

A  partir  de  las  profundidades  de  lectura  obtenidas  es  posible  establecer  varios  límites  de 

detección de heteroplasmia, considerando las frecuencias de las bases minoritarias detectadas. 

En primer lugar, todas las mezclas de bases con un nivel >3% se detectan en todos los casos, 

incluso en el run 3 de la Q2, donde la profundidad de lectura en este run se sitúa ∼1000X. Por 
lo  tanto,  cuando  la  frecuencia de  la heteroplasmia es> 3%,  la presencia de  falsos positivos y 

falsos negativos parece estar prácticamente ausente con una profundidad de  lectura baja de 

∼1000X. En  segundo  lugar, es posible detectar mezclas de bases a un nivel de 1,5% <X> 3% 

cuando  la profundidad de  lectura es más elevada  (∼3000X).  Este  límite  se puede establecer 

observando los runs de la Q2 (Tabla 25): mientras que algunas mezclas de bases se detectan en 

Figura 22. Frecuencias alélicas de la variante rs373437560 del NUMT (GCRh38_Chr.1 posición 632834, que 
corresponde a la posición 7663 del DNAmt de la Q1) en grandes grupos poblacionales. Datos obtenidos de la base 
de datos de los 1000 Genomas (Auton et al. 2015).  
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ausente con una profundidad de lectura de ∼1000X. En segundo lugar, es posible detectar mezclas de 

bases a un nivel entre 1,5% y 3% cuando la profundidad de lectura es más elevada (∼3000X). Este límite 

se puede establecer observando los runs de la Q2 (Tabla 25): mientras que algunas mezclas de bases se 

detectan en los runs 1 y 2 (la profundidad promedio en estas posiciones es de 6079X en el run 1 y 4892X 

en el run 2), estas mismas no se detectan en el run 3 (la profundidad promedio en estas posiciones es de 

1052X). No obstante, cuando la profundidad de lectura aumenta en el run 4 (la profundidad promedio 

en estas posiciones es de 2733X), estas mezclas de bases pueden detectarse. Por lo tanto, con una 

profundidad de lectura de ∼3000X ya no se detectan, a priori, ni falsos positivos ni falsos negativos. 

Por último, existen muchas discrepancias respecto a las mezclas de bases con una frecuencia muy 

baja (<1,5%). Algunas mezclas de bases a esta frecuencia se pueden detectar en algunos casos, pero 

también se detectan falsos negativos, sobre todo en el run 3 de la Q2 donde se obtiene una profundidad 

de lectura más baja. Por esta razón, cuando la frecuencia de heteroplasmia es <1,5%, la discriminación 

entre falsos positivos y verdaderas heteroplasmias es muy compleja incluso teniendo una profundidad 

de lectura elevada y no es posible, además, descartar la presencia de falsos negativos. 

Tabla 25. Análisis de determinadas mezclas de bases en la Q2 para poder establecer el límite de detección de la 
heteroplasmia mitocondrial de 1,5%<X<3%.  

Muestra Posición
mtDNA 

individuo/ 
NUMT

Run 1 Run 2 Run 3 Run 4
% mezcla 

bases
Profundidad 

de lectura
% mezcla 

bases
Profundidad 

de lectura
% mezcla 

bases
Profundidad 

de lectura
% mezcla 

bases
Profundidad 

de lectura

Q2

7232 C/t 1,28 6788 1,55 5341 - 1407 - 3462

7256 C/t 1,47 6056 1,74 5060 - 1309 1,02 3220

7316 G/a 1,41 5386 1,1 4536 - 1203 1,23 2765

7521 G/a 1,03 4672 1,26 4359 - 1002 0,96 2591

8065 G/a 2,86 8189 1,91 5433 - 1040 1,76 2847

8152 G/a 2,18 6552 2,15 4649 - 955 1,81 2600

8167 T/c 2,41 5811 2,46 4279 - 962 1,86 2467

8392 G/a 2,7 4474 2,34 3799 - 767 1,51 1920

8455 C/t 2,05 4984 2,29 4200 - 838 1,81 2215

8655 C/t 1,86 6511 1,97 5534 - 1059 1,89 2905

8677 A/c 1,87 6408 1,88 5544 - 1039 2,2 2824

8701 A/g 1,88 7115 1,76 5975 - 1041 2,21 2983
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5.2. DISCUSIÓN 

Los resultados de la secuenciación de las quimeras muestran la elevada dificultad de poder detectar 

mezclas de bases a bajas frecuencias, considerando los posibles sesgos obtenidos en relación a las 

diferencias observadas en la profundidad de lectura obtenida dentro del mismo run y entre runs. Todas 

las mezclas de bases que han sido detectadas a una baja frecuencia son difíciles de reproducir, no sólo 

a nivel de runs, sino también según el tipo de alineamiento seleccionado. En este sentido, cuando se 

detecta una mezcla de bases a baja frecuencia (<1,5%) es complicado determinar si se trata de un falso 

positivo debido a posibles errores introducidos durante el proceso de amplificación, de la elaboración 

de las librerías o de la secuenciación. Del mismo modo, es posible también que no se lleguen a detectar 

verdaderas mezclas de bases en determinadas posiciones, generándose falsos negativos. 

Por otro lado, existen notables diferencias en el porcentaje de heteroplasmia establecido en Sanger y 

en NGS, siendo superior en este último en la mayoría de casos. Esto hace que incluso la heteroplasmia 

detectada en la posición 16000 en NGS, a un porcentaje ∼10%, no se llegue a detectar en Sanger. En 

este sentido, el poder determinar, con una mayor frecuencia, heteroplasmias en NGS con un menor 

porcentaje de mezcla, puede explicar el por qué esta posición no se detectó en Sanger, ya que el límite 

de detección de la misma es inferior (Ramos et al. 2013). 

En relación a los resultados obtenidos en la secuenciación del fragmento en que se puede producir 

co-amplificación de DNAmt y DNA nuclear (posición 6511-9220 del DNAmt), la presencia de mezcla 

de bases en aquellas posiciones no idénticas entre el DNAmt del individuo y el NUMT confirma la 

posibilidad de co-amplificación entre el DNAmt y el DNAn a través de los NUMTs y su detección por 

NGS, incluso siendo muy apreciable en algunas posiciones donde la co-amplificación alcanza hasta el 

6%. Este resultado está de acuerdo con otros estudios que determinan que la presencia de secuencias 

idénticas o casi idénticas entre los NUMT y el DNAmt puede introducir un sesgo y generar falsos 

positivos a bajas frecuencias a partir de NGS (Albayrak et al. 2016). Además, durante la amplificación 

de DNAmt, la cantidad de NUMT amplificada es mayor en la Q1 que en la Q2 debido posiblemente a 

razones estocásticas: la diferencia observada puede estar relacionada con el estado de las muestras, de 

manera que, durante el proceso de amplificación, la cantidad de NUMT amplificado ha sido superior 

en la muestra de la Q1 (individuo 1_Z90) comparativamente a la muestra de la Q2 (individuo 4_Z24). 

Estos resultados refuerzan la importancia de llevar a cabo un diseño exhaustivo de primers de PCR 

para amplificar selectivamente el DNAmt, como ya sugirieron otros autores anteriormente (Ramos et 
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al. 2009; Ramos et al. 2011). Sin este análisis exhaustivo se podría estar aceptando ciertas mezclas de 

bases como verdaderas heteroplasmias que son, en realidad, producto de la co-amplificación. 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el presente estudio, la estrategia de co-amplificación 

del NUMT se puede utilizar para establecer varios límites de detección de heteroplasmia. Las mezclas 

de bases observadas a bajas frecuencias (<1,5%) no siempre se pueden detectar en todos los runs, 

independientemente de la profundidad obtenida. Este resultado coincide con el que se ha encontrado 

en el resto de fragmentos y refuerza la teoría de que la discriminación de heteroplasmia a bajas 

frecuencias es un procedimiento muy complejo (Duan et al. 2018b; White et al. 2017). Sin embargo, es 

importante tener en cuenta que, aunque la sensibilidad de detección es más alta en el presente estudio 

–algunas mezclas de bases se detectan con una frecuencia <1,5% en algunos runs–, es posible ignorar 

algunas mezclas de bases verdaderas (falsos negativos) o aceptar errores de secuenciación (falsos 

positivos) a este nivel. Esto es un factor muy importante a tener en cuenta en algunos tipos de estudios, 

como aquellos basados en el análisis de la carga mutacional a nivel de heteroplasmia o estudios de 

caso-control, donde es posible obtener resultados sesgados dando lugar a malas interpretaciones en 

los resultados de la investigación. Por lo tanto, aunque se pueden detectar algunas heteroplasmias, 

consideramos que todas las mutaciones presentes en una frecuencia <1,5% deben ser excluidas de los 

análisis para evitar interpretaciones erróneas y generar resultados sesgados.

No obstante, cuando las mezclas de bases presentan valores ligeramente más altos –entre el 1,5% y 

el 3%–, éstas pueden ser reproducidas en todos los runs y en ambos tipos de alineamiento, siempre y 

cuando la profundidad de lectura sea más elevada (∼3000X). Por lo tanto, en este rango la profundidad 

juega un papel muy importante en la detección de heteroplasmia mitocondrial (Jayaprakash et al. 

2015). Finalmente, con una profundidad de ∼1000X hasta ∼3000X, se considera que una frecuencia 

mínima del 3% es necesaria para evitar, a priori, la detección de falsos positivos y negativos. 

Los casos donde se produjeron diferentes errores de secuenciación, independientemente de la 

profundidad de lectura obtenida, conducen a una subestimación de determinadas mezclas de bases. 

En el caso de las posiciones 8455 y 8461 de la Q1, la baja calidad de las lecturas en sentido reverso 

hace que muchas de ellas no pasen los posteriores filtros de calidad, generando una disminución en la 

profundidad de las lecturas en este sentido y produciendo un sesgo entre cadenas (valores >1). Además, 

la presencia de este sesgo se detecta en ambos tipos de alineamiento, un resultado que se asemeja al 

publicado por Guo et al. (2012b), donde concluyen que el valor de sesgo entre cadenas parece no darse 

por un problema en el tipo de alineamiento. No obstante, teniendo en cuenta los valores obtenidos 
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(valores cercanos a 1), es importante tener en cuenta que, aunque el valor de sesgo puede ayudar a 

discriminar entre verdaderas heteroplasmias y falsos positivos, la aplicación de un valor de sesgo 

demasiado restrictivo puede generar falsos negativos y excluir verdaderas heteroplasmias (Guo et 

al. 2012a). Del mismo modo, la detección de diferentes bases entre las cadenas en sentido directo y 

reverso en una misma posición, como en el caso de la posición 8545 de la Q2, puede producir también 

un sesgo y generar resultados contradictorios, lo que evitaría detectar verdaderas mezclas de bases. 

Varios trabajos se han enfocado en establecer su propio límite de detección de la heteroplasmia (Tabla 

26). Comparando los resultados obtenidos en el presente estudio con los descritos por otros autores 

se pueden remarcar varios aspectos. En primer lugar, nuestros resultados permiten establecer límites 

de detección de heteroplasmia más bajos que los de otros estudios (Li et al. 2010; Tang and Huang 

2010) que presentan sus propios límites con una baja reproducibilidad y detectando tanto falsos 

positivos como negativos. En segundo lugar, los resultados de He et al. (2010) estarían de acuerdo 

con los presentados en el presente estudio. Aunque detectan heteroplasmias con una sensibilidad 

>1%, establecen un límite de detección de heteroplasmia de 1,6% con una profundidad de lectura muy 

elevada, lo que refuerza la teoría de que una profundidad de lectura mayor es necesaria para detectar 

heteroplasmias entre 1,5% y 3%, y que heteroplasmias inferiores a 1,6% no se pueden detectar con 

fiabilidad. De forma similar, algunos estudios han podido detectar variantes de bajo nivel (∼2%) con 

una baja profundidad de lectura y obteniendo una buena reproducibilidad (Li and Stoneking 2012), 

pero no descartan que algunas de las heteroplasmias detectadas en su estudio puedan ser falsas debido 

a problemas de contaminación o lecturas quiméricas. En tercer lugar, aunque algunos estudios han 

podido establecer un límite de detección muy bajo (≤1%) (Kloss-Brandstatter et al. 2015; McElhoe 

et al. 2014) la profundidad de lectura necesaria para establecerlo es muy superior en comparación 

con la descrita en el presente estudio. Sin embargo, es muy remarcable el hecho de que se puedan 

observar falsos negativos incluso con una profundidad de lectura de 35000X (Kloss-Brandstatter 

et al. 2015). Finalmente, otros estudios muestran más discrepancias. En comparación con nuestros 

resultados, Goto et al. (2011) fueron capaces de disminuir el nivel de detección de variantes a un nivel 

de ∼2% con una profundidad de lectura de ∼1000X, mientras que Li et al. (2015a) establecieron un 

límite de detección de heteroplasmia de 0,5% con una profundidad de lectura de ∼3500X, logrando 

unos resultados fiables y una buena reproducibilidad en ambos estudios. Es importante destacar que 

las diferencias en los análisis de los datos pueden dar lugar a discrepancias en los resultados. En este 

sentido, el flujo de trabajo aplicado en el estudio actual de mtDNA-Server está diseñado principalmente 

con el propósito de detectar y validar heteroplasmias a muy baja frecuencia (≥1%). Además, aunque 

se usa la misma plataforma de NGS (Illumina), los modelos de secuenciación empleados pueden ser 
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Considerando la gran cantidad de metodologías y estrategias utilizadas, así como los diferentes 

criterios y resultados descritos hasta el momento en la literatura, es muy difícil evaluar qué estrategia 

es más precisa para ajustarse a unos resultados más fiables, así como establecer un valor límite único 

para detectar la heteroplasmia de DNAmt. Teniendo en cuenta que la detección de heteroplasmia a 

niveles muy bajos sigue siendo un desafío a resolver, la nueva metodología presentada en este estudio 

basada en la generación de mezclas de bases por co-amplificación de DNAmt y DNAn proporciona 

un nuevo enfoque para establecer los límites de detección de la heteroplasmia. A partir de todos 

los resultados mencionados anteriormente, esta nueva estrategia basada en la implementación de 

la tecnología Nextera XT® y la plataforma MiSeq asegura la detección de heteroplasmias con una 

frecuencia del 3% con una alta reproducibilidad y una profundidad relativamente baja de lectura 

Tabla 26. Trabajos basados en el establecimiento del límite de detección de la heteroplasmia, dependiendo 
principalmente de la profundidad obtenida, para lograr la máxima sensibilidad y reproducibilidad. 

Referencia Límite de detección 
heteroplasmia

Profundidad de 
lectura Sensibilidad/Reproducibilidad

(He et al. 2010) 1,6% 16700X Elevada sensibilidad.

(Tang and Huang 2010) ≥5% 1785X Detección de falsos positivos al 1%. 
Especificidad baja a este nivel.

(Li et al. 2010) 10% 76X Detección de falsos positivos y 
negativos.

(Goto et al. 2011) 2% 1170X

No detección de falsos positivos 
ni negativos con una ratio de error 
del 0,001 y una frecuencia del alelo 

minoritario del 1%. 

(Li and Stoneking 2012) 2,3% 500X

Los 3 métodos aplicados muestran 
una buena especificidad (sin falsos 

positivos y negativos). Tasa de 
detección de falsos negativos <1%.

(McElhoe et al. 2014)
1% 5000X

Las variantes se observan de fácilmente y 
de forma reproducible.

0,5% 8000X

(Kloss-Brandstatter et al. 2015) 1% 35000X Falsos negativos detectados*

(Li et al. 2015a) 0,5% 3458X
Los hallazgos originales son 

reproducibles con una ratio de falsos 
positivos <0,01.

Presente estudio (2018)
3% 1000X

Falsos positivos y negativos no se 
detectan aparentemente.

1,5%-3% 3000X

*Detectado por nuestro grupo en el Material Suplementario del artículo.  

diferentes (Genome Analyzer, Genome Analyzer II, HiSeq 2000, HiSeq 2500, MiSeq), y de este modo, 

muy pocos estudios aplican el modelo MiSeq para secuenciar (McElhoe et al. 2014).
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(∼1000X). Además, los presentes resultados confirman el importante papel que ejerce la profundidad 

de lectura obtenida durante el proceso de NGS para obtener resultados precisos relacionados con la 

detección de heteroplasmia a niveles muy bajos. 
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6. CAPÍTULO IV RESULTADOS y DISCUSIÓN 3  

ANÁLISIS del DNAmt en INDIVIDUOS AFECTOS de GLIOMA 

6.1. RESULTADOS 

De los 32 pacientes analizados afectados de glioma (6 mujeres y 26 hombres), 8 presentan tumores 

de grado II, 7 tumores de grado III y 17 tumores de grado IV. No se ha observado ningún paciente con 

glioma de grado I. Tanto las características clínicas como demográficas de las muestras se describen 

en la Tabla 27. Respecto a la edad media de detección del glioma según el grado de malignidad del 

tumor, se observa que es prácticamente idéntica en los tumores de grado II y III (43,25 años en los 

tumores de grado II y 43 años en los tumores de grado III) y superior en los tumores de grado IV (56,71 

años). 

6.1.1. Variaciones del DNAmt en individuos afectos de glioma 

En la Tabla 28, para cada paciente analizado se presenta el haplotipo mitocondrial del tejido tumoral 

y sanguíneo. A partir de las variantes detectadas se estableció el haplogrupo mitocondrial de cada uno 

de los individuos que se muestra también en la tabla 28. 
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En las muestras tumorales de los 32 pacientes analizados, fueron detectadas 923 mutaciones en 323 

posiciones mitocondriales diferentes. De estas 923 mutaciones, 877 son mutaciones en homoplasmia 

localizadas en 281 posiciones diferentes, mientras que las 46 restantes corresponden a mutaciones en 

heteroplasmia localizadas en 42 posiciones diferentes. 

En relación a las mutaciones en homoplasmia observadas en los tumores, el 100% son de origen 

germinal, es decir, detectadas tanto en el tejido tumoral como sanguíneo. En relación a las mutaciones 

en heteroplasmia, 27 son heteroplasmias de origen somático (58,70%), lo que significa que se detectan 

únicamente en el tejido tumoral, mientras que las 19 restantes son de origen germinal (41,30%) 

(Figura 23). 
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(germinal‐somática).  
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Figura 23. Porcentaje de las mutaciones mitocondriales detectadas en las muestras tumorales de los 32 pacientes 
del estudio, según el tipo de mutación (homoplasmia-heteroplasmia) y el origen de la mutación (germinal-somática).  

Comparando las mutaciones detectadas teniendo en cuenta su localización en el genoma mitocondrial 

con las mutaciones detectadas en la población general, se detecta una sobrerrepresentación de 

mutaciones en los RNAr, concretamente en el RNAr 12S (Z= 11,525; p<0,0001) y en el complejo V 

(Z= 4,519; p<0,0001), así como una subrepresentación de mutaciones en la HVRI (Z= 3,443; p<0,0003), 

y en el complejo IV (Z= 3,205; p<0,0007) respecto a la población general (Tabla 29).       
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6.1.2. Distribución de los haplogrupos mitocondriales de las muestras del estudio

En las tablas 30 y 31 se observa la distribución a nivel de haplogrupo de los pacientes afectos de glioma 

(Tabla 30) y según el grado del tumor en el caso de los haplogrupos detectados con una frecuencia 

superior a 1: H, J, T y U (Tabla 31). Asimismo, a título comparativo, se presentan las frecuencias 

observadas de los haplogrupos en la población general de la Costa Mediterránea española (CCAA: 

Cataluña, Comunidad Valenciana y Murcia) (Barral-Arca et al. 2016). 

Comparando la distribución de los haplogrupos encontrados en el presente estudio respecto a los 

hallados en la población general de la Costa Mediterránea, se observa una sobrerrepresentación 

significativa del haplogrupo J en los pacientes analizados (Test exacto de Fisher: p= 0,0021), ya que 

un 25% de los pacientes pertenece al haplogrupo J frente a un 7% de los individuos de la población 

general. En este sentido, nuestros resultados indican que los individuos pertenecientes al haplogrupo 

J tienen 4,43 veces más riesgo de sufrir glioma que el resto de individuos con otro haplogrupo (OR: 

4,43; 95% IC 1,92-10,21) (Tabla 31). En relación al resto de haplogrupos, no se observan diferencias 

significativas entre los pacientes y la población general.

Tabla 29. Mutaciones detectadas en el estudio y en la población general –datos de genomas completos obtenidos de 
HmtDB (Clima et al. 2017)–, teniendo en cuenta la región mitocondrial. 

Región mitocondrial

Presente estudio 
N= 32 individuos 

Población general
N= 7605 individuos Test 

estadístico 
Z

Probabilidad
Nº mutaciones 

N=923
Frecuencia 

(%)
Nº mutaciones 

N=130440
Frecuencia 

(%)
Región control 266 28,82 42167 32,33 2,271 0,0116

HVRI 93 10,08 18289 14,02 3,443 0,0003*
HVRII 121 13,11 14944 11,46 1,57 0,0582
HVRIII 25 2,71 2667 2,04 1,419 0,078

Región Codificante 657 71,18 88273 67,67 2,271 0,0116
RNAs 169 18,31 19774 15,16 2,658 0,0039
RNAr 145 15,71 14096 10,81 4,774 <0,0001*
12S 84 9,1 3635 2,79 11,525 <0,0001*
16S 61 6,61 10461 8,02 1,574 0,0578

RNAt 24 2,6 5678 4,35 2,604 0,0046

Subunidades de la 
cadena respiratoria 487 52,76 68499 52,51 0,151 0,44

Complejo I 263 28,49 39280 30,11 1,069 0,1426
Complejo III 102 11,05 11292 8,66 2,575 0,005
Complejo IV 66 7,15 13535 10,38 3,205 0,0007*
Complejo V 56 6,07 4392 3,37 4,519 <0,0001*

*Regiones mitocondriales donde se detecta una sobrerrepresentación o una subrepresentación de mutaciones en el presente estudio 
respecto a la población general, considerando una corrección de Bonferroni de p<0,0033.  
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Considerando la distribución de haplogrupos según el grado de los tumores, la frecuencia de haplogrupo 

H presenta una tendencia inversa respecto a la malignidad: un 62,5% de los tumores de grado II, un 

42,86% de los de grado III y un 11,76% de los de grado IV pertenecen a individuos con haplogrupo H.  

(Tabla 31). Además, se observa una sobrerrepresentación de tumores de grado II respecto a los de 

grado IV (Test exacto de Fisher: p= 0,017), ya que un 62,5% de los pacientes con haplogrupo H tienen 

un tumor de grado II en comparación con el 11,76% de los pacientes con haplogrupo H con tumor de 

grado IV. Así, los pacientes con haplogrupo H tienen 12,5 veces más riesgo de sufrir un tumor de grado 

II que un tumor de grado IV (OR: 12,5; 95% IC 1,6-97,65). 

Por último, si se comparan las frecuencias de los diferentes grados tumorales del haplogrupo H 

respecto a la población general, se detecta una subrepresentación significativa de tumores de grado IV 

en pacientes con haplogrupo H, ya que un 11,76% de los pacientes con haplogrupo H tienen un tumor 

de grado IV frente a un 37% de los individuos de la población general (Test exacto de Fisher: p= 0,04) 

(Tabla 31). Los resultados indican, por lo tanto, que los pacientes de haplogrupo H tienen 4,4 veces 

menos riesgo de sufrir un tumor de grado IV respecto a la población general (OR: 4,4; 95% IC 1-19,33). 

Del mismo modo, también se detecta una sobrerrepresentación significativa de tumores de grado IV 

en pacientes con haplogrupo J, ya que un 29,41% de los pacientes con haplogrupo J tienen un tumor 

de grado IV frente a un 7% de los individuos de la población general (Test exacto de Fisher: p= 0,0058) 

(Tabla 31). 

Tabla 30. Comparación de la frecuencia de haplogrupos entre el presente estudio y la población general de la Costa 
Mediterránea española. N= tamaño muestral. 

Haplogrupos

Glioma 
(Presente estudio)

N= 32

Población general
(Barral-Arca y col. 2016)

N= 1058

N Frecuencia (%)               
(95% IC) N Frecuencia (%)                  

(95% IC)

C 1 3,13 (0,7-15,8) 10 1 (0,5-1,7)

H 10 31,25 (18,0-48,7) 391 37 (34,1-39,9)

J 8 25 (13,3-42,3) 74 7 (5,6-8,7)

L 1 3,13 (0,7-15,8) 21 2 (1,3-3)

T 4 12,5 (5,1-28,2) 95 9 (7,4-10,9)

U 6 18,75 (9-35,5) 232 22 (19,5-24,5)

V 1 3,13 (0,7-15,8) 21 2 (1,3-3)

W 1 3,13 (0,7-15,8) 10 1 (0,5-1,7)
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Recopilación de la distribución de haplogrupos mitocondriales en pacientes afectos de glioma 

En la tabla 32 se presentan las frecuencias de haplogrupos en los pacientes afectos de glioma de las 

diferentes poblaciones europeas y en la población general respectiva. Se observa una frecuencia 

superior de individuos con haplogrupo J y T en los estudios de glioma en comparación a las poblaciones 

generales respectivas, así como una frecuencia inferior de individuos con haplogrupo U. Los resultados 

estadísticos muestran que los individuos con haplogrupo J y T tienen una mayor disposición de 

sufrir glioma (p<0,001 y p=0,007, respectivamente), siendo de hasta 2,41 veces superior en el caso 

del haplogrupo J (OR: 2,407; 95% IC 1,538-3,764) y 1,82 veces superior en el caso del haplogrupo T 

(OR: 1,817; 95% IC 1,176-2,806) (Tabla 33). 

Tabla 32. Comparación de las frecuencias (%) de haplogrupos en los pacientes afectos de glioma de las diferentes 
poblaciones europeas y en la población general respectiva. 

Tabla 33. Resultados de la regresión logística para cada uno de los haplogrupos. Para cada uno de los análisis se 
tuvo en cuenta el haplogrupo, la presencia o ausencia de glioma, la población (Cataluña, Galicia, Norte de Italia) y la 
frecuencia detectada. 

Haplogrupos

CATALUÑA GALICIA NORTE de ITALIA

Glioma 
(Presente estudio) 

N=32

Población general 
de la Costa 

Mediterránea 
(Barral-Arca et al. 

2016) 
N=1058

Glioma 
(Vega et al. 2004) 

N=53

Población general 
de la Costa 
Cantábrica 

(Barral-Arca et al. 
2016) 

N=1520

Glioma 
(Gasparre et al. 

2007; Vidone et al. 
2015) 
N=120

Población general 
del Norte de Italia 
(Brisighelli et al. 

2012) 
N=702

N Frecuencia (%) N Frecuencia (%) N Frecuencia (%) N Frecuencia (%) N Frecuencia (%) N Frecuencia (%) 

H 10 31,25 391 36,96 27 50,94 790 51,97 59 49,17 386 54,99

J 8 25 74 6,99 8 15,09 121 7,96 10 8,33 28 3,99

T 4 12,5 95 8,98 5 9,43 121 7,96 18 15 49 6,98

U 6 18,75 232 21,93 8 15,09 288 18,95 15 12,5 140 19,94

Haplogrupo H Haplogrupo J Haplogrupo T Haplogrupo U

Efecto Sin efecto Predisposición Predisposición Sin efecto

P valor 0,147 <0,001* 0,007* 0,059

Odds ratio (IC 95%) 1,238 (0,928-1,653) 2,407 (1,538-3,764) 1,817 (1,176-2,806) 1,480 (0,985-2,225)

*Los resultados ponen en evidencia que los haplogrupos J y T tienen un efecto ante la enfermedad (p<0,05).  
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6.1.3. Análisis de mutaciones en homoplasmia 

Distribución de las mutaciones en homoplasmia a lo largo de genoma mitocondrial 

Se han detectado un total de 877 mutaciones en homoplasmia. En la tabla 34 se representa su 

distribución en las distintas regiones del genoma mitocondrial, así como la ratio de mutaciones 

detectada en cada región. 

En cuanto a la comparación de la ratio de mutaciones por par de bases en las diferentes regiones del 

genoma mitocondrial, se detecta una mayor ratio de mutaciones en la región control en comparación 

con la región codificante y en HVRII respecto a HVRI. También se observa una mayor ratio de mutaciones 

en la subunidad 12S de los RNAr respecto a los RNAs, así como una menor ratio en los RNAt respecto 

a los RNAs. Por último, se observa tanto una mayor ratio de mutaciones en los complejos III (CYB) y V 

(ATP) como una menor ratio de mutaciones en el complejo IV (CO) respecto al total de subunidades de 

la cadena respiratoria (Tablas 34 y 35).  

Tabla 34. Distribución de las mutaciones en homoplasmia detectadas en el estudio. Cálculo de la ratio de mutaciones 
por par de bases (mutaciones/pb región mitocondrial). pb: pares de bases.  

Región mitocondrial
Nº mutaciones en 

homoplasmia
N=877

Tamaño de la región (pb) Mutaciones/pb

Región control 252 1180 0,214
HVRI 88 360 0,244
HVRII 115 316 0,364
HVRIII 24 137 0,175

Región Codificante 624 15389 0,041
Nucleótidos no codificantes 1 58 0,017

RNAs 159 4021 0,04
RNAr 135 2513 0,054
12S 80 954 0,084
16S 55 1559 0,035

RNAt 24 1508 0,016
Subunidades de la cadena 

respiratoria 465 11395 0,041

Complejo I 251 6356 0,039
Complejo III 99 1141 0,087
Complejo IV 62 3010 0,021
Complejo V 53 888 0,06
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Análisis de la carga mutacional 

Los resultados obtenidos indican que la mayoría de las variantes encontradas en pacientes con glioma 

son variantes comunes (variantes con una frecuencia en la población general >1%) con valores de 

patogenicidad bajos (valores de MutPred2 <0,5 y MitoTIP <12,66: valor actualizado en julio 2019) 

(Tablas 1 y 2 del Anexo III). Respecto al cálculo de la carga mutacional ajustada de las variantes 

localizadas en genes que codifican para proteínas de la cadena respiratoria, tan solo 4 individuos 

(12,5%) presentan una carga mutacional que supera el valor de 0,5. Estos individuos presentan 

variabilidad respecto al grado de malignidad tumoral: 2 de ellos (individuos 5 y 19) presentan tumores 

más agresivos (grado IV), mientras que los otros 2 (individuos 36 y 45) presentan tumores menos 

agresivos (grados II y III) (Tabla 36; Tabla 3 del Anexo III). La carga mutacional de estos individuos 

viene dada por mutaciones únicas localizadas en el gen ND1 en 2 casos (en la posición 3721 en el 

individuo 5 y en la posición 3394 en el individuo 45) y en el gen ATP6 en los otros 2 casos (posición 

9145 en el individuo 19 y posición 8843 en el individuo 36). Además, estas variantes que podrían tener 

un efecto probablemente deletéreo tienen una frecuencia <1% en la población general (Tabla 36). 

Respecto a la carga mutacional ajustada de las variantes localizadas en regiones que codifican para 

RNAt, ningún individuo presenta una carga mutacional que supere el valor de 12,66, ni tampoco se 

detecta ninguna variante en concreto que supere dicho valor para que pueda considerarse, como 

mínimo, posiblemente patogénica (Tabla 4 del Anexo III). 

Tabla 35. Comparación entre regiones mitocondriales de la ratio de mutaciones encontradas en cada una de ellas. La 
ratio de mutaciones en cada región se obtiene de la relación entre el número de mutaciones detectadas y el tamaño 
(pb) de la región. Únicamente se muestran aquellas comparaciones en que el resultado es significativo, considerando 
una corrección Bonferroni de p<0,0042. 

Comparación entre regiones mitocondriales Test estadístico Z Probabilidad
Región Control* Región codificante 25,595 ≤0,0001

HVRII* HVRI 3,633 0,0001
HVRII* HVRIII 4,001 ≤0,0001

RNAr 12S* RNAs 5,754 ≤0,0001
RNAs* RNAt 4,374 ≤0,0001

Complejo III* Complejos I, III, IV y V 7,14 ≤0,0001
Complejos I, III, IV y V* Complejo IV 5,253 ≤0,0001

Complejo V* Complejos I, III, IV y V 2,696 0,0035

*La proporción de mutaciones es significativamente mayor en estas regiones mitocondriales.
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Aplicando el mismo principio, pero comparando los tumores de menor y mayor grado de malignidad 

entre sí (grados II y III vs. grado IV), tampoco se detecta una mayor carga mutacional ajustada en 

individuos con un grado tumoral más severo, ni a nivel de variantes localizadas en genes que codifican 

proteínas de los complejos de la cadena respiratoria ni en RNAt (Tabla 37; Tablas 3 y 4 del Anexo III). 

Tabla 36. Individuos con una carga mutacional ajustada >0,5. La carga mutacional ajustada se obtiene dividiendo la 
carga mutacional total (en este caso, la suma de todas las variantes que tienen una carga mutacional >0,5) entre el 
número de variantes. 

Tabla 37. Cálculo de estadísticos descriptivos (media, mediana y desviación típica) de la carga mutacional detectada 
según el grado de malignidad tumoral (grado II y III vs. grado IV), tanto en genes que codifican proteínas de los 
complejos de la cadena respiratoria y los RNAt. Comparación de la carga mutacional ajustada detectada entre los 
grados de malignidad tumoral en ambas regiones mitocondriales mediante el test Mann-Whitney. 

Individuo Edad
Grado de 

malignidad 
tumoral

Haplogrupo

Variantes con valor de carga mutacional 
ajustada >0,5

Frecuencias (%) 
de las mutaciones 

en la población 
general 
N=7605

Carga 
Mutacional Variantes

Carga 
mutacional 

ajustada 
5 71 IV J1c5c1 0,62 3721 (ND1) 0,62 0,08

19 43 IV U5a2c 0,563 9145 (ATP6) 0,563 0,13
36 31 III H45b 0,592 8843 (ATP6) 0,592 0,42
45 35 II J1c1b1 0,651 3394 (ND1) 0,651 0,97

Región mtDNA Grado de malignidad 
tumoral

Estadísticos descriptivos

Test Mann-Whitney
Media Mediana Desviación 

típica

Genes que codifican 
proteínas de los 

complejos de la cadena 
respiratoria

II y III 0,188 0,193 0,044 Carga= 109,0
Z= -0,704
p= 0,481

IV 0,178 0,179 0,04

RNAt
II y III 3,271 0,016 4,529 Carga= 111,5

Z= -0,634
p= 0,526IV 4,278 0,706 5,305

*El test Mann-Whitney no muestra diferencias significativas (p>0,05).

Mutaciones en homoplasmia sobrerrepresentadas en pacientes afectos de glioma respecto a la población general 

Del total de mutaciones detectadas en homoplasmia (N= 877), se detectan 122 mutaciones (13,91%) 

en 33 posiciones mitocondriales que están sobrerrepresentadas en el presente estudio respecto a la 

población general (Test exacto de Fisher: p<0,01) (Tabla 5 del Anexo III). De éstas 122 mutaciones, 

87 (71,31%) localizadas en 10 posiciones son definitorias de haplogrupo, la mayoría del haplogrupo 

J (68 de 87; 78,16%) (Tabla 38). Las 35 mutaciones restantes (28,69%) localizadas en 23 posiciones 

no son definitorias de haplogrupo (Tabla 39). Se observa que la mayoría se detectan únicamente en 
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1 o 2 individuos en el presente estudio y únicamente las mutaciones T146C [locus: región control 

(HVRII) / sitio de unión a la membrana (ATT) origen de replicación (OH) / 7S DNA] y la T16325C [locus: 

región control (HVRI) / ATT / 7S DNA] se detectan en 8 y 3 individuos, respectivamente. Nuestros 

hallazgos indican que con la mutación T146C hay un riesgo de 3,31 veces más de sufrir glioma (Test 

exacto de Fisher: p= 0,0071; OR: 3,31; 95% IC 1,48-7,39), mientras que con la mutación T16325C lo 

hay de 12,79 veces más (Test exacto de Fisher: p= 0,0023; OR: 12,79; 95% IC 3,8-43,12). La predicción 

de las estructuras secundarias muestra que la mutación T146C da lugar a la pérdida de un enlace y 

cambios a nivel de entropía, mientras que la mutación T16325C provoca un cambio importante a nivel 

conformacional y de entropía (Figura 24).  

  a) Mutación T146C: cambios a nivel estructural y de entropía. 
       - Energía libre en la región HVRII (116-149): -8,14 kcal/mol.
       - Energía libre en la región HVRII (116-149) con la mutación T146C: -6,92 kcal/mol.b)
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‐ Energía libre en la región HVRI (16310‐16332): ‐1,71 kcal/mol. 
‐ Energía libre en la región HVRI (16310‐16332) con la mutación T16325C: ‐0,70 kcal/mol. 

 

Figura 24. a) Cambios a nivel estructural y de entropía en la región control (HVRII) que comprende las 
posiciones 116 a 149 cuando se produce la mutación en la posición 146; b) Cambios a nivel estructural y 
de entropía en la región control (HVRI) que comprende las posiciones 16310 a 16332 cuando se produce 
la mutación en la posición 16325.    

  b) Mutación T16325C: cambios a nivel estructural y de entropía.
       - Energía libre en la región HVRI (16310-16332): -1,71 kcal/mol.
       - Energía libre en la región HVRI (16310-16332) con la mutación T16325C: -0,70 kcal/mol.       

Figura 24. a) Cambios a nivel estructural y de entropía en la región control (HVRII) que comprende las posiciones 116 
a 149 cuando se produce la mutación en la posición 146; b) Cambios a nivel estructural y de entropía en la región 
control (HVRI) que comprende las posiciones 16310 a 16332 cuando se produce la mutación en la posición 16325.   
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Figura 25. Esquema de las mutaciones en homoplasmia detectadas a lo largo del genoma mitocondrial 
(región control, RNAs y genes que codifican para proteínas de la cadena respiratoria), teniendo en cuenta 
si se detectan en posiciones estables (posiciones que tienen <6 hits en la filogenia y que tienen un índice 
de conservación <20% o >80%) o no estables. *De las 626, la mutación A5656G se sitúa en una posición 
no  codificante  fuera  de  la  región  control.  Dicha  mutación  no  se  tiene  en  cuenta  en  la  posterior 
clasificación.    

 

Figura 25. Esquema de las mutaciones en homoplasmia detectadas a lo largo del genoma mitocondrial (región control, 
RNAs y genes que codifican para proteínas de la cadena respiratoria), teniendo en cuenta si se detectan en posiciones 
estables (posiciones que tienen <6 hits en la filogenia y que tienen un índice de conservación <20% o >80%) o no 
estables. *De las 626, la mutación A5656G se sitúa en una posición no codificante fuera de la región control. Dicha 
mutación no se tiene en cuenta en la posterior clasificación.   

Mutaciones en homoplasmia detectadas en posiciones estables 

En la figura 25 se esquematiza la distribución de las mutaciones en homoplasmia en las distintas 

regiones del genoma mitocondrial, teniendo en cuenta si se localizan en posiciones estables, es decir, 
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Figura 26. Gráfico que muestra la localización de las mutaciones en homoplasmia detectadas en posiciones estables 
(<6 hits en la filogenia y que tienen un índice de conservación <20% o >80%) (N=251). En la parte central se 
observa una representación gráfica donde cada barra es proporcional a la frecuencia de mutaciones en cada región 
mitocondrial. Entre paréntesis se indica aquellas homoplasmias que se detectan con una frecuencia >1 individuo. 

106 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

De las 187 mutaciones detectadas en 93 posiciones estables que codifican para proteínas de la 

cadena respiratoria, 30 (16,04%) son mutaciones no sinónimas, es decir, que dan lugar a cambio 

a nivel aminoacídico (Figura 25). De estas mutaciones se observó que únicamente 2 [A3721G 

(ND1)  y  G9145A  (ATP6)]  muestran  valores  de  patogenicidad MutPred2  >0,5,  indicando  que 

probablemente tengan un efecto deletéreo.  

Para las 52 mutaciones detectadas en 11 posiciones estables que corresponden a RNAs se llevó 

a cabo la predicción de las estructuras secundarias. Únicamente 4 mutaciones [G1018A (RNAr 

12S), T1850C (RNAr 16S), G5780A (RNAt cisteína) y T10057C (RNAt glicina)] presentan variación 

a nivel de entropía  (Figura 27) y 3 mutaciones  [C739T  (RNAr 12S) y T1243C  (RNAr 12S) en 2 

individuos] variación a nivel tanto estructural como de entropía (Figura 28).  

a) Mutación G1018A (RNAr 12S): cambios a nivel de entropía.  
‐ Energía libre RNAr 12S: ‐213,14 kcal/mol. 
‐ Energía libre RNAr 12S con la mutación G1018A: ‐212,91 kcal/mol. 

en posiciones que tienen <6 hits en la filogenia y que tienen un índice de conservación <20% o >80%, 

o en posiciones no estables. De las 877 mutaciones detectadas, 251 (28,62%) se localizan en 108 

posiciones estables: 12 (4,78%) se detectan en 4 posiciones correspondientes a la región control y 239 

(95,22%) se detectan en 104 posiciones correspondientes a la región codificante. De éstas últimas, 52 

mutaciones (21,76%) fueron localizadas en 11 posiciones que codifican para RNAs y 187 (78,24%) en 

93 posiciones que codifican para proteínas de la cadena respiratoria (Figura 25; Tabla 6 del Anexo III). 

Respecto a las 251 mutaciones en homoplasmia localizadas en posiciones estables, en la figura 26 

se describe gráficamente su localización dentro del genoma mitocondrial y su frecuencia. De las 251 

mutaciones, únicamente la mutación T10057C que codifica para el RNAt glicina y se detecta con una 

frecuencia de 1 individuo está, a su vez, sobrerrepresentada en el estudio respecto a la población 

general, aunque dicha variante es muy infrecuente en la población general (véase Tabla 39).
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De las 187 mutaciones detectadas en 93 posiciones estables que codifican para proteínas de la cadena 

respiratoria, 30 (16,04%) son mutaciones no sinónimas, es decir, que dan lugar a cambio a nivel 

aminoacídico (Figura 25). De estas mutaciones se observó que únicamente 2 [A3721G (ND1) y G9145A 

(ATP6)] muestran valores de patogenicidad MutPred2 >0,5, indicando que probablemente tengan un 

efecto deletéreo. 

Para las 52 mutaciones detectadas en 11 posiciones estables que corresponden a RNAs se llevó a cabo 

la predicción de las estructuras secundarias. Únicamente 4 mutaciones [G1018A (RNAr 12S), T1850C 

(RNAr 16S), G5780A (RNAt cisteína) y T10057C (RNAt glicina)] presentan variación a nivel de entropía 

(Figura 27) y 3 mutaciones [C739T (RNAr 12S) y T1243C (RNAr 12S) en 2 individuos] variación a nivel 

tanto estructural como de entropía (Figura 28). 
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b) Mutación T1850C (RNAr 16S): cambios a nivel de entropía.  
‐ Energía libre RNAr 16S: ‐336,35 kcal/mol. 
‐ Energía libre RNAr 16S con la mutación T1850C: ‐335,32 kcal/mol.  

  a) Mutación G1018A (RNAr 12S): cambios a nivel de entropía. 
       - Energía libre RNAr 12S: -213,14 kcal/mol.
       - Energía libre RNAr 12S con la mutación G1018A: -212,91 kcal/mol.
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c) Mutación G5780A (RNAt cisteína): cambios a nivel de entropía.  
‐ Energía libre RNAt cisteína: ‐16,98 kcal/mol.   

  b) Mutación T1850C (RNAr 16S): cambios a nivel de entropía. 
       - Energía libre RNAr 16S: -336,35 kcal/mol.
       - Energía libre RNAr 16S con la mutación T1850C: -335,32 kcal/mol. 
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  c) Mutación G5780A (RNAt cisteína): cambios a nivel de entropía. 
       - Energía libre RNAt cisteína: -16,98 kcal/mol. 
       - Energía libre RNAt cisteína con la mutación G5780A: -17,20 kcal/mol.

  d) Mutación T10057C (RNAt glicina): cambios a nivel de entropía. 
       - Energía libre RNAt glicina: -9,12 kcal/mol.  
       - Energía libre RNAt glicina con la mutación T10057C: -8,55 kcal/mol.  

109 
 

‐ Energía libre RNAt cisteína con la mutación G5780A: ‐17,20 kcal/mol.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

d) Mutación T10057C (RNAt glicina): cambios a nivel de entropía.  
‐ Energía libre RNAt glicina: ‐9,12 kcal/mol.   
‐ Energía libre RNAt glicina con la mutación T10057C: ‐8,55 kcal/mol.   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Mutaciones en homoplasmia  localizadas en posiciones estables que dan cambios a nivel de 
entropía. a) Mutación G1018A (RNAr 12S); b) T1850C (RNAr 16S); c) G5780A (RNAt cisteína); d) T10057C 
(RNAt glicina).  

a) Mutación C739T (RNAr 12S): cambios a nivel estructural y de entropía.   109 
 

‐ Energía libre RNAt cisteína con la mutación G5780A: ‐17,20 kcal/mol.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

d) Mutación T10057C (RNAt glicina): cambios a nivel de entropía.  
‐ Energía libre RNAt glicina: ‐9,12 kcal/mol.   
‐ Energía libre RNAt glicina con la mutación T10057C: ‐8,55 kcal/mol.   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Mutaciones en homoplasmia  localizadas en posiciones estables que dan cambios a nivel de 
entropía. a) Mutación G1018A (RNAr 12S); b) T1850C (RNAr 16S); c) G5780A (RNAt cisteína); d) T10057C 
(RNAt glicina).  

a) Mutación C739T (RNAr 12S): cambios a nivel estructural y de entropía.  

Figura 27. Mutaciones en homoplasmia localizadas en posiciones estables que dan cambios a nivel de entropía. a) 
Mutación G1018A (RNAr 12S); b) T1850C (RNAr 16S); c) G5780A (RNAt cisteína); d) T10057C (RNAt glicina). 
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  a) Mutación C739T (RNAr 12S): cambios a nivel estructural y de entropía. 
       - Energía libre RNAr 12S: -213,14 kcal/mol.  
       - Energía libre RNAr 12S con la mutación C739T: -213,77 kcal/mol. 
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a) Mutación C739T (RNAr 12S): cambios a nivel estructural y de entropía.  
‐ Energía libre RNAr 12S: ‐213,14 kcal/mol.   
‐ Energía libre RNAr 12S con la mutación C739T: ‐213,77 kcal/mol.  
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  b) Mutación T1243C (RNAr 12S): cambios a nivel estructural y de entropía. 
       - Energía libre RNAr 12S: -213,14 kcal/mol. 
       - Energía libre RNAr 12S con la mutación T1243C: -212,36 kcal/mol.
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b) Mutación T1243C (RNAr 12S): cambios a nivel estructural y de entropía.  
‐ Energía libre RNAr 12S: ‐213,14 kcal/mol.  
‐ Energía libre RNAr 12S con la mutación T1243C: ‐212,36 kcal/mol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Mutaciones en homoplasmia localizadas en posiciones estables que dan cambios tanto a nivel 
estructural como de entropía. a) Mutación C739T (RNAr 12S); b) T1243C (RNAr 12S).  

Figura 28. Mutaciones en homoplasmia localizadas en posiciones estables que dan cambios tanto a nivel estructural 
como de entropía. a) Mutación C739T (RNAr 12S); b) T1243C (RNAr 12S). 
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6.1.4. Análisis de mutaciones en heteroplasmia 

En la figura 29 se observa la distribución de las heteroplasmias detectadas en el tejido tumoral en los 

pacientes estudiados, tanto a nivel germinal como somático. Así, 24 pacientes (75%) presentan alguna 

mutación en heteroplasmia, mientras que los 8 restantes (25%) no presentan ninguna mutación en 

heteroplasmia. 

Figura 29. Distribución de las heteroplasmias detectadas (germinales y somáticas) en las muestras de los 32 pacientes 
analizados. 

Figura 30. Porcentaje de heteroplasmias germinales y somáticas detectadas en el presente estudio y en individuos 
que no padecen cáncer. *Muestras de tejido cerebral de individuos que no padecen cáncer. Datos reportados por Li 
et al. 2015 (niveles de heteroplasmia ≥3%) y clasificados por Ramos et al. (2016). 
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Figura 29. Distribución de las heteroplasmias detectadas (germinales y somáticas) en las muestras de los 
32 pacientes analizados.  

Atendiendo al porcentaje de individuos con heteroplasmia, los resultados muestran un aumento 

significativo de  individuos heteroplásmicos afectos de glioma respecto a  los que no padecen 

cáncer  (p<0,05; OR:  2,836;  95%  IC  2,48‐3,24).  Asimismo,  se  detecta  que  la  gran mayoría  de 

heteroplasmias  detectadas  en  la  población  que  no  padece  cáncer  son  de  origen  germinal 

(93,42%; IC 95% 90,5‐95,5), mientras que en los individuos afectos de glioma se observa que la 

frecuencia de heteroplasmias somáticas es superior a la de las germinales (58,7%; IC 95% 44,3‐

71,7) (Figura 30).  

 

 

 

 

Figura 30. Porcentaje de heteroplasmias germinales y somáticas detectadas en el presente estudio y en 
individuos que no padecen cáncer. *Muestras de tejido cerebral de individuos que no padecen cáncer. 
Datos reportados por Li et al. 2015 (niveles de heteroplasmia ≥3%) y clasificados por Ramos et al. (2016).  
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Figura 30. Porcentaje de heteroplasmias germinales y somáticas detectadas en el presente estudio y en 
individuos que no padecen cáncer. *Muestras de tejido cerebral de individuos que no padecen cáncer. 
Datos reportados por Li et al. 2015 (niveles de heteroplasmia ≥3%) y clasificados por Ramos et al. (2016).  

Atendiendo al porcentaje de individuos con heteroplasmia, los resultados muestran un aumento 

significativo de individuos heteroplásmicos afectos de glioma (75%) respecto a los que no padecen 

cáncer (60,53%) (p<0,05; OR: 2,836; 95% IC 2,48-3,24). Asimismo, se observa que la gran mayoría 

de heteroplasmias detectadas en la población que no padece cáncer son de origen germinal (93,42%; 

IC 95% 90,5-95,5), mientras que en los individuos afectos de glioma se observa que la frecuencia de 

heteroplasmias somáticas es superior a la de las germinales (58,7%; IC 95% 44,3-71,7) (Figura 30). 
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Por último, diferenciando los tumores más agresivos –grado de malignidad IV (N=17)– y menos 

agresivos –grado de malignidad II y III (N=15)–, el porcentaje de mutaciones germinales difiere en 

ambos grupos, siendo en los tumores menos agresivos del 36,84% y en los más agresivos del 63,16%. 

Por el contrario, en relación a las heteroplasmias somáticas, el porcentaje detectado en los tumores 

menos agresivos es 81,48% y en los más agresivos 18,52%.  

Distribución de las mutaciones en heteroplasmia a lo largo de genoma mitocondrial 

Se han detectado un total de 46 mutaciones en heteroplasmia. En la tabla 40 se representa su 

distribución en las distintas regiones del genoma mitocondrial, así como la ratio de mutaciones 

por par de bases detectada en cada región. Únicamente se detecta una mayor ratio de mutaciones 

en la región control respecto a la región codificante (Z= 6,156; p<0,0001; Corrección Bonferroni 

p<0,0042). 

Tabla 40. Distribución de las mutaciones en heteroplasmia detectadas en el estudio. Cálculo de la ratio de mutaciones 
por par de bases (mutaciones/pb región mitocondrial). pb: pares de bases. 

Región mitocondrial
Nº mutaciones en 

heteroplasmia 
N=46

Tamaño de la región (pb) Mutaciones/pb

Región control 14 1180 0,012
HVRI 5 360 0,014
HVRII 6 316 0,019
HVRIII 1 137 0,007

Región Codificante 32 15389 0,002
RNAs 10 4021 0,002
RNAr 10 2513 0,004
12S 4 954 0,004
16S 6 1559 0,004

Subunidades de la cadena 
respiratoria 22 11395 0,002

Complejo I 12 6356 0,002
Complejo III 3 1141 0,003
Complejo IV 4 3010 0,001
Complejo V 3 888 0,003
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133 
 

tanto en el  tejido tumoral  como sanguíneo–. En el  caso de  las heteroplasmias somáticas, 14 

(51,85%) se localizan en 14 posiciones estables: 1 (7,14%) en la región control y las 13 restantes 

(92,86%) en 13 posiciones de la región codificante. Dé éstas últimas, 4 heteroplasmias (30,77%) 

se localizan en 4 posiciones que codifican para RNAs y 9 heteroplasmias (69,23%) en 9 posiciones 

que  codifican  para  proteínas  de  la  cadena  respiratoria.  En  relación  a  las  heteroplasmias 

germinales, 9 (47,37%) se localizan en 8 posiciones estables, todas ellas de la región codificante. 

De éstas, 1 heteroplasmia (11,11%) se  localiza en una posición que codifica para RNA y  las 8 

restantes (88,89%) en 7 posiciones que codifican para proteínas de la cadena respiratoria (Figura 

31; Tabla 7 del Anexo III).  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 31. Esquema de las mutaciones detectadas en heteroplasmia a lo largo del genoma mitocondrial (región 
control, RNAs y genes que codifican para proteínas de la cadena respiratoria, tanto a nivel somática como germinal. 
Del mismo modo que en el caso de las mutaciones en homoplasmia, se consideran posiciones estables cuando tienen 
<6 hits en la filogenia y con un índice de conservación <20% o >80%.   

Mutaciones en heteroplasmia detectadas en posiciones estables 

En la figura 31 se esquematiza la distribución de las mutaciones en heteroplasmia en las distintas 

regiones del genoma mitocondrial, teniendo en cuenta si se localizan en posiciones estables o no 
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Figura 32. Gráfico que muestra la localización de las mutaciones en heteroplasmia detectadas en posiciones estables 
(<6 hits en la filogenia y que tienen un índice de conservación <20% o >80%) (N=23). Únicamente la heteroplasmia 
4157W se detecta con una frecuencia >1 individuo.  
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De éstas, 1 heteroplasmia (11,11%) se  localiza en una posición que codifica para RNA y  las 8 

restantes (88,89%) en 7 posiciones que codifican para proteínas de la cadena respiratoria (Figura 

31; Anexo III, Tabla 7).  
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Figura  32.  Gráfico  que  muestra  la  localización  de  las  mutaciones  en  heteroplasmia  detectadas  en 
posiciones estables (<6 hits en la filogenia y que tienen un índice de conservación <20% o >80%) (N=23). 
Únicamente la heteroplasmia 4157W se detecta con una frecuencia >1 individuo.   

De  las  9  heteroplasmias  somáticas  detectadas  en  9  posiciones  estables  que  codifican  para 

proteínas de la cadena respiratoria, 6 (66,67%) son mutaciones no sinónimas (Figura 31). Para 

estas heteroplasmias, los valores de Mutpred2 (valores >0,5) determinan que 4 de ellas [3958R 

(3,24%) (ND1); 4807C (40,32%) (ND2); 11585W (5,75%) (ND4); 12746C (14,47%) (ND5)] pueden 

tener un efecto deletéreo. Asimismo, para las 4 heteroplasmias localizadas en posiciones que 

codifican para RNAr, únicamente  la mutación 2449R  (5,46%)  (RNAr 16S) presenta  cambios a 

estables. De las 46 heteroplasmias, 27 (58,7%) heteroplasmias son somáticas –se han detectado 

únicamente en el tejido tumoral–, y 19 (41,3%) son germinales –se han detectado tanto en el tejido 

tumoral como sanguíneo–. En el caso de las heteroplasmias somáticas, 14 (51,85%) se localizan en 

14 posiciones estables: 1 (7,14%) en la región control y las 13 restantes (92,86%) en 13 posiciones 

de la región codificante. Dé éstas últimas, 4 heteroplasmias (30,77%) se localizan en 4 posiciones 

que codifican para RNAs y 9 heteroplasmias (69,23%) en 9 posiciones que codifican para proteínas 

de la cadena respiratoria. En relación a las heteroplasmias germinales, 9 (47,37%) se localizan en 

8 posiciones estables, todas ellas de la región codificante. De éstas, 1 heteroplasmia (11,11%) se localiza 

en una posición que codifica para RNA y las 8 restantes (88,89%) en 7 posiciones que codifican para 

proteínas de la cadena respiratoria (Figura 31; Tabla 7 del Anexo III). 

Respecto a las 23 mutaciones en heteroplasmias localizadas en posiciones estables, en la figura 32 se 

describe gráficamente su localización dentro del genoma mitocondrial y su frecuencia. 
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De las 9 heteroplasmias somáticas detectadas en 9 posiciones estables que codifican para proteínas de la 

cadena respiratoria, 6 (66,67%) son mutaciones no sinónimas (Figura 31). Para estas heteroplasmias, 

los valores de Mutpred2 (valores >0,5) determinan que 4 de ellas [3958R (3,24%) (ND1); 4807C 

(40,32%) (ND2); 11585W (5,75%) (ND4); 12746C (14,47%) (ND5)] pueden tener un efecto deletéreo. 

Asimismo, para las 4 heteroplasmias localizadas en posiciones que codifican para RNAr, únicamente 

la mutación 2449R (5,46%) (RNAr 16S) presenta cambios a nivel tanto estructural como de entropía 

en la predicción de sus estructuras secundarias (Figura 33). 

Del mismo modo, de las 8 heteroplasmias germinales detectadas en 7 posiciones estables que 

codifican para proteínas de la cadena respiratoria, 5 (62,5%) son mutaciones no sinónimas. Para estas 

heteroplasmias, los valores de Mutpred2 (valores >0,5) determinan que únicamente la heteroplasmia 

9361Y (1,16% en tumor y 3,97% en sangre) (CO3) puede tener un efecto deletéreo. Respecto a la 

heteroplasmia 1767R (2,44% en tumor y 13,5% en sangre) (RNAr 16S) localizada en una posición que 

codifica para RNAr, la predicción de su estructura secundaria determina una variación tanto a nivel 

estructural como de entropía en la predicción de sus estructuras secundarias (Figura 34). 
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Figura 33. Cambios a nivel estructural y de entropía del RNAr 16S con la heteroplasmia somática 2449R 
(5,46%).  Energía  libre  RNAr  16S:  ‐336,35 kcal/mol;  Energía  libre  RNA  16S  con  la  mutación  2449R:  ‐
332,06 kcal/mol.  

 

 

 

Figura 33. Cambios a nivel estructural y de entropía del RNAr 16S con la heteroplasmia somática 2449R (5,46%). 
Energía libre RNAr 16S: -336,35 kcal/mol; Energía libre RNA 16S con la mutación 2449R: -332,06 kcal/mol. 
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Figura 34. Cambios a nivel estructural y de entropía del RNAr 16S con la heteroplasmia germinal 1767R (2,44% en 
tumor y 13,5% en sangre). Energía libre RNAr 16S: -336,35 kcal/mol; Energía libre RNA 16S con la mutación 1767R: 
-331,81 kcal/mol. 
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Figura 33. Cambios a nivel estructural y de entropía del RNAr 16S con la heteroplasmia somática 2449R 
(5,46%).  Energía  libre  RNAr  16S:  ‐336,35 kcal/mol;  Energía  libre  RNA  16S  con  la  mutación  2449R:  ‐
332,06 kcal/mol.  
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6.2. DISCUSIÓN 

6.2.1. Asociación de haplogrupos mitocondriales y el riesgo de sufrir glioma 

La función mitocondrial presenta cambios interindividuales debido a las variantes presentes en el 

DNAmt. Entre estas variantes, determinados polimorfismos adaptativos que se han acumulado por 

el efecto de la selección positiva a lo largo del tiempo, debido a que conferían cierta ventaja evolutiva 

para la adaptación ambiental de las poblaciones humanas, pueden, a su vez, predisponer al desarrollo 

ciertas patologías (Wallace 2013). En este sentido, y tal y como se ha comentado anteriormente, 

existen varios estudios que relacionan haplogrupos mitocondriales con la predisposición a sufrir 

determinados tipos de cáncer (véase apartado 1.2.1, Tabla 3). No obstante, hasta la fecha, no se ha 

publicado ningún estudio de asociación entre haplogrupos mitocondriales y el riesgo de sufrir glioma, 

siendo por tanto el presente estudio el primero de este tipo. 

En la presente tesis se describe una asociación entre el haplogrupo J y el aumento del riesgo de sufrir 

glioma, observándose un aumento significativo de la frecuencia de individuos pertenecientes a este 

haplogrupo respecto a la población general. Los estudios anteriormente publicados (Gasparre et al. 

2007; Vega et al. 2004; Vidone et al. 2015), en los que se asigna a los individuos afectos de glioma su 

haplogrupo mitocondrial correspondiente, no se han centrado en analizar posibles asociaciones. Sin 

embargo, un reanálisis de estos trabajos ha permitido verificar que se detecta la misma tendencia 

encontrada en el presente estudio, es decir, un aumento en la frecuencia de individuos afectos de 

glioma pertenecientes al haplogrupo J respecto de la población general, aunque en ninguno de ellos 

esta tendencia es significativa. Ahora bien, combinando nuestro estudio con otros ya realizados a 

nivel europeo, se ha podido determinar que el haplogrupo J podría predisponer a sufrir glioma, de 

manera que los individuos pertenecientes a este haplogrupo tendrían un riesgo superior a los de otros 

haplogrupos de padecer esta enfermedad (OR: 2,407; 95% IC 1,538-3,764). Teniendo en cuenta estos 

resultados, cabe la posibilidad de que dicho haplogrupo favorezca el desarrollo del glioma. Varios 

estudios han asociado la frecuencia más alta del haplogrupo J caucásico en las regiones del norte de 

Europa con la adaptación a ambientes fríos (Ruiz-Pesini et al. 2004). Este haplogrupo se caracteriza por 

la acumulación preferencial de mutaciones no sinónimas que producen cambios a nivel aminoacídico 

en los complejos I (NADH) y III (CYB) de la cadena de transporte de electrones: T4216C (Y304H) (ND1), 

A10398G (T114A) (ND3), G13708GA (A458T) (ND5) y C15452A (L236I) (CYB) (Mishmar et al. 2003; 

Pierron et al. 2011). Esto permitiría un desacoplamiento de la cadena respiratoria y permitiría producir 

más calor a cambio de generar menos ATP. El hecho de producir menos ATP puede disminuir la 
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producción de ROS generado por el incremento de oxidación de la cadena de transporte de electrones, 

reduciendo así el daño oxidativo (menor cantidad de ROS) y, por lo tanto, el riesgo de provocar apoptosis 

(Ruiz-Pesini et al. 2004). Este efecto permitiría que el haplogrupo J tuviera un efecto protector frente 

a determinadas enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson (van der Walt et al. 2003), ya 

que se conoce que el estrés oxidativo con el tiempo puede provocar la degeneración de neuronas y 

la acumulación de proteínas fibrilares (Betarbet et al. 2000; Sherer et al. 2002; van der Walt et al. 

2003) y estaría relacionado con una mayor longevidad respecto a la población (Rea et al. 2013). Sin 

embargo, dicha propiedad también se podría relacionar con el proceso tumoral, dado que, a medida 

que el proceso tumoral avanza, un incremento desproporcionado de ROS intracelular podría dañar 

a la célula y conducir a un proceso de apoptosis (Liou and Storz 2010). Ante esta situación, la célula 

tumoral reduce la generación de ROS gracias a una rápida respuesta antioxidante, a fin de mantener la 

integridad del genoma mitocondrial, evitando el proceso de apoptosis y permitiendo así que el proceso 

tumoral pueda avanzar (Seoane et al. 2011; Soon et al. 2017). En este sentido, la generación de una 

menor cantidad de ROS por parte de este haplogrupo permitiría que los propios agentes antioxidantes 

de las células tumorales eliminen con mayor facilidad dicha cantidad de ROS, evitando así entrar en 

apoptosis (Liou and Storz 2010). Este hecho, a su vez, explicaría que el tumor pudiera progresar a 

grados de mayor malignidad, tal y como se ha hallado por primera vez en el presente estudio, en el 

que se observa una sobrerrepresentación significativa de individuos pertenecientes al haplogrupo J 

con glioma con grado de malignidad IV. Así pues dicho haplogrupo parece contar con determinadas 

variantes mitocondriales que podrían propiciar un ambiente favorable para el desarrollo del glioma. 

Bajo esta misma línea, los resultados obtenidos respecto al haplogrupo T muestran que, aunque el aumento 

de la frecuencia de individuos con haplogrupo T en el presente estudio no es significativo, sí se detecta la 

misma tendencia observada en otros trabajos (Gasparre et al. 2007; Vega et al. 2004; Vidone et al. 2015). 

Tal y como sucede con el haplogrupo J, los resultados a nivel europeo combinando nuestro estudio con 

todos los ya realizados demuestran que también el haplogrupo T proporcionaría cierto riesgo a sufrir 

glioma (OR: 1,817; 95% IC 1,176-2,806). Varios estudios han asociado el haplogrupo T con el riesgo de 

sufrir varias patologías tales como la astenozoospermia (Ruiz-Pesini et al. 2000), la arteriopatía coronaria 

y retinopatía diabética (Kofler et al. 2009), la obesidad (Ebner et al. 2015)o el cáncer colorrectal (Li et al. 

2015b). Sin embargo, del mismo modo que sucede con el haplogrupo J, no se ha hallado ningún estudio que 

relacione el haplogrupo T con el riesgo de sufrir este tipo de cáncer.

Se conoce que el haplogrupo T deriva del haplogrupo JT, de manera que comparte determinadas 

mutaciones con el haplogrupo J [T4216C (ND1), A11251G (ND4) y C15452A (CYB)]. Tal y como se ha 
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comentado para el haplogrupo J, 2 de estas mutaciones dan lugar a cambios a nivel aminoacídico 

[T4216C (Y304H) (ND1) y C15452A (L236I) (CYB)], de forma que el haplogrupo T también tendría 

una menor eficiencia energética debido a la presencia de estos polimorfismos que provocan el 

desacoplamiento parcial de la cadena respiratoria, produciendo así una menor cantidad de ROS y 

una menor susceptibilidad al estrés oxidativo (Aldamiz-Echevarria et al. 2019; Arning et al. 2010; 

Mueller et al. 2012). Además, el haplogrupo T posee la mutación no sinónima A4917G (N150D), que se 

caracteriza por ser un polimorfismo localizado en una posición altamente conservada del gen ND2 y 

que confiere una ventaja adaptativa ambiental a los portadores de dicho haplogrupo (Ruiz-Pesini et 

al. 2004; Wallace 2005). Esta mutación podría, por lo tanto, contribuir al desacoplamiento de OXPHOS 

y a la disminución en la generación de ROS. 

Respecto al grado de malignidad tumoral, como se ha mencionado anteriormente, el haplogrupo J 

podría generar un ambiente favorable para que el tumor pueda ir desarrollándose y alcanzar un mayor 

grado de malignidad. Por otro lado, en relación a los resultados obtenidos respecto al haplogrupo H, 

que presenta una frecuencia en pacientes de glioma similar a la de la población general, se observa 

una tendencia negativa en relación a la malignidad tumoral, existiendo una subrepresentación 

significativa de individuos con grado de malignidad tumoral IV respecto de la población general y 

una sobrerrepresentación de tumores de grado II respecto a los de grado IV. Se considera que las 

mutaciones mitocondriales que definen el haplogrupo H pueden provocar la generación de una mayor 

cantidad de ROS (Martinez-Redondo et al. 2010), al contrario que los individuos con haplogrupo J 

y T. La gran cantidad de ROS generada por dicho haplogrupo podría obstaculizar al tumor el poder 

eliminar por sí mismo todo el ROS generado y, por lo tanto, tener mayores problemas para poder 

progresar. Así pues, se puede considerar que los individuos con haplogrupo H podrían tener cierta 

ventaja para evitar la progresión del tumor cerebral a grados de mayor malignidad. En este sentido, 

Liou and Storz (2010) consideran que un aumento de ROS intracelular puede inducir la detención del 

ciclo celular de las células cancerígenas, la senescencia y la apoptosis a partir del agotamiento de los 

agentes antioxidantes de las células tumorales o la generación de ROS por parte de las células sanas. 

Esto, por lo tanto, se correlacionaría con las propiedades de los individuos del haplogrupo H y los 

resultados obtenidos en el presente estudio. 

6.2.2. Distribución de las mutaciones a lo largo del genoma mitocondrial 

Los resultados del presente estudio muestran diferencias en el patrón de distribución de las mutaciones 

entre los pacientes que sufren glioma y la población general, detectando una sobrerrepresentación de 
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mutaciones en las regiones RNAr 12S y el Complejo V, y subrepresentación en las regiones HVRI y el 

Complejo IV. Ante estos resultados, cabe resaltar varios aspectos. Por un lado, es destacable el hecho de 

que no haya una sobrerrepresentación de mutaciones en los Complejos I y III en las muestras de glioma, 

puesto que dichos complejos son los que generan una mayor producción de ROS, debido a una mayor 

fuga de electrones durante el proceso de OXPHOS (Bottje 2018). Por otro lado, la sobrerrepresentación 

de mutaciones en los RNAs 12S podría estar relacionado con alteraciones en la función de los MOTS-c, 

péptidos que son codificados por este gen ribosomal y que regulan el metabolismo energético, 

estimulando la absorción y utilización de la glucosa e inhibiendo la respiración oxidativa (Yang et al. 

2019). 

Basándonos únicamente en las mutaciones en homoplasmia de nuestro estudio, también se ha detectado 

que las mutaciones se distribuyen de forma diferencial en determinadas regiones mitocondriales. Por 

un lado, la región control es la que tiene una ratio de mutaciones mayor respecto a la región codificante, 

considerándose una de las regiones más susceptibles de sufrir mutaciones en cáncer (Iommarini 

et al. 2013; Lloyd et al. 2015). Además, aunque se considera que la tasa de sustitución de la HVRI es 

hasta 2 veces superior a la observada en la HVRII debido principalmente a la elevada frecuencia de 

transiciones pirimidina-pirimidina, en la presente tesis se detecta una ratio de mutaciones superior 

en la HVRII. Este resultado se asemeja al descrito en otros estudios basados en cáncer donde también 

detectan una frecuencia de mutaciones superior en la HVRII respecto a la HVRI (Shu et al. 2019). No 

obstante, se ha de tener en cuenta que las mutaciones A73G (HVRII) y A263G (HVRII) se detectan en 

21 y 32 individuos, respectivamente, de manera que el 46,09% de las mutaciones detectadas en esta 

región se explicaría únicamente con estos 2 polimorfismos asociados a haplogrupo. Esto mismo es 

lo que sucede si se comparan los complejos de la cadena respiratoria. Aunque el complejo III (CYB) 

y el complejo V (ATP) son las regiones donde se detecta una ratio de mutaciones superior al resto de 

complejos, en ambas regiones se detectan variantes con una frecuencia muy elevada dentro del estudio. 

Por un lado, en el complejo III, el 65,66% de las mutaciones detectadas se debe a 3 polimorfismos no 

sinónimos asociados a haplogrupo: C14766T (T7I) en 21 individuos, A15326G (T194A) en 32 individuos 

y C15452A (L236I) en 12 individuos. Asimismo, en los presentes resultados se muestra que 32 de las 

49 mutaciones (65,31%) detectadas en el complejo V, concretamente en el gen ATP6, corresponden 

al polimorfismo A8860G (T112A) que está presente en todos los haplogrupos detectados en los 32 

individuos del estudio. Resultados similares se han encontrado en diversos tipos de cáncer como el 

colorrectal, el de mama o de ovario donde aparece este mismo polimorfismo en un porcentaje muy 

elevado de individuos (75-100%) (Aikhionbare et al. 2004; Aikhionbare et al. 2007; Ghaffarpour et 

al. 2014; Mehrabi et al. 2010), así como en enfermedades como Alzheimer, trastorno bipolar o LHON 
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(Fauser et al. 2002; Kirk et al. 1999; Mostafaie et al. 2004). Además, el gen ATP6 es el más variable 

dentro del genoma mitocondrial humano (Mishmar et al. 2003) y en el que se encuentra un exceso 

de polimorfismos no sinónimos tanto asociados como no asociados a haplogrupo (Elson et al. 2004). 

Por el contrario, el complejo IV (CO) tiene una ratio de mutaciones menor respecto al resto de complejos. 

Existen varios estudios basados en las mutaciones de tumores a nivel somático donde describen 

también una ratio de mutaciones inferiores en esta región. Por ejemplo, Pereira et al. (2012) describen 

una frecuencia significativamente menor de mutaciones en el gen CO3 en tumores oncocíticos, y 

determina una cierta protección del gen CO1 a sufrir mutaciones, mientras que Stafford and Quin 

(2010) consideran que los tumores podrían tener cierta dependencia a la actividad del complejo IV o, 

concretamente, a la función del gen CO1 para poder progresar debido a que se ha detectado selección 

negativa más fuerte para este gen. 

Respecto a los RNAs, se detecta una ratio de mutaciones mayor en la región del RNAr 12S. Del mismo 

modo que se ha comentado anteriormente, se puede observar que las mutaciones A750G y A1438G se 

detectan en el 100% de los individuos y son definitorias de haplogrupo en todos los casos, de manera 

que el 80% de las mutaciones vienen dadas por estos 2 polimorfismos localizados en los 32 individuos. 

Por el contrario, los RNAt tienen una ratio de mutaciones menor, obteniendo un resultado similar al 

descrito en un estudio a nivel tumoral de mutaciones somáticas, donde describe también una ratio más 

baja y sugiriendo una posible restricción por selección negativa en las regiones de RNAt (Li et al. 2017).  

6.2.3. Mutaciones detectadas en pacientes afectos de glioma 

Los presentes resultados muestran que la mayoría de las mutaciones que se detectan son de origen 

germinal (95,02%) y muy pocas mutaciones son de origen somático (4,98%). Respecto a estas últimas, 

del total de mutaciones localizadas en genes que codifican proteínas de la cadena respiratoria, el 

75% son mutaciones que producen un cambio de aminoácido. Este resultado hace que se considere el 

hecho de que estas mutaciones somáticas pueden generar alteraciones funcionales en la mitocondria 

que proporcionarían cierta ventaja para el desarrollo tumoral. Sin embargo, todas las mutaciones 

somáticas detectadas en el estudio se detectan en heteroplasmia. Teniendo en cuenta que el defecto 

bioenergético se agrava a medida que la población de DNAmt mutado respecto al DNAmt de tipo 

salvaje aumenta (Wallace and Chalkia 2013), se considera un valor umbral mínimo de 60% para que 

se pueda considerar que la mutación pueda tener cierto impacto funcional (Tuppen et al. 2010). En los 

resultados obtenidos, únicamente 2 mutaciones [4807C (F113S) (ND2) y 12746C (L137P) (ND5)] pueden 
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tener efecto patogénico y superan el valor umbral mínimo establecido para considerar que ambas 

pueden contribuir al desarrollo de la enfermedad (60% y 85,53%, respectivamente). Ahora bien, dicho 

umbral puede variar según la mutación y el tejido, de manera que los tejidos que dependen altamente 

del metabolismo OXPHOS podrían presentar afectación a niveles de heteroplasmia menores que los 

tejidos menos dependientes (Tuppen et al. 2010). Es ampliamente conocido que el tejido cerebral es 

uno de los tejidos que requiere una mayor demanda energética –el cerebro representa sólo un 2% de 

la masa corporal y consume hasta el 20% del oxígeno (Wallace 2013)–. Además, es uno de los más 

susceptibles a los efectos del ROS debido a su alta actividad metabólica y la relativa baja capacidad de 

regeneración celular (Rinaldi et al. 2016). Así, aunque en el presente trabajo el nivel de heteroplasmia 

en las muestras tumorales sea bajo en la mayoría de casos –15 de las 27 mutaciones (55,56%) no 

superan el 10% de heteroplasmia– podría ser que alguna de estas mutaciones tenga relevancia en la 

enfermedad, aunque el nivel de DNAmt mutado no supere el umbral mínimo establecido para tener 

consecuencias a nivel fenotípico. Por otro lado, cabe considerar que el porcentaje de DNAmt mutado 

detectado puede variar según la zona del tejido seleccionado para el análisis, y que, por lo tanto, los 

niveles de heteroplasmia reportados sean aproximados. 

Existen numerosos estudios que describen mutaciones somáticas en cáncer que se han llegado a fijar 

en el genoma mitocondrial (véase 1.2.1, Tabla 2), indicando que ciertas mutaciones con impacto a 

nivel aminoacídico pueden conferir cierta ventaja para el desarrollo tumoral. Estas mutaciones, que 

aparecerían inicialmente en un estado de heteroplasmia, pueden llegar a fijarse dentro del genoma 

mitocondrial a partir de una posible actuación de la selección positiva (Li et al. 2018; McMahon and 

LaFramboise 2014) o bien, de la relajación de la selección negativa (Stafford and Chen-Quin 2010). 

No obstante, otros autores consideran que no hay necesidad de que haya una ventaja fisiológica o 

que exista un papel relevante de las mutaciones mitocondriales en la aparición o el desarrollo del 

tumor, y que no habría necesidad de la actuación de la selección para estas mutaciones, sino que 

se fijarían por efecto de la deriva genética (Coller et al. 2001; Chinnery et al. 2002; Jones et al. 2001; 

Vega et al. 2004). Ahora bien, es llamativo que, en el presente estudio, el 100% de las mutaciones 

somáticas están en heteroplasmia. Este resultado podría ser debido a diferentes motivos. Por un lado, 

aunque se ha descrito que gran parte de las mutaciones somáticas en homoplasmia se detectan en 

los últimos estadios del tumor (Park et al. 2009), el tiempo transcurrido para que estas mutaciones 

que pueden ayudar a la proliferación tumoral se fijen, podría no haber sido suficiente en este caso. 

De hecho, algunas de estas heteroplasmias somáticas sí se han detectado en homoplasmia en otros 

estudios basados en cáncer, como la mutación T16093C en cáncer de mama y próstata (Brandon et al. 

2006; Chen et al. 2002; Parrella et al. 2001) y la mutación T16519C en cáncer de gástrico, de ovario, 
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de próstata y de pulmón (Bragoszewski et al. 2008; Brandon et al. 2006; Chen et al. 2002; Fliss et 

al. 2000). Incluso algunas mutaciones como T146C, T152C, A189G, G13135A, T16519C también se han 

detectado como fijadas en otros estudios de glioma (DeHaan et al. 2004; Kirches et al. 2001; Vega et al. 

2004; Vidone et al. 2015). Por otro lado, no se puede obviar el hecho de que la ausencia de mutaciones 

somáticas fijadas en el tumor también podría ser debido a la gran dificultad de seleccionar en nuestras 

muestras exclusivamente tejido tumoral, de manera que es posible que, en determinadas zonas, sobre 

todo en la periferia tumoral, se encuentren tanto células transformadas como no transformadas y 

que se presente así cierta heterogeneidad celular. Del mismo modo, la posibilidad de que haya una 

vascularización del tumor para poder seguir desarrollándose (angiogénesis tumoral) también 

dificultaría una perfecta discriminación y selección de células tumorales. Por último, a esto se puede 

añadir la posible intervención de procesos celulares, como la fusión mitocondrial, para intentar 

corregir problemas generados en determinadas mitocondrias (Martorell 2014).  

Dentro de la variabilidad mitocondrial detectada en las muestras de glioma del presente estudio, 

combinando los distintos análisis realizados, se destacan ciertas mutaciones que pueden tener 

relevancia respecto a su papel dentro del desarrollo tumoral (Tabla 41). De éstas, la gran mayoría se 

detecta en 1 individuo. De hecho, la mayor parte de la sobrerrepresentación de las mutaciones que se 

detectan en el estudio viene dada porque: i) la mayoría de las que son definitorias de haplogrupo son 

un reflejo de la sobrerrepresentación del haplogrupo J (78,16%), o ii) la mayoría de las mutaciones 

que no son definitorias de haplogrupo se detectan únicamente en 1 o 2 individuos (91,3%), pero la 

frecuencia en la que se detectan en la población general es muy baja o incluso 0% en algunos casos. 

De todas las mutaciones descritas, únicamente 3 están sobrerrepresentadas en el presente estudio 

respecto a la población general, de manera que se podría considerar que pueden tener cierta relación 

con la enfermedad. Por un lado, la mutación T146C se ha detectado en 8 pacientes del presente estudio. 

Dicha mutación ha sido descrita en numerosos estudios, incluso en estudios basados en glioma. Vega 

et al. (2004) detectan esta mutación en varios tipos de glioma y otros tumores cerebrales tanto de 

grado de malignidad II como III y IV (astrocitomas de grado II y III, oligoastrocitomas de grado II 

y III, glioblastomas y meningiomas), no obstante, los autores consideran que este polimorfismo, 

que está presente en varios haplogrupos como H, K, J, M y U6 y que tiene una tasa de mutación 30 

veces superior que la región control, considerándose un hotspot mutacional, no conferiría ninguna 

ventaja selectiva y que, por lo tanto, no contribuiría a la carcinogénesis. Ahora bien, otros estudios 

describen que este polimorfismo se detecta con una mayor frecuencia en pacientes con cáncer que en 

los controles. Por ejemplo, Guo et al. (2016) detectan que el cambio T146C constituiría un factor de 
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riesgo para el cáncer de colon. A nivel somático, dicha mutación se ha descrito en varias patologías 

tanto en homoplasmia en cáncer de ovario (Liu et al. 2001) como en heteroplasmia en determinados 

tejidos, como fibroblastos y tejido cerebral en individuos de mayor edad (Attardi 2002; Coskun et al. 

2004; Michikawa et al. 1999), y patologías como cáncer de próstata (Jeronimo et al. 2001), Alzheimer 

(Coskun et al. 2004) u oftalmoplejía (PEO) debida a alteraciones en la DNA polimerasa gamma (POLG) 

(Del Bo et al. 2003). Asimismo, cabe recalcar que esta mutación también se ha detectado en el presente 

estudio como heteroplasmia a nivel somático en un individuo, a un nivel del 50% aproximadamente. 

Si nos centramos en la localización de la posición dentro del genoma mitocondrial, esta mutación se 

sitúa en el origen de replicación de la cadena pesada (OH). Se ha postulado la necesidad de una mayor 

actividad replicativa del DNAmt para la aparición y expansión de mutaciones somáticas y, por lo tanto, 

determinadas mutaciones localizadas en el origen de replicación podrían estar implicadas en procesos 

como el cancerígeno (Zhang et al. 2003). Sin embargo, esta mutación también se ha relacionado con 

la longevidad (Rose et al. 2007) y se ha descrito que mutaciones situadas en el origen de replicación 

pueden provocar un incremento de la replicación del DNAmt para compensar el daño oxidativo 

que se puede ir acumulando con la edad (Zhang et al. 2003). Así pues, el hecho de que una misma 

mutación pueda estar involucrada en procesos tan distintos como la longevidad y el cáncer revela que 

estos procesos comparten muchas características bioquímicas y genéticas, sobre todo relacionadas 

con el metabolismo mitocondrial (Wallace 2005). Por otro lado, la mutación T16325C, detectada en 

3 pacientes afectos de glioma, no ha sido descrita previamente como asociada a otras enfermedades. 

Sin embargo, dicha mutación provoca un reordenamiento conformacional y una reducción de la 

estabilidad en la estructura secundaria de la posición localizada en un punto de unión a la membrana y 

en la 7S DNA, un fragmento corto de DNA que se transcribe a partir de la cadena L parental mientras la 

cadena H se desplaza formando el D-loop (Jemt et al. 2015). La 7S DNA permite abrir la conformación 

del DNAmt, facilitando el acceso a los sitios de unión de proteínas que están involucradas tanto la 

replicación como la transcripción del DNAmt (Nicholls and Minczuk 2014). Tal y como se ha visto en 

los resultados, esta mutación genera cambios importantes en la estructura secundaria, tanto a nivel 

conformacional como de entropía. Además, se localiza entre elementos control (mt3 y mt5) que están 

involucrados en la transcripción mitocondrial (Falah et al. 2017; Suzuki et al. 1991), de manera que la 

mutación T16325C podría alterar dicho proceso. Por último, la sobrerrepresentación de la mutación 

T10057C (RNAt glicina) viene dada porque, aunque la mutación únicamente se detecta en 1 individuo 

en el estudio, la frecuencia en la que se detectan en la población general es muy baja (0,01%). 

Las mutaciones A3721G (T139A) y G9145A (A207T) son las únicas mutaciones germinales en 

homoplasmia, localizadas en posiciones estables de genes que codifican para proteínas de la cadena 
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respiratoria (ND1 y ATP6, respectivamente), que tienen un notable efecto deletéreo. Estas 2 mutaciones, 

detectadas además en tumores más agresivos (grado IV), confieren una carga mutacional elevada (>0,5) 

para los individuos portadores de estas mutaciones (individuos 5 y 19, respectivamente). Este hecho 

sugiere que ambas variantes podrían tener cierta relevancia dentro de la enfermedad, sin embargo, se 

ha comprobado que no existe una sobrerrepresentación de ellas en el estudio, y que este resultado se 

deba probablemente a un efecto aleatorio. Además, no existen muchos estudios que hagan referencia 

a la presencia de estas mutaciones en algún proceso patogénico, y únicamente la mutación G9145A 

se ha descrito en otro estudio en un único paciente con enfermedad hepática colestática con atresia 

biliar (Koh et al. 2018). Asimismo, algunas de las mutaciones germinales en homoplasmia, localizadas 

en posiciones estables de RNAs que dan cambios a nivel de entropía y/o a nivel conformacional, 

han sido descritas anteriormente: la mutación T1243C (RNAr 12S) se ha descrito a nivel somático en 

un estudio de líneas celulares de cáncer de páncreas (Jones et al. 2001), la mutación G1018A se ha 

detectado en determinadas patologías como la pérdida auditiva y la no compactación del ventrículo 

izquierdo (Li et al. 2004b; Tang et al. 2010) y en un individuo con pérdida auditiva y cardiomiopatía 

hipertrófica (Chamkha et al. 2011), y la mutación T1850C se ha detectado en un paciente con LHON 

(Fauser et al. 2002). A su vez, la mutación G5780A se ha considerado patogénica en un estudio donde la 

detectan a nivel germinal en heteroplasmia (92% en tejido muscular y 56% en tejido sanguíneo) en un 

paciente con pérdida auditiva neurosensorial (SNHL) (Lehtonen et al. 2003). A nivel de heteroplasmia, 

únicamente la heteroplasmia somática 3958R (ND1), detectada a un nivel únicamente del 3,24%, ha 

sido descrita en homoplasmia en un paciente con LHON leve (Ji et al. 2016). 

Por último, un 35,29% de las mutaciones que pueden tener relevancia en el estudio están en posiciones 

que codifican para RNAr. Tal y como se ha comentado anteriormente, las mutaciones localizadas en el 

RNAr 12S pueden estar involucradas en alteraciones en los MOTS-s, péptidos que desempeñan un papel 

en el metabolismo celular. Respecto a las mutaciones en posiciones localizadas en el RNAr 16S, se ha de 

considerar que otros péptidos como las humaninas (HN) y pequeños péptidos similares a las humaninas 

(SHLPs) se codifican en este RNAr. Las HN se han relacionado con la neuroprotección y con efectos 

anti-oxidantes y anti-apoptóticos, mientras que los SHLPs se han relacionado con la citoprotección y 

el metabolismo (Yang et al. 2019). Así pues, mutaciones localizadas en los RNAr que pueden tener cierto 

impacto pueden alterar la actividad de estos péptidos dentro del glioma. 
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6.2.4. Carga mutacional 

Si bien los estudios de asociación han sido considerados estudios clásicos para determinar el posible 

papel del DNAmt en enfermedades complejas, en ocasiones estas asociaciones no son detectadas en 

otras cohortes o incluso se descubren nuevas asociaciones con distintos haplogrupos, de manera 

que estos estudios pueden ser controvertidos debido a la baja reproducibilidad de los resultados 

(Salas and Elson 2015; Venter et al. 2017). En este sentido, el análisis basado en el cálculo de la carga 

mutacional permite centrar los estudios en la determinación de si los efectos acumulativos de varias 

mutaciones mitocondriales pueden ser factor de riesgo a nivel individual, generando así nuevos 

modelos de asociación a la vez que se evitan posibles falsos positivos en estudios de asociación a nivel 

de haplogrupo o de posición (Pienaar et al. 2017; Salas and Elson 2015). En el presente estudio, los 

resultados obtenidos muestran que la carga mutacional de los individuos afectos de glioma tiende a ser 

baja y compuesta por variantes comunes en la población general. Sólo 4 individuos tienen una carga 

mutacional relevante, todos ellos con diferentes rangos de edad (de 31 a 71 años), grado de malignidad 

tumoral (II, III y IV en 2 individuos) y haplogrupo (H, J en 2 casos y U). Aunque se podría esperar que 

el número de variantes poco frecuentes en la población general, con elevada carga de patogenicidad, 

fuera común en los pacientes afectos de glioma, o que su carga mutacional fuera significativa, dichos 

factores no parecen tener un papel fundamental en la enfermedad, ni a nivel general ni considerando 

los diferentes grados del tumor. No obstante, aunque la mayoría de individuos cuentan con una carga 

mutacional poco relevante, no se puede obviar el hecho de que una posible acumulación de mutaciones 

con leve carga también podría contribuir, en cierto modo, a la etiología de la enfermedad. Esta teoría 

la propone Vidone et al. (2015) en su estudio basado en glioblastomas. En dicho estudio se detecta 

una baja presencia de mutaciones patogénicas en los genes que codifican para proteínas de la cadena 

respiratoria, pero consideran que la acumulación de mutaciones podría explicar el desarrollo tumoral 

y la flexibilidad metabólica que tienen estos tumores tan agresivos. Asimismo, otro aspecto que se 

debe de valorar es que la carga mutacional seguirá incluyendo marcadores de haplogrupo y que, por lo 

tanto, no está libre del contexto del haplogrupo mitocondrial (Pienaar et al. 2017). 

6.2.5. Implicaciones del DNAmt en el glioma cerebral 

Teniendo en cuenta todo lo expuesto anteriormente, es importante recalcar determinados aspectos 

que pueden respaldar la hipótesis propuesta en el presente estudio. Por un lado, los haplogrupos 

mitocondriales en que sus polimorfismos provocan un desacoplamiento de la cadena respiratoria 

como medida de adaptación al entorno y, por lo tanto, generan una menor cantidad de ROS y evitan 
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situaciones de estrés oxidativo para la célula, son los que tienen más riesgo de sufrir este tipo de 

tumor. Por otro lado, las consecuencias fenotípicas de las mutaciones detectadas tanto a nivel 

somático como germinal dependerán de muchos factores tales como la carga mutacional, la demanda 

energética del tejido o el tipo de mutación (Wong 2007b). En este sentido, la baja cantidad tanto de 

mutaciones sobrerrepresentadas en el estudio –la mayoría se detectan en un único individuo– como 

de mutaciones en posiciones estables que puedan llegar a ser patogénicas, y la poca acumulación de 

mutaciones que dé lugar a una elevada carga mutacional individual, sugiere una preferencia por parte 

del tumor de no acumular mutaciones en el DNAmt. Esta idea también queda reflejada en el aumento 

significativo de hasta 2,836 veces más de individuos heteroplásmicos afectos de glioma respecto a los 

que no padecen cáncer, indicando que, durante el proceso cancerígeno, se observaría un incremento 

en la generación de mutaciones, pero que posiblemente se intente evitar que se fijen en el genoma 

mitocondrial por la acción de una posible selección purificadora, otras fuerzas evolutivas o procesos 

celulares como la mitofagia. 

Todo esto conlleva a la determinación de que en el desarrollo del glioma cerebral se preserva el buen 

funcionamiento de la maquinaria mitocondrial y que muy pocas mutaciones podrían tener algún 

tipo de implicación en el proceso cancerígeno. La razón podría estar relacionada con la versatilidad 

metabólica, tal y como se ha postulado anteriormente (apartado 1.2.2. de la introducción). Aunque 

las alteraciones relacionadas con el proceso tumoral pueden redirigir el metabolismo de las células 

cancerígenas hacia la vía glicolítica, no se puede excluir la posible capacidad de las células del glioma de 

utilizar también la vía OXPHOS, debido a que han de sobrevivir en diferentes condiciones metabólicas 

porque pueden tener zonas de subministro sanguíneo heterogénea (Feichtinger et al. 2014; Wanka et 

al. 2012). De hecho, es posible que en algunas zonas del tumor aumente la disponibilidad de oxígeno 

gracias a los vasos sanguíneos próximos al tumor o a los generados por la propia angiogénesis 

del tumor (Le et al. 2014). Incluso también se ha considerado que las mitocondrias de las regiones 

periféricas del tumor muestran una funcionalidad mitocondrial y una frecuencia respiratoria mayor 

que el centro del tumor (Duan et al. 2018a; Santandreu et al. 2008). Si bien el efecto Warburg considera 

que las células tumorales utilizan la vía glicolítica en vez de la oxidativa, cabe la posibilidad de que, a 

partir de la angiogénesis tumoral, se disponga de una mayor cantidad de oxígeno en vez de glucosa en 

zonas que conservan una adecuada irrigación sanguínea, generando la ya comentada reprogramación 

metabólica. Además, considerando que el cerebro es uno de los órganos que más oxígeno consume 

para obtener energía, también cabe la posibilidad de que se genere un ambiente donde se disponga de 

una mayor cantidad de oxígeno en comparación con la glucosa, o que la vía glicolítica no sea suficiente 

para proporcionar toda la energía necesaria para el tumor cerebral. Ahora bien, para que el tumor pueda 
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seguir progresando, sería necesario que no se generara una gran cantidad de ROS que conlleve a una 

situación de estrés oxidativo. En este sentido, si parte de las células tumorales son capaces de seguir 

utilizando OXPHOS, se puede suponer la necesidad de que no se acumulen mutaciones que puedan 

ser perjudiciales y que generen ROS en el ambiente. Bajo esta suposición, el proceso de mitofagia en 

las células cancerígenas podría eliminar aquellas mitocondrias que están muy dañadas y que generan 

un aumento de ROS inducido por las mutaciones generadas en su DNAmt (Chourasia et al. 2015; 

Vara-Perez et al. 2019). No obstante, algunos autores consideran que el concepto de mitofagia dentro 

del glioma, concretamente del glioblastoma, es aún un concepto controvertido debido a la elevada 

heterogeneidad de procesos que intervienen en dicho tumor (Ulasov et al. 2018).  

Asimismo, el grado de malignidad tumoral también puede generar diferencias en los gliomas cerebrales. 

Por un lado, los glioblastomas, es decir, los tumores más agresivos, se caracterizan por tener un 

rápido crecimiento en comparación a los tumores menos agresivos. Por otro lado, algunos autores 

consideran que pueden existir diferencias en el metabolismo tumoral dependiendo de la velocidad de 

su crecimiento (Jose et al. 2011). Relacionando este aspecto con los presentes resultados, los tumores 

de mayor grado de malignidad podrían utilizar más la vía glicolítica, debido a que la velocidad a la que 

crecen es superior en comparación a la cantidad de oxígeno de la que disponen, y los de menor grado 

de malignidad más la vía oxidativa. Se ha descrito que los glioblastomas tienen una menor cantidad 

de copias de DNAmt y una menor actividad OXPHOS y, en consecuencia, una menor cantidad de ROS 

generado en comparación a los gliomas de menor grado de malignidad, circunstancia que podría ser 

debida a una remodelación y reducción de la densidad tumoral (Feichtinger et al. 2014; Soon et al. 

2017). Esta menor cantidad de ROS generada por parte de los glioblastomas hace que en dicho tumor se 

prevenga la presencia y acumulación de mutaciones mitocondriales. En este sentido, se podría esperar 

que los tumores de grado II y III puedan llegar a acumular más mutaciones somáticas si se comparan 

con los tumores de grado IV. Nuestros resultados concuerdan con lo expuesto, ya que el porcentaje 

de mutaciones somáticas en tumores de menor grado de malignidad (grados II y III) es muy superior 

en comparación a los de mayor grado de malignidad (grado IV) (81,48% y 18,52%, respectivamente). 

Este resultado también concuerda con el hecho de que casi el 30% de los glioblastomas pertenecen a 

individuos de haplogrupo J, que se caracteriza por producir menor cantidad de energía y, por lo tanto, 

una menor generación de ROS. 

Asimismo, la baja presencia de mutaciones patogénicas en el presente estudio también respaldaría la 

idea de que la no acumulación de mutaciones es imprescindible para que no se genere una cantidad de 

ROS elevada en el ambiente. En este sentido, otros estudios como el de Larman et al. (2012) determinan 
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que sólo 6 de los 32 glioblastomas que analizan (18,75%) contienen alguna mutación somática, siendo 

detectadas todas ellas, además, en heteroplasmia. Aunque los porcentajes de heteroplasmia detectados 

por Larman et al. (2012) son superiores respecto a los hallados en el presente estudio –varía entre el 

30,2% y 85,1%–, los resultados podrían ser comparables en ambos. Además, tal y como comentan 

Vidone et al. (2015), las mutaciones potencialmente perjudiciales se detectan en heteroplasmia en la 

mayoría de casos de cáncer (Brandon et al. 2006; Iommarini et al. 2013; Larman et al. 2012), y en los 

estudios centrados en glioma no detectan o detectan una baja cantidad de mutaciones que podrían ser de 

interés en la enfermedad (Gasparre et al. 2007; Kirches et al. 2001; Larman et al. 2012; Yeung et al. 2014). 

La presente tesis doctoral demuestra la importancia de la preservación de la maquinaria mitocondrial 

para el desarrollo tumoral, aportando una visión ampliada sobre la biogénesis del glioma cerebral. 

Además, el presente estudio es el primero en determinar asociaciones de los haplogrupos mitocondriales 

J y T que con un mayor riesgo de sufrir glioma. Estos haplogrupos son precisamente los que presentan 

una producción de ATP y de ROS más bajos. Por lo tanto, estudios adicionales, y con un mayor tamaño 

muestral, serían interesantes para poder corroborar los hallazgos encontrados en el presente estudio 

y comprender mejor el papel del DNAmt en la aparición o desarrollo de la enfermedad. 
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7. CONSIDERACIONES FINALES

Los numerosos estudios publicados hasta el momento sobre el DNAmt han relacionado a este 

genoma con multitud de procesos celulares, así como con la aparición y el desarrollo de numerosas 

alteraciones y enfermedades. En este sentido, la implicación del DNAmt en el cáncer, concretamente 

en el glioma, ha sido debatido y analizado por varios autores desde las últimas dos décadas debido 

a la implicación de este genoma en la respiración celular y en la generación de ROS dentro de un 

órgano, cuya cantidad de oxígeno necesaria es elevada para su correcto funcionamiento. Gracias a 

la aparición de la secuenciación masiva, el análisis más profundo del DNAmt en este tipo de cáncer 

ha permitido obtener una mayor información, sobre todo a nivel de heteroplasmia mitocondrial. Sin 

embargo, la ausencia de un criterio único para determinar qué nivel de heteroplasmia es el adecuado 

para evitar aceptar tanto falsos positivos como negativos, dificulta la comparación entre diferentes 

estudios y el poder profundizar en el comportamiento mitocondrial. Así pues, uno de los objetivos de 

la presente tesis ha sido establecer un propio límite de detección de la heteroplasmia mitocondrial 

utilizando una metodología propia y aplicando una determinada tecnología de secuenciación a partir 

de la implementación de la tecnología Nextera XT® y plataforma MiSeq de Illumina. Previamente al 

establecimiento de un propio límite de detección, la valoración de la calidad de los archivos Fastq 

generados a partir de la secuenciación ha permitido determinar posibles sesgos introducidos por 

defecto debido a la metodología y tecnología utilizada tanto a nivel de amplificación, de la elaboración 

de las librerías o de la plataforma de secuenciación seleccionada. En este sentido, es importante saber 

discriminar qué sesgos pueden aparecer, por defecto, debido a estos factores, o qué sesgos pueden 

ser debidos a problemas de laboratorio. Además, los sesgos generados nos darán la información 

necesaria para saber qué filtros bioinformáticos será necesario aplicar posteriormente, a fin de evitar 

la generación resultados confusos. Así pues, con el límite establecido –mezclas de bases a partir de un 

3%–, la presencia de falsos positivos y negativos parece estar ausente con una profundidad de lectura 

∼1000X. Asimismo, la detección de mezclas de bases con una frecuencia menor –entre 1,5% y 3%– 

requiere la obtención de una mayor profundidad de lectura (∼3000X), confirmando el importante 
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papel que ejerce la profundidad de secuenciación en la detección de heteroplasmias. Por último, con 

la nueva estrategia presentada, no se pueden discriminar correctamente mezclas de bases con una 

frecuencia del alelo minoritario ≤1,5%, de manera que se puede estar aceptando variantes generadas 

por posibles errores durante el proceso de amplificación o de secuenciación (falsos positivos) o 

ignorando verdaderas mezclas de bases (falsos negativos). El establecimiento de unos propios límites 

de detección a partir de la generación de mezclas de bases ha permitido tomar como referencia el 

límite de detección del 3% para nuestro posterior estudio, en relación a la variabilidad heteroplásmica 

detectada en diferentes muestras de gliomas cerebrales. La detección de heteroplasmias a bajas 

frecuencias pueden llegar a ser de gran importancia porque permitiría en algunos casos el diagnóstico 

preventivo y el tratamiento de enfermedades que aún no han mostrado ninguna manifestación 

fenotípica (Duan et al. 2018b). Por lo tanto, es importante volver a remarcar la necesidad de mejorar 

la detección de la heteroplasmia mitocondrial a todos los niveles para poder tener resultados mucho 

más precisos en el actual estudio. 

Varios resultados obtenidos en el presente estudio mediante NGS son destacables referentes al glioma. 

Por un lado, aunque existen numerosos estudios de asociación entre haplogrupos mitocondriales y el 

riesgo de sufrir determinados tipos de cáncer, este trabajo sería el primero en establecer una asociación 

de los haplogrupos mitocondriales J y T y el glioma cerebral, ampliando, además, la información sobre 

la probabilidad de que los tumores puedan progresar a grados de mayor malignidad o no según el 

haplogrupo. Por otro lado, los resultados obtenidos respecto a la baja cantidad tanto de mutaciones 

sobrerrepresentadas en el estudio como de mutaciones en posiciones estables que pueden tener 

cierto impacto a nivel patogénico, y la baja carga mutacional detectada en los individuos afectos de 

glioma, sugieren una preferencia por parte del glioma de no acumular mutaciones en el DNAmt con 

el fin de no generar una gran cantidad de ROS en el ambiente y poder progresar a estadios de mayor 

malignidad tumoral. Este comportamiento también se refleja en el aumento significativo de individuos 

heteroplásmicos afectos de glioma en comparación a individuos heteroplásmicos que no padecen 

cáncer y en el hecho de que el 100% de las mutaciones somáticas se manifiestan en heteroplasmia, 

sugiriendo la posible existencia de fuerzas evolutivas o proceso celular que evite la fijación de 

mutaciones en el genoma mitocondrial. Respecto a este último punto, no se puede obviar el hecho 

de que la presencia de cierta heterogeneidad celular en los tumores, por ejemplo, por la formación 

de vasos sanguíneos por parte del tumor, pueda generar la presencia tanto de células transformadas 

como no transformadas y generar mezclas de diferentes genomas mitocondriales, llegando a generar 

posibles resultados imprecisos respecto al estado de las mutaciones detectadas. 
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En relación al nivel de malignidad tumoral, se ha observado un menor porcentaje de mutaciones 

somáticas en los tumores de mayor grado de malignidad (81,48%) respecto a los de menor grado de 

malignidad (18,52%), resultado que podría relacionarse con la idea de que los glioblastomas tienen una 

menor cantidad de copias de DNAmt y una menor actividad OXPHOS y, en consecuencia, una menor 

cantidad de ROS generado en comparación a los gliomas de menor grado de malignidad, circunstancia 

que podría ser debida a la remodelación y reducción de la densidad tumoral (Feichtinger et al. 2014; 

Soon et al. 2017). En este sentido, el análisis adicional del contenido mitocondrial en los gliomas sería 

de gran interés para profundizar en el comportamiento de los gliomas más agresivos. Todos estos 

resultados se pueden relacionar con el hecho de que parte de las células tumorales en glioma pueden 

llevar a cabo una reprogramación metabólica, y que la actividad OXPHOS por parte de estas células 

conlleve la necesidad de preservar la maquinaria mitocondrial y generar un ambiente idóneo para el 

desarrollo tumoral.  

Por lo tanto, el presente trabajo ha permitido ampliar los conocimientos respecto a la detección de la 

heteroplasmia mitocondrial mediante la tecnología de NGS y el papel del DNAmt en el glioma cerebral, 

y ha generado nuevas hipótesis para seguir avanzando en el estudio y ampliar los conocimientos 

descritos hasta el momento sobre la etiología de dicha enfermedad. Se ha planteado la importancia 

de la preservación de la maquinaria mitocondrial para el desarrollo tumoral, aportando una visión 

ampliada sobre la biogénesis del glioma cerebral. Asimismo, los resultados obtenidos han generado 

un mayor interés en seguir trabajando bajo esta línea de investigación aumentando el número de 

muestras de tumores con diferentes grados de malignidad y realizando análisis adicionales como, por 

ejemplo, el análisis del contenido mitocondrial o la actividad OXPHOS. 

No obstante, el presente trabajo también presenta varias limitaciones que se han de tener en cuenta. 

La elevada dificultad presentada en la amplificación del DNA mitocondrial del tumor, debido 

posiblemente a la elevada degradación del DNA, ha conllevado a la necesidad de reducir el número de 

muestras, así como considerar cualquier parte del tumor como un único tejido. Para aquellas muestras 

en las que no se obtuvo un buen resultado a nivel bioinformático, se tuvo que volver a extraer el DNA y 

repetir todo el proceso, ya que los errores detectados se podían haber introducido en cualquier punto 

de la metodología llevada a cabo. Aun así, algunas muestras seguían sin generar buenos resultados 

y tuvieron que ser excluidas finalmente del estudio. Estos factores han hecho que se tuviera que 

reducir el tamaño muestral considerablemente y excluir la posibilidad de obtener una diferenciación 

intratumoral. Por otro lado, aún y obteniendo material amplificado, la cantidad de DNA mitocondrial 

no fue suficiente en la mayoría de casos para utilizar cualquier tipo de kit para la construcción de las 
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librerías. Así, nos tuvimos que limitar al uso del kit Nextera®, que requería una cantidad menor de 

partida (1ng de DNA). Asimismo, la dificultad de poder obtener muestras control de tejido cerebral 

sano supone un hándicap para poder comparar resultados entre muestras tumorales y no tumorales. 

No obstante, este factor se ha podido solventar mediante la obtención de datos extraídos del trabajo 

de Li et al. (2015a). Por último, respecto a las mutaciones detectadas en las muestras de glioma, los 

análisis in-silico realizados no permiten conocer el impacto que pueden llegar a tener en la enfermedad 

en profundidad y, por lo tanto, la realización de estudios funcionales de la variación mitocondrial 

detectada puede ser un objetivo muy interesante para futuros estudios. Del mismo modo, la relación de 

los resultados obtenidos con ciertas características del metabolismo celular del glioma está basada en 

evidencias meramente teóricas. No obstante, estas posibles evidencias han generado un gran interés 

por llevar a cabo estudios basados en el análisis del número de copias de DNAmt y de la actividad 

OXPHOS en las células del glioma en un futuro. 
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 1. El análisis de los archivos Fastq, obtenidos a partir de la NGS, demuestra que la obtención 

de una buena calidad depende de muchos factores tales como la naturaleza del genoma 

analizado, la realización de una PCR previa, la tecnología implementada para la elaboración 

de las librerías o la plataforma de secuenciación utilizada. La obtención de una menor 

calidad en algunos parámetros analizados no siempre implica que generen unos datos 

poco útiles para posteriores análisis y pueden dar una idea sobre la profundidad de lectura 

que se podrá obtener una vez se apliquen los filtros de calidad establecidos para el análisis 

bioinformático. 

 2. La secuenciación de las quimeras mediante NGS muestran la elevada dificultad de poder 

detectar mezclas de bases a bajas frecuencias. Todas las mezclas de bases que han sido 

detectadas a una baja frecuencia son difíciles de reproducir, no sólo a nivel de runs, sino 

también según el tipo de alineamiento seleccionado. Asimismo, se ha demostrado que 

la profundidad de lectura obtenida ejerce un papel clave para evitar interpretaciones 

erróneas en la detección de la heteroplasmia mitocondrial a bajas frecuencias. En este 

sentido, es muy importante generar el máximo de lecturas que superen los filtros de 

calidad establecidos, a fin de obtener una profundidad de lectura suficientemente alta para 

poder detectar heteroplasmias de forma fiable. 

 3. Se ha establecido una estrategia alternativa para establecer unos límites de detección 

de la heteroplasmia mitocondrial usando la tecnología Nextera XT® y la plataforma 

MiSeq (Illumina). Siguiendo esta estrategia, se requiere una frecuencia mínima del alelo 

minoritario del 3% y una profundidad de lectura mínima de 1000X para garantizar que 

tanto los falsos positivos como negativos están prácticamente ausentes. Sin embargo, 

cuando la frecuencia del alelo minoritario presenta valores ligeramente más bajos (entre el 
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1,5% y el 3%), es necesario una profundidad de lectura mayor (∼3000X) para no detectar, a 

priori, ni falsos positivos ni negativos.  Por último, las mezclas de bases observadas a bajas 

frecuencias (<1,5%) no siempre se pueden detectar en todos los runs, independientemente 

de la profundidad obtenida. 

 4. A nivel de la heteroplasmia mitocondrial, cuando el análisis incluye la amplificación previa 

del DNAmt, es necesario llevar a cabo un diseño exhaustivo de los primers para evitar 

resultados equivocados debido a la co-amplificación de NUMTs.  

 5. Se ha determinado que los individuos con haplogrupos mitocondriales J y T tienen un 

riesgo significativamente mayor de sufrir glioma. Estos haplogrupos poseen determinados 

polimorfismos que provocan un desacoplamiento de la cadena respiratoria como medida 

de adaptación al entorno y, por lo tanto, generan una menor cantidad de ROS y evitan 

situaciones de estrés oxidativo para la célula. Esta adaptación puede generar, a su vez, 

un ambiente favorable para el desarrollo tumoral. El presente estudio es el primero en 

establecer una asociación de haplogrupos mitocondriales con este tipo de cáncer. 

 6. En relación al haplogrupo mitocondrial J, se ha observado una mayor frecuencia de 

individuos con glioblastoma respecto a individuos con gliomas menos agresivos y 

respecto a la población general. La generación de una menor cantidad de ROS por parte 

este haplogrupo permite que los propios agentes antioxidantes de las células tumorales 

sean capaces de eliminarlo de forma eficaz, generando así un ambiente favorable para que 

los tumores puedan alcanzar mayor grado de malignidad. Así pues, el haplogrupo J podría 

considerarse un indicador de mal pronóstico en cuanto a la agresividad tumoral. 

 7. En relación al haplogrupo mitocondrial H, se considera que las variantes que definen este 

haplogrupo pueden generar una mayor cantidad de ROS en el ambiente y dar lugar a una 

situación de estrés oxidativo. Esta situación puede provocar problemas al tumor para 

poder eliminar por sí mismo todo el ROS generado y, por lo tanto, tener más problemas 

para poder progresar. Así pues, se puede considerar que los individuos con haplogrupo H 

podrían tener cierta ventaja para evitar la progresión del tumor cerebral a grados de mayor 

malignidad. 
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 8. El 95,02% de las mutaciones detectadas son de origen germinal. La baja cantidad de 

mutaciones sobrerrepresentadas en el estudio respecto a la población general y de 

mutaciones que podrían tener algún tipo de implicación en el proceso cancerígeno, sugiere 

una preferencia por parte del tumor de no acumular mutaciones en el DNAmt. Además, la 

carga mutacional de los individuos afectos de glioma tiende a ser baja y compuesta por 

variantes comunes en la población general, tanto a nivel general como analizando los 

diferentes grados de malignidad tumoral. Estos resultados plantean la idea de que, en el 

glioma cerebral, se preserva el buen funcionamiento de la maquinaria mitocondrial. 

 9. A nivel somático, el 100% de las mutaciones se han detectado en heteroplasmia. Sin embargo, 

no se puede obviar el hecho de que la ausencia de mutaciones somáticas fijadas en el tumor 

podría ser debido a la heterogeneidad celular generada en el momento de seleccionar 

exclusivamente tejido tumoral. Del mismo modo, el proceso de angiogénesis llevado a cabo 

por el tumor también dificultaría una perfecta discriminación y selección de células tumorales. 

 10. El porcentaje de mutaciones somáticas en los tumores de menor grado de malignidad 

(grados II y III) es muy superior en comparación a los de mayor grado de malignidad (grado 

IV). Este resultado se puede relacionar con el hecho de que los glioblastomas tienen una 

menor cantidad de copias de DNAmt y una menor actividad OXPHOS y, en consecuencia, 

una menor cantidad de ROS generado en comparación a los gliomas de menor grado de 

malignidad. 

 11. El aumento significativo de individuos heteroplásmicos afectos de glioma respecto a los 

que no padecen cáncer indicaría que, durante el proceso cancerígeno, se observaría un 

incremento en la generación de mutaciones, pero que posiblemente se intente evitar que 

se fijen en el genoma mitocondrial por la acción de una posible selección purificadora u 

otros procesos evolutivos y celulares, como la mitofagia. 

 12. Los resultados obtenidos plantean la posibilidad de que las células del glioma cerebral sean 

capaces de utilizar también la vía OXPHOS para obtener energía en situaciones donde se 

disponga una mayor cantidad de oxígeno o una menor cantidad de glucosa. Esta situación 

respaldaría la idea de que la no acumulación de mutaciones es imprescindible para que 

no se genere una cantidad de ROS suficientemente alta y se preserve la integridad de la 

maquinaria mitocondrial.  
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10. ANEXOS

10.1. ANEXO I

Región mitocondrial Subregión 
mitocondrial Inicio Final Total (pb)

Región control
HVRI 16024 16383 360

HVRII 57 372 316

HVRIII 438 574 137

Región 
Codificante RNAs

RNAr
12S 648 1601 954

16S 1671 3229 1559

RNAt

MT-TF 577 647 71

MT-TV 1602 1670 69

MT-TL1 3230 3304 75

MT-TI 4263 4331 69

MT-TQ 4329 4400 72

MT-TM 4402 4469 68

MT-TW 5512 5579 68

MT-TA 5587 5655 69

MT-TN 5657 5729 73

MT-TC 5761 5826 66

MT-TY 5826 5891 66

MT-TS1 7446 7514 69

MT-TD 7518 7585 68

MT-TK 8295 8364 70

MT-TG 9991 10058 68

Tabla 1. Localización y tamaño de las diferentes regiones dentro del genoma mitocondrial humano (NC_ 012920.1). 
pb: pares de bases. HVRI: región hipervariable I; HVRII: región hipervariable II; HVRIII: región hipervariable III; 
MT-TA: RNAt alanina; MT-ATP6: ATP sintasa 6; MT-ATP8: ATP sintasa 8; MT-TC: RNAt cisteína; MT-CYB: citocromo 
b; MT-CO1: citocromo c oxidasa 1; MT-CO2: citocromo oxidasa 2; MT-CO3: citocromo oxidasa 3; MT-TD: RNAt 
ácido aspártico; MT-TE: RNAt ácido glutámico; MT-TF: RNAt fenilalanina; MT-TG: RNAt glicina; MT-TH: RNAt 
histidina; MT-TI: RNAt isoleucina; MT-TK: RNAt lisina; MT-TL1: RNAt leucina 1; MT-TL2: RNAt leucina2; MT-TM: RNAt 
metionina; MT-TN: RNAt asparagina; MT-ND1: NADH deshidrogenasa 1; MT-ND2: NADH deshidrogenasa 2; MT-
ND3: NADH deshidrogenasa 3; MT-ND4: NADH deshidrogenasa 4; MT-ND4L: NADH deshidrogenasa 4L; MT-ND5: 
NADH deshidrogenasa 5; MT-ND6: NADH deshidrogenasa 6; MT-TQ: RNAt glutamina; MT-TR: RNAt arginina; MT-
TS1: RNAt serina 1; MT-TS2: RNAt serina 2; MT-TV: RNAt valina; MT-TW: RNAt triptófano; MT-TY: RNAt tirosina; 12S: 
subunidad 12S del RNAr; 16S: subunidad 16S del RNAr. pb: pares de bases.
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Región mitocondrial Subregión 
mitocondrial Inicio Final Total (pb)

Región 
Codificante

RNAs RNAt

MT-TR 10405 10469 65

MT-TH 12138 12206 69

MT-TS2 12207 12265 59

MT-TL2 12266 12336 71

MT-TE 14674 14742 69

MT-TT 15888 15953 66

MT-TP 15956 16023 68

Subunidades 
de la cadena 
respiratoria

Complejo I

MT-ND1 3307 4262 956

MT-ND2 4470 5511 1042

MT-ND3 10059 10404 346

MT-ND4L 10470 10766 297

MT-ND4 10760 12137 1378

MT-ND5 12337 14148 1812

MT-ND6 14149 14673 525

Complejo III MT-CYB 14747 15887 1141

Complejo IV
MT-CO1 5904 7445 1542

MT-CO2 7586 8269 684

MT-CO3 9207 9990 784

Complejo V
MT-ATP6 8527 9207 681

MT-ATP8 8366 8572 207

Tabla 1. Continuación.
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10.2. ANEXO II

161 
 

a 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6520       6530       6540       6550       6560        
Sec_mit_Q1   CTGCTGGCAT CACTATACTA CTAACAGACC GCAACCTCAA CACCACCTTC  
NUMT_Chr1    CCGCTGGCAT CACTATACTA CTAACAGACC GTAACCTCAA CACCACCTTC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6570       6580       6590       6600       6610        
Sec_mit_Q1   TTCGACCCCG CCGGAGGAGG AGACCCCATT CTATACCAAC ACCTATTCTG  
NUMT_Chr1    TTCGACCCAG CCGGAGGAGG AGACCCCATT CTATACCAAC ACCTATTCTG  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6620       6630       6640       6650       6660        
Sec_mit_Q1   ATTTTTCGGT CACCCTGAAG TTTATATTCT TATCCTACCA GGCTTCGGAA  
NUMT_Chr1    ATTTTTCGGT CACCCTGAAG TTTATATTCT CATCCTACCA GGCTTCGGAA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6670       6680       6690       6700       6710        
Sec_mit_Q1   TAATCTCCCA TATTGTAACT TACTACTCCG G-AAAAAAAG AACCATTTGG  
NUMT_Chr1    TAATCTCCCA TATTGTAACT TACTACTCCG GGAAAAAAAG AACCATTTGG  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6720       6730       6740       6750       6760        
Sec_mit_Q1   ATACATAGGT ATGGTCTGAG CTATGATATC AATTGGCTTC CTAGGGTTTA  
NUMT_Chr1    ATACATAGGT ATGGTCTGAG CTATGATATC AATTGGCTTC CTAGGGTTTA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6770       6780       6790       6800       6810        
Sec_mit_Q1   TCGTGTGAGC ACACCATATA TTTACAGTAG GAATAGACGT AGACACACGA  
NUMT_Chr1    TCGTGTGAGC ACACCATATA TTTACAGTAG GAATAGACGT AGACACACGA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6820       6830       6840       6850       6860        
Sec_mit_Q1   GCATATTTCA CCTCCGCTAC CATAATCATC GCTATCCCCA CCGGCGTCAA  
NUMT_Chr1    GCATATTTCA CCTCCGCTAC CATAATCATC GCTATCCCCA CCGGCGTCAA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6870       6880       6890       6900       6910        
Sec_mit_Q1   AGTATTTAGC TGACTCGCCA CACTCCACGG AAGCAATATG AAATGATCTG  
NUMT_Chr1    AGTATTTAGC TGACTCGCCA CACTCCACGG AAGCAATATG AAATGATCTG  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6920       6930       6940       6950       6960        
Sec_mit_Q1   CTGCAGTGCT CTGAGCCCTA GGATTCATCT TTCTTTTCAC CGTAGGTGGC  
NUMT_Chr1    CTGCAGTGCT CTGAGCCCTA GGATTTATTT TTCTTTTCAC CGTAGGTGGC 
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6970       6980       6990       7000       7010        
Sec_mit_Q1   CTGACTGGCA TTGTATTAGC AAACTCATCA CTAGACATCG TACTACACGA  
NUMT_Chr1    CTGACTGGCA TTGTATTAGC AAACTCATCA CTAGACATCG TACTACACGA  
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a 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6520       6530       6540       6550       6560        
Sec_mit_Q1   CTGCTGGCAT CACTATACTA CTAACAGACC GCAACCTCAA CACCACCTTC  
NUMT_Chr1    CCGCTGGCAT CACTATACTA CTAACAGACC GTAACCTCAA CACCACCTTC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6570       6580       6590       6600       6610        
Sec_mit_Q1   TTCGACCCCG CCGGAGGAGG AGACCCCATT CTATACCAAC ACCTATTCTG  
NUMT_Chr1    TTCGACCCAG CCGGAGGAGG AGACCCCATT CTATACCAAC ACCTATTCTG  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6620       6630       6640       6650       6660        
Sec_mit_Q1   ATTTTTCGGT CACCCTGAAG TTTATATTCT TATCCTACCA GGCTTCGGAA  
NUMT_Chr1    ATTTTTCGGT CACCCTGAAG TTTATATTCT CATCCTACCA GGCTTCGGAA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6670       6680       6690       6700       6710        
Sec_mit_Q1   TAATCTCCCA TATTGTAACT TACTACTCCG G-AAAAAAAG AACCATTTGG  
NUMT_Chr1    TAATCTCCCA TATTGTAACT TACTACTCCG GGAAAAAAAG AACCATTTGG  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6720       6730       6740       6750       6760        
Sec_mit_Q1   ATACATAGGT ATGGTCTGAG CTATGATATC AATTGGCTTC CTAGGGTTTA  
NUMT_Chr1    ATACATAGGT ATGGTCTGAG CTATGATATC AATTGGCTTC CTAGGGTTTA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6770       6780       6790       6800       6810        
Sec_mit_Q1   TCGTGTGAGC ACACCATATA TTTACAGTAG GAATAGACGT AGACACACGA  
NUMT_Chr1    TCGTGTGAGC ACACCATATA TTTACAGTAG GAATAGACGT AGACACACGA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6820       6830       6840       6850       6860        
Sec_mit_Q1   GCATATTTCA CCTCCGCTAC CATAATCATC GCTATCCCCA CCGGCGTCAA  
NUMT_Chr1    GCATATTTCA CCTCCGCTAC CATAATCATC GCTATCCCCA CCGGCGTCAA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6870       6880       6890       6900       6910        
Sec_mit_Q1   AGTATTTAGC TGACTCGCCA CACTCCACGG AAGCAATATG AAATGATCTG  
NUMT_Chr1    AGTATTTAGC TGACTCGCCA CACTCCACGG AAGCAATATG AAATGATCTG  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6920       6930       6940       6950       6960        
Sec_mit_Q1   CTGCAGTGCT CTGAGCCCTA GGATTCATCT TTCTTTTCAC CGTAGGTGGC  
NUMT_Chr1    CTGCAGTGCT CTGAGCCCTA GGATTTATTT TTCTTTTCAC CGTAGGTGGC 
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6970       6980       6990       7000       7010        
Sec_mit_Q1   CTGACTGGCA TTGTATTAGC AAACTCATCA CTAGACATCG TACTACACGA  
NUMT_Chr1    CTGACTGGCA TTGTATTAGC AAACTCATCA CTAGACATCG TACTACACGA  
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7020       7030       7040       7050       7060        
Sec_mit_Q1   CACGTACTAC GTTGTAGCCC ACTTCCACTA TGTCCTATCA ATAGGAGCTG  
NUMT_Chr1    CACGTACTAC GTTGTAGCCC ACTTCCACTA TGTCCTATCA ATAGGAGCTG  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7070       7080       7090       7100       7110        
Sec_mit_Q1   TATTTGCCAT CATAGGAGGC TTCATTCACT GATTTCCCCT ATTCTCAGGC  
NUMT_Chr1    TATTTGCCAT CATAGGAGGC TTCATTCACT GATTTCCCCT ATTCTCAGGC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7120       7130       7140       7150       7160        
Sec_mit_Q1   TACACCCTAG ACCAAACCTA CGCCAAAATC CATTTCACTA TCATATTCAT  
NUMT_Chr1    TACACCCTAG ACCAAACCTA CGCCAAAATC CATTTCGCTA TCATATTCAT  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7170       7180       7190       7200       7210        
Sec_mit_Q1   CGGCGTAAAT CTAACTTTCT TCCCACAACA CTTTCTCGGC CTATCCGGAA  
NUMT_Chr1    CGGCGTAAAT CTAACTTTCT TCCCACAACA CTTTCTCGGC CTATCCGGAA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7220       7230       7240       7250       7260        
Sec_mit_Q1   TGCCCCGACG TTACTCGGAC TACCCCGATG CATACACCAC ATGAAACATC  
NUMT_Chr1    TGCCCCGACG TTACTCGGAC TATCCCGATG CATACACCAC ATGAAATATC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7270       7280       7290       7300       7310        
Sec_mit_Q1   CTATCATCTG TAGGCTCATT CATTTCTCTA ACAGCAGTAA TATTAATAAT  
NUMT_Chr1    CTATCATCTG TAGGCTCATT CATTTCTCTA ACAGCAGTAA TATTAATAAT  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7320       7330       7340       7350       7360        
Sec_mit_Q1   TTTCATGATT TGAGAAGCCT TCGCTTCGAA GCGAAAAGTC CTAATAGTAG  
NUMT_Chr1    TTTCATAATT TGAGAAGCCT TCGCTTCGAA GCGAAAAGTC CTAATAGTAG  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7370       7380       7390       7400       7410        
Sec_mit_Q1   AAGAACCCTC CATAAACCTG GAGTGACTAT ATGGATGCCC CCCACCCTAC  
NUMT_Chr1    AAGAACCCTC CATAAACCTG GAGTGACTAT ATGGATGCCC CCCACCCTAC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7420       7430       7440       7450       7460        
Sec_mit_Q1   CACACATTCG AAGAACCCGT ATACATAAAA TCTAGACAAA AAAGGAAGGA  
NUMT_Chr1    CACACATTCG AAGAACCCGT ATACATAAAA TCTAGACAAA AAAGGAAGGA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7470       7480       7490       7500       7510        
Sec_mit_Q1   ATCGAACCCC CCAAAGCTGG TTTCAAGCCA ACCCCATGGC CTCCATGACT  
NUMT_Chr1    ATCGAACCCC CCAAAGCTGG TTTCAAGCCA ACCCCATGGC CTCCATGACT  
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7520       7530       7540       7550       7560        
Sec_mit_Q1   TTTTCAAAAA GGTATTAGAA AAACCATTTC ATAACTTTGT CAAAGTTAAA  
NUMT_Chr1    TTTTCAAAAA GATATTAGAA AAACCATTTC ATAACTTTGT CAAAGTTAAA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7570       7580       7590       7600       7610        
Sec_mit_Q1   TTATAGGCTA AATCCTATAT ATCTTAATGG CACATGCAGC GCAAGTAGGT  
NUMT_Chr1    TTATAGGCTA AATCCTATAT ATCTTAATGG CACATGCAGC GCAAGTAGGT  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7620       7630       7640       7650       7660        
Sec_mit_Q1   CTACAAGACG CTACTTCCCC TATCATAGAA GAGCTTATCA CCTTTCATGA  
NUMT_Chr1    CTACAAGACG CTACTTCCCC TATCATAGAA GAGCTTATCA TCTTTCATGA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7670       7680       7690       7700       7710        
Sec_mit_Q1   TCACGCCCTC ATAATCATTT TCCTTATCTG CTTCCTAGTC CTGTATGCCC  
NUMT_Chr1    TCACGCCCTC ATAATCATTT TCCTTATCTG CTTCCTAGTC CTGTACGCCC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7720       7730       7740       7750       7760        
Sec_mit_Q1   TTTTCCTAAC ACTCACAACA AAACTAACTA ATACTAACAT CTCAGACGCT  
NUMT_Chr1    TTTTCCTAAC ACTCACAACA AAACTAACTA ATACTAACAT CTCAGACGCT  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7770       7780       7790       7800       7810        
Sec_mit_Q1   CAGGAAATAG AAACCGTCTG AACTATCCTG CCCGCCATCA TCCTAGTCCT  
NUMT_Chr1    CAGGAAATAG AAACCGTCTG AACTATCCTG CCCGCCATCA TCCTAGTCCT  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7820       7830       7840       7850       7860        
Sec_mit_Q1   CATCGCCCTC CCATCCCTAC GCATCCTTTA CATAACAGAC GAGGTCAACG  
NUMT_Chr1    TATCGCCCTC CCATCCCTAC GCATCCTTTA CATAACAGAC GAGGTCAACG  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7870       7880       7890       7900       7910        
Sec_mit_Q1   ATCCCTCCCT TACCATCAAA TCAATTGGCC ACCAATGGTA CTGAACCTAC  
NUMT_Chr1    ATCCCTCCTT TACCATCAAA TCAATTGGCC ATCAATGGTA CTGAACCTAC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7920       7930       7940       7950       7960        
Sec_mit_Q1   GAGTACACCG ACTACGGCGG ACTAATCTTC AACTCCTACA TACTTCCCCC  
NUMT_Chr1    GAATACACCG ACTACGGCGG ACTAATCTTC AACTCCTACA TACTTCCCCC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7970       7980       7990       8000       8010        
Sec_mit_Q1   ATTATTCCTA GAACCAGGCG ACCTGCGACT CCTTGACGTT GACAATCGAG  
NUMT_Chr1    ATTATTCCTA GAACCAGGCG ACCTGCGACT CCTTGACGTT GACAATCGAG  
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8020       8030       8040       8050       8060        
Sec_mit_Q1   TAGTACTCCC GATTGAAGCC CCCATTCGTA TAATAATTAC ATCACAAGAC  
NUMT_Chr1    TAGTACTCCC GGTTGAAGCC CCCATTCGTA TAATAATTAC ATCACAAGAC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8070       8080       8090       8100       8110        
Sec_mit_Q1   GTCTTGCACT CATGAGCTGT CCCCACATTA GGCTTAAAAA CAGATGCAAT  
NUMT_Chr1    GTCTTACACT CATGAGCTGT CCCCACATTA GGCTTAAAAA CAGATGCAAT  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8120       8130       8140       8150       8160        
Sec_mit_Q1   TCCCGGACGT CTAAACCAAA CCACTTTCAC CGCTACACGA CCGGGGGTAT  
NUMT_Chr1    TCCCGGACGT CTAAACCAAA CCACTTTCAC TGCTACACGA CCAGGGGTAT  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8170       8180       8190       8200       8210        
Sec_mit_Q1   ACTACGGTCA ATGCTCTGAA ATCTGTGGAG CAAACCACAG TTTCATGCCC  
NUMT_Chr1    ACTACGGCCA ATGCTCTGAA ATCTGTGGAG CAAACC--AG TTTTATGCCC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8220       8230       8240       8250       8260        
Sec_mit_Q1   ATCGTCCTAG AATTAATTCC CCTAAAAATC TTTGAAATAG GGCCCGTATT  
NUMT_Chr1    ATCGTCCTAG AATTAATTCC CCTAAAAATC TTTGAAATAG GGCCCGTATT  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8270       8280       8290       8300       8310        
Sec_mit_Q1   TACCCTATAG CACCCCCTCT ACCCCCTCTA GAGCCCACTG TAAAGCTAAC  
NUMT_Chr1    TACCCTATAG CACCCCCTCT ACCCCCTCTA GAGCCCACTG TAAAGCTAAC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8320       8330       8340       8350       8360        
Sec_mit_Q1   TTAGCATTAA CCTTTTAAGT TAAAGATTAA GAGAACCAAC ACCTCTTTAC  
NUMT_Chr1    TTAGCATTAA CCTTTTAAGT TAAAGATTAA GAGAACCAAC ACCTCTTTAC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8370       8380       8390       8400       8410        
Sec_mit_Q1   AGTGAAATGC CCCAACTAAA TACTACCGTA TGGCCCACCA TAATTACCCC  
NUMT_Chr1    AGTGAAATGC CCCAACTAAA TACTACCGTA TGACCCACCA TAATTACCCC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8420       8430       8440       8450       8460        
Sec_mit_Q1   CATACTCCTT ACACTATTCC TCATCACCCA ACTAAAAATA TTAAACACAA  
NUMT_Chr1    CATACTCCTT ACACTATTCC TCATCACCCA ACTAAAAATA TTAAATACAA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8470       8480       8490       8500       8510        
Sec_mit_Q1   ACTACCACCT ACCTCCCTCA CCAAAGCCCA TAAAAATAAA AAATTATAAC  
NUMT_Chr1    ATTACCACCT ACCTCCCTCA CCAAAGCCCA TAAAAATAAA AAACTATAAC  
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8520       8530       8540       8550       8560        
Sec_mit_Q1   AAACCCTGAG AACCAAAATG AACGAAAATC TGTTCGCTTC ATTCATTGCC  
NUMT_Chr1    AAACCCTGAG AACCAAAATG AACGAAAATC TGTTCACTTC ATTCATTGCC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8570       8580       8590       8600       8610        
Sec_mit_Q1   CCCACAATCC TAGGCCTACC CGCCGCAGTA CTGATCATTC TATTTCCCCC  
NUMT_Chr1    CCCACAATCC TAGGCCTACC CGCCGCAGTA CTGATCATTC TATTTCCCCC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8620       8630       8640       8650       8660        
Sec_mit_Q1   TCTATTGATC CCCACCTCCA AATATCTCAT CAACAACCGA CTAATCACCA  
NUMT_Chr1    TCTATTGATC CCCACCTCCA AATATCTCAT CAACAACCGA CTAATTACCA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8670       8680       8690       8700       8710        
mtDNA_S1     CCCAACAATG ACTAATCAAA CTAACCTCAA AACAAATGAT AACCATACAC  
NUMT_Chr1    CCCAACAATG ACTAATCCAA CTAACCTCAA AACAAATGAT AGCCATACAC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8720       8730       8740       8750       8760        
mtDNA_S1     AACACTAAAG GACGAACCTG ATCTCTTATA CTAGTATCCT TAATCATTTT  
NUMT_Chr1    AACACTAAGG GACGAACCTG ATCTCTTATA CTAGTATCCT TAATCATTTT  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8770       8780       8790       8800       8810        
Sec_mit_Q1   TATTGCCACA ACTAACCTCC TCGGACTCCT GCCTCACTCA TTTACACCAA  
NUMT_Chr1    TATTGCCACA ACTAACCTCC TCGGACTCCT GCCTCACTCA TTTACACCAA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8820       8830       8840       8850       8860        
Sec_mit_Q1   CCACCCAACT ATCTATAAAC CTAGCCATGG CCATCCCCTT ATGAGCGGGC  
NUMT_Chr1    CCACCCAACT ATCTATAAAC CTAGCCATGG CCATCCCCTT ATGAGCGGGC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8870       8880       8890       8900       8910        
Sec_mit_Q1   GCAGTGATTA TAGGCTTTCG CTCTAAGATT AAAAATGCCC TAGCCCACTT  
NUMT_Chr1    GCAGTGATTA TAGGCTTTCG CTCTAAGATT AAAAATGCCC TAGCCCACTT  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8920       8930       8940       8950       8960        
Sec_mit_Q1   CTTACCACAA GGCACACCTA CACCCCTTAT CCCCATACTA GTTATTATCG  
NUMT_Chr1    CTTACCACAA GGCACACCTA CACCCCTTAT CCCTATACTA GTTATTATCG  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8970       8980       8990       9000       9010        
Sec_mit_Q1   AAACCATCAG CCTACTCATT CAACCAATAG CCCTGGCCGT ACGCCTAACC  
NUMT_Chr1    AAACCATCAG CCTACTCATT CAACCAATAG CCCTGGCCGT ACGCCTAACC  
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     9020       9030       9040       9050       9060        
Sec_mit_Q1   GCTAACATTA CTGCAGGCCA CCTACTCATG CACCTAATTG GAAGCGCCAC  
NUMT_Chr1    GCTAACATTA CTGCAGGCCA CCTACTCATG CACCTAATTG GAAGCGCCAC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     9070       9080       9090       9100       9110        
Sec_mit_Q1   CCTAGCAATA TCAACCATTA ACCTTCCCTC TACACTTATC ATCTTCACAA  
NUMT_Chr1    ACTAGCAATA TCAACTATTA ACCTTCCCTC TACACTTATC ATCTTCACAA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     9120       9130       9140       9150       9160        
Sec_mit_Q1   TTCTAATTCT ACTGACTATC CTAGAAATCG CTGTCGCCTT AATCCAAGCC  
NUMT_Chr1    TTCTAATTCT ACTGACTATC CTAGAAATCG CTGTCGCCTT AATCCAAGCC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     9170       9180       9190       9200       9210        
Sec_mit_Q1   TACGTTTTCA CACTTCTAGT AAGCCTCTAC CTGCACGACA ACACATAATG  
NUMT_Chr1    TACGTTTTTA CACTTCTAGT AAGCCTCTAC CTGCACGACA ACACATAATG  
 
 
             ....|....| . 
                     9220    
Sec_mit_Q1   ACCCACCAAT C 
NUMT_Chr1    ACCCACCAAT C 
 
 

b 
           

       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6520       6530       6540       6550       6560        
Sec_mit_Q2   CTGCTGGCAT CACTATACTA CTAACAGACC GCAACCTCAA CACCACCTTC  
NUMT_Chr1    CCGCTGGCAT CACTATACTA CTAACAGACC GTAACCTCAA CACCACCTTC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6570       6580       6590       6600       6610        
Sec_mit_Q2   TTCGACCCCG CCGGAGGAGG AGACCCCATT CTATACCAAC ACCTATTCTG  
NUMT_Chr1    TTCGACCCAG CCGGAGGAGG AGACCCCATT CTATACCAAC ACCTATTCTG  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6620       6630       6640       6650       6660        
Sec_mit_Q2   ATTTTTCGGT CACCCTGAAG TTTATATTCT TATCCTACCA GGCTTCGGAA  
NUMT_Chr1    ATTTTTCGGT CACCCTGAAG TTTATATTCT CATCCTACCA GGCTTCGGAA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6670       6680       6690       6700       6710        
Sec_mit_Q2   TAATCTCCCA TATTGTAACT TACTACTCCG G-AAAAAAAG AACCATTTGG  
NUMT_Chr1    TAATCTCCCA TATTGTAACT TACTACTCCG GGAAAAAAAG AACCATTTGG  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6720       6730       6740       6750       6760        
Sec_mit_Q2   ATACATAGGT ATGGTCTGAG CTATGATATC AATTGGCTTC CTAGGGTTTA  
NUMT_Chr1    ATACATAGGT ATGGTCTGAG CTATGATATC AATTGGCTTC CTAGGGTTTA  
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6770       6780       6790       6800       6810        
Sec_mit_Q2   TCGTGTGAGC ACACCATATA TTTACAGTAG GAATAGACGT AGACACACGA  
NUMT_Chr1    TCGTGTGAGC ACACCATATA TTTACAGTAG GAATAGACGT AGACACACGA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6820       6830       6840       6850       6860        
Sec_mit_Q2   GCATATTTCA CCTCCGCTAC CATAATCATC GCTATCCCCA CCGGCGTCAA  
NUMT_Chr1    GCATATTTCA CCTCCGCTAC CATAATCATC GCTATCCCCA CCGGCGTCAA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6870       6880       6890       6900       6910        
Sec_mit_Q2   AGTATTTAGC TGACTCGCCA CACTCCACGG AAGCAATATG AAATGATCTG  
NUMT_Chr1    AGTATTTAGC TGACTCGCCA CACTCCACGG AAGCAATATG AAATGATCTG  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6920       6930       6940       6950       6960        
Sec_mit_Q2   CTGCAGTGCT CTGAGCCCTA GGATTCATCT TTCTTTTCAC CGTAGGTGGC  
NUMT_Chr1    CTGCAGTGCT CTGAGCCCTA GGATTTATTT TTCTTTTCAC CGTAGGTGGC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     6970       6980       6990       7000       7010        
Sec_mit_Q2   CTGACTGGCA TTGTATTAGC AAACTCATCA CTAGACATCG TACTACACGA  
NUMT_Chr1    CTGACTGGCA TTGTATTAGC AAACTCATCA CTAGACATCG TACTACACGA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7020       7030       7040       7050       7060        
Sec_mit_Q2   CACGTACTAC GTTGTAGCTC ACTTCCACTA TGTCCTATCA ATAGGAGCTG  
NUMT_Chr1    CACGTACTAC GTTGTAGCCC ACTTCCACTA TGTCCTATCA ATAGGAGCTG  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7070       7080       7090       7100       7110        
Sec_mit_Q2   TATTTGCCAT CATAGGAGGC TTCATTCACT GATTTCCCCT ATTCTCAGGC  
NUMT_Chr1    TATTTGCCAT CATAGGAGGC TTCATTCACT GATTTCCCCT ATTCTCAGGC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7120       7130       7140       7150       7160        
Sec_mit_Q2   TACACCCTAG ACCAAACCTA CGCCAAAATC CATTTCACTA TCATATTCAT  
NUMT_Chr1    TACACCCTAG ACCAAACCTA CGCCAAAATC CATTTCGCTA TCATATTCAT  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7170       7180       7190       7200       7210        
Sec_mit_Q2   CGGCGTAAAT CTAACTTTCT TCCCACAACA CTTTCTCGGC CTATCCGGAA  
NUMT_Chr1    CGGCGTAAAT CTAACTTTCT TCCCACAACA CTTTCTCGGC CTATCCGGAA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7220       7230       7240       7250       7260        
Sec_mit_Q2   TGCCCCGACG TTACTCGGAC TACCCCGATG CATACACCAC ATGAAACATC  
NUMT_Chr1    TGCCCCGACG TTACTCGGAC TATCCCGATG CATACACCAC ATGAAATATC  
 
 
 



224
168 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7270       7280       7290       7300       7310        
Sec_mit_Q2   CTATCATCTG TAGGCTCATT CATTTCTCTA ACAGCAGTAA TATTAATAAT  
NUMT_Chr1    CTATCATCTG TAGGCTCATT CATTTCTCTA ACAGCAGTAA TATTAATAAT  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7320       7330       7340       7350       7360        
Sec_mit_Q2   TTTCATGATT TGAGAAGCCT TCGCTTCGAA GCGAAAAGTC CTAATAGTAG  
NUMT_Chr1    TTTCATAATT TGAGAAGCCT TCGCTTCGAA GCGAAAAGTC CTAATAGTAG  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7370       7380       7390       7400       7410        
Sec_mit_Q2   AAGAACCCTC CATAAACCTG GAGTGACTAT ATGGATGCCC CCCACCCTAC  
NUMT_Chr1    AAGAACCCTC CATAAACCTG GAGTGACTAT ATGGATGCCC CCCACCCTAC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7420       7430       7440       7450       7460        
Sec_mit_Q2   CACACATTCG AAGAACCCGT ATACATAAAA TCTAGACAAA AAAGGAAGGA  
NUMT_Chr1    CACACATTCG AAGAACCCGT ATACATAAAA TCTAGACAAA AAAGGAAGGA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7470       7480       7490       7500       7510        
Sec_mit_Q2   ATCGAACCCC CCAAAGCTGG TTTCAAGCCA ACCCCATGGC CTCCATGACT  
NUMT_Chr1    ATCGAACCCC CCAAAGCTGG TTTCAAGCCA ACCCCATGGC CTCCATGACT  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7520       7530       7540       7550       7560        
Sec_mit_Q2   TTTTCAAAAA GGTATTAGAA AAACCATTTC ATAACTTTGT CAAAGTTAAA  
NUMT_Chr1    TTTTCAAAAA GATATTAGAA AAACCATTTC ATAACTTTGT CAAAGTTAAA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7570       7580       7590       7600       7610        
Sec_mit_Q2   TTATAGGCTA AATCCTATAT ATCTTAATGG CACATGCAGC GCAAGTAGGT  
NUMT_Chr1    TTATAGGCTA AATCCTATAT ATCTTAATGG CACATGCAGC GCAAGTAGGT  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7620       7630       7640       7650       7660        
Sec_mit_Q2   CTACAAGACG CTACTTCCCC TATCATAGAA GAGCTTATCA CCTTTCATGA  
NUMT_Chr1    CTACAAGACG CTACTTCCCC TATCATAGAA GAGCTTATCA TCTTTCATGA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7670       7680       7690       7700       7710        
Sec_mit_Q2   TCACGCCCTC ATAATCATTT TCCTTATCTG CTTCCTAGTC CTGTATGCCC  
NUMT_Chr1    TCACGCCCTC ATAATCATTT TCCTTATCTG CTTCCTAGTC CTGTACGCCC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7720       7730       7740       7750       7760        
Sec_mit_Q2   TTTTCCTAAC ACTCACAACA AAACTAACTA ATACTAACAT CTCAGACGCT  
NUMT_Chr1    TTTTCCTAAC ACTCACAACA AAACTAACTA ATACTAACAT CTCAGACGCT  
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7770       7780       7790       7800       7810        
Sec_mit_Q2   CAGGAAATAG AAACCGTCTG AACTATCCTG CCCGCCATCA TCCTAGTCCT  
NUMT_Chr1    CAGGAAATAG AAACCGTCTG AACTATCCTG CCCGCCATCA TCCTAGTCCT  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7820       7830       7840       7850       7860        
Sec_mit_Q2   CATCGCCCTC CCATCCCTAC GCATCCTTTA CATAACAGAC GAGGTCAACG  
NUMT_Chr1    TATCGCCCTC CCATCCCTAC GCATCCTTTA CATAACAGAC GAGGTCAACG  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7870       7880       7890       7900       7910        
Sec_mit_Q2   ATCCCTCCCT TACCATCAAA TCAATTGGCC ACCAATGGTA CTGAACCTAC  
NUMT_Chr1    ATCCCTCCTT TACCATCAAA TCAATTGGCC ATCAATGGTA CTGAACCTAC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7920       7930       7940       7950       7960        
Sec_mit_Q2   GAGTACACCG ACTACGGCGG ACTAATCTTC AACTCCTACA TACTTCCCCC  
NUMT_Chr1    GAATACACCG ACTACGGCGG ACTAATCTTC AACTCCTACA TACTTCCCCC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     7970       7980       7990       8000       8010        
Sec_mit_Q2   ATTATTCCTA GAACCAGGCG ACCTGCGACT CCTTGACGTT GACAATCGAG  
NUMT_Chr1    ATTATTCCTA GAACCAGGCG ACCTGCGACT CCTTGACGTT GACAATCGAG  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8020       8030       8040       8050       8060        
Sec_mit_Q2   TAGTACTCCC GATTGAAGCC CCCATTCGTA TAATAATTAC ATCACAAGAC  
NUMT_Chr1    TAGTACTCCC GGTTGAAGCC CCCATTCGTA TAATAATTAC ATCACAAGAC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8070       8080       8090       8100       8110        
Sec_mit_Q2   GTCTTGCACT CATGAGCTGT CCCCACATTA GGCTTAAAAA CAGATGCAAT  
NUMT_Chr1    GTCTTACACT CATGAGCTGT CCCCACATTA GGCTTAAAAA CAGATGCAAT  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8120       8130       8140       8150       8160        
Sec_mit_Q2   TCCCGGACGT CTAAACCAAA CCACTTTCAC CGCTACACGA CCGGGGGTAT  
NUMT_Chr1    TCCCGGACGT CTAAACCAAA CCACTTTCAC TGCTACACGA CCAGGGGTAT  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8170       8180       8190       8200       8210        
Sec_mit_Q2   ACTACGGTCA ATGCTCTGAA ATCTGTGGAG CAAACCACAG TTTCATGCCC  
NUMT_Chr1    ACTACGGCCA ATGCTCTGAA ATCTGTGGAG CAAACC--AG TTTTATGCCC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8220       8230       8240       8250       8260        
Sec_mit_Q2   ATCGTCCTAG AATTAATTCC CCTAAAAATC TTTGAAATAG GGCCCGTATT  
NUMT_Chr1    ATCGTCCTAG AATTAATTCC CCTAAAAATC TTTGAAATAG GGCCCGTATT  
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8270       8280       8290       8300       8310        
Sec_mit_Q2   TACCCTATAG CACCCCCTCT ACCCCCTCTA GAGCCCACTG TAAAGCTAAC  
NUMT_Chr1    TACCCTATAG CACCCCCTCT ACCCCCTCTA GAGCCCACTG TAAAGCTAAC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8320       8330       8340       8350       8360        
Sec_mit_Q2   TTAGCATTAA CCTTTTAAGT TAAAGATTAA GAGAACCAAC ACCTCTTTAC  
NUMT_Chr1    TTAGCATTAA CCTTTTAAGT TAAAGATTAA GAGAACCAAC ACCTCTTTAC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8370       8380       8390       8400       8410        
Sec_mit_Q2   AGTGAAATGC CCCAACTAAA CACTACCGTA TGGCCCACCA TAATTACCCC  
NUMT_Chr1    AGTGAAATGC CCCAACTAAA TACTACCGTA TGACCCACCA TAATTACCCC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8420       8430       8440       8450       8460        
Sec_mit_Q2   CATACTCCTT ACACTATTCC TCATCACCCA ACTAAAAATA TTAAACACAA  
NUMT_Chr1    CATACTCCTT ACACTATTCC TCATCACCCA ACTAAAAATA TTAAATACAA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8470       8480       8490       8500       8510        
Sec_mit_Q2   ACTACCACCT ACCTCCCTCA CCAAAGCCCA TAAAAATAAA AAATTATAAC  
NUMT_Chr1    ATTACCACCT ACCTCCCTCA CCAAAGCCCA TAAAAATAAA AAACTATAAC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8520       8530       8540       8550       8560        
Sec_mit_Q2   AAACCCTGAG AACCAAAATG AACGAAAATC TGTTCGCTTC ATTCATTGCC  
NUMT_Chr1    AAACCCTGAG AACCAAAATG AACGAAAATC TGTTCACTTC ATTCATTGCC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8570       8580       8590       8600       8610        
Sec_mit_Q2   CCCACAATCC TAGGCCTACC CGCCGCAGTA CTGATCATTC TATTTCCCCC  
NUMT_Chr1    CCCACAATCC TAGGCCTACC CGCCGCAGTA CTGATCATTC TATTTCCCCC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8620       8630       8640       8650       8660        
Sec_mit_Q2   TCTATTGATC CCCACCTCCA AATATCTCAT CAACAACCGA CTAATCACCA  
NUMT_Chr1    TCTATTGATC CCCACCTCCA AATATCTCAT CAACAACCGA CTAATTACCA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8670       8680       8690       8700       8710        
Sec_mit_Q2   CCCAACAATG ACTAATCAAA CTAACCTCAA AACAAATGAT AACCATACAC  
NUMT_Chr1    CCCAACAATG ACTAATCCAA CTAACCTCAA AACAAATGAT AGCCATACAC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8720       8730       8740       8750       8760        
Sec_mit_Q2   AACACTAAAG GACGAACCTG ATCTCTTATA CTAGTATCCT TAATCATTTT  
NUMT_Chr1    AACACTAAGG GACGAACCTG ATCTCTTATA CTAGTATCCT TAATCATTTT  
 
 
 



Anexos

227
171 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8770       8780       8790       8800       8810        
Sec_mit_Q2   TATTGCCACA ACTAACCTCC TCGGACTCCT GCCTCACTCA TTTACACCAA  
NUMT_Chr1    TATTGCCACA ACTAACCTCC TCGGACTCCT GCCTCACTCA TTTACACCAA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8820       8830       8840       8850       8860        
Sec_mit_Q2   CCACCCAACT ATCTATAAAC CTAGCCATGG CCATCCCCTT ATGAGCGGGC  
NUMT_Chr1    CCACCCAACT ATCTATAAAC CTAGCCATGG CCATCCCCTT ATGAGCGGGC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8870       8880       8890       8900       8910        
Sec_mit_Q2   GCAGTGATTA TAGGCTTTCG CTCTAAGATT AAAAATGCCC TAGCCCACTT  
NUMT_Chr1    GCAGTGATTA TAGGCTTTCG CTCTAAGATT AAAAATGCCC TAGCCCACTT  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8920       8930       8940       8950       8960        
Sec_mit_Q2   CTTACCACAA GGCACACCTA CACCCCTTAT CCCCATACTA GTTATTATCG  
NUMT_Chr1    CTTACCACAA GGCACACCTA CACCCCTTAT CCCTATACTA GTTATTATCG  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     8970       8980       8990       9000       9010        
Sec_mit_Q2   AAACCATCAG CCTACTCATT CAACCAATAG CCCTGGCCGT ACGCCTAACC  
NUMT_Chr1    AAACCATCAG CCTACTCATT CAACCAATAG CCCTGGCCGT ACGCCTAACC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     9020       9030       9040       9050       9060        
Sec_mit_Q2   GCTAACATTA CTGCAGGCCA CCTACTCATG CACCTAATTG GAAGCGCCAC  
NUMT_Chr1    GCTAACATTA CTGCAGGCCA CCTACTCATG CACCTAATTG GAAGCGCCAC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     9070       9080       9090       9100       9110        
Sec_mit_Q2   CCTAGCAATA TCAACCATTA ACCTTCCCTC TACACTTATC ATCTTCACAA  
NUMT_Chr1    ACTAGCAATA TCAACTATTA ACCTTCCCTC TACACTTATC ATCTTCACAA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     9120       9130       9140       9150       9160        
Sec_mit_Q2   TTCTAATTCT ACTGACTATC CTAGAAATCG CTGTCGCCTT AATCCAAGCC  
NUMT_Chr1    TTCTAATTCT ACTGACTATC CTAGAAATCG CTGTCGCCTT AATCCAAGCC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     9170       9180       9190       9200       9210        
Sec_mit_Q2   TACGTTTTCA CACTTCTAGT AAGCCTCTAC CTGCACGACA ACACATAATG  
NUMT_Chr1    TACGTTTTTA CACTTCTAGT AAGCCTCTAC CTGCACGACA ACACATAATG  
 
 
             ....|....| . 
                     9220    
Sec_mit_Q2   ACCCACCAAT C 
NUMT_Chr1    ACCCACCAAT C 
 
 Figura 1. Alineamientos mediante programa BioEdit (Hall 1999) Sequence Alignment Editor. a) Alineamiento entre el 

DNAmt del individuo (Q1) y el NUMT. b) Alineamiento entre el DNAmt del individuo (Q2) y el NUMT. En ambos 
casos, las posiciones no idénticas están marcadas en amarillo. 
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10.3. ANEXO III

Tabla 1. Cálculo total de patogenicidad a partir de las variantes mitocondriales detectadas en genes que codifican 
para complejos de la cadena respiratoria que dan lugar a cambios a nivel aminoacídico para cada una de las muestras. 
*Cálculo de la frecuencia de cada una de las variantes en la población general (N= 7605). Ala: alanina; Asn: asparagina; 
Asp: ácido aspártico; Arg: arginina; Gly: glicina; His: histidina; Ile: isoleucina; Leu: leucina; Met: metionina; Phe: 
fenilalanina; Thr: treonina; Tyr: tirosina; Val: valina.        

Muestra Posición Base 
alternativa Frecuencia Región 

mitocondrial
Hits 

Filogenia Cambio aminoacídico MutPred2 Frecuencia en la 
población (%)*

3 4216 C 12 ND1 13 Y304H (Tyr-His) 0,094 17,71

3 4232 C 1 ND1 6 I309T (Ile-Thr) 0,136 0,11

3 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

3 10398 G 12 ND3 21 T114A (Thr-Ala) 0,203 20,51

3 13708 A 8 ND5 37 A458T (Ala-Thr) 0,067 11,14

3 14766 T 21 CYB 4 T7I (Thr-Ile) 0,064 50,03

3 14798 C 7 CYB 4 F18L (Phe-Leu) 0,127 14,74

3 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

3 15452 A 12 CYB 2 L236I (Leu-Ile) 0,086 17,42

1,162

5 3721 G 1 ND1 1 T139A (Thr-Ala) 0,62 0,08

5 4216 C 12 ND1 13 Y304H (Tyr-His) 0,094 17,71

5 8734 A 1 ATP6 1 L70I (Leu-Ile) 0,202 0,09

5 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

5 10398 G 12 ND3 21 T114A (Thr-Ala) 0,203 20,51

5 13708 A 8 ND5 37 A458T (Ala-Thr) 0,067 11,14

5 14766 T 21 CYB 4 T7I (Thr-Ile) 0,064 50,03

5 14798 C 7 CYB 4 F18L (Phe-Leu) 0,127 14,74

5 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

5 15452 A 12 CYB 2 L236I (Leu-Ile) 0,086 17,42

1,848

6 4216 C 12 ND1 13 Y304H (Tyr-His) 0,094 17,71

6 4917 G 4 ND2 4 N150D (Asn-Asp) 0,402 8,67

6 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

6 14766 T 21 CYB 4 T7I (Thr-Ile) 0,064 50,03

6 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

6 15452 A 12 CYB 2 L236I (Leu-Ile) 0,086 17,42

1,031

7 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

7 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

0,385

10 4216 C 12 ND1 13 Y304H (Tyr-His) 0,094 17,71

10 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

10 10398 G 12 ND3 21 T114A (Thr-Ala) 0,203 20,51

10 13708 A 8 ND5 37 A458T (Ala-Thr) 0,067 11,14

10 14766 T 21 CYB 4 T7I (Thr-Ile) 0,064 50,03
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Tabla 1. Continuación.     

Muestra Posición Base 
alternativa Frecuencia Región 

mitocondrial
Hits 

Filogenia Cambio aminoacídico MutPred2 Frecuencia en la 
población (%)*

10 15257 A 2 CYB 3 D171N (Asp-Asn) 0,281 2,34

10 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

10 15452 A 12 CYB 2 L236I (Leu-Ile) 0,086 17,42

1,18

13 4216 C 12 ND1 13 Y304H (Tyr-His) 0,094 17,71

13 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

13 10398 G 12 ND3 21 T114A (Thr-Ala) 0,203 20,51

13 13708 A 8 ND5 37 A458T (Ala-Thr) 0,067 11,14

13 13933 G 1 ND5 3 T533A (Thr-Ala) 0,115 0,37

13 14766 T 21 CYB 4 T7I (Thr-Ile) 0,064 50,03

13 14798 C 7 CYB 4 F18L (Phe-Leu) 0,127 14,74

13 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

13 15452 A 12 CYB 2 L236I (Leu-Ile) 0,086 17,42

1,141

16 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

16 14766 T 21 CYB 4 T7I (Thr-Ile) 0,064 50,03

16 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

16 15693 C 1 CYB 1 M316T (Met-Thr) 0,163 2,14

0,612

17 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

17 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

       0,385  

18 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

18 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

       0,385  

19 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

19 9145 A 1 ATP6 1 A207T (Ala-Thr) 0,563 0,13

19 9477 A 2 CO3 4 V91I (Val-Ile) 0,328 8,32

19 14766 T 21 CYB 4 T7I (Thr-Ile) 0,064 50,03

19 14793 G 1 CYB 1 H16R (His-Arg) 0,224 4,21

19 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

       1,564  

20 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

20 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

       0,385  

21 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

21 9055 A 2 ATP6 12 A177T (Ala-Thr) 0,297 8,9

21 10398 G 12 ND3 21 T114A (Thr-Ala) 0,203 20,51

21 11084 G 1 ND4 7 T109A (Thr-Ala) 0,461 0,21

21 14766 T 21 CYB 4 T7I (Thr-Ile) 0,064 50,03

21 14798 C 7 CYB 4 F18L (Phe-Leu) 0,127 14,74
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Tabla 1. Continuación.     

Muestra Posición Base 
alternativa Frecuencia Región 

mitocondrial
Hits 

Filogenia Cambio aminoacídico MutPred2 Frecuencia en la 
población (%)*

21 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

       1,537  

26 3338 C 1 ND1 3 V11A (Val-Ala) 0,185 0,12

26 4216 C 12 ND1 13 Y304H (Tyr-His) 0,094 17,71

26 4879 G 1 ND2 0 A137G (Ala-Gly) 0,387 0

26 4917 G 4 ND2 4 N150D (Asn-Asp) 0,402 8,67

26 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

26 14766 T 21 CYB 4 T7I (Thr-Ile) 0,064 50,03

26 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

26 15452 A 12 CYB 2 L236I (Leu-Ile) 0,086 17,42

       1,603  

27 7805 A 1 CO2 9 V74I (Val-Ile) 0,051 1,46

27 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

27 14766 T 21 CYB 4 T7I (Thr-Ile) 0,064 50,03

27 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

       0,5  

30 6340 T 1 CO1 0 T146I (Thr-Ile) 0,134 0,13

30 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

30 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

       0,519  

31 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

31 9055 A 2 ATP6 12 A177T (Ala-Thr) 0,297 8,9

31 10398 G 12 ND3 21 T114A (Thr-Ala) 0,203 20,51

31 14766 T 21 CYB 4 T7I (Thr-Ile) 0,064 50,03

31 14798 C 7 CYB 4 F18L (Phe-Leu) 0,127 14,74

31 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

       1,076  

31bis 6663 G 1 CO1 1 I254V (Ile-Val) 0,167 0,07

31bis 8701 G 2 ATP6 9 T59A (Thr-Ala) 0,085 2,49

31bis 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

31bis 10398 G 12 ND3 21 T114A (Thr-Ala) 0,203 20,51

31bis 14766 T 21 CYB 4 T7I (Thr-Ile) 0,064 50,03

31bis 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

       0,904  

33 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

33 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

       0,385  

34 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

34 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

       0,385  
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Tabla 1. Continuación.     

Muestra Posición Base 
alternativa Frecuencia Región 

mitocondrial
Hits 

Filogenia Cambio aminoacídico MutPred2 Frecuencia en la 
población (%)*

35 4216 C 12 ND1 13 Y304H (Tyr-His) 0,094 17,71

35 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

35 10398 G 12 ND3 21 T114A (Thr-Ala) 0,203 20,51

35 13708 A 8 ND5 37 A458T (Ala-Thr) 0,067 11,14

35 14325 C 1 ND6 3 N117D (Asn-Asp) 0,273 0,11

35 14766 T 21 CYB 4 T7I (Thr-Ile) 0,064 50,03

35 14798 C 7 CYB 4 F18L (Phe-Leu) 0,127 14,74

35 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

35 15452 A 12 CYB 2 L236I (Leu-Ile) 0,086 17,42

       1,299  

36 8843 C 1 ATP6 9 I106T (Ile-Thr) 0,592 0,42

36 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

36 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

       0,977  

41 8584 A 1 ATP6 5 A20T (Ala-Thr) 0,243 0,41

41 8701 G 2 ATP6 9 T59A (Thr-Ala) 0,085 2,49

41 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

41 10398 G 12 ND3 21 T114A (Thr-Ala) 0,203 20,51

41 14318 C 1 ND6 1 N119S (Asn-Ser) 0,366 0,16

41 14766 T 21 CYB 4 T7I (Thr-Ile) 0,064 50,03

41 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

       1,346  

43 4216 C 12 ND1 13 Y304H (Tyr-His) 0,094 17,71

43 4917 G 4 ND2 4 N150D (Asn-Asp) 0,402 8,67

43 6261 A 1 CO1 10 A120T (Ala-Thr) 0,324 0,6

43 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

43 14766 T 21 CYB 4 T7I (Thr-Ile) 0,064 50,03

43 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

43 15452 A 12 CYB 2 L236I (Leu-Ile) 0,086 17,42

       1,355  

44 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

44 14502 C 1 ND6 6 I58V (Ile-Val) 0,364 0,18

44 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

       0,749  

45 3394 C 1 ND1 7 Y30H (Tyr-His) 0,651 0,97

45 4216 C 12 ND1 13 Y304H (Tyr-His) 0,094 17,71

45 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

45 10398 G 12 ND3 21 T114A (Thr-Ala) 0,203 20,51

45 13708 A 8 ND5 37 A458T (Ala-Thr) 0,067 11,14

45 14766 T 21 CYB 4 T7I (Thr-Ile) 0,064 50,03

45 14798 C 7 CYB 4 F18L (Phe-Leu) 0,127 14,74
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Tabla 1. Continuación.     

Muestra Posición Base 
alternativa Frecuencia Región 

mitocondrial
Hits 

Filogenia Cambio aminoacídico MutPred2 Frecuencia en la 
población (%)*

45 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

45 15452 A 12 CYB 2 L236I (Leu-Ile) 0,086 17,42

       1,677  

50 4216 C 12 ND1 13 Y304H (Tyr-His) 0,094 17,71

50 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

50 10398 G 12 ND3 21 T114A (Thr-Ala) 0,203 20,51

50 13708 A 8 ND5 37 A458T (Ala-Thr) 0,067 11,14

50 14766 T 21 CYB 4 T7I (Thr-Ile) 0,064 50,03

50 15257 A 2 CYB 3 D171N (Asp-Asn) 0,281 2,34

50 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

50 15452 A 12 CYB 2 L236I (Leu-Ile) 0,086 17,42

       1,18  

51 4216 C 12 ND1 13 Y304H (Tyr-His) 0,094 17,71

51 4917 G 4 ND2 4 N150D (Asn-Asp) 0,402 8,67

51 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

51 14766 T 21 CYB 4 T7I (Thr-Ile) 0,064 50,03

51 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

51 15452 A 12 CYB 2 L236I (Leu-Ile) 0,086 17,42

       1,031  

53 4216 C 12 ND1 13 Y304H (Tyr-His) 0,094 17,71

53 5460 A 2 ND2 38(1) A331T (Ala-Thr) 0,112 5,1

53 8557 A 1 ATP6 7 A11T (Ala-Thr) 0,047 0,95

53 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

53 10398 G 12 ND3 21 T114A (Thr-Ala) 0,203 20,51

53 13708 A 8 ND5 37 A458T (Ala-Thr) 0,067 11,14

53 13879 C 1 ND5 9 S515P (Ser-Pro) 0,199 0,87

53 14766 T 21 CYB 4 T7I (Thr-Ile) 0,064 50,03

53 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

53 15452 A 12 CYB 2 L236I (Leu-Ile) 0,086 17,42

       1,257  

54 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

54 9477 A 2 CO3 4 V91I (Val-Ile) 0,328 8,32

54 14766 T 21 CYB 4 T7I (Thr-Ile) 0,064 50,03

54 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

54 15884 A 1 CYB 20 A380T (Ala-Thr) 0,136 1,42

       0,913  

55 3505 G 1 ND1 5 T67A (Thr-Ala) 0,133 2,16

55 4093 G 1 ND1 5 T263A (Thr-Ala) 0,223 0,16

55 5046 A 1 ND2 5 V193I (Val-Ile) 0,099 2,72

55 5460 A 2 ND2 38(1) A331T (Ala-Thr) 0,112 5,1

55 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95
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Tabla 1. Continuación.     

Muestra Posición Base 
alternativa Frecuencia Región 

mitocondrial
Hits 

Filogenia Cambio aminoacídico MutPred2 Frecuencia en la 
población (%)*

55 14766 T 21 CYB 4 T7I (Thr-Ile) 0,064 50,03

55 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

55 15884 C 1 CYB 20 A380P (Ala-Thr) 0,292 2,18

       1,308  

56 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

56 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

       0,385  

59 8860 G 32 ATP6 4 T112A (Thr-Ala) 0,288 98,95

59 15326 G 32 CYB 8 T194A (Thr-Ala) 0,097 98,93

       0,385  

Tabla 2. Cálculo total de patogenicidad a partir de las variantes mitocondriales detectadas en RNAt en cada una de 
las muestras. *Cálculo de la frecuencia de cada una de las variantes en la población general (N= 7605).

Muestra Posición Base 
alternativa Frecuencia MapLocus Hits 

Filogenia
Valor patogenicidad 

MitoTIP
Frecuencia en la 
población (%)*

3 NO NO NO NO 0 0

0

5 NO NO NO NO 0 0

0

6 10463 C 4 TR (RNAt arginina) 5 2,703 8,76

6 15928 A 4 TT (RNAt treonina) 5 7,54 8,52

10,243
7 10057 C 1 TG (RNAt glicina) 0 11,292 0,01

11,292
10 7476 T 2 TS1 (RNAt serina1) 1 0,016 1,91

0,016
13 NO NO NO NO 0 0

0

16 12308 G 6 TL2 (RNAt leucina2) 3 11,851 23,37

11,851
17 NO NO NO NO 0 0

0

18 5780 A 1 TC (RNAt cisteína) 1 10,728 0,07

10,728
19 12308 G 6 TL2 (RNAt leucina2) 3 11,851 23,37

11,851
20 NO NO NO NO 0 0

0

21 12308 G 6 TL2 (RNAt leucina2) 3 11,851 23,37

11,851
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Tabla 2. Continuación.     

Muestra Posición Base 
alternativa Frecuencia MapLocus Hits 

Filogenia
Valor patogenicidad 

MitoTIP
Frecuencia en la 
población (%)*

26 10463 C 4 TR (RNAt arginina) 5 2,703 8,76

26 15928 A 4 TT (RNAt treonina) 5 7,54 8,52

10,243
27 12308 G 6 TL2 (RNAt leucina2) 3 11,851 23,37

11,851
30 NO NO NO NO 0 0

0

31 12308 G 6 TL2 (RNAt leucina2) 3 11,851 23,37

11,851
33 NO NO NO NO 0 0

0

31bis 7521 A 1 TD (RNAt ácido aspártico) 10 0,706 1,13

0,706
34 NO NO NO NO 0 0

0

35 NO NO NO NO 0 0

0

36 NO NO NO NO 0 0

0

41 15930 A 1 TT (RNAt treonina) 14 2,389 0,27

2,389
43 10463 C 4 TR (RNAt arginina) 5 2,703 8,76

43 15928 A 4 TT (RNAt treonina) 5 7,54 8,52

10,243
44 12172 G 1 TH (RNAt histidina) 10 3,327 0,25

44 15904 T 1 TT (RNAt treonina) 1 1,691 3,68

5,018
45 5773 A 1 TC (RNAt cisteína) 13 2,435 0,5

45 12192 A 1 TH (RNAt histidina) 4 2,659 0,14

5,094
50 7476 T 2 TS1 (RNAt serina1) 1 0,016 1,91

0,016
51 10463 C 4 TR (RNAt arginina) 5 2,703 8,76

51 15928 A 4 TT (RNAt treonina) 5 7,54 8,52

10,243
53 NO NO NO NO 0 0

0

54 12308 G 6 TL2 (RNAt leucina2) 3 11,851 23,37

11,851
55 NO NO NO NO 0 0

0

56 NO NO NO NO 0 0

0

59 NO NO NO NO 0 0

0
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Tabla 5. Comparación de las frecuencias de las mutaciones en homoplasmia detectadas en el presente estudio vs. la 
población general europea -datos de genomas completos obtenidos de de HmtDB (Clima et al. 2017)- (N=877). ATT: 
sitio de unión a la membrana; CBS1: bloque de secuencia conservada 1; HPR: primer de replicación; MT5: elemento 
control; OH: origen de replicación; TAS2: secuencia asociada a la terminación 2; TFY: sitio de unión del factor de 
transcripción 1 (TF1); TFX: sitio de unión de TF1. 

Posición rCRS Mutación Región mitocondrial Frecuencia Hits 
Filogenia

Presente estudio Base de datos de 
población europea Test 

exacto de 
FisherIndividuos 

N=32
Frecuencia 

(%) 
Individuos 

N=7605 
Frecuencia 

(%)

10 T T>C Región control / ATT / 7S DNA  1 1 1 3,13 5 0,07 0,0249

57 T T>C HVRII / ATT / 7S DNA / OH57 1 4 1 3,13 32 0,42 0,1296

72 T T>C HVRII / ATT / 7S DNA 1 6 1 3,13 292 3,84 1

73 A A>G HVRII / ATT / 7S DNA 21 19 21 65,63 4111 54,06 0,216

114 C C>T HVRII / ATT / OH / 7S DNA 1 8(3) 1 3,13 63 0,83 0,2365

143 G G>A HVRII / ATT / OH / 7S DNA 2 28(2) 2 6,25 49 0,65 0,0191

146 T T>C HVRII / ATT / OH / 7S DNA 8 120(2) 8 25 696 9,15 0,0071*

150 C C>T HVRII / ATT / OH / 7S DNA 4 74(2) 4 12,50 755 9,93 0,5535

152 T T>C HVRII / ATT / OH / 7S DNA 6 206(2) 6 18,75 1524 20,04 1

185 G G>A HVRII / ATT / OH / 7S DNA 4 26(2) 4 12,50 475 6,24 0,1378

188 A A>G HVRII / ATT / OH / 7S DNA 4 6 4 12,50 189 2,49 0,0082*

189 A A>G HVRII / ATT / OH / 7S DNA 1 39 1 3,13 285 3,75 1

195 T T>C HVRII / ATT / OH 8 116(4) 8 25 1341 17,63 0,2521

204 T T>C HVRII / ATT / OH 1 42 1 3,13 440 5,78 1

207 G G>A HVRII / ATT / OH 1 43(3) 1 3,13 311 4,09 1

215 A A>G HVRII / ATT / CSB1 / OH 2 6(1) 2 6,25 87 1,15 0,0531

228 G G>A HVRII / ATT / CSB1 / OH 5 13(2) 5 15,63 429 5,64 0,0328

242 C C>T HVRII / ATT / TFX / OH 1 1 1 3,13 55 0,72 0,2102

263 A A>G HVRII / ATT/ OH 32 13 32 100 7526 98,96 1

279 T T>C HVRII: ATT / TFY / OH 1 4 1 3,13 32 0,42 0,1296

292 T T>C HVRII: ATT / TFY / OH 1 1 (1 ins) 1 3,13 2 0,03 0,0125

295 C C>T HVRII: ATT / TFY / OH 8 3 8 25 692 9,1 0,0069*

319 T T>C HVRII: ATT / HPR / OH 2 1(1) 2 6,25 76 1 0,0419

449 T T>C HVRIII: ATT 1 0 1 3,13 2 0,03 0,0125

456 C C>T HVRIII: ATT 1 8(1) (1 del 
/1 ins) 1 3,13 223 2,93 0,615

462 C C>T HVRIII: ATT 6 2 6 18,75 508 6,68 0,0182

482 T T>C HVRIII: ATT 1 6 1 3,13 61 0,8 0,23

489 T T>C HVRIII / ATT 9 3 9 28,13 721 9,48 0,0024*

497 C C>T HVRIII: ATT 2 1 2 6,25 334 4,39 0,6506

499 G G>A HVRIII: ATT 2 7 2 6,25 165 2,17 0,1543

513 G G>A HVRIII: ATT 2 21(1) 2 6,25 125 1,64 0,0985

709 G G>A RNAr 12S 6 57(1) 6 18,75 1111 14,61 0,456

723 A A>G RNAr 12S 1 9 1 3,13 21 0,28 0,0884

739 C C>T RNAr 12S 1 2 1 3,13 3 0,04 0,0167

750 A A>G RNAr 12S 32 4 32 100 7491 98,5 1

769 G G>A RNAr 12S 1 5 1 3,13 69 0,91 0,2557

930 G G>A RNAr 12S 1 8 1 3,13 273 3,59 1

1018 G G>A RNAr 12S 1 2 1 3,13 68 0,89 0,2525

1189 T T>C RNAr 12S 2 3 2 6,25 528 6,94 1
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Tabla 5. Continuación.

Posición rCRS Mutación Región mitocondrial Frecuencia Hits 
Filogenia

Presente estudio Base de datos de 
población europea Test 

exacto de 
FisherIndividuos 

N=32
Frecuencia 

(%) 
Individuos 

N=7605 
Frecuencia 

(%)

1243 T T>C RNAr 12S 2 5 2 6,25 165 2,17 0,1543

1438 A A>G RNAr 12S 32 11 32 100 7302 96,02 0,6375

1518 C C>T RNAr 12S 1 0 1 3,13 0 0 0,0042*

1688 A A>C RNAr 16S 1 0 1 3,13 0 0 0,0042*

1709 G G>A RNAr 16S 1 9 1 3,13 24 0,32 0,0998

1809 T T>C RNAr 16S 1 3 1 3,13 5 0,07 0,0249

1811 A A>G RNAr 16S 3 6 3 9,38 1007 13,24 0,7924

1850 T T>C RNAr 16S 1 1 1 3,13 55 0,72 0,2102

1888 G G>A RNAr 16S 5 13 5 15,63 653 8,59 0,1921

2158 T T>C RNAr 16S 1 3 1 3,13 57 0,75 0,2169

2392 T T>C RNAr 16S 1 0 1 3,13 3 0,04 0,0167

2416 T T>C RNAr 16S 2 5 2 6,25 28 0,37 0,0069*

2706 A A>G RNAr 16S 22 10 22 69,00 4199 55,21 0,1541

2789 C C>T RNAr 16S 1 2 1 3,13 23 0,3 0,096

3010 G G>A RNAr 16S 13 14 13 40,63 1862 24,48 0,0403

3173 G G>A RNAr 16S 1 0 1 3,13 0 0 0,0042*

3197 T T>C RNAr 16S 2 4 2 6,25 644 8,47 1

3338 T T>C ND1 1 3 1 3,13 9 0,12 0,0411

3348 A A>G ND1 1 1 1 3,13 127 1,67 0,4184

3394 T T>C ND1 1 7 1 3,13 74 0,97 0,2713

3447 A A>G ND1 1 4 1 3,13 75 0,99 0,2744

3480 A A>G ND1 2 3 2 6,25 653 8,59 1

3505 A A>G ND1 1 5 1 3,13 164 2,16 0,5036

3531 G G>A ND1 1 10 1 3,13 30 0,39 0,1223

3552 T T>A ND1 1 6 1 3,13 10 0,13 0,0452

3594 C C>T ND1 1 1 1 3,13 66 0,87 0,2461

3672 A A>G ND1 1 1 1 3,13 15 0,2 0,065

3721 A A>G ND1 1 1 1 3,13 6 0,08 0,029

4093 A A>G ND1 1 5 1 3,13 12 0,16 0,0532

4104 A A>G ND1 1 1 1 3,13 65 0,85 0,2429

4164 A A>G ND1 1 4 1 3,13 7 0,09 0,033

4216 T T>C ND1 12 13 12 37,50 1347 17,71 0,0084*

4224 C C>T ND1 1 1 1 3,13 2 0,03 0,0125

4232 T T>C ND1 1 6 1 3,13 8 0,11 0,0371

4580 G G>A ND2 1 2 1 3,13 264 3,47 1

4646 T T>C ND2 1 5 1 3,13 178 2,34 0,5326

4715 A A>G ND2 1 3 1 3,13 27 0,36 0,1111

4733 T T>C ND2 1 2 1 3,13 82 1,08 0,2956

4769 A A>G ND2 32 6 32 100 7356 96,73 0,6259

4820 G G>A ND2 1 6 1 3,13 20 0,26 0,0845

4879 C C>G ND2 1 0 1 3,13 0 0 0,0042*

4917 A A>G ND2 4 4 4 12,50 659 8,67 0,3549

5046 G G>A ND2 1 5 1 3,13 207 2,72 0,5875

5054 G G>A ND2 2 10 2 6,25 15 0,2 0,0022*
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Tabla 5. Continuación.

Posición rCRS Mutación Región mitocondrial Frecuencia Hits 
Filogenia

Presente estudio Base de datos de 
población europea Test 

exacto de 
FisherIndividuos 

N=32
Frecuencia 

(%) 
Individuos 

N=7605 
Frecuencia 

(%)

5147 G G>A ND2 3 22 3 9,38 293 3,85 0,1256

5187 C C>T ND2 1 1 1 3,13 21 0,28 0,0884

5198 A A>G ND2 1 1 1 3,13 44 0,58 0,1726

5460 G G>A ND2 2 38(1) 2 6,25 388 5,1 0,6779

5471 G G>A ND2 1 8 1 3,13 79 1,04 0,2866

5656 A A>G NC4 1 5 1 3,13 157 2,06 0,4885

5773 G G>A TC 
(RNAt cisteína) 1 13 1 3,13 38 0,5 0,1514

5780 G G>A TC 
(RNAt cisteína) 1 1 1 3,13 5 0,07 0,0249

5964 T T>C CO1 1 4 1 3,13 9 0,12 0,0411

5999 T T>C CO1 1 3 1 3,13 164 2,16 0,5036

6047 A A>G CO1 1 2 1 3,13 162 2,13 0,4993

6260 G G>A CO1 1 10 1 3,13 100 1,31 0,3475

6261 G G>A CO1 1 10 1 3,13 46 0,6 0,1796

6340 C C>T CO1 1 0 1 3,13 10 0,13 0,0452

6663 A A>G CO1 1 1 1 3,13 5 0,07 0,0249

6932 A A>G CO1 1 3 1 3,13 0 0 0,0042*

7028 C C>T CO1 22 2 22 68,75 4200 55,23 0,1541

7175 T T>C CO1 1 1 1 3,13 18 0,24 0,0768

7184 A A>G CO1 1 1 1 3,13 20 0,26 0,0845

7196 C C>A CO1 1 3 1 3,13 26 0,34 0,1074

7256 C C>T CO1 1 3 1 3,13 66 0,87 0,2461

7274 C C>T CO1 1 1 1 3,13 19 0,25 0,0806

7385 A A>G CO1 1 1 1 3,13 57 0,75 0,2169

7476 C C>T TS1
(RNAt serina1) 2 1 2 6,25 145 1,91 0,1256

7521 G G>A TD
(RNAt ácido aspártico) 1 10 1 3,13 86 1,13 0,3075

7699 C C>T CO2 1 0 1 3,13 1 0,01 0,0084*

7705 T T>C CO2 1 1 1 3,13 30 0,39 0,1223

7768 A A>G CO2 1 1 1 3,13 318 4,18 1

7771 A A>G CO2 1 2 1 3,13 20 0,26 0,0845

7789 G G>A CO2 2 6 2 6,25 82 1,08 0,0479

7805 G G>A CO2 1 9 1 3,13 111 1,46 0,3773

7873 C C>T CO2 1 1 1 3,13 21 0,28 0,0884

8068 C C>T CO2 1 1 1 3,13 0 0 0,0042*

8185 T T>C CO2 1 1 1 3,13 2 0,03 0,0125

8188 A A>G CO2 1 8 1 3,13 4 0,05 0,0208

8206 G G>A CO2 1 4 1 3,13 28 0,37 0,1148

8251 G G>A CO2 1 25 1 3,13 396 5,21 1

8269 G G>A CO2 1 7 1 3,13 151 1,99 0,4752

8404 T T>C ATP8 1 3 1 3,13 4 0,05 0,0208

8410 C C>T ATP8 1 3 1 3,13 9 0,12 0,0411

8557 G G>A ATP8 1 7 1 3,13 72 0,95 0,2651

8584 G G>A ATP6 1 5 1 3,13 31 0,41 0,126
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Tabla 5. Continuación.

Posición rCRS Mutación Región mitocondrial Frecuencia Hits 
Filogenia

Presente estudio Base de datos de 
población europea Test 

exacto de 
FisherIndividuos 

N=32
Frecuencia 

(%) 
Individuos 

N=7605 
Frecuencia 

(%)

8610 T T>C ATP6 1 2 1 3,13 10 0,13 0,0452

8614 T T>C ATP6 1 6 1 3,13 15 0,2 0,065

8697 G G>A ATP6 4 3 4 12,50 656 8,63 0,3528

8701 A A>G ATP6 2 9 2 6,25 189 2,49 0,1885

8734 C C>A ATP6 1 1 1 3,13 7 0,09 0,033

8760 T T>C ATP6 1 0 1 3,13 0 0 0,0042*

8843 T T>C ATP6 1 9 1 3,13 32 0,42 0,1296

8860 A A>G ATP6 32 4 32 100 7525 98,95 1

8911 T T>C ATP6 1 2 1 3,13 1 0,01 0,0084*

8994 G G>A ATP6 2 11 2 6,25 202 2,66 0,2101

9055 G G>A ATP6 2 12 2 6,25 677 8,9 1

9145 G G>A ATP6 1 1 1 3,13 10 0,13 0,0452

9221 A A>G CO3 1 1 1 3,13 27 0,36 0,1111

9230 T T>C CO3 1 2 1 3,13 1 0,01 0,0084*

9356 C C>T CO3 2 2 2 6,25 9 0,12 0,0009*

9477 G G>A CO3 2 4 2 6,25 633 8,32 1

9491 A A>G CO3 1 0 1 3,13 2 0,03 0,0125

9540 T T>C CO3 2 1 2 6,25 172 2,26 0,1646

9545 A A>G CO3 1 8 1 3,13 55 0,72 0,2102

9698 T T>C CO3 2 2 2 6,25 691 9,09 1

10057 T T>C TG
(RNAt glicina) 1 0 1 3,13 1 0,01 0,0084*

10115 T T>C ND3 1 2 1 3,13 30 0,39 0,1223

10314 C C>T ND3 1 2 1 3,13 1 0,01 0,0084*

10398 A A>G ND3 12 21 12 37,50 1560 20,51 0,0263

10400 C C>T ND3 1 1 1 3,13 77 1,01 0,2805

10463 T T>C TR 
(RNAt arginina) 4 5 4 12,50 666 8,76 0,5227

10499 A A>G ND4L 2 2 2 6,25 90 1,18 0,0564

10550 A A>G ND4L 2 1 2 6,25 644 8,47 1

10586 G G>A ND4L 1 4 1 3,13 11 0,14 0,0492

10619 C C>T ND4L 1 2 1 3,13 14 0,18 0,0611

10685 G G>A ND4L 1 14(1) 1 3,13 42 0,55 0,1656

10822 C C>T ND4 1 1 1 3,13 35 0,46 0,1406

10873 T T>C ND4 2 1 2 6,25 169 2,22 0,1602

10927 T T>C ND4 1 2 1 3,13 61 0,8 0,23

11002 A A>G ND4 1 8 1 3,13 24 0,32 0,0998

11084 A A>G ND4 1 7 1 3,13 16 0,21 0,069

11242 C C>G ND4 2 1 2 6,25 8 0,11 0,0007*

11251 A A>G ND4 12 1 12 37,5 1326 17,44 0,0078*

11299 T T>C ND4 2 6 2 6,25 644 8,47 1

11332 C C>T ND4 1 1 1 3,13 160 2,1 0,495

11339 T T>C ND4 1 4 1 3,13 26 0,34 0,1074

11377 G G>A ND4 2 7 2 6,25 165 2,17 0,1543

11467 A A>G ND4 6 2 6 18,75 1782 23,43 0,677
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Tabla 5. Continuación.

Posición rCRS Mutación Región mitocondrial Frecuencia Hits 
Filogenia

Presente estudio Base de datos de 
población europea Test 

exacto de 
FisherIndividuos 

N=32
Frecuencia 

(%) 
Individuos 

N=7605 
Frecuencia 

(%)

11485 T T>C ND4 1 3 1 3,13 135 1,78 0,438

11674 C C>T ND4 1 2 1 3,13 167 2,2 0,51

11719 G G>A ND4 21 4 21 65,63 3854 50,68 0,1107

11812 A A>G ND4 4 2 4 12,50 493 6,48 0,1517

11840 C C>T ND4 1 1 1 3,13 86 1,13 0,3075

11908 A A>G ND4 1 3 1 3,13 4 0,05 0,0208

11914 G G>A ND4 4 43 4 12,50 254 3,34 0,0218

11944 T T>C ND4 1 8 1 3,13 44 0,58 0,1726

11947 A A>G ND4 1 3 1 3,13 166 2,18 0,5078

11950 A A>G ND4 1 1 1 3,13 4 0,05 0,0208

12007 G G>A ND4 1 14 1 3,13 69 0,91 0,2557

12046 A A>G ND4 1 0 1 3,13 0 0 0,0042*

12130 T T>C ND4 1 2 1 3,13 9 0,12 0,0411

12172 A A>G TH 
(RNAt histidina) 1 10 1 3,13 19 0,25 0,0806

12192 G G>A TH 
(RNAt histidina) 1 4 1 3,13 11 0,14 0,0492

12308 A A>G TL2 
(RNAt leucina2) 6 3 6 18,75 1777 23,37 0,677

12351 T T>C ND5 1 1 1 3,13 5 0,07 0,0249

12372 G G>A ND5 7 7 7 21,88 1793 23,58 1

12414 T T>C ND5 1 8 1 3,13 170 2,24 0,5162

12597 A A>G ND5 1 0 1 3,13 1 0,01 0,0084*

12612 A A>G ND5 8 7 8 25 688 9,05  0,0067*

12618 G G>A ND5 1 9 1 3,13 107 1,41 0,3666

12693 A A>G ND5 1 1 1 3,13 19 0,25 0,0806

12696 T T>C ND5 1 7 1 3,13 9 0,12 0,0411

12705 C C>T ND5 3 1 3 9,38 681 8,95 0,7614

13032 A A>G ND5 1 4 1 3,13 7 0,09 0,033

13263 A A>G ND5 1 3 1 3,13 28 0,37 0,1148

13281 T T>C ND5 1 5 1 3,13 24 0,32 0,0998

13368 G G>A ND5 4 12 4 12,50 657 8,64 0,3535

13404 T T>C ND5 1 4 1 3,13 21 0,28 0,0884

13578 C C>T ND5 1 0 1 3,13 2 0,03 0,0125

13590 G G>A ND5 1 11 1 3,13 52 0,68 0,2001

13617 T T>C ND5 2 2 2 6,25 629 8,27 1

13650 C C>T ND5 1 2 1 3,13 72 0,95 0,2651

13708 G G>A ND5 8 37 8 25 847 11,14 0,0218

13722 A A>G ND5 2 7 2 6,25 78 1,03 0,0439

13731 A A>G ND5 1 1 1 3,13 3 0,04 0,0167

13740 T T>C ND5 1 2 1 3,13 87 1,14 0,3104

13803 A A>G ND5 1 1 1 3,13 21 0,28 0,0884

13879 T T>C ND5 1 9 1 3,13 66 0,87 0,2461

13911 A A>G ND5 1 1 1 3,13 2 0,03 0,0125

13933 A A>G ND5 1 3 1 3,13 28 0,37 0,1148
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Tabla 5. Continuación.

Posición rCRS Mutación Región mitocondrial Frecuencia Hits 
Filogenia

Presente estudio Base de datos de 
población europea Test 

exacto de 
FisherIndividuos 

N=32
Frecuencia 

(%) 
Individuos 

N=7605 
Frecuencia 

(%)

14091 A A>G ND5 1 1 1 3,13 3 0,04 0,0167

14106 T T>C ND5 1 1 1 3,13 2 0,03 0,0125

14133 A A>G ND5 2 6 2 6,25 85 1,12 0,051

14167 C C>T ND6 2 1 2 6,25 654 8,6 1

14179 A A>G ND6 1 2 1 3,13 89 1,17 0,3162

14182 T T>C ND6 1 10 1 3,13 327 4,3 1

14233 A A>G ND6 4 5 4 12,50 511 6,72 0,1662

14318 T T>C ND6 1 1 1 3,13 12 0,16 0,0532

14325 T T>C ND6 1 3 1 3,13 8 0,11 0,0371

14364 G G>A ND6 1 9 1 3,13 39 0,51 0,155

14374 T T>C ND6 1 1 1 3,13 3 0,04 0,0167

14428 C C>T ND6 1 0 1 3,13 2 0,03 0,0125

14443 C C>T ND6 1 0 1 3,13 1 0,01 0,0084*

14497 A A>G ND6 1 1 1 3,13 8 0,11 0,0371

14502 T T>C ND6 1 6 1 3,13 14 0,18 0,0611

14524 A A>G ND6 1 1 1 3,13 0 0 0,0042*

14566 A A>G ND6 1 2 1 3,13 19 0,25 0,0806

14620 C C>T ND6 1 2 1 3,13 163 2,14 0,5015

14766 C C>T CYB 21 4 21 65,63 3805 50,03 0,1095

14783 T T>C CYB 1 1 1 3,13 78 1,03 0,2835

14793 A A>G CYB 1 1 1 3,13 320 4,21 1

14798 T T>C CYB 7 4 7 21,88 1121 14,74 0,3122

14905 G G>A CYB 4 8 4 12,50 649 8,53 0,3478

15043 G G>A CYB 1 7 1 3,13 344 4,52 1

15257 G G>A CYB 2 3 2 6,25 178 2,34 0,1736

15301 G G>A CYB 2 6 2 6,25 151 1,99 0,1341

15316 A A>G CYB 1 0 1 3,13 5 0,07 0,0249

15326 A A>G CYB 32 8 32 100 7524 98,93 1

15340 A A>G CYB 1 1 1 3,13 8 0,11 0,0371

15424 C C>T CYB 1 0 1 3,13 1 0,01 0,0084*

15452 C C>A CYB 12 2 12 37,5 1325 17,42 0,0078*

15466 G G>A CYB 1 6 1 3,13 15 0,2 0,065

15487 A A>T CYB 1 2 1 3,13 26 0,34 0,1074

15607 A A>G CYB 4 3 4 12,50 648 8,52 0,3471

15693 T T>C CYB 1 1 1 3,13 163 2,14 0,5015

15721 T T>C CYB 1 7 1 3,13 22 0,29 0,0922

15784 T T>C CYB 1 11 1 3,13 82 1,08 0,2956

15790 C C>T CYB 1 1 1 3,13 21 0,28 0,0884

15871 A A>G CYB 1 0 1 3,13 0 0 0,0042*

15884 G G>A CYB 1 20 1 3,13 108 1,42 0,3693

15884 G G>C CYB 1 20 1 3,13 166 2,18 0,5078

15904 C C>T TT 
(RNAt treonina) 1 1 1 3,13 280 3,68 1

15928 G G>A TT 
(RNAt treonina) 4 5 4 12,50 648 8,52 0,3471
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Tabla 5. Continuación.

Posición rCRS Mutación Región mitocondrial Frecuencia Hits 
Filogenia

Presente estudio Base de datos de 
población europea Test 

exacto de 
FisherIndividuos 

N=32
Frecuencia 

(%) 
Individuos 

N=7605 
Frecuencia 

(%)

15930 G G>A TT 
(RNAt treonina) 1 14 1 3,13 21 0,27 0,0884

16051 A A>G HVRI: ATT 1 22 1 3,13 171 2,25 0,5183

16069 C C>T HVRI: ATT 8 6 8 25 693 9,11 0,007*

16093 T T>C HVRI: ATT / TAS2 1 50(10) 1 3,13 389 5,12 1

16126 T T>C HVRI: ATT / TAS2 / 7S DNA 12 19 12 37,50 1380 18,14 0,0095*

16145 G G>A HVRI: ATT / 7S DNA 3 32 3 9,38 229 3,01 0,072

16172 T T>C HVRI: ATT / TAS2 / 7S DNA 2 50 2 6,25 357 4,7 0,6615

16183 A A>C HVRI: ATT / 7S DNA 3 NA 3 9,38 377 4,96 0,2116

16186 C C>T HVRI: ATT / 7S DNA 1 3 1 3,13 144 1,9 0,4592

16189 T T>C HVRI: ATT / 7S DNA 5 111(5) 5 15,63 1130 14,86 0,8058

16192 C C>T HVRI: ATT / 7S DNA 2 37 2 6,25 443 5,82 0,71

16201 C C>T HVRI: ATT / mt5 / 7S DNA 1 1 1 3,13 16 0,21 0,069

16219 A A>G HVRI: ATT / 7S DNA 1 5 1 3,13 144 1,9 0,4592

16220 A A>G HVRI: ATT / 7S DNA 1 4 1 3,13 6 0,08 0,029

16222 C C>T HVRI: ATT / 7S DNA 1 6(1) 1 3,13 87 1,14 0,3104

16223 C C>T HVRI: ATT / 7S DNA 3 30(1) 3 9,38 710 9,34 1

16224 T T>C HVRI: ATT / 7S DNA 2 11 2 6,25 648 8,52 1

16231 T T>C HVRI: ATT / 7S DNA 2 5 2 6,25 86 1,13 0,0521

16256 C C>T HVRI: ATT / 7S DNA 1 36(1) 1 3,13 395 5,2 1

16261 C C>T HVRI: ATT / 7S DNA 3 30 3 9,38 274 3,6 0,1084

16270 C C>T HVRI: ATT / 7S DNA 2 17 2 6,25 663 8,72 1

16278 C C>T HVRI: ATT / 7S DNA 5 50(2) 5 15,63 360 4,73 0,0168

16292 C C>T HVRI: ATT / 7S DNA 1 24 1 3,13 218 2,87 0,6066

16293 A A>G HVRI: ATT / 7S DNA 1 20(2) 1 3,13 143 1,88 0,4569

16294 C C>T HVRI: ATT / 7S DNA 5 29 5 15,63 753 9,9 0,2418

16296 C C>T HVRI: ATT / 7S DNA 3 2(1) 3 9,38 336 4,42 0,1678

16298 T T>C HVRI: ATT / 7S DNA 2 17 2 6,25 355 4,67 0,6605

16300 A A>G HVRI: ATT / 7S DNA 1 13 1 3,13 19 0,25 0,0806

16304 T T>C HVRI: ATT / 7S DNA 2 27(1) 2 6,25 574 7,55 1

16309 A A>G HVRI: ATT / 7S DNA 1 13(2) 1 3,13 42 0,55 0,1656

16311 T T>C HVRI: ATT / 7S DNA 4 133(4) 4 12,50 1313 17,27 0,6403

16316 A A>G HVRI: ATT / 7S DNA 1 8 1 3,13 49 0,65 0,1899

16325 T T>C HVRI: ATT / 7S DNA 3 24(1 del) 3 9,38 61 0,8 0,0023*

16327 C C>T HVRI: ATT / 7S DNA 1 10 1 3,13 23 0,3 0,096

16356 T T>C HVRI: ATT / 7S DNA 1 15 1 3,13 265 3,49 1

16362 T T>C HVRI: ATT / 7S DNA 1 85(1) 1 3,13 492 6,47 0,7202

16366 C C>T HVRI: ATT / 7S DNA 1 2 1 3,13 24 0,32 0,0998

16390 G G>A Región Control: ATT / 7S DNA 1 32 1 3,13 121 1,59 0,4033

16465 C C>T Región Control: ATT / 7S DNA 1 8 1 3,13 27 0,35 0,1111

16519 T T>C Región Control: ATT / 7S DNA 21 NA 21 65,63 5025 66,08 1

16526 G G>A Región Control: ATT / 7S DNA 1 10 1 3,13 113 1,49 0,3826

*El test exacto de Fisher muestra diferencias significativas (p<0,01). 
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Tabla 6. Mutaciones en homoplasmia localizadas en posiciones estables (N=251). ATT: sitio de unión a la membrana; 
OH: origen de replicación; TFY: sitio de unión de TF1. 

Posición rCRS Mutación Región 
mitocondrial Frecuencia Hits Filogenia

Índice de 
Conservación 

(%)

57 T T>C HVRII / ATT / 7S 
DNA / OH57 1 4 93,8

292 T T>C HVRII: ATT / TFY 
/ OH 1 1 (1 ins) 18,8

489 T T>C HVRIII: ATT 9 3 18,8

739 C C>T RNAr 12S 1 2 16,67

750 A A>G RNAr 12S 32 4 100

1018 G G>A RNAr 12S 1 2 8,33

1243 T T>C RNAr 12S 2 5 83,33

1850 T T>C RNAr 16S 1 1 83,33

3173 G G>A RNAr 16S 1 0 8,33

3197 T T>C RNAr 16S 2 4 0

3348 A A>G ND1 1 1 91,67

3447 A A>G ND1 1 4 100

3480 A A>G ND1 2 3 100

3505 A A>G ND1 1 5 83,33

3672 A A>G ND1 1 1 100

3721 A A>G ND1 1 1 91,67

4093 A A>G ND1 1 5 83,33

4104 A A>G ND1 1 1 100

4164 A A>G ND1 1 4 100

4224 C C>T ND1 1 1 91,67

4580 G G>A ND2 1 2 100

4646 T T>C ND2 1 5 100

4715 A A>G ND2 1 3 100

4733 T T>C ND2 1 2 83,33

4879 C C>G ND2 1 0 100

4917 A A>G ND2 4 4 83,33

5187 C C>T ND2 1 1 83,33

5780 G G>A TC (RNAt cisteína) 1 1 91,67

5964 T T>C CO1 1 4 83,33

5999 T T>C CO1 1 3 100

6047 A A>G CO1 1 2 :91,67

6340 C C>T CO1 1 0 83,33

6663 A A>G CO1 1 1 91,67

6932 A A>G CO1 1 3 100

7028 C C>T CO1 22 2 100

7175 T T>C CO1 1 1 100

7184 A A>G CO1 1 1 100

7196 C C>A CO1 1 3 100

7256 C C>T CO1 1 3 100

7274 C C>T CO1 1 1 100

7385 A A>G CO1 1 1 100

7699 C C>T CO2 1 0 91,67



Anexos

247

Tabla 6. Continuación.

Posición rCRS Mutación Región 
mitocondrial Frecuencia Hits Filogenia

Índice de 
Conservación 

(%)

7705 T T>C CO2 1 1 100

7771 A A>G CO2 1 2 100

7873 C C>T CO2 1 1 100

8068 C C>T CO2 1 1 100

8185 T T>C CO2 1 1 100

8206 G G>A CO2 1 4 100

8404 T T>C ATP8 1 3 91,67

8697 G G>A ATP6 4 3 91,67

8734 C C>A ATP6 1 1 100

8760 T T>C ATP6 1 0 100

8911 T T>C ATP6 1 2 100

9145 G G>A ATP6 1 1 100

9230 T T>C CO3 1 2 100

9356 C C>T CO3 2 2 91,67

9477 G G>A CO3 2 4 83,33

9491 A A>G CO3 1 0 91,67

9540 T T>C CO3 2 1 91,67

9698 T T>C CO3 2 2 T:83,33

10057 T T>C TG (RNAt glicina) 1 0 83,33

10314 C C>T ND3 1 2 83,33

10463 T T>C TR (RNAt arginina) 4 5 91,67

10499 A A>G ND4L 2 2 100

10550 A A>G ND4L 2 1 100

10586 G G>A ND4L 1 4 100

10619 C C>T ND4L 1 2 100

11242 C C>G ND4 2 1 100

11251 A A>G ND4 12 1 100

11467 A A>G ND4 6 2 100

11485 T T>C ND4 1 3 100

11674 C C>T ND4 1 2 100

11719 G G>A ND4 21 4 91,67

11812 A A>G ND4 4 2 100

11947 A A>G ND4 1 3 91,67

11950 A A>G ND4 1 1 100

12308 A A>G TL2
(RNAt leucina 2) 6 3 100

12597 A A>G ND5 1 0 91,67

12693 A A>G ND5 1 1 100

13032 A A>G ND5 1 4 100

13263 A A>G ND5 1 3 100

13281 T T>C ND5 1 5 83,33

13404 T T>C ND5 1 4 100

13617 T T>C ND5 2 2 91,67

13650 C C>T ND5 1 2 83,33
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Posición rCRS Mutación Región 
mitocondrial Frecuencia Hits Filogenia

Índice de 
Conservación 

(%)

13731 A A>G ND5 1 1 100

13740 T T>C ND5 1 2 100

13911 A A>G ND5 1 1 83,33

14091 A A>G ND5 1 1 100

14106 T T>C ND5 1 1 91,67

14167 C C>T ND6 2 1 100

14233 A A>G ND6 4 5 83,33

14374 T T>C ND6 1 1 91,67

14428 C C>T ND6 1 0 100

14443 C C>T ND6 1 0 100

14497 A A>G ND6 1 1 100

14524 A A>G ND6 1 1 83,33

14566 A A>G ND6 1 2 100

14620 C C>T ND6 1 2 100

14793 A A>G CYB 1 1 91,67

15257 G G>A CYB 2 3 83,33

15316 A A>G CYB 1 0 16,67

15340 A A>G CYB 1 1 91,67

15452 C C>A CYB 12 2 91,67

15487 A A>T CYB 1 2 100

15607 A A>G CYB 4 3 100

15790 C C>T CYB 1 1 16,67

16219 A A>G HVRI: ATT / 7S 
DNA 1 5 18,8

Tabla 6. Continuación.
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Tabla 7. Mutaciones en heteroplasmia localizadas en posiciones estables (N=23). (T): tumor; (S): sangre.  ATT: sitio de 
unión a la membrana. 

Posición rCRS
Mutación                     

(base mayoritaria/ 
base minoritaria)

Porcentaje de 
heteroplasmia                  

(% base minoritaria)

Región 
mitocondrial Origen Frecuencia Hits 

Filogenia

Índice de 
Conservación 

(%)

55C T C/T 6,57 Región control: 
ATT / 7S DNA Somático 1 3 T:93,8

1167R A A/G 3,41 RNAr 12S Somático 1 0 A:100

1767R G G/A 2,44 (T) 13,49 (S) RNAr 16S Germinal 1 0 G:100

1787R G G/A 5,07 RNAr 16S Somático 1 0 G:100

2251R A A/G 3,69 RNAr 16S Somático 1 1 A:91,67

2449R G G/A 5,46 RNAr 16S Somático 1 0 G:100

3958R G G/A 3,24 ND1 Somático 1 0 G:100

4011T C T/C 5,78 (T) 18,39 (S) ND1 Germinal 1 4 C:100

4157W A A/T
5,15 (T) 0,78 (S)

ND1 Germinal 2 2 A:100
0,83 (T) 4,85 (S)

4214R G G/A 49,19 ND1 Somático 1 0 G:100

4807C T C/T 40,32 ND2 Somático 1 0 T:100

6531T C T/C 28,67 CO1 Somático 1 1 C:100

7131R G G/A 45,96 (T) 4,15 (S) CO1 Germinal 1 0 G:100

8554R A A/G 9,39 ATP6 Somático 1 1 A:100

8736W T T/A 47,16 (T) 30,89 (S) ATP6 Germinal 1 0 T:100

9031T C T/C 36,32 ATP6 Somático 1 1 C:100

9361Y T T/C 1,16 (T) 3,97 (S) CO3 Germinal 1 0 T:91,67

11585W T T/A 5,75 ND4 Somático 1 0 T:91,67*

11711R G G/A 4,48 ND4 Somático 1 0 G:100

12746C T C/T 14,47 ND5 Somático 1 0 T:100

14791T C T/C 29,89 (T) 25,79 (S)* CYB Germinal 1 0 C:100

14793R A A/G 7,83 (T) 30,64 (S) CYB Germinal 1 1 A:91,67

*La base minoritaria difiere respecto al tejido tumoral.
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