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Resumen

En asta frabajo, 58 ioman en cuenia a los virus como buenos modaios para el analisis de las secuencias simples

(sacuencias que presanian un sesgo composicional), ya gue hasta donde sabemaos, poco 0 nada 8 ha propuesto
sobre su posible papel en los proteomas virales.

Se analizd una base da 2 304 proteomas virales gue consfituyen los producios de 34 253 sacuencias de
aminoacidos distribuidas en T8 grupos taxondmicos, que incluye a 63 familias y 13 géneros, colectados de |as bases
de datos: Naliona! Center for Biotechnalogy Information (NCBI), Kyolo Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG), Virus Dalabase af Universily Colege London (VIDA 2.0-UCL), Human immunodeficlency Virus Dalabases
(HIVD), Universal Virus Database of the infemational Commiltee on Taxonomy of Vinuses (ICTVDAB)., en los cuales,
se detectd la presencia de LCS en 7 817 CDS (22%) distribuidos en 82 familias y 12 géneros virales, La distribucion
de estas LCS pareciera que no depende del tamano del proteoma, ya sea por residuos de aminoacidas o por nimen
de CDS que los conforman vy, en muchos ¢asos, tampoco de un 58500 &n |a composicadn de sus aminoacidos. La
diversa distribucion de las LCS dentro de los CDS, no sdlo en los extremos NHg- v <COOH terminales, nos podria
sugerir que su posicion no pariurba la funcidn de las proteinas en las que 52 encuaniran y que probablameante no sea
impartanie que deba de consenvarse la secuancia primaria de las LCS para su funcidn, en caso de tener algung, Una
alta cantidad de dominios de funcion desconocida, & pnon, fueron detectados en los profeomas virales agqui
analizados; sin embargo, la mayoria de las LCS detectadas se encueniran dentro de dominios que podrian ser pare
de proteinas involucradas en funciones estructurales y auxiliares.

Aunque esta base de proleomas virales presenta un sesgo por aquelios vinus que infectan a especies da
importancia médica v que no representa a toda la diversidad viral, los andlisis hechos en este trabajo muesiran que
dada la distribucion v frecuencia de las secuencias simples en los profeomas virales, asi como su consarvacion v
prasencia en dominios funcionakes, hacen posible sugerir que este tipo de secuencias tienan un papel relevants an la
ewolucion de kos virus.



1. INTRODUCCION

Entender como evoluciona el genoma sigue siendo una pragunta abierta. Aunque [a definicion de genoma
puede estar sujeta a vanos contextos, de forma general g2 le puade dafinir como la molécula de DNA o ANA que
contiena codificada la informacion genébca tofal utilizada por un organismo, un virus, un plasmido, una milocondna,
los plasticos, eic. para dar lugar @ nueva progenie. En los sistemas celulares el genoma es consfituido por una
cadena doble de DNA de uno a varios segmentos. En cuants qua en los sistemas virales el genoma consista de uno
g més segmentos de ung cadena simple o doble de DNA o RMNA organizado de forma Bneal o circular,
Independientemente de la composicion o estructura del material genético, algunas de las unidades informativas
codificadas en &, llamadas genes, deben ser expresados para dar lugar a lodo el conjunto de proleinas que
constiuyen el proteoma, &l cual &5 necesanrio para generar y mantensr an los sistemas celulares los procasos
bioquimicos para su sobrevivencia, reproduccion v muere vy, &n 108 sistemas virales garantizar su replicacidn,
dispersion o latencia al entrar en las células.

Antes del reporte del primer genoma de un organismo secuenciado en 1995 (Fleischmann ef a, 1995; Casan ef
al, 1985) ya sa enconiraban en los bancos de datos las secuencias de un gran nimero de genomas virales
disponibles. Para finales dal 2002 estaban depositadas las secuencias de mas de 100 genomas celulares {Janssen
&t al, 2003) y mas da 3000 virales (Mis ef al, 2003), los cuales han proporcionado a la genomica la matena pnma
para su consobdacion como una disciplina comparativa que pammite & analisis de la informacion codficada en estas
sacuencias.

Los andlisis de los genomas compledos han puesto én evidencia una asombrosa vanabédad en elios en
términos del confanido y orden de sus genes. Una de |as obseraciones denvadas de esias COMparaciones 8s que &
pesar de la amplia diversidad en los tamafics de los genomas celulares, incluso entre genomas de especies del
mismo dominio celular (Arguea, Bactesa y Eucana), el promedio del conlenido de genes en éstos resulis
ralativaments constanta, mas no asl el fipo de genes, puesto que éstos pueden variar en corelacidn con s
requerimientos anargaticos y metabdlicos de cada especie (Waters af al, 2003 Mira ef &, 2002). Por otro lado, los
genomas virales tienden a mantenaer tamafios pequefios con un confenido de genes proporcional a ello y, aunque
presentan gran diversidad en la composicion y estructura de sus genomas, eslos codifican para pocas clases
funcionales (Mills ef al, 2003). De esta forma, entender obmo & incrementa &l contenido genatico y qué mecansmos
gon los responsables para que & partir de &l se generen nuevas funciones que serdn expresadas an &l profeoma, no
ha constituido una tarea facil.

De manera general, podemos decir gue los pancipales mecanismos involucrados en la evolucidn dal genoma
80N, para la ganancia de genes, |a duplicacion génica, la fusidnfision, v 1a transterencia horizontal de genes (THG)K



mientras que para la pérdida de genes, podemos mencionar al origen de pseudogenes, también la fusion/fision de
genes y la THG. Estudios previos (Wolf et al, 2001; Snel et al, 2002), sefialan que los mecanismos que influyen
mayoritariamente en la modificacion del contenido génico en los procariontes son la duplicacion, la pérdida y la
transferencia horizontal de genes. Se estima que la pérdida es la fuerza més influyente, al ser tres veces mas
frecuente que la THG, seguida por la duplicacion, la cual contribuye dos veces mas que la THG (Kunin y Ouzounis,
2003). La figura 1.1 sefala algunos de los diferentes procesos y fenémenos mutacionales que se han observado en

la evolucion del genoma.

Existen otros procesos mutacionales al nivel de la replicacion y reparacion del DNA, de forma puntual o en
tandem, que en primera instancia generan la materia prima sobre la cual la evolucion puede actuar para generar
nuevas funciones. A continuacion se hablara del fenémeno propuesto aqui como otro mecanismo mas que puede

influir en la generacién de nuevas funciones en las secuencias de las proteinas.
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Fig. 1.1. Diagrama que seiiala los principales procesos involucrados en la evolucion del genoma y algunos de los fenémenos que se
derivan de ellos. Al centro, el esquema del mapa fisico de un genoma hipotético; las leyendas en los cuadros azules representan los
principales mecanismos estudiados que influyen en el famarfio del genoma; las leyendas en los cuadros en rojo muestran algunos de los
fenémenos analizados en las secuencias que son causados por uno o mas de estos mecanismos; las lineas con diferente formato sélo marcan
los diversos niveles de interaccion entre los procesos y los fendmenos a los que se da lugar, en el genoma, en diversas circunstancias y tiempo

evolutivo.



1.1 Las Secuencias Simples.

Existen diversos procesos gue genaran mutaciones en las secusncias gandmicas, algunas de las cuales se
pueden refieiar en las secuencias de |as proteinas @ influir @n la funcion da las mismas. Si béen, la duplicacion,
recombinacitn y transfarencia horzontal son de log procesos mas esfudiados en esta sentido, 85 nacesario tomar an
cuenta que en los procesos de replicacson del material gendtico, al genarar cambios puntuales y en fandem en
ragiones de las secuancias de los genomas, también pueden ser fuentes de variabilidad funcional.

Cuando esias regiones pragentan un 58500 composicional en os residucs de nucledtdos o de aminoacsdos que
las conforman, ya sea como unidades repetidas de un solo elemento o como arreglos en landem se les llama
secuencias simples o secuencias de baja complejidad (LCS - Low Complaxily Sequences) (Wootton y Fedarhen,
1993; Tautz y Schitterer, 1994). Este tipo de secuencias ha sido un fenomeno amplaments esfudiado desde una
perspectiva bicidgica y matematica por diversas disciplinas e intereses.

Desde el punto de vista de la biologia molecular, las LCS de DNA fueron los primeros DNA's sintélicos que se
produjeran in wiro (Komberg et &1 1964; Byrd ef &, 1965). Su stalus como secuencias repefitivas universales en los
genomas eucanontes fue descublera despues. La razon de ello, es que los primeros métodos de anglisis de
genomas, tales como |a ultracentrifugacion v | reasociacion cinébica no permitieron su inmediata deteccion. Esias
fueron enconiradas después por la secuenciacion de clones y por exparimentos de hibridacion por southem biot.
Postariormenta, fusron usadas para mostrar que hay slementos repetifivos presentes en fodos los genomas
eucariontes (Hamada ef af 1882; Tautz y Renz, 1884; Levinson y Gutman, 1587). A partir de alio, las LCS han
recibido un gran ndmero da sindnimos, tales como: microsatélites, VWTH's, DNA satélite, sacuancias telomaricas,
islag de CpG's, hoispols de recombinacion, cuasi-periodicidad de trinucledtidos en sacuencias codificantes,
sBcuencias de baja complejidad imegulares an regionas interganicas, entre otros (Wootton, 1998).

Se cree gue las LCS son generadas principaimente por un mecanismo conocido como siippage (Levinson y
iGuiman, 1987, Wootton, 18848), aunque pueden verse onginadas, & incluso incrementadas, por otros procesos
mutacionales, tales como la duplicacidn genetica, le recombinacion v k& transferencia honzontal mencionadas
anteriormente (ver figura 1.1). Bl proceso que explica como s lleva & cabo e slippage fue establecido hace 40 afos
aproximadamente. En su forma mas sancilla, este proceso involucra |a apertura v desplazamiento local de las hebras
del diplex del DMNA seguido de un mal apereamienio de |as bases complementarias, cuando son seguidas de
replicacsbn o reparacion, permitiendo inserciones o delecionas de una o varias de |as unidades repetidas codas
segun la direccidn de la hebra sobre la que se lleve a cabo (Levinson y Gutman, 1987, Bzymek y Lovett, 2001). Un
asquema gue muestra como se llevaria a cabo este proceso mutacional se observa en a figura 1.2,



Modficado de Li (1997), Bzymek y Lovett (2001)
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Fig. 1.2. Esquema que ilustra el proceso de mutacion llamado slippage. Originalmente, en algunas regiones del genoma existen
segmentos o bloques de repeticiones, tal como se muestra en este esquema con las repeticiones del tipo TA en la cadena dlplex del DNA. El
slippage en replicacion implica que la hebra nueva que se esta sintetizando (la naciente) se disocia de la hebra del templado durante la
replicacion de las regiones repetidas y la hebra naciente puede re-alinearse fuera de fase con la hebra templado, generalmente acompanado
con la formacion de tallos asa. Cuando continla la replicacion, la hebra naciente sera mas larga (B) o més corta (A) que la hebra templado,
dependiendo sobre cual hebra se formaron las estructuras tallo asa, si sobre la naciente o la templado. Las hebras de DNA son representadas
con cadenas de complementariedad Watson-Crick entre los cuatro nucledtidos, donde: T es timina, A es adenina, G es guanina y, C es
citosing; las unidades repetidas estan representadas por bloques repetidos de nucledtidos TA, sobre los cuales se dibujaron lineas negras; la
direccion de la replicacion es 5' - 3' en ambas hebras del dlplex de DNA.



La recurrente deteccion de las LCS en los bancos de secuencias sugind, onginalmenta, que pueden tener una
funcidn genesal, por ejemplo, &n la recombinacion y conversibn de genes (Levinson y Guiman, 1387}, en la
regulacion de genes en la morfogénasis y en al desarrallo embrionano, y en la fransduccion de sefales (Wootton,
1999); asi como también, formando pane de profeings estructuraies, 1ales como keratinas, colagenas, miosinas,
fiorinas, mucinas y elastinas (Wootton, 1993), o como parte de enzimas muy anfiguas como ATP sintetasa, profeinas
ribosomales L7/L12, la RNA helicasa ATP-depandiante, entre otras (Tautz, 1989; Hancock, 1995, Wahl af &l 2000,
Becerra ef al, enviado). Ademas, muchas de estas LCS presentan inferacciones moleculares con imporianies
consecuencias bioldgicas, tales como las variaciones de los desordenas neurclogices en humanos y fa localizacion
de epitopes auto inmunes (Wootton v Federen, 1993 Woolton, 1099; Bremner &f al 2001). Aln cuando estos
hallazgos han provisto evidencias para asignar funciones a algunos tpoes da LCS, |a imporancia biologica de otras
no es clara,

Debido & que las LGS se han detectado tanto en las secuencias codificantes como en las no codificantes, al
papel evolutivo de éstas en los sistemas celulares ha sido ampliamenie estudiado por vanos grupos de frabajo
(Hamada ef al 1982; Tautz y Renz, 1984; Levinson y Guiman, 1987; Taulz y Schidtterer, 1954; Woolton v Fedarhen,
1993: Wootton, 1994; Hancock, 1995; Alba ef al, 1999; Huntley y Golding, 2000; Katti ef &, 2001; Huntley y Gaolding,
2002; Tompa, 2003; Becerra et &, enviado). Los cusles coinciden en sefialar que existe una impartante cantidad de
LCS en las bases de secuencias, ftales como & GenBank (Benson ef ai, 2003) v el SwissProt (O'Donovan &l af,
2002) (Wootton y Federhen, 1994; Wootton, 1994; Marcotte &f al, 1998), mas no asi en las bases de eslrucluras,
como el Protein Data Bank (Berman et &, 2000) (Wootton, 1994; Huntley y Golding, 2002), donde se detectt que las
LCS gua se ancuentran dentro de un pequefio nimero de proteinas con una estructura ferciana cristalizada, forman
parte de estructuras helicoidales y de conectores imegulares deniro de regiones fisico-quimicamente definidas como
no globularas, y que tiendan a formar estructuras desordenadas an |as proteinas, |o cual difculta la detemminacion de
sus coordenadas cristalograficas. En este sentido, Tompa (2003) &l analizar un conjunto de 126 profeinas no
astructuradas, es dacir, protainas qua no necesitan un plegamiento bien definido para llevar a cabo su funcidn, por o
tanio, su estado nabve v funcional es infringicamenta no esfruciurade (Tompa, 2002}, detecta que estas poseen una
mayor frecuencia de LCS que lo propio para las proteinas estructuradas contenidas en el SwissProt, en
Sacharomyces cereviseas y en Homo sapiens, previamenta reportado.

Se ha sugerido que las LCS juegan un papel importante como fuenle de variabilidad gendtica y en |a evolucion
del tamafio del genoma (Tauzt ef al, 1886, Hancock, 1995). Debido a su hipernutabilidad, son recondcidas como una
fuente importante de variacion fenctipica, de forma especial dentro de los procariontes patdgenos (Moxon ef ai
1094; Moxan, 1999; Bayliss &l af, 2004), Ademas, 52 ha vesto que hay una buena relacion antre ¢ DNA repatitivo, |a
presencia de LCS, y |a longitud del genoma (Hancock, 1895). Correlacionado a éslo, la frecuencia de las LCS



presentes en las secuencias de DNA y de proteinas de los genomas procariontes &s mucho menor que en la de los
eucariontes {Huntiey v Gaolding, 2000; Becerra f al, enviado).

Sobre la composicion da kas LCS detectadas en los genomas de eucariontes, tales como Arabidopsis thabiana,
Dicloyostelium  discoideumn, Orosophila melanogasfer, Caenccarbifis alegans, Saccharomycas cersviseas,
Plasmodium falciparum, Mus musculus, Homo saplens, enire otros (Kardin y Burge, 1986, Marcotie af al, 1998; Liu y
Lindquist, 1998; Alba et af, 1889, Pupko y Graur, 1989, Michalitsch y Wetssman, 2000, Meads ef al 2001; Katil et al,
2001; Alba er al 2001; Huntiey y Galding, 2000, Huntiey y Golding, 2002; Wickstead af al, 2003) y un gran nlmar
de especies da los dominicg Bactena y Archasa (Kardin v Burge, 1996; Marcalte of &l 1008; Kyrpides of ai, 1008,
Parkhill ef ai, 2000, Michelitsch y Weaissman, 2000; Huntley y Golding, 2000; Alba ef al, 2001; Bayliss ot &, 2004,
Baecerra ef al, anviado), se ha encontrado que las LCS estan prncipalmenta constituidas por los aminodcidos: 5. E,
LQKHDG VyN Se han reportado diferancias sutiles an el conenido y tipo de amincdcidos que las
componen, perd antre espaces no hay cambios significativos aparentas (Huntiey v Golding, 2000; Becesra e al
enviado). Ademds, sa han defectado con mucha menor frécuencia secuencias de prodeinas con LCS en S
cereviseae, C. elegans v A thalfana que presentan una composicion de aminoécidos muy peculiar, tales como T, Py
R (Alba ef &, 1999; Huntley y Golding, 2000},

Se han detectado LCS de longitud variable, donde la mas pequana es de 5 amnoacidos (Woolton v Federhen,
1994) v la mas grande de poco mas de 300 (Huntiey v Golding, 2000). Par ofro lado, & ha podido detectar que
gxigte, en los sistemas celulares, cierta tendencia de las LGS a ubicarse hacia alguna de la partes amino o carboxilo
terminal de la secuencia codificante (Becerra &f &, enviado), donde las razones Diclogicas de este componamienio
permanecen poco claras, aunque esta ubicacion paricular de kas LCS podria evitar ung inerferencia desfavorable, &
nivel estructural, con la funcidn de la proteina que la contiene. En cugnto a su patron de consenvacion en proteinas
homdlogas de ewcarionies, 5& encontrd que la proporcidn de proteinas que contienan LCS cambia dramaticaments
de especie & especle; ademas, |a composicidn de aminodcidos de las LCS defectadas fambién cambia enire
especies, lo cual sugiers que |a secuencia primana de las LCS podria no ser importante para su funcidn (Huntley y
Goiding, 2000).

Por otro lado, podemos observar gue la mayoria de |as secuencias de los acidos nucleicos y proleinas son
diferentes de una cadena de lelras generada aleatoriaments, y con allo, los avances tedrcos han generado un mejor
entendimianto de los aribulos de una secuencia, tales como complejidad, patron y penodicidad (Wootton, 1998). De
esta forma, Woatton y sus colegas desarroflaron un matodo, &l algoritmo Segmen! Sequence(s) by Local Complaxily
(SEG), basado en &l contensdo informacional para defectar esta baja complejdad, regiones de secuencias simplas
(ver apéndice ). La complejidad &n una secuencia es una medida basada solamenta &n |a composicion de residuos



(Wootton, 1993). Asi, tres términos que pueden definir matematicamente a una secuencia de baja complejidad como

tal, segun Wootton, son:

1) La complejidad, la cual provee una representacion general del sesgo composicional que es independiente de

los otros términos, el patrén y la periodicidad.

2) El patrén, que incluye repeticiones irregulares, usualmente analizado por su contenido y espaciamiento de
residuos, y por k-grams (donde k-grams son k-letras-palabras, por ejemplo: ATTG es un 4-gram).

3) La periodicidad que es la repeticion del tipo de residuos k-grams a un intervalo constante (periodo, médulo o
distancia). Para secuencias de DNA, es habitual distinguir la verdadera periodicidad (repeticiones en tandem,
exactas o con variaciones, de un patrén de secuencia de longitud constante) de la quasi-periodicidad, donde las
repeticiones se generan como una consecuencia secundaria de diferentes sesgos composicionales en diferentes

fases, por ejemplo, periodicidad de médulo 3 para las secuencias codificantes en proteinas.

Un ejemplo de la presencia de estos atributos en una secuencia se presenta a continuacion, las tres secuencias
mostradas en la tabla presentan baja complejidad, la cual es idéntica en ellas porque tienen la misma composicion

(Gg, As), mas no asi, los otros dos atributos antes descritos:

COMPLEJIDAD DE LA SECUENCIA ATRIBUTOS
) GAAGGAAAGGGAGAGA No tiene ni patron significativo ni periodicidad.
2 GGAGGAAAAGGAAGGA Presenta patrones k-gram (GGA y AGGA), distribuidos

de forma irreqular y no muestran periodicidad.

) GAGAGAGAGAGAGAGA Tiene periodicidad de modulo 2 (GA), y como una
consecuencia, patrones k-gram.

El término “simple o baja complejidad” entonces, hace referencia solamente a una parte de la gran diversidad y
riqueza de la variacion en las secuencias naturales. El que se pueda contar con atributos que midan esta condicion

tiene profundas implicaciones para el entendimiento molecular, estructural, funcional y evolutivo de las LCS.
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1.2 Los genomas virales.

Desde al punto de vista molecular, los virus consisien basicamente de una o varias moléculas da dcido nucleico
(su penomaj prolegido(s) por una cubierta proteica o capside (Davis af &/ 1985) (ver figura 1.3). La gran divarsidad
de tipos de virus que existé 8n |a naturalaza es, probablemanta, solo un reflejo de fa diversidad de fipos de ganomas
virales que han surgido duranta la evolucion de fa vida (Pedulla et al, 2003}, Por efemplo, los virus pueden lenar su
genoma codificado en molaculas de DNA o RNA y puaden ser da cadena sencilla o de cadena doble; ef genoma
puede ser lineal o circular y, como 88 manciond anles, astar formado an una sola mokécula (ganoma monopanita) o
an varas (genoma multiparita) (Murphy &t & 1995). Eslos genomas son secuancias de nucledtidas altamente
organizadas con digtintas genes que codifican la informacidn para i produccidn da diversas proteinas (proleoma)
involucradas en la replicacion del genoma viral y en su dispersion,

Log genamas virales fueron los primercs sistemas sacuenciados (Vega y Rivera, 2001) hace mas de 25 afios a
parir dal avance leenclbgico de la biologia molecular (bactendfago 4174 an 1877), a la fecha, forman una pare
imporants de las bases de dalos de secuencias y genomas completos disponibles (Mils, 2003). Por sus
caracteristicas infectivas se les ha tomado como los vehiculos modelo para entender muchos de los procesos
celulares, tales como los de replicacion, transcrpeion y traduccsdn de la informacion. Se distinguieron originalmenta
por ser pequefios (de ahi, el tésmino onginal de “virus filtrables™) y por ser parasdos infracehulares obligades (Flint f
al, 2000). Sin embargo, estas propiedades las compartan algunas bacterias. Aun cuando los genomas de los vins
son de tamanos diverscs, de forma genesal son pequedios, entre 2.5 v 50 kbs (1 kb = 1 x 1000 nucledtidos), v sdlo
aigunas familias de wvires con genomas de ONA da cadena doble son los qua poseen os ganomas mas grandes,
anira 200 y 600 kbp (Regenmodel af ai, 2000). Incluso, se ha enconfrade que los genomas virales de Pyramimonas
(880 kbp) (kbp-kilobase pairs) (Sandaa, af al, 2001), del bacteridfago D (670 kbp) de Bacilus megaterium (Hutsan ef
al, 1905}, v del Mimivires (800 kbp) (La Scola ef al, 2003) son cercanos o mas grandes en comparacion al tamafio da
los genomas oe algunas bacterias paquenas, algunas de ellas parasitas lambién, takes como Mycoplasma gendalium
(580 kbp), Ureaplasma urealyticum (752 kbp), Buchnera sp. (641 kbp), y Wigpleswarthia bravipalpis (898 kbp)
(e nebi nim.nib oo PMGIs Genomes/eub g himi)

Actualmente, en los rasgos distintivos de los virus e refoman su organizacion simple y su mecanismo de
replicacson. De hecho, una paricula virica completa o wiridn puede ser considerada, principaimente, un biogue de
material genélico (ya sea de DNA o RNA) capaz de replicacion autdnoma. rodeado de una capa prodeica y & veces,
de una cubierta membranosa adicional gue le prolege del madio y sinve de vehiculo para su transmision desde una
célula hospedara a otra (Davis ef ai, 1985).

1



Envoltura
Matriz
Capside
Setona Protefnas de la
matriz

Imégenes tomadas y
modificadas de

http:/irkm.com.au/

Fig 1.3. Estructura general de un virus. Dada la diversidad de familias virales que existen, el consenso para las caracteristicas en la
estructura de los mismos no es generalizable. Los virus tienen acidos nucléicos, RNA o DNA, los cuales constituyen el genoma viral. Es
importante enfatizar que: a) el acido nucleico puede tener una sola cadena (ss, por single stranded), doble cadena (ds, por double siranded),
ser lineal o circular, continuo o segmentado, b) los virus poseen un solo tipo de &cido nucléico. Los componentes basicos de un virus son: a)
proteinas estructurales, que forman a la particula viral, y b) proteinas no estructurales, tales como las enzimas, ¢) capside, la cubierta
externa, constituida por capsémeros, que son hilos de polipéptidos entretejidos. Esta proteccion también es (il al virus en la penetracion de las
células, d) capside + acido nucléico = nucleocapside. Algunos virus tienen una envoltura lipidica cuyo origen es la misma membrana
plasmatica de la célula huésped, y que es adquirida al salir las nuevas particulas virales de la célula en un proceso de gemacion. Los
capsomeros atraviesan esta envoltura como proyecciones tridimensionales de diversas formas y con diferentes funciones y, e) nucleocapside
+ envoltura lipidica = virion. La forma de la nucleocépside determina las diferentes clases de simetria de los virus. Existen virus con simetria
helicoidal, en la que el virus se aprecia como una espiral con el acido nucléico en el eje central, como el virus del Mosaico del Tabaco (TMV)
con genoma de ssRNA+ o el virus de Ebola y de la Influenza, ambos con genoma de ssRNA-. Otro tipo de simetria es la icosahédrica. En
esta forma geométrica la particula viral presenta 20 caras con 12 angulos, por ejemplo el virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) cuyo
genoma es de RNA y utiliza una reverso transcriptasa para su replicacion, el virus del West Nile y probablemente el Coronavirus, estos Ultimos
con genomas de ssRNA+. Otros virus tienen una combinacién de estos Ultimos dos tipos de simetria, generalmente bacteriéfagos de DNA de
cadena doble o sencilla, tales como el bacteriéfago phi-29, bacteriéfago p22, bacteriéfago T4 (lambda). Algunos virus con un gran genoma
(generalmente Poxvirus, tales como el virus de la Varicela, Smallpox con genoma de dsDNA), tienen lo que se denomina simetria compleja
(no helicoidal ni icosahédrica), con lipidos tanto en la envoltura como en las membranas externas. Al centro de la figura, se muestra la
estructura general del Virus de Inmunodeficiencia Humana que pertenece a la familia Retroviridae, el cual posee un genoma de RNA (en
amarillo), una capside (en morado), una matriz (en azul), y ésta Ultima esta compuesta por ciertas proteinas que le proporcionan especificidad
infectiva (en café), ademas presenta una envoltura compuesta por lipides y fosofolipidos (franja color dorado que cubre la matriz). Informacion

tomada de Regenmortel et al (2000).
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La division de los virus no es de tipo celular, ya que poseen en su cubkera pocas o ninguna de las enzimas
biosintéticas necesarias para su replicacion (Flint ef &l 2000), Por esta razdn, los virus se mulliplican por sintesis v
luego por reunidn de sus componantes (Murphy et al, 1895). Asi, & acido nucieico vinco, tras desprenderse de sus
cubiertas, antra en contacto con la maguinana cedutar apropiada, donde especifica la sintesis de las proteinas
raquendas para la reproduccion vinca. El scido nuckesco vinco se replica enfonces & si mismo a fravas dal uso de
Bnzimas vircas y celulares, con lo cual, se forman los componentes de la capa vinca, y estos componanies
finalmante s& unen al final dal cicko (Murphy &f ai, 1885). En algunos vinus, [a replicacion es iniciada por fas enzimas

prasantas an |os vinones.

Hay familias virales da DNA vy familias que confienen RNA y que pueden esfar formados por una sola cadana
(88, por single stranded), doble cadena (ds, por double stranded), en el caso de los virus de DNA, éstos no se
encargan de forma diracta de la sintesis de proleinas. Las copias de algunos segmentos del acido nucleico (RNA)
diigen dicha sintesis, algunos wirug fienen enzimas especificas, principalments polimerasas y iranscriptasas.,
Cuando el AMNA de un virus puede emplearse directamente como ANA mensajers (mAMNA), decimos que tiane
‘polandad positiva® (ssRNA+), en cambio, cuando requiere de una fransciplasa para hacer copéas
(complementarias) en sentido positive, se habla de “polaridad negativa” (ssRNA-) (ver figura 1.3).

Los virus estan distibudos en los tres dominios celulares. En cada clase taxondmica cada virus es capaz de
infectar solamente a clertas aspecies de células (Davis af al, 1885). Los tipos de hospederos estan determinados por
la especificidad de adhesion a |as células, o que dapends tanto de |as propiedadas de |a capa del vindn como de los
receplores especificos situadas en la supericie celular (Murphy ef &l 1995), Estas imitaciones desaparacen cuando
se produce [a transfeccion, es decir, cuando [ infeccion es llevada a cabo por el acido nuckeico virco desnwdo, cuya
entrada no depende de receplores especilicos de virus. Por otro lado, &l tipo de hospedaro para kos virus depende de
|a existencia de factores celulares necesarios para replicacion virica [Murphy ef al, 1995),

Bl estudio del ongen v evolucion de los virus ha dado lugar a no pocos debates. El hecho de que utilicen &l
mismo codigo genélico que los organismos celularas &5 un refiejo de que dicho codigo surgid antes de que
aparecieran los vinys, aunado a la dependencia del virus a la maquinaria celular para |a sintesis de proteinas v la
rephcacién de los Acidos nuclsicos; y por ofro lado, la observacién de que los aminodcidos de proteinas virales
ocurren en proporciones similaras a las proleinas de ofros organismos nos Beva a pensar que a pesar de la
simplicidad estructural de los virus 8 muy poco probable que ésios hayan precadido a los primends organismos
celulares (McGeoch y Davison, 1853). Existan vanas hipatesis, algunas més sustenladas que ofras, sobre o origen
de Ios virus, en una revision de Campbell (2001) se propone gue los virus: i) son parasitos intracelularas
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degenerados, i) son relictos de vida pre-celular, o iii) son genes celulares que escaparon. Un mejor desarrollo sobee
estas hipdtesis puede obsarvarse an el apéndice I,

Existen diversos mecanismaos por bos cuales los virus adquieren vanabilidad gendtica que los convierte en
grandes axploradores del procaso evolutive (Dominge y Movella, 2000). La comparacion de las sacuencias virales ha
llevado a establecer, en log Ulfimes afos, las relaciones evolutivas entre genes virales y no virales, construyends asi
algunos posibles eventos de la evolucion viral (Flint ef al, 2000; Mills ef ai, 2003). Adicionalmente, se ha observado
que los andlisis comparativos de las secuencias nuclectidicas de los genomas virales yio de las secuencias de
aminodcidos confirman la clasificacidn fradicional de los virus congruentemente (Mills ef al, 2003; Mayo v Pringle,
1888). Dichas comparaciones han mosirado ademas homologias inesperadas entre genes de virus de diferentes
grupos que hablan sido considerados poco relacionados entre si, asi como homologias enfre genes virales y no
virakes (Flint &t &, 2000). De esta manera, por medio del analisis comparativo de sscuencias de los vinus que existen
aciualmenta, podemos infenr algunas propiedaces y caracternsticas de sus ancesiros.

En este sentido, la diversidad viral se ha podido ordenar, estimar, calcular y medir de diversas formas; en este
{rabajo en paricular, se trabajd con la clasificacion viral de Baltimore (Mayo, 1987), en la cual los virus estan
clasificados segin al fipo de genoma que posaan y, denfro de cada grupo, & las familias que |08 represantan (var
figura 1.4 de a), también sa uliliza una segunda categorzacion de los virug reportada e&n The Intemational
Committeg on Taxonomy of Viruses (ICTV), an la cual sa les agrupa segln & tipo de hospedero celular que
presanian, puede ser eucarionte o procarionte (Mayo v Pringle, 19858). Las caracleristicas principales de los virus
segun estas clasficaciones se pueden observar en las tablas Il a Vil en el anexo 1, las cuales son el resultado dal
analisis de la infarmacidn bibliografica y de las secuencias de los genomas complelos, por ko cual habra familias de
la clasificacion ongnal de la figura 1.4 que no se encusntren an estas 1ablas, o grupos representados por un solo
infegranie, pero que no considaramas necasarios incluir en este trabajo dado los objetivos que se analizan agqui.
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Hospederos Eucariontes Hospederos Procariontes
Caudovirales
Adenoviridae Iridoviridae Myoviridae Podoviridae Siphoviridae
Atadenovirus Iridovirus Mu-like viruses P22-like viruses C2-like viruses
Aviadenovirus Lymphocystivirus P1-like viruses Phi-29-like viruses LS-like viruses
Mastadenovirus Ranavirus P2-like viruses T7-like viruses Lambda-like viruses
Siadenovirus T4-like viruses Ti-like viruses
T5-like viruses
Asfarviridae Papillomaviridae
Asfavirus | [ Papillamavirus | Corticoviridae Fuselloviridae Lipothrixviridae
[ Corticovirus | l Fusellovirus | | Lipothrixavirus I
Baculoviridae Phycodnaviridae
Granul ovirus Chlarovirus
Nucleopolyhedrovirus Phaeovirus Plasmaviridae Rudiviridae Tectiviridae
I Plasmavirus | | Rudivirus | | Tectivindae I
Nimaviridae Polyomaviridae
[ Whispovirus | | Poliomavirus |
Herpesviridae Poxviridae
T Ta— T a) Virus con tipo de genoma de DNA de
Lymphocryptovirus Entomopoxvirus B cadena doble
Rhadinovirus .
Chordopoxvirinae (dsDNA)
Alphaherpe svirinae Avipoxvirus
Marek's disease-like C aprip oxvirus
Simplexvirus Leporipoxvirus
Varicell ovirus Molluscipoxvirus
Orthopoxvirus
Betaherpesvirinae Parapoxvirus
Cytamegal ovirus Sulpoxvirus
Roseclovirus Y atap oxvirus
Murorne gal ovirus
Ictalurid-Herpes-like
Modificado de Mayo (1995); Mayo y Pringle (1997)

Fig. 1.4. Clasificacion taxonomica de los virus segtn el tipo de genoma que posean y el hospedero celular que parasiten segtin el

Internacional Committee on Nomenclature of Virases (Mayo y Pringle, 1998). Ver desarrollo en [a pagina 18.
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Hospe deros Eucariontes

Hospederos Procariontes

Circoviridae Parvaoviridae Inoviridae Microvirid ae
Anellovizus Inovirus Chlamydiamicrovirus
Circovirus Densavirinae Plectrovirus Microvirus
Gyraovirus Brevidensovirus Spiromicravirus

Densovirus
Geminiviridae [teravirus
Begomovirus
Curtovirus Parvovirinae e .

Maistrévins Dependovirus b) Virus con tipo de genoma de
; Erythrovirus .
Do Pasiiets DNA de cadena sencilla

(ssDNA)

Nanoviridae
Babuvirts
Nanovirus

Modificado de Mayo (1895); Mayo v Pringle (1997)

Birnaviridae Reoviridae Cystoviridae
Aquabirnavirus Aquarzomrus | Cystavirus |
Avibirnavirus Coltivisus
EIII.(IIIIUL'H'N.I.VII“JS C}'POVII'US
Fijivirus d) Vir * : .
Hypoviridae Orthorzavirus ) \ 1rus con thO de genomd de
[Hypovirss Oryzavirus RINA de cadena doble
Phytoreovirus
Totiviridae Sead ornavirus (dSRNA)
Giardiavirus
Leishmauavirus Partitiviridae
Tativtrus | Partitivirus Modificado de Mayo (1995); Mayoy Pringle (1997)

Fig. 1.4. Clasificacion taxonomica de los virus segin el tipo de genoma que posean y el hospedero celular que parasiten segun el
Internacional Committee on Nomenclature of Virases (Mayo y Pringle, 1998). Ver desarrollo en la pagina 19.
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Hospederos FEucariontes
Mononegavirales
Paramyxoviridae Bornaviridae Rhabdoviridae
[ Eernavirus
Paramixovirinae Cytorhabd ovirus
Avelevirus | Filoviridae Zphemerovirus
Heripavirar Ebole-like wiruses | Lyssevizus
Metaprieumovirus Marburg-like wiruses N ovirhebd ovirus
Morballivirus Nurleorhebdovires
Fespirovirus Vesiculovirus
Fubulavirus
Pneumovirinae
Freumovirus
Arenaviridae Bunyaviridae Orthomyxoviridae
Arenavirus Hantavirus Influenzz A
Mairovirus | | Influenza B
_________________ Ort},:b-.\:.}‘a'nr-.::
i __ Ophiovirus | [ Phlebovirus
_________________ Tespovirus
i Tenuivirus ;
d) Virus con tipo de genoma de RNA de
cadena sencilla sentido negativo
(ssRNA-)
Modficado de Mayo (1985), Mayoy Pringle (1997)

Hospederos FEucariontes

Caulimoviridae

Eadnavirus

‘_assava vein n'.l'lsﬂlf.":li'ﬂ wviruses

Caulimovirus

| Peturia vein cleaning-like wiruses
Fice tungro baall-form-like viruses
S ;.}"\-:dx. chlorotic mottle-like

Hepadnaviridae
Avihepadnavirus
Orthohepadnavirus

Retroviridae

Alpharetrovirus
Avian type C retrovirus
Eztaretrovirus
Deltaretravirus
E:.T‘Jll-'nar—.lr JVIrus |
\’Jclnllnar-_lr':lh'lrllﬁ |
Mammalian type C retroviruses
Lentivirus

| Spumavirus

e} Virus con tipo de
genoma de DNA y RNA
Reverso Transcriptasa
(Retrovirus)

Modificado de Mayo (1995);
Mayo v Pringle (1897)

Fig. 1.4. Clasificacion taxondmica de los virus segin el tipo de genoma que posean y el hospedero celular que parasiten segin el
Internacional Committee on Nomenclature of Virases (Mayo y Pringle, 1998). Ver desarrollo en la pagina 19.

17



Hospederos Eucariontes
Nidovirales

Astroviridae Flaviviridae Potyviridae
Avastrovirus Flavrvirus Bymovirus Arteriviridae
Mamastrovirus Hepacivirus Ipomoviras [ Arterivirus
Pestivirus Potyvirus
Bammaviridae Eymovirus Coronaviridae
’ Bamawvirus Flexiviridae Tritimowirus [ Coronavirus
Allexiviras
Narnaviridae Capilloviras Sequiviridae
Mitowviras Carlavirus Sequivirus
Namavirus Foveavirus Waikavirus
Mandartriras

Bromoviridae Foiteyi Tetraviridae

Alfamovirus 53:,::::“ > Betatetravirus |
Bromovirus
Cucumovirus
I[lavirus
Oleavirus

Luteoviridae Togaviridae
Enamovirus Alphavirus
Lutecwirus Rubivirus

Dicistroviridae | Folerovirus
[ Cripavirus Tombusviridae
Nodaviridae Aureusvirus

Caliciviridae Alphanodavwiras Asrenavirus
Lagovirus Betanodavirus Camovirus
Norovirus Dianthovirus
Sapovirus Picornaviridae Iﬁacm",mm
Vestvirus ﬁpmw P:m
Cardm Tombusvirus
Comoviridae Enterovirus
Eovirus

Comovirus :
Fabavirus FHepatovirus Tymoviridae
Nepovirus St Macuhvirus
Parechovirus Tk

Rhinoviras Mamfms
Teschoviras Tymovirus Hospederos

Procariontes

f) Virus con tipo de genoma de RNA  __Tevivindae

de cadena sencilla sentido positivo | Levivirus
(ssSRINA+)

Modificado de Mayo (1895); Mayo vy Pringle (1997)

Fig. 1.4. Clasificacion taxonomica de los virus segun el tipo de genoma que posean y el hospedero celular que parasiten segtin el
Internacional Committee on Nomenclature of Virases (Mayo y Pringle, 1998). Las figuras son una lista de los taxa de virus por tipo de
genoma (del inciso a al f). Los géneros estan listados en cajas que agrupan a las familias correspondientes. Las familias estén indicadas por
blogues con recuadros de lineas negras, al interior de ellas se encuentran los drdenes taxonomicos que las componen. Los érdenes que se
encuentran en bloques con lineas interrumpidas son aquellos que no se encuentran asignados a alguna familia actualmente, sin embargo, en
este trabajo también se tomaron estos grupos taxonomicos dada su relevancia en el nimero de genomas completamente secuenciados

disponibles en los bancos de secuencias del National Center for Biotechnology Information (NCBI).
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1.3. Las LCS en los proteomas virales.

Aun cuando el fenémeno de las LCS ha sido ampliamente estudiado en los sistemas celulares, no ha tenido el
mismo desarrollo en los sistemas virales. Dado que a la fecha los proyectos de secuenciacion presentan un interés
industrial y de salud prioritariamente, la coleccion actual de genomas virales completamente secuenciados presenta
un sesgo por aquellas especies o cepas de virus que estan involucradas a algin proceso infectivo en un pequefio
grupo de hospederos con respecto a la gran diversidad de especies en los tres dominios de la vida. A pesar de ello,
actualmente, los sistemas virales presentan un gran nimero de genomas completamente secuenciados con respecto
a los celulares, por arriba de 3000 (Mills et al, 2003). De esta forma, el anélisis de algunas de las secuencias virales
ha reflejado una caracteristica compartida con las celulares, que es la presencia de LCS. Aunque son pocos trabajos
enfocados en este sentido. A continuacion mencionaré el aporte que han hecho algunos de ellos al fenémeno de
LCS en virus:

Los primeros trabajos donde se reporta la presencia de las LCS en las secuencias de virus (Wootton y
Federhen, 1993; Wootton, 1994) se realiz6 bajo el analisis de bancos de secuencias completos, tanto de secuencias
virales como celulares, tales como el SWISSPROT y el PDB, donde se observé que las proteinas virales Tat y Rev
del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) presentan LCS compuestas principalmente del amino4cido arginina y
cuya funcién es unir la proteina TAR a la estructura tallo asa del RNA durante cierto estadio del ciclo replicativo del
virus. También, se detectaron LCS en la proteina de la capside VP2 del Parvovirus Canino, la cual esta compuesta
del aminoacido glicina principalmente. Esta LCS causa desordenes en el mapa de densidad electronica cuando trata
de resolverse su estructura cristalografica y su posicién dentro de la proteina se encuentra en la region N-terminal,

que corresponde al sitio de unién al DNA (ver figura 1.5).

CClE BESITUES HAME SEQUENCE COMMENTS

DISOMDEHED REGIONS OR PARTS NOT CHYSTALLIZED:

200% 21-44 Canine Parvovirus V2 b sungsggeggegsgovaistat Digordered in sleclron si‘:ms::y oAg.
coat protein Fart of H-terminal DMA-bindicg regien
JGRS & L7 Glutathione reductase PORagppaaga Ninsruared in 2lecrron donsity map.
N-terminal region
10PHS 203-217 Fhaseolin kelakhakssacrkalsk Pfartly dianrdared in electron denwily map
oL 165-187 Colicin N lgvps lavglagil laavvgals Part uf 8 Terminal dnmain which Was
not crystaliized

Modificado de Wootton (18594)

Fig. 1.5. Analisis de LCS en el banco de secuencias del PDB y SWISS-PROT. Donde se observo que las LCS detectadas en el PDB se
encuentran en regiones desordenadas estructuraimente, en partes que no pueden ser cristalizadas o en proteinas no-globulares. Dentro de las
secuencias analizadas en este trabajo se encontrd una LCS ricas en glicinas en la proteina de la capside VP2 del Canine Parvovirus, la cual se
esquematiza dentro del recuadro rojo. De forma similar se detectaron tambien las LCS en las proteinas Tat y Rev del virus de
Inmunodeficiencia Humana principalmente compuestas de arginina como se menciona arriba en el texto. Los pardmetros de SEG utilizados
para este analisis fueron L(1)= 21, Kz(1)= 2.5,K2(2)= 2.7.
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Por otro lado, en el grupo de los alfavirus (virus de ssRNA+ y miembros de la familia Togaviridae) hay reportes
de LCS localizadas en la region N-terminal de las proteinas de la capside (Perera et al, 2001). Estas LCS estéan
compuestas principalmente del aminoacido prolina y, ain cuando no se le ha asignado una funcion definida, se ha
visto que estas regiones permiten el reconocimiento no especifico al RNA. Las regiones conservadas que se
encuentran a los lados de estas LCS son muy importantes para el ensamblamiento de la nucleocapside a través de
las interacciones de las estructuras terciarias del tipo espiral-vuelta, las cuales pueden estabilizar a los intermediarios
formados entre las interacciones del dominio C-terminal de la proteina de la cépside al RNA gendmico,
contribuyendo asi a la estabilidad del virion (ver figura 1.6); ademas, se demostrd que deletando parcial o
completamente estas regiones se causa un decremento significativo en la replicacion del virus.
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Fig. 1.6. Estructura del CDS que contiene a la LCS de prolina en Sindbis virus (SINV) (alfavirus). El diagrama de arriba esquematiza el
CDS que contiene a la LCS de 10 residuos de aminoacidos rica en prolina (recuadro rojo) localizada en la region carboxilo terminal. Los
residuos de 1 a 80 tienen un alto grado de carga positiva y estan implicados en el reconocimiento no especifico del RNA, con la excepcion de
los residuos del 38 al 55, los cuales no se encuentran cargados y forman la hélice |. Los residuos del 81 al 113 contienen importantes
determinantes que estan involucrados en el reconocimiento especifico al RNA genomico. Residuos del 114 al 264 forman el dominio de la
proteasa y también estan involucrados en el contacto con los capsémeros y con el dominio citoplasmatico de la proteina E2. El diagrama de
abajo esquematiza un modelo para las interacciones del enrollamiento en espiral del ensamblamiento del alfavirus. A) Un mondmero de la
capside (CP) de SINV, la informacion estructural esta disponible solamente para los residuos del 106 al 264 y el resto se disefid bajo
modelacion cristalogréfica a partir de las secuencia, los residuos del 38 al 55 son mostrados como una a-hélice. B) Bajo la presencia del RNA
(area gris con cargas negativas), el CP forma dimeros al unirse al cido nucleico iniciado por las interacciones de los residuos del 81 al 264,
C) cuya estabilizacion es mediada por la hélice |, D) hasta juntar 120 copias de estos dimeros y formar a la nucleocapside (NC) del SINV.
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Otras LCS han sido identificadas en las secuencias de diversos grupos virales con diferente composicidn de
aminoécidos, formando parte de una familia de secuencias, donde no todas se definen como LCS. a las cuales se
leg ha atribusdo una funcion especifica en el franspore de proteinas nucleares (lamadas nuclesr localization
seguances - MLSs) debido a que el comecio reconocimients de las proteinas nucleares es mediada por este tipo de
gacuencias al permitir a union especifica &l nickeo y subsacuante translocacion an la envoltura nuclear via una
impartina que reside en el citoplasma y cerca del complejo del poro nuclear (Stochaj ef ai, 1993). Ademds, ia
presencia de estas secuencias sé han asociado a enfermedades, tales como el Parkinson, el Hulchiniong, entre
otras (Bremner af al, 2001).

Las NLSs fueron primero encontradas en &l polipéptido del antigano T del Simian Viug 40 como un pequelio
maotivo de 5 residucs continucs cargados positivamente en la secuencia PKKKRKY, esta secuencia partenace a la
familia de NLS simples, caracierizadas por ser LCS de 4 a 8 resaduns constiuidos prncipalmente de |08 aminoacidos
de fsina y arginina (Kalderon et &/, 1984). A parir de ello, s& han detectado varias MLSs en las regiones codificantes
de vanas secuencias; sin embango, han sido pocos 0s trabajos donde se han detectado NLSs en las secuencias de
virus y que se encueniren definidas como LCS, dado su sesgo composicional, Una de estas NLSs definida como
LCS se encuentra ubicada en la region carboxdlo termingl del polipéptido caractedzado como &l nicleo del antigana
(HBcAg) del virus de la Hepatitis B, &l cual esta constituldo principalmente par 4 grupos del aminoacida angining (ver
figura 1.7). Un analisis de delecion puntual sobre |as 4 regiones de este polipeptido revelan que los grupos nimearo 4
(localizado en la parde aming lerminal) v 1 (localizade en k3 regidn carboxilo ltemminal) constiuyen distintas e
independientes NLSs, mientras que los grupos 2 v 3 (localizados en la parte media) no parecen tener influencia en la
localizacion celular del polipépbdo HBcAg (Eckhardt ef ai, 1891). La susfitucion del segundo residuo de argining del
grupo 4 por uno de treonina inactiva la sefial de localizacion nuciear en ests region del polipéptido HBcAg
demostrando |a importancia de este residuo para su secuencia sefal (ver figura 1.7). Ademas, se encontrd que se
acumulan los polipéptidos de HBeAg en el nlcleo solamente cuando ambas MLSs (los grupos 1 y 4 de argining) son
simultaneamente deletadas o modificadas por mutacion.

Como se ha podido observar, el fendmeno de las LCS no estd presente solo en el materal genético de los
sisternas calulares. Las LCS delectadas en las regiones codficantes, tanfo en log sistemas celulares como en 10§
virales, pueden propodcionar [a materia prima para |a generacion de nuevas funciones en |as proteinas de las que

formen parte,

En comparacion con los sistemas calulares, los sislemasg virales presentan caraclerisbeas peculiares an el
almacenamiento y expresion de [a informacion que pueden ser imponantes para explicar la presencia o ausencia v
posible funcidn de las LCS en el materal genético, tales como: a) diversidad en el fipo y estructuracion del acido
nucleico que utilizan para delimitar su genoma, |os cuales pueden ser genomas de cadena sencilla o doble DNA o de
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RNA (ver figura 1.3); b) el tamanos de sus genomas es generalmente pequeno, siendo los genomas virales de DNA,
tanto de cadena doble como sencilla, los que presentan los tamanos mas grandes; c) las polimerasas que sintetizan
los genomas de los virus de RNA presentan generalmente altas tasas de mutacion y presentan pocos o carecen de
sistemas de reparacion; d) los genomas de algunos grupos de virus de RNA se encuentran fragmentados, y solo
pueden llevar a cabo su replicacion cuando se encuentran todos los segmentos en la célula hospedera; e) sus
proteomas codifican para pocas clases funcionales en comparacion con los sistemas celulares; y f) son de origen
polifilético.

Dada la amplia cobertura de las LCS en los sistemas celulares y la correlacion positiva de su presencia con el
tamano de los genomas se puede pensar que las secuencias simples son un fenémeno que, por un lado, genera
nuevo material genético y que podria dar lugar a nuevas funciones, pero por el otro, que no se esperaria detectar en
genomas con tamafos muy pequenos, tales como los que poseen los virus. De esta forma, se toma en este trabajo a
los proteomas virales como buenos modelos para evaluar la posible funcién evolutiva de las LCS en las regiones
codificantes del material genético, para lo cual se analizaran caracteristicas, tales como, la frecuencia de aparicion
de estas secuencias en las secuencias de aminoacidos de los virus, su distribucién por el tipo de genoma viral y por
familia taxonémica, la composicion de aminoacidos que las conforman principalmente, su longitud y ubicacién fisica
dentro de las secuencias (ya sea en las regiones amino, medio o carboxilo terminal) y el tentativo papel que puedan
aportar estas LCS a la funcion general de las proteinas en las que se encuentran. Asi, podemos conocer si el aporte

de las LCS al incremento del material genético conlleva el generar nuevas funciones.
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Fig. 1.7. Estructura del CDS de HBcAg que contiene a la LCS de arginina en el virus de la Hepatitis B. a) La region carboxilo terminal
del CDS de 40 residuos de aminoacidos rica en arginina (LCS) es mostrada en el recuadro rojo. Los cuatro clusters ricos en arginina
(numerados de derecha a izquierda) se encuentran subrayados. Las mutaciones sobre esta LCS estan indicadas por CA1, CA2, CA3, CA4.
b) Con anélisis de fraccionamiento celular de antigenos relacionados a HBcAg expresados en lineas celulares transfectadas se puede
observar que la actividad especifica de esta LCS rica en arginina (que incluye a los cuatro grupos) se encuentra principalmente en el nicleo

(Ca1, CA2, CA3), mientras que la actividad de la region de CA4 solo es detectada en el citoplasma.
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2. OBJETIVOS.

GEMERAL: Caracterizar la presencia, distribucion y abundancia de las secuancias simples en los

proteomas virales, y su posible papel bickogica.

PARTICULARES:

A. Construccion de una Base de Prodeomas Virales completaments sacuenciados,

B. Cuantificar y caracterizar las secuencias simples (composicidn de aminodcidos, longitud y posicidn
dentro de |25 secuencias) en los proleomas virales.

C. Deferminar la posible contrbucion de las secuencias simples a la funcitn de |as proleinas que las
confienan.



3. MATERIAL Y METODOS.

|, Construccion de una Base de Proteomas Virales completamente secuenciados.

Se colectaron 2 304 proteomas wirales completamente secuenciados hasta diciembre del 2003. A no
encontrarse disponibles wa fp, se colectaren de |a version hilp de las siguientes bases de dalos: National Canter for
Biotechnology Information (NCBI hito/www.nebinim.ni.gow), Kyolo Encyclopadia of Genes and Genomes (KEGG
MWWWMEIWWWW:WMEML

i . . ir 104 HIV Databases (HIVD hittp:l iy
web.lanl govicontentindex), Universa! Virus Database of the Infermational Commitfee on Taxonomy of Viuses
(ICTVDB hitp:\life bio2 edu’). Confarmando dos bases de datos:

1) La prmera contiens los 2 304 proteomas completamente secuenciados de virus representados por 34 253
Secuencias. Se anexa en el apéndice Il una tabla con Ios 2 304 nombres y nimeros de acceso asignados an el
MCBI de las especies virales y variantes de ésfas que se colectaron en este trabajo,

Hay varias formas de definir redundancia en una base de dalos. Agqul se determinaron varios parametros
para fratar de evitar un alto grade de redundancia entre los genomas virales recopilados y curados, sin que ello
signifique perder una representacion més amplia de la diversidad caracieristica de los genomas virales, incluso
hasta &l nivel de serotipos, cepas v aislados. As pues se tomaron en cuenta, al menos dos parametros:

A) Bl primer filiro =& basd en la nomenclatura de los nombres de los virus en las bases de daios empéeadas,
geterminando la mayor cantidad de sindnimos y acronimos posibles para una misma especie viral. Ademas
s@ verifico Queé no se repdiera(n) ndmaros de acceso del NCBI de cada especie viral Asi, s8 dejd un
representanta de aquellos proteomas de virus completamente sacuanciados con mas da un sindnimo y
acronima pare I misma especie viral nombrads con & sindnimo mas comon, segun la comparacion hecha
en todas las bases de datos analizadas.

B) El segundo filtro s& realizd con &l programa lamado Cluster Database af High identity with Tolerante (CD-

HIT) (Weizhong &f af, 2001) el cual se aplcd bajo &l pardmetro de 100% de idenfidad, donde sdlo se
aliminaron aguelios protecmas virales que fueran 100°% idéanticos a otro, dejando un sdlo un representanta.
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2) La segunda base de datos contiene |a informacion adicional de los proteomas wirales complefaments
gacuenciados & incluye: nombre de la tamilis taxonomica, nombres, acronimos y sindnimos de [8s especies
yirales que la conforman, sus respectivos nomercs de acceso asignados en el NCBI, hospedero por dominio y
grupo taxonomico celular, tamano del genoma én pares de Dases, numeno de Secusncias, lugar donde se
colectd, autores y referencias. La estructura general de esta base bibliografica toma como referancia a la
clasificacion viral de Baltimore y del ICTY, donde s& encueniran los seis fipos de genomas virales, por tipo da
hospedero eucanonia o procarionta y los 76 grupos taxondmicos que se analizanon en este frabajo, tales como
familia y para algunos casos, ganer.

Il. Deteccion de LCS en los proteomas.

Para |a bisgueda de las LCS en las 34 253 secuencias de aminoacidos se utiizd ef programa SEG (Wootton,
1893) (cuyas generalidades sa puedan observar en @ apandice I) para calcular |a frecuencia y distribucion da las
LCS en los proteomas virales y con las opciones -1 y —x o8 éste mismo programa s& obluvieron los datos para
datarminar (@ composicion de aminodcidos y |a localizacion da las LCS en la secuancia, en todos |08 casos se
utiizaron los parametros: w=12, k1=1.8y k2=2.1 (var apéndice |, V y V). Con el objetivo de evitar falscs posifives se
utiizaron valores en o8 paramatros del SEG méas esiriclos que los usados de forma estandar en otros Irabajos y
programas que filtran LCS (Wootton y Federhen, 1993; Woatton, 1994; Altschul ef al, 1994; Huntlsy y Golding, 2002).

Por medio de programas de cdmputo en lenguaje per se contd el nimers de LCS detectadas para cada
secuencia y el numero de estas que presentaran al menos una LCS en cada grupo taxondmico viral, asi coma, &l
nimeno de proteomas que presentara al menos una secuencia con LCS (ver apéndice V). Ademas, se analizd la
distribucidn LCS en las regiones carboxilo, medio o amino de las secuencias que presentanon al menos un segmenta
de LCS. Estas tres regiones (carboxilo, medio o amino) se defineeron a cada lercera pare en la secuencia,
respectivamenia en ese orden. Por Gltimo, s2 calculd |a longitud de |la LCS detectadas v el porcentaje de cobertura
en las secuencias que las contienen con & objetivo de conocer su aportacion al incrementa en el tamafo del
proteoma.

Los residucs de aminoacidos para analizar la composicion, tanto de las LCS, las HCS (HCS, por Hight
Complexity Sequences, las que no son LCS de aquellas secuencias que las confienen) como de los proteomas
fueron obfanidas con programas an languaje pery de los archivos de salida -| y -« del programa SEG. A partir de
glio, la compaosicion de los resaducs de aminoacidos se determing con el comando aacomp del paguete FASTA
[Pearson y Lipman, 1988), modificado y compilade para ampliar el nimero de simboles a analizar (aminodcidos, an



este caso) (ver apéndices VI y VII), tanto para las LCS, las HCS y los proteomas completos en cada uno de los 76
grupos faxonomicos virales.

Se calcularon, segun los datos obtenidos, las medias poblacionales (o= I %/ n), las desviaciones estandar
(o= E{n-p?n)yel Z-score, 8 pardir de kos dos anteriores (L= (%« ) | @), para oblener los valores criticos
con estas pruebas esfadisticas se determind un nivel de significancia de p < 0.05. S5& calcwtaron también, &l
coeficiente de correlacion lineal (r=[1m *Z{-pn) “(yi—pd] F{ W0 * E (- p] * (M0 * I (Wi- P P2 )y la
preeba de Sperman (rp=1=[ 6 £ d*/ n [n-1) [n-1)]}, &n las cuales, los valores calculados que puaden lomar ry ry
sor: -1 < r iy < 1; donde si oy > 0, |a comelacion fineal es positiva (si sube el valor de una vanable sube |a olra
tamibién) y la correlacsdn es tanto mas fuere cuanto mas se aproxime a 1; si i < 0, la comelacion lineal es negativa
{5i sube ol valor de una variabla disminuye & de |a otra) y la correlacion negativa es tanfo mas fuere cuanto mis se
aproime a -1; & rfry = 0, no existe correlacion antre |as variables, al menos no lineal, porqué podria habar ofras dal
tipo parabdlica o exponencial; los valores criticos se lomaron an cuenia a panir de un nivel de significancia da p <
0.01 para esta prueba estadistica. En las formulas X, v Y, es [a serle de los vabores independientas y dependientes,
respectivamante, sequn los resultados obtenidos. n e el 1otal de los datos de |a muestra estadistica gue se lleve a
cabo y, d es |a diferencia entre dos rangos de datos.

VI Construccion de la clasificacion de las proteinas virales para determinar la funcidn de las LCS
en los proteomas virales.

Las categorias funcionales de los virus no estan del todo bien establecidas, fanto por la diversidad del tipo de
¥irus que se han reportado ¥, en muchos casos, por la pota o ninguna similitud con las secuencias celulares de sus
hospederos, ademas de los diversos problemas en la anotacion de los COS. De esta forma, |a asignacion de alguna
de las lantafivas funciones de las LGS detectadas én las sacuencias de virus se llevd & cabo bajo [a blsgueda de
dominios consenvados usando los modelos ocultos de Markow (HMM - Hiddan Markov Modeis) de la base de familias
de proteinas (PFAM - Protein families datsbase) (Bateman ef ai, 2000), a |la par de su deteccion en log grupos de
ortdlogos (VOG's - Viral Orthologous Groups) para los virus con fipo de genoma de DNA disponibles en el NCBI, los
cuales se construyen bajo &l mismo principio de los Clusters of Orthologous Growps of proteing (COGs) (Tatusov et
&l 1397, Tatusov ef af, 2001). Anles de detallar la metodologla de estas bases de dalos, explicare brevemente &l
soporte tedrico para los HMM, los COG's v la base de datos PFAM, importantes para entender la reconstruccion de
las funciones en las secuencias virales v a partir de elios. inferir en qué tipo de funciones pueden estar involucradas
las LCS.

26



1. Perfiles de HMM.

El analisis de motivos conservados v |a creacion de bases de datos de motvos g2 han desaraollado dabido a dos
causas principales. Historicamente, el andlisis de malivos s& ha usado para la deteccion de secuencias cuya similitud
con la sacusncia problema es demasiado baja como para que puedan ser detecladas por métodos clasicos como
BLAST o FASTA. El analisis de molivos descansa sobre & ideniificacion de pequefias regiones Consenacas que
pueden ser identificadas en homélogos remotos a pesar de un grado de simiifud bajo a nivel global que impida su
defaccion por mélodos clasicos. Por ofra parte, @stos motivos o dominios existen oebido 8 que cienas regiones de
las protainas son funcional yio estructuralmanta importantes, da forma que pueden ser reconocibles mediante 8 uso
da HMM's y parmiten tambian tenar una idea de cual puade sar &l papal funcional que una proteéina leva a cabo.

Existen diversas maneras de describir los motivos o dominios, pero casi lodas estan relacionadas con
expresiones regulares, perfiles o HMMs. A continuacicn sélo describird las que se utilizaron en este trabajo.

Primaramente definiremos el concepto de dominio, ya que fena una relacion esirecha con los periles, los
cuales usualmania culbren una mayor parta da |as secuencias que |os motivos. Bl conceplo de dominio & ufiliza con
cierta flewbiidad, pero generalmaente define una unidad estruclural independiente. Sin embargo, en esludios
genéticos de delecidn a veces se utiiza como sindnamo de la minima secuencia capaz de realizar la funcidn
estudiada. En las bases de datos de dominics coma PFAM, un dominio g2 corresponde con el ndcleo del doming
estructural, aquella zona mas similar entre todas las proleinas de una familia, aungue no necesaramente coincda
con los limites del doménio estructural (Bateman ef af, 2000),

Un perfil &5 una tabla de pesos asociados & aminoacidos v costes asociados a deleciones o gaps (Durban & &,
1988), Estos valores (tambsén llamados puntugciones) s& usan para calcular puntuaciones de los alineamientos del
pedil con secuencias. Cuando el alineamiento dé una secuencia con un perdil da una puntuacion por encima de un
cierto umbral se considera que en dicha secuencia existe el motivo correspondients al perdil. Los perfiles se puaden
construir de muchas maneras. £l metodo mas usado, de Grbskov ef alf (1990), requisrs da un ainsamianto moliple
de secuencias, a partir del cual, usando una matriz de puntuacionas para los cambios de amincdcidos, obtiene los
pediles a partir de las distribuciones de frecuencias de residuos. Los perfiles, al confrario de ofras estralegias de
bisqueda de motives, no astan confinados a pequenas ragionas con alevada similitud de secuencia, y s& intenta
mas bien que caractericen familias de proteinas.

Los perfiles son mas sansibles y robustos que olras aproximacionas, comao |08 CONSansos, ya gue a partir da los

alineamientos e puede oblenar una punMuacion discriminatoria no s0io para los residu0s Presentes en una posicion
delerminada, sino para aquellos que anteceden y suceden a esta posicion paricular, Los pesos para los
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aminoéacidos no encontrados se extrapolan de las matrices de puntuacién usadas (PAM, BLOSUM, etc.) (Durban et
al, 1998).

Los perfiles de HMM (Hidden Harkov Models) son modelos estadisticos de la estructura primaria consenso de
una famillia de secuencias (Eddy, 1996; Durban et al, 1998). Este método se ha convertido en uno de los mas
populares ya que su uso se ha extendido gracias a que ha sido implementado en el paquete HMMER, utilizado en
este trabajo; ademas, la construccion de la base de datos PFAM (Sonnhammer et al, 1997) se basa en gran medida
en el uso de HMMER. La figura 3.1 muestra un HMM para un alineamiento de 4 secuencias con tres posiciones o
estados (m:, mz, ms) en la terminologia de HMMs. Cada posicion tiene los 20 valores de probabilidad de ser uno de
los 20 posibles aminoacidos (barras), cuatro estados de insercion (i, i1, iz, is) y tres estados de delecion (ds, dz, ds).
Las flechas representan las probabilidades de transicion entre estados. Todos o algunos de los parametros se

estiman del alineamiento.

La ventaja practica de de usar HMMs es que pueden ser derivados con secuencias no alineadas, siendo el
alineamiento uno de los resultados del proceso de obtencion del perfil. EI PSI-BLAST (Altschul et al, 1997) generaliza
el algoritmo de BLAST para utilizar un perfil en vez de una secuencia, de forma que mediante una blsqueda iterativa
va construyendo un perfil que utiliza para realizar una busqueda mas refinada. Sin embargo, en este trabajo se
utilizaron los perfiles de HMMs, cuya ventaja sobre los perfiles que se construyen con PSI-BLAST es que éstos
toman en cuenta el simbolo antecesor y sucesor (aminoacidos, nucledtidos o gaps) y no sélo una posicion especifica

conservada de una determinada region (consenso) de la secuencia.

] X FY
n
i0 i1 13
i i
123 | | |
CAT RYNARY NS "
CGW :
CDY b k= m1 g m2k——m3s——3(e)
CVF '
CKRKY
di dz2 d3
Tomado de Durbin ef a/ (1998)

Fig. 3.1. HMM para un alineamiento de cuatro secuencias con tres posiciones. Las columnas del alineamiento son los tres estados (m,
mz, m3) del sistema con 20 probabilidades de ser un residuo (barras correspondientes a las frecuencias observadas de los 20 posibles
aminoé&cidos) cuatro estados de insercion (io, i1, i, is) y tres estados de delecion (di, dz, ds). Las fechas representan las probabilidades de
transicion entre estados. Todos o algunos de los parametros se pueden estimar del sistema estudiado.
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2. Base de datos PFAM.

PFAM (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/index.shtml) es una base de datos de perfiles tipo HMM. Se

divide en dos partes: pfam-A y pfam-B. La primera se construye semimanualmente: cada vez que se identifica una
nueva familia de proteinas un experto elabora un HMM diagnéstico, un HMM capaz de detectar a las otras proteinas
de la familia y sélo a éstas. Por otra parte, como pfam-A sélo cubre el 73% de Swiss-Prot y TrEMBL
(http://us.expasy.ora/sprot/), existe pfam-B. Esta se genera automaticamente a partir de aquellos perfiles que existen

en PRODOM (http:/prodes.toulouse.inra.fr/orodom.htm) (también generados automaticamente) que no se

corresponden con ningln pfam-A. Un 20% de las proteinas de Swiss-Prot y TrEMBL presentan al menos un pfam-B.

PFAM trabaja con dominios, es decir, cada perfil HMM se corresponde con un dominio, aunque no
necesariamente cumplan la definicion de dominio estructural independiente, sino mas bien suelen ser regiones

funcionales caracteristicas de una determinada familia de proteinas.
Ademas de las ventajas que de por si tiene esta clasificacion, PFAM resulta (til para:

e Analizar los alineamientos multiples que contiene.

e Estudiar la organizacion de dominios de las proteinas.

e D @ @

e Examinar la distribucion filogenética de las proteinas que presentan el dominio.
e También permite ver la estructura tridimensional de los dominios, cuando ésta se conoce.
e  Permite buscar con una secuencia de una proteina los dominios funcionales conservados empleando los

meétodos de HMM, los cuales son los mas eficaces en el analisis de secuencias actualmente.

3. Grupos de ortélogos.

Por definicion, dos proteinas, o genes, son ortélogos si han evolucionado a partir de un mismo ancestro del
cual divergen a la par de la especiacion (Fitch, 1970). Generalmente, genes o proteinas ortologas tienen la misma
funcién; no tiene por que ocurrir lo mismo entre genes o proteinas paralogas, que en vez de haber sido originadas
por especiacion (divergencia entre especies), han sido originadas por duplicacion de un gen y posterior evolucién

hasta, a veces, desarrollar una nueva funcionalidad.

29



La base de datos COGs (http://www.ncbi.nlm.nih.qov/COG)) (“clusters of orthologous groups®) contiene grupos

de genes ortélogos. Su objetivo es clasificar en tales grupos las proteinas de aquellos organismos de los que se
conoce el genoma completo. Dado que cada COG incluye proteinas de organismos filogenéticamente muy diversos,

este sitio es especialmente (til para asignar funcion a proteinas con funcion desconocida a priori.
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BIBH {bestiar hif) dice; |as relaciones de orfologia son A1-A1"y AZ-A2", Ty

T
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BEH (st o 0iG2; 1as relaciones de criologia son Al -AZ

Fig. 3.2. Método de Best Bidirectional Hits para la deteccion de genes ortdlogos. Este no es el método empleado por COGs, pero se
parece un poco. La idea del metodo de “best bidirectional hits (BBHs)"' o mayores parecidos en las dos direcciones es que si una proteina
de un genoma es la més parecida de otra en otro genoma, y viceversa (bidireccional), entonces es muy probable que ambas sean ortologos.
Por ejemplo, supongamos que tenemos dos genomas X e Y, y en cada uno de ellos hay dos proteinas homoélogas A1 y A2 que proceden de
una duplicacién ancestral en un genoma 0 (A). Si ninguno de los dos genomas X e Y sufre una delecién, el método funcionara correctamente
(caso B). Si se produce una delecion dependiendo de a qué genes &fecte el método funcionara bien (C) o mal (D).

El método de determinacion de grupos de ortélogos de COGs.

Es un método semiautomatico, ya que después de aplicar el método que a continuacion se describe, se realiza

una correccion de los resultados.

« Lo primero que se hace es determinar los BeTs (best hits, pero no bidireccionales, ver figura 3.2) para cada
proteina se determina cual es la mas parecida en cada uno de los otros genomas.

o Fusion de in-paralogs: Como los in-paralogs (duplicaciones recientes dentro de una misma especie) pueden
crear confusion (puede que no tenga sentido determinar con cuél de los in-paralogs se ha de establecer el BBH;
puede que sea imposible determinarlo), lo que se hace es fusionarlos, tomandolos como si fueran uno solo. El

criterio para la fusién es que su parecido sea muy elevado.
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» Con las relaciones de BeTs se construye un grafo a partir del cual se buscan patrones consistentes de BeTs. El

mas sencillo de éstos es un triangulo de genes procedentes de tres linajes diferentes (ver figura 3.3).

« Los triangulos que comparten dos vértices (un lado) se unen.

e En muchos casos, dos o mas grupos de ortélogos quedan unidos. En esos casos se construye un arbol

filogenético y se separan.

« Finalmente, se asigna una funcién particular a cada COG y también una clase funcional general.

A KatG

YKROGGHS s|l1987

B

YBLOTGC

Tomado de Tatusov et af (1997)

Fig. 3.3. Ejemplos de COGs (Tatusov et al, 1997). Las lineas solidas
muestran los BeTs simétricos (ver figura 3.2). Las lineas discontinuas
muestran los BeTs asimétricos, con colores correspondientes a las
especies para el cual el BeT es observado. Genes de la misma
especie estan contiguos; de otra manera los nombres de los genes
estan posicionados arbitrariamente. Un Unico ID COG es indicado en
la esquina superior izquierda. A) BeTs congruentes forman un
triangulo, el COG minimo. Origen de las proteinas: KatG, Escherichia
coli sii1987, Synechocystis sp., y YKRO066¢c, Saccharomyces
cerevisiae. Notese que todos los BeTs son simétricos. B) Un simple
COG con dos paralogos de levadura. Origen de las proteinas: lles, E.
coli HINO378, H. influenza; MG345, M. genitalium, MP322, M.
pneumoniae; MJ0947, M. jannaschii y YBLO76¢c y YPLO040c, S.
cerevisiae. Notese los tridngulos contiguos con un lado comin, por
ejemplo, 1leS-MG345-MJ0947 y sll1362-MG345-MJ1362. YPLO40c es
la isoleucyl-tRNA sintetasa de la mitocondria de la levadura; los
ortologos bacterianos y aquellos de M. jannaschii son los BeTs para
esta proteina de la levadura, pero el inverso es positivo sélo de las
proteinas bacterianas (BeTs simétricos). A la inversa, para YBLO76c,
la cual es la isoleucyl-tRNA sintetasa citoplasmatica de la levadura, el
ortblogo M. jannaschii es un BeT simélrico, donde los BeTs
bacterianos son asimétricos. C) Un COG complejo con pardlogos
multiples. Origen de las proteinas: RpoH, RpoS, RpoD, y FliA, E. coli;
HIN1403 y HIN1655, H. influenzae; MG249, M. genitalium; MP485, M.
pneumoniae; sll0184, sll0306, slr0653, sli1689, sll2012, y sir1564,
Synechocystis sp. RpoD, HIN1655, slr0653, y MG249 son los
principales factores sigma (070), cuya funcion es universal en el
dominio bacteria; notese las relaciones completamente simétricas
entre estas proteinas. Las otras proteinas son especializados factores
sigma, cuya radiacion de la familia ancestral, aparentemente, fue
acompanada por la modificacion de la funcion e implicada evolucion

acelerada; notese los BeTs asimétricos.
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4. Asignacion de funcion a las LCS en las secuencias que las contienen.

La asignacion de alguna de las tenfativas funciones de las LCS defectadas en las secuencias se llevo a cabo
bajo la aproximacion de la bdsqueda de dominics conservados usando HMM de PFAM vy las clasificaciones
funcionales gue se utiizan en los Vil Orthologous Groups (VOG's). Se descrbe puntuaimente la metodoiogia
ampleada para asta parte del frabajo v el diagrama 3.1 esquematiza la estralegia empleada aqui;

1) Se compararon las 34 253 secuencias de aminoacidos gue se colectaron contra 0§ modelos de HMM de
PFAM version 3 {Bateman et &, 2000), usando & programa HMMER 2.3.1 (Eddy, 1998} con un valor de expectancia
menor al 0.01.

2) Para asignarie la funcidn viral a los PFAMs deectados en las secuencias de virus se ufilizaron los VOGS
para ks wvius con tipp de genoma de DMA  disponibles en &  NCBI
{hittp:/Awwewnicbi.nilm.nih.govigenomes\VIRUSES/vog . himi) (Tatusov et &l, 1997, Tatusov ef al, 2001) , dentro de cada
VOG hay una funcién general compartida para las secuencias virales analizadas derivada a partir de la anotacidn de
las mismas y muchos de estos VOGs presentan PFAM caracierzados previamente tambien. Las categorias
funcionales de cada VOG para los virus con fipo de genoma de DNA pueden incluir una o mas de |as siete jeramuias
funcionales, tales como:

¥ Funciones Virales
Mevament prodeins.
DA raplicahion, Repair and Nucleafide Metabalism,
Structurai protams.
Regwafion of cedwar melabolism.
Linkncin prodeins.

::ﬂhm-—lrli

Dado que ks VOGS no se encuentran disponibles via fip en el NCBI, se colectaron de forma manual y con un
programa en lenguaje perf (ver apéndice [X) sa asignd la categoria funcional a lodas [as sacuencias virales de
nuestra base de datos filtradas en al inciso uno que presentaran al mismo FFAM asignado por HMMER y que se
encontrara en los VOGs.

3) Por dltimo, por medio de un programa an lenguaje ped (ver apéndice [X) s& asignd tentativaments una o mas
de |as categorias funcionales, arba mancionadas, a aqualias LCS que se alinearan con un 25% de coberura con la
posicidn del PFAM detectado para esa secuencia viral por HMMER v, a la vez gue tamibién sa encontrara registrado
en los VCOGs.



1. ORF'svirales 3. Base PFAM 6. | TUNCIONES VIRALES:
colectados

M Movement Proteins

— ! L DNA Replication, Repair and Nucleotide Metabolism |
i T RNA Replication, Transcription and Modification |
——————— ' § Structural Proteins

i A Auxiliary Proteins :
' R Regulation of Cellular Metabolism

Diagrama 3.1. Se esquematiza la metodologia llevada a cabo para asignar funciones a las LCS detectadas en las secuencias virales.
El paso uno consistio en obtener la base de secuencias virales (de proteomas completamente secuenciados). En el paso dos se detectaron las
LCS en las secuencias virales. En el paso 3 se compararon los secuencias virales contra los modelos Hidden Markov Models (HMM) de
Protein families database of alignments and HMMs (PFAM) version 10 para detectar aquellas secuencias que presentaran similitud con un
valor de e >0.01 a alglin dominio PFAM. Los pasos dos y tres se llevaron a cabo simultdneamente y previos al cuatro. En el paso cuatro se
compararon las regiones donde se encontraban tanto la LCS y el PFAM caracterizado para una secuencia determinada, sélo si y sélo si en una
misma secuencia se encontraban ambos, de 4a a 4f se muestran todos los casos esperados para la localizacion de las LCS dentro de las
secuencias que las contienen y que presentan al menos un dominio PFAM. Para los casos 4c a 4f se procedio con el paso cinco, en el cual, se
detectaron los PFAM's que se caracterizaron para la construccion de los VOG's, y cada VOG tiene una categoria funcional previamente
caracterizada en el NCBI. Entonces, aquellas secuencias que tuvieron, al menos, una LCS y que tuvieran el mismo PFAM (o més de uno) que
alguno de los caracterizados en los VOG's se les asignaron la categoria funcional reportada, las cuales pueden presentar a mas de una de las
siete, mencionadas anteriormente (paso seis).
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4. RESULTADOS.

l. Analisis de la base de proteomas virales construida.

La tabla 4.1 muestra cuatro caracteristicas generales para los seis tipos de genomas virales (dsDNA, ssDNA,
dsRNA, ssRNA-, ssRNA+ y Retrovirus), a saber: 1) el numero de familias y géneros que los conforman, 2) el tipo de
hospedero especifico, 3) el intervalo del tamafio del genoma en nucledtidos y, 4) el intervalo del numero de
secuencias de aminoacidos que conforman los proteomas de cada grupo. Estas caracteristicas se obtuvieron del
analisis de la base de proteomas colectada y seran de importancia para la discusion. Es importante hacer notar que
los proteomas de dsDNA poseen los tamanos de genomas mas grandes, y por ende, se conforman por un mayor
nimero de secuencias de aminoacidos; sin embargo, los grupos que se encuentran en una mayor diversidad de
diferentes tipos de hospederos son los de RNA, a excepcion de aquellos que se encuentran en el grupo de los
Retrovirus. Es importante mencionar que no hay genomas virales completamente secuenciados reportados con
hospederos procariontes (bacteri6fagos) para los grupos de ssRNA- y Retrovirus. Un desglose de esta tabla por tipo

de grupo viral se puede observar de las tablas | a VI del anexo 1.

VIRUS CON HOSPEDEROS VIRUS CON HOSPEDEROS

EUCARIONTES PROCARIONTES

Tipo de Grupo Hospederos Tamano No. Tamano No.
Genoma taxonomico especificos genoma (nis) secuencias genoma (nts) secuencias
por proteoma por proteoma

dsDNA 19 familias V.Ins, H A B 4 BBY - 335 583 4 - B88 10 078 - 280 334 11-381
ssDNA B familias V,Pl,B 129110 958 = 4421-9183 4-15
dsRNA Bfamiias v Ins, P, Pr,H, B 3090-28 210 1-13 13173-14 984 13-18

7 famili
ssRNA- 2 géneros V,LPI 3684 - 25 158 3-12 NR NR
22 familias

ssRNA+ 11 géneros V,PI,H, Ins, B 2343 -31 357 1-14 3466 -4 276 3-4
Retrovirus 3 familias V., Pl 1828-13 248 =41 NR NR

Tabla 4.1. Datos generales de los proteomas que se agruparon por tipo de genoma a partir de la base de datos colectada. La primera
columna muestra el nimero y tipo de grupos taxonémicos que conforman cada tipo de genoma viral. La segunda columna muestra a los
hospederos especificos que parasitan los virus con ese determinado tipo de genoma. La simbologia y categorias utilizadas (Regenmortel et al,
2000) para los nombres de los hospederos son: (V) vertebrados, (PIl) plantas, (Pr) protistas, (H) hongos, (Ins) insectos, (B) bacterias y, (A)
arqueas. La tercera columna contiene el intervalo del tamaro de los genomas, en pares de bases, que conforman a cada uno de los seis
grupos de genomas virales. La cuarta columna contiene el intervalo del nimero de secuencias de amino&cidos que contiene cada uno de los
proteomas dentro de su grupo taxonomico viral. Estos datos nos permiten observar la heterogeneidad de los proteomas virales por su tamafo
y contenido gendmico, aln incluso dentro de cada grupo taxonémico, como la categoria de familia (ver tabla | a VI del anexo 1). NR significa
que no hay genomas virales completamente secuenciados para esos grupos.
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Il. Lapresenciay distribucion de las LCS en los proteomas virales.

Se recolectaron un total de 2 304 proteomas virales completamente secuenciados representado
s por 34 253 secuencias de aminoécidos. En estas secuencias se encontré un total de 12 317 LCS formando parte
de 7 617 secuencias (22% del total). La distribucion de LCS en los seis grupos de virus clasificados por tipo de

genoma se muestra en la tabla 4.2 y por tipo de hospedero celular en la tabla 4.3.

Colectados Deteccion de Secuencias Simples
Tipo de Genoma Protecomas  Secuencias Proteomes Secuerncias % Sec Segments
dsDNA 393 26 008 386 5136 20 8734
ssDNA 405 2273 200 283 12 329
dsRNA 4 390 51 104 27 125
ssRNA- 146 1030 107 224 22 274
ssRNA+ 914 2646 618 912 34 1580
Retrovirus 368 1805 340 958 50 1265
e e e e
TOTALES 2304 34 253 1699 7617 22 12317

Tabla 4.2. Distribucion de las LCS detectadas en los diferentes tipos de genoma. Las dos primeras columnas muestran la distribucion de
los 2 304 proteomas virales colectados y las 34 253 secuencias de aminoacidos que los conforman en los seis tipos de genoma. Las columnas
restantes muestran: el nimero de proteomas que tuvieron al menos una secuencia con un segmento de LCS, el nimero total de secuencias

que presentaron LCS, el porcentaje que esto representa para el grupo y el nimero de segmentos de LCS que se detectaron en todos los
proteomas virales para cada uno de los seis grupos.

EUCARIONTES PROCARIONTES

Coleclados Det: de S ias Simples Colectados Deteccion de Secuencias Simples
Tipo de Genoma  Proleomas Sec Proleomas Sec % Sec Segment P Sec Prolcomas Sec % Sec Segmenlos
dsDNA X 16 2% X A% x gl 73 f a1 1 1 23
ssDNA il 19 1055 219 1 253 . £4 5 £ 1 7
dsRNA T 3 A7 2]l x n7 57 13 18
ssRNA- 146 (1] 7 224 2 o7 1 I
ssRNA+ eyt 7 1 el ¥ 1523 5
Retrovirus g 5 240 A A 1 765 f
TOTALES 2125 2402 1532 6597 i 10953 179 10233 167 1020 10 1358

Tabla 4.3. Distribucion de las LCS detectadas en los diferentes tipos de genoma y tipo de hospedero celular. Se muestra la misma
informacion que en la tabla 4.2, pero ahora se desglosa por tipo de hospedero celular, tanto eucarionte como procarionte.

En la gréafica 4.1 se muestra la frecuencia de las LCS en los proteomas de las 63 familias virales, de las cuales
solo en la familia Orthomyxoviridae (sSRNA-) no se detecté ninguna secuencia con LCS. En esta grafica se puede
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observar que os proleomas virales con hospedercs procanonies presentan porcentajes menores al 10% dae LCS
ibarras &n amarillo para virus con hospederos en amueas ¥ an verde para bacterias), al enconirarse por debajo de
una desviacion estandar (o) de los porcentajes oblenidos para los T6 grupos taxondmicos, & excepcion de las
familias Fusellovinidae, Siphoviridae, Tectivifidaa, Inoviridaa, Microviidae y Cystoviridas (nimeros 11, 15, 19, 24, 25
¥ 31 en la grafica 4.1, respactivamante) los cuales presentan antre al 15 y el 30% de LCS en sus proteomas. Por olro
lado, de forma general, los virus que claramente presentan una mayor cantidad de LCS an sus prolecmas son |os de
s5RNA+ y los Retrovirus, asl, dentro de los proteomas de ssRNA+ hay una sobee-represtacin de LCS por aniba de
una o en las familias Astroviridae (40), Flaviviidae (43), Potyviridae (54), Sequivindae(55), Tetraviddae (58],
Togavindae (57) y Tymoviridae (58] y, las famiias Retroviridae (63) y Hepadnavindae(&2) en los Retrovirus. Da los
13 génergs virales analizados tampoco en [dasovirus (F) (ssRMA+) se detectaron sacuencias con LCS (ver grafica
4.1).

La distribucidn de los proteomas colectados v de las LCS detectadas en ellos para cada uno de los seis tipos de
genoma y lios 76 grupos taxondmicos que los conforman se muestran en las tablas y graficas | a VI en el anexo 1, las
cuales incluyen: el tipo de hospedero, el nimero de proteomas coleciados, & intervalo v temafo promedso del
genoma, el intervalo v promedio del nimero de secuencias que los conforman, el nomero de proleomes que
presentaron &l menos una secuencia con LCS v, & nimero v porcentaje de secuencias con LCS.

Se analizd si exste una comelacion entre de |a presencia de las LCS v el tamafio del proteoma, sea par &l
numeno de aminpackdos o por &l nimeno de secuencias que los conforman. Los resulfados cbienidos v analizados
bajo el coeficiente de comelacion (r) y la prueba de Spearman (ry) con un p < 0.01 para los 6 grupos de genomas
virdes (ver malenal y metodos) nos muUesiran que, a excepcion de los proleomas de aguellos virus con genomas oe
dsDMA v de dsBMA, no existe una clara corelacion endre ks prasencia de las LCS vy el tamafic dal proleoma (ver
figura 4.1). Tampoco parece existir una clara comelacion entre la longitud de las LCS detectadas v el tamafio dal
profecma dado el nimerno de amincacidos que lo conforman {ver 1 a V1 en el anexo 1), sélo en los virus con genomas
de dsDNA (r = 0.725) se detectd un incremento &n la longitud de las LCS conforme ba incrementindose o
protaoma, de hecho, en este tipo de ganoma sa ancontraron kas LCS de mayor longitud de nuestro estudio, mayores
& 300 aminoacidos.

Al analizar el aporte en residuos de aminoécidos de las LCS al tamanio de los proteomas virales, sa encontrd
que en la mayoria de los grupos virales las LCS contribuyen con menos del 1% al tamafio total del proteoma en
residuos de aminodcidos, siendo las familias Herpesvindae (4), Nimaviridae (8), Phycodnavindae (8), Poxvindas (10),
Fussllioviidae (11), Tectivindae (19), Circovindae (20), Luteovindae (50), Tymoviridae (52), Refroviridee (B3) y
Hepadnaviridae (62) cuyas LGS aporian poco mas del 1% al tamario total del proteoma, entre 3 y 6%, donde 11y 19
son familias virales con hospederos procariontes (ver grafico 4.2),
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Gréfica 4.1. Frecuencia (%) de las LCS dentro de las 63 familias y tipo de genoma viral. Las barras del 1 al 63 representan las familias.

Las barras rojas representan a los proteomas virales con hospederos eucariontes, las amarillas arqueanos y las verdes con hospederos

bacterianos, agrupados todos ellos por tipos de genoma. En el eje izquierdo de las ordenadas se encuentran los porcentajes de las presencia

de LCS para cada familia y, en el derecho el nimero de secuencias, en miles, que componen a los proteomas (puntos en azul para cada

barra). Abajo se muestra qué nimero representa a cada familia viral y con qué letra a cada género.

TIPO DE FAMILIA NUMERC
GENOMA GENERO LETRA
dsDNA Adenoviridae 1 idsRNA Birnaviridae 26 sSRNA+ Arteriviridae 39
Astarviridas 2 Hypoviridae 27 Astroviridae 0
Baculoviridae 3 Partttiviriciae 23 Barnaviridae 41
Herpesviridae 4 Reoviridae 29 Bromoviridae 42
Iridoviridae 5 Totiviridae 30 Caliciviridae 43
Nimaviridae 6 Cystoviridae k3| Closteroviridae H
Papillomaviridas T Comoviridae 45
Phycodnaviridae ] ssRNA- Arenaviridae 32 Coronaviridae 46
Polyomaviridas 9 Bornaviridas i3 Dicistroviridae 47
Poxviridae 10 Bunyaviridae 34 Flaviviridae 48
Fuseloviridae 11 Filoviridae 35 Flexiviridae 49
Lipothrixviridas 12 Orthomyxovridae 36 Liteoviridas 50
Rudiviridae 13 Paramyxoviridas 7 Narnaviridae 51
Myoviridae 14 Rhabdoviridae 33 Nodaviridae 52
Siphoviridae 15 Picornaviridae 53
Corticoviridae 16 Tenuvirus A Potyviridae 54
Plas maviridae 17 Ophiovirus B Sequiviridas 55
Podoviridae 18 Tetraviridae 56
Tectiviridae 19 Togaviridae 57
ssRNA+ Benyvirus o Tombusviridae 58
ssDNA Circoviridae 20 Furovirus D Tymoviridae 59
Geminiviridae kil Hordeivirus E Leviviridae 60
Parvoviridae 22 Idasovirus F
Manoviridae 23 Hlavirus G
Inoviridae 24 Pecluvirus H
Microviridae 25 Pomovirus 1
Sobemovirus J
Retrovirus Caulimoviridae 61 Tobamovirus K Los numeros corresponden a familias.
Hepadnaviridae 62 Tobravirus L
Retroviridae 63 Umbravirus M Las letras corresponden a géneros.
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Fig. 4.1. Analisis de la correlacion entre el tamario del genoma dado el nimero de aminoacidos que lo conforman y la presencia de
las LCS en los seis tipos de genomas virales. Sobre el gje de las abscisas se encuentran de forma creciente los tamanos de los proteomas
virales dado el nimero de aminoéacidos que los conforman en los seis tipos de genomas virales (a: dsDNA, b: ssDNA, ¢: dsRNA, d: Retrovirus,
e: ssRNA+ y, f: ssRNA-); sobre el eje de las ordenadas se encuentran el nimero de secuencias con al menos un segmento de LCS por
proteoma detectado. Se realizé un andlisis de correlacion y la prueba de Spearman con un valor de significancia de p < 0.01 para determinar
esta correlacion (ver material y métodos). Segln este andlisis parece que no existe una clara correlacion entre la presencia de las LCS y el
tamario del proteoma, a excepcion de los virus con genomas de DNA y de RNA de cadena doble, en los que esta correlacién es clara.
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Grafica 4.2. Contribucion relativa (%) de las LCS al tamafio de los proteomas virales en términos de los residuos de aminoacidos.
Las barras del 1 al 63 representan las familias virales. Las rojas representan a los virus con hospederos eucariontes, las amarillas
estrictamente con hospederos en arqueas y las verdes con hospederos en bacterias, agrupados todos ellos por tipos de genoma. En el eje
izquierdo de las ordenadas se encuentran los porcentajes y en el derecho el nimero de total de residuos de aminoacidos (puntos en azul para
cada barra) (la escala esta en millares) que conforman los proteomas de un determinado grupo. El aporte de las LCS no sobrepasa el 1% para

la mayoria de las familias virales.

39



lll. La posicion relativa dentro de las secuencias y composicion de aminoacidos de
las LCS en los proteomas virales.

La presencia del nimero de segmentos de las LCS no es unitaria en las secuencias virales que las contienen,
ya que de forma general, existe una sobre-representacion de tales segmentos en una sola secuencia segun el tipo
de genoma, en la tabla 4.4 y en | a VI del anexo 1 se puede observar que los genomas de dsDNA presentan una
mayor cantidad de segmentos de LCS por secuencia analizada, de forma especial en las familias Herpesviridae (4) y

Nirmaviridae (6).

Al analizar la posicion relativa (%) de las LCS dentro de las secuencias bajo un analisis de Z-score (ver material
y métodos), se pudo observar que de forma general las LCS se pueden encontrar con la misma frecuencia a lo largo
de las secuencias, como se muestra en las figura 4.2a y 4.2d-f. Sin embargo, en los virus de ssDNA, se puede
observar que un gran nimero de LCS se agrupan en las regiones amino terminal y, que la mayoria de las LCS de
virus de dsRNA se ubican en la regién carboxilo terminal preferencialmente (ver figura 4.2b y 4.2c). Para ambos
casos, los valores de la o son grandes (ver tabla 4.4, columna cinco). Un desglose méas detallado de las posiciones
en las que se ubican las LCS dentro de las secuencias para cada tipo de genoma de puede observar en | a VI del

anexo 1.
Posicion relativa (%) de LCS en la Sec

Tipo de Genoma Seg LCS LCS dentro_Sec's M g inicial final

(+-una 0)
dsDNA 8734 1-28 48 30 18 78
ssDNA 329 1-4 30 31 -1 61
dsRNA 125 1-4 58 32 28 90
ssRNA- 274 1-3 51 34 17 84
ssRNA+ 1590 1-8 41 30 11 70
Retrovirus 1265 1-8 54 29 25 83
TOTALES 12317

Tabla 4.4. Namero y distribucion relativa de las LCS dentro de las secuencias que las contienen por tipo de genoma viral. En la
primera columna se encuentran los seis tipos de genoma virales, en la segunda el nimero total de segmentos de LCS detectados en las
secuencias que las contienen, en la tercera columna se encuentra el intervalo de segmentos de LCS que se pueden encontrar dentro de una
sola secuencia, segln el tipo de genoma. Las columnas 4 a 7 muestran los datos estadisticos realizados para calcular el Z-score (ver material
y métodos), donde se muestra el promedio de la posicion relativa (en porcentaje para normalizar las longitudes de las secuencias) de las LCS
dentro de las secuencias (u), la desviacion estandar de las mismas (), y las regiones relativas (%) por arriba y debajo de una o en las gue se

agrupan principalmente las LCS dentro de las secuencias que las contienen.
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Fig. 4.2. Analisis de la posicion relativa de las LCS dentro de las secuencias que las contiene, segtin el tipo de genoma en los que se
agrupen. Se realizo el Z-score (ver material y métodos) para determinar la posicion (%) de las LCS en las secuencias. Mientras menores o
mayores sean los valores del Z-score calculados para cada posicion nos dice que LCS se encuentran ubicadas hacia la parte amino o
carboxilo terminal de la secuencia, respectivamente. Por otro lado, los intervalos del Z-score se encuentran entre 3 y -3, lo cual nos dice la
tendencia de las LCS a ubicarse estadisticamente en las regiones que por arriba y debajo de una o se obtuvieron bajo este andlisis (ver tabla
4.4). De forma general, las LCS se localizan a lo largo de todo las secuencias, solo en los virus con genomas de DNA y RNA de cadena doble
(by c) se observa que un gran nimero de LCS se agrupa preferenciaimente en las regiones amino y carboxilo terminales de las secuencias.
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Al llevar a cabo el anélisis composicional de los proteomas virales segln el tipo de genoma y el hospedero
celular, se puede observar que existe una uniformidad dentro de los 20 aminoécidos que los conforman (menores al
7%); sin embargo, aminoacidos tales como glicina, alanina, valina, leucina y serina, en algunos casos mas que en

otros, se encuentran sobre-representados en la composicion de los proteomas virales (ver figura 4.3a).

Con respecto a la composicion de aminoacidos que componen a las LCS en los proteomas virales se encontr6
que estan formadas principalmente por aquellos aminoacidos que se encuentran sobre-representados en la
composicion original de los proteomas, como los mencionados arriba, pero ademas se encontrd que otros
aminoacidos poco representados o sub-representados en la composicion original de los proteomas también se
encuentran, en algunos grupos, formando principalmente a las LCS, tales son isoleucina (en genomas de dsRNA con
hospederos procariontes y en ssRNA-), prolina (dsDNA, dsRNA, Retrovirus, asi como también en ssDNA y ssRNA+
con hospederos procariontes), treonina (ssRNA-), lisina (dsRNA con hospederos procariontes), arginina (dsDNA,
ssDNA y Retrovirus), glutamato (dsDNA en ambos hospederos) y aspartato (ssRNA+ con hospederos procariontes).
En las LCS hay una baja representacion de aminoacidos con importantes restricciones a ciertas propiedades
bioquimicas, tales como triptofano, cisteina e histidina (ver tabla 4.5 y figura 4.3b).

Aminoacidos | dsDNA | dsDNA Pro| ssDNA | ssDNA Pro| dsRNA | dsRNA Pro| ssRNA+ | ssRNA+ Pro| ssRNA- | Retrovirus
G 8.94 134 1272 23.56 47 8.88 654 1429 399 448
A 11.09 20.53 472 548 16.7 2162 734 0 855 387
v 375 472 174 363 603 18.15 762 1143 765 238
L 872 7.09 254 1217 584 1274 9.02 0 1394 16.89
I 415 338 in 348 167 888 511 0 1467 54
M 054 061 029 038 0.08 038 251 0 123 022
P 11.38 533 568 .76 19.15 386 495 45.11 251 11.68
F 159 12 235 171 138 038 42 0 06 339
w 021 03 098 043 0 038 151 0 037 1
S 126 8.1 1125 11.88 111 425 712 571 1048 10.28
T 588 527 497 562 865 463 643 0 115 501
N 34 24 149 37 527 154 418 0 185 205
Q 287 305 23 192 22 0 337 0 172 388
D 598 468 13 313 433 27 52 1714 493 168
E 7.52 8.05 294 652 188 077 569 286 855 608
c 082 026 007 135 008 0 247 0 037 1.18
Y 11 078 386 085 056 0 343 0 248 ore
H 089 039 218 021 038 0 235 0 0.16 052
K 34 563 374 363 634 8.49 586 2388 54 334
R 1456 414 3 391 578 232 54 0 338 16.84
Total

aminoécidos 132,183 19, 195 4,088 1, 405 1,593 258 2,782,723 35 3,83 21,518
Total SS 7. 471 1,263 253 76 107 18 1,583 2 274 1, 265

Tabla 4.5. Se desglosan las frecuencias relativas de los aminoacidos que conforman a las LCS agrupadas por los seis tipos de
genomas virales y hospederos celulares (hospederos eucariontes y procariontes). Las frecuencias se manejan en porcentajes de los
aminoacidos acomodados en incremento por el peso molecular y por su tendencia a formar alfa-hélice (Creighton, 1984), G: glicina, A: alanina,
V: valing, L: leucina, | isoleucina, M: metionina, P: prolina, F: fenilalanina, W: triptofano, S: serina, T: treonina, N: asparagina, Q: glutamina, D:
asparagina, E: glutamato, C: cisterna, Y: tirosina, H: histidina, K: lisina, R: arginina. Aquellos aminoacidos que se observan sobrerepresentados
en la composicion de las LCS se resaltan con nimeros en negritas. El total de aminoécidos analizados con el comando AACOMP del paquete
FASTA (ver material y métodos) se maneja en unidades enteras, asi como también nimero total de segmentos de LCS que se encuentran
constituidas por estos aminoacidos.

42



Retrovirus

ssDNA_Pro
ssDNA
dsDNA_Pro

dsDNA
G A V L I M P F W 8 T N Q@ D E € Y H K R

b)

ssRNA+_Pro

G A V L I M P F W 8 T N Q@ D E €C X H K R
Aminoéacidos

mo-7 m7-14 0O 14-21 021-28 | 28-35 03542 m4249

Fig. 4.3. Analisis de la composicion de aminoacidos de los proteomas virales y de las LCS que se encontraron en ellos. En el inciso
a) se encuentra la frecuencia de ocurrencia de los 20 aminoécidos dado su peso molecular y tendencia a formar alfa-hélice (de izquierda a
derecha en el eje de las abscisas) de los proteomas por tipo los seis tipos de genoma viral, pero ademas, se incluye al tipo de hospedero
celular (eucarionte y procarionte -PRO) (eje de las ordenadas); en el inciso b) se encuentra la frecuencia de ocurrencia de las LCS que se
encuentran en los proteomas virales distribuidos bajo las mismas agrupaciones. Las frecuencias se toman de intervalos de 7%, los que estan
dentro del primer intervalo (0-7%) no se toman como representativos en la composicion de aminoacidos, los aminoacidos que conforman los
intervalos subsecuentes son los que se sugieren como representativos en la composicién de aminoécidos, ya sea en el proteoma o en las

LCS.
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IV. Las posibles funciones de las LCS en los proteomas virales.

Al reglizar una clasificacion funcsonal de las secuencias virales de nuestra base de datos se enconird que de las
34 253 secuencias que la componen, mas del 50% de ella (16 4599 secuencias) presentan al mands una ragion
similar & un dominio PFAM, a las cuales s8 |e ha asignado una o mas d& una de |as siete categorias funciones
virales descritas con anterioridad en los VOG's del NCBI [ver material y métodos). La distribucién de estas clases
luncionales &n los profeomas para cada uno de los seis tipos de genomas virales se puade observar en [a grafica
4,3a. En esta grafica se muestra que las funciones virales estan sobre-representadas por aguallas involucradas en
auxiliares (A), estructurales (S), la de replicacion y reparacion dal DNA y metabolismo de nucledtidos (L); mientras
Que @n la misma proporcion, pere menor que las anieriores, las da replicacicn dal RNA, franscripoion y modificacidn
{T) y. reguiacion de metabolismo cedular (R}, la funcion que sa encuenira poco representada an los proteomas virales
es la que comesponde a proleinas del movimianto (M), La calegoria de desconocidos (U) es muy baja también.

Al detectar aguellas secuencias que presentan LCS y una secuencia similar a aign PFAM, se identificaron
lodos los casos en los que las LGS podrian estar formando parte del dominio PFAM caracterizado en estas
secuencias, asi, de fas 12 317 LCS delectadas, e ndmero de casos en los que segmentos de LCS no se
encontraban dentro de un dominic PFAM particular son 2 564 (ver diagrama 4.1a) v, por ende, a esios 2 564
segmenios de LCS no sa les puede atribuir funcidn alguna bajo nuestra aprocomacion, Una vez defectadas aguellas
LCS formando pane de un dominio PEAM, en al menos un 25% de cobertura en el alneamiento (ver diagrama 4.1c),
s0lo un caso se encontrd gua un PFAM esta constituido totalmente por una LCS, siendo esta Uima mas grande que
al PFAM. Finalmante, se buscaron los PFAM's imarsectados con LCS en los VOG's para a las LCS las funciones
virales clasificadas previamende. Si bien, no s& puede dar una explicacion definitiva para las funciones de una LCS
determinada, se puede inferir bajo asta aproximacion que muy tentativamente participan las LCS en alguna o mas de
lag siete funciones virales asignadas a los dominios funcionales que las confienen. Se esquematizan estas
aprodimacionas en & diagrama 4.1,

La grafica 4.3b esquamatiza la distnbucion de las séete calegorias funcionales para aguelias secuEncias que
presantan al menos una LGS, Cabe resaltar que algunas categorias funclonales son representadas uniformemente
mas en la mayoria de los grupos virales que otras, fales como ks auxdiiares y estructurales. Por ofro lado, se puede
obsarvar que hay una baja representacin de LCS que puedan estar involucradas en la funcidn de profeinas dal
movimianto, la cual se encuentra totalments ausenta en los virus de ssANA+ y en ssDNA. También se puede
oosanvar en la grafica 4.3b que hay un gran numera de familias a cuyas LCS no se pudo asignar a alguna categoria
funcional, incheso ni la de desconocidos, esta observacion se discutird més adelante, De asta forma, g2 encontrt que
algunas LCS podrian estar involucradas en las funciones de las proteinas del tipo de replicacion del DNA y del RNA,
transcripcion, estructurales y auxiliares, principalmenta. Para un desglose mas detallado ver de | &l Vi en el anexo 1.
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Diagrama 4.1. Se esquematiza la metodologia empleada para detectar la posible funcién de las LCS en las proteinas virales. Se
muestran las aproximaciones obtenidas en este trabajo y las categorias funcionales en los proteomas virales asignadas actualmente en los
VOG's. Se compararon las 34 253 secuencias virales (6valo azul); 1) contra PFAM (ver material y métodos), de los cuales 16 499 secuencias
(ovalo verde) presentaron al menos un segmento de PFAM; 2) para detectar LCS por medio del programa SEG (ver material y métodos), de los
cuales 7 617 secuencias presentaron al menos un segmento de LCS (6valo en rojo), constituyendo asi 12 317 segmentos de LCS. Al
identificar aquellas secuencias que presentan LCS y una secuencia similar a algln dominio PFAM, se identificaron todos los casos en los que
las LCS (bloques de cuadros rojos y blancos) podrian ser parte del dominio PFAM (bloques verdes) caracterizado en estos CDS (c) (casos
agrupados en el recuadro negro), el nimero de casos en los que la LCS no se encontraba dentro de la secuencia del dominio PFAM particular
se muestran en b) (casos agrupados en recuadro discontinuo). Una vez detectadas aquellas LCS formando parte del dominio PFAM, se
buscaron estos PFAM's en los VOG's asumiendo que la secuencia gue contiene a esa LCS pudiera tener las funciones virales descritas en esa
base de datos. Si bien, no se puede hacer una propuesta contundente para las funciones de una LCS determinada, se puede inferir bajo esta
aproximacion que pudieran participar en alguna o mas de las 7 funciones virales asignadas en VOGs. En a) se muestran los casos de las LCS
restantes de las 12 317 que se detectaron iniciaimente donde las secuencias que las contienen no presentaron alineamiento con alguna
consenso de un dominio PFAM, y por ende, a estas 2 564 LCS no se les pudo atribuir funcion alguna. Finalmente, se muestra el ejemplo de
una de los 3 465 casos de LCS que se encuentran dentro del dominio PFAM (c.1); esta secuencia de Lymantria dispar nucleopolyhedrovirus
presenta una LCS rica en serina (en rojo), presenta el PFAM03104 (recuadro verde) que se encuentra en la familia B de la DNA polimerasa, el
dominio exonucleasa y, se le asignaron las funciones virales: M (Proteinas de Movimiento) y L (involucrada en la replicacion y reparacion del
DNA, asi como en el metabolismo de nucledtidos) y asi, la LCS que se encuentra en esta secuencia participaria tentativamente también en
estas funciones virales.
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Grafica 4.3. Distribucion de las siete categorias funcionales dentro de las 63 familias y seis tipos de genomas virales que se
asignaron a las secuencias de los proteomas y a aquellas que presentaron, al menos, una LCS. Esta distribucion esta dada en
porcentajes para normalizar los datos con respecto al nimero de dominios PFAM que presentan los proteomas segun el tipo de genoma, asi
en el eje de las abscisas se encuentran los porcentajes de la frecuencia para cada una de las siete categorias funcionales en los 63 familias y,
estos a su vez, agrupados por tipo de genoma viral. Estas categorias corresponden a; (A) proteinas auxiliares, (S) proteinas estructurales, (L)
replicacion y reparacion del DNA, asi como metabolismo de nucledtidos, (T) replicacion del RNA, transcripcion y modificacion, (R) regulacion
de metabolismo celular, (U) desconocidas, y (M) proteinas de movimiento. En &) se muestra la distribucion de las categorias funcionales para
los proteomas virales a partir de las 16 499 secuencias con un PFAM, en comparacion con b) la distribucion de las categorias funcionales de
aquellas secuencias con LCS gue forman parte de un dominio PFAM (9 753 LCS en 4 400 secuencias virales; ver diagrama 4.1). Las familias
que no presentan columnas de distribucion representan, en a), a aquellas cuyas secuencias no presentan dominios PFAM y, en b) a aquellas
cuyas LCS no presentan un PFAM y no se les pudo asignar alguna categoria funcional por medio de esta aproximacion.

Por ultimo, en la figura 4.4 se muestran los ejemplos de aquellas secuencias que tienen definida una estructura

cristalizada y cuya LCS se localizé fisicamente en el plegamiento.

Fig. 4.4. Localizacion de una LCS
en la estructura cristalizada de la
cadena B de la DNA Polymerasa
del Bacteriophage Rb69. Se obtuvo
la estructura cristalizada [Wang et al,
1897) en el PDB, cuyo nimero de
acceso es 1WAF. La  secuencia
primaria de la secuencia analizada se
muestra debajo de la estructura
cristalizada y la LCS detectada en
esta secuencia se encuentra
localizado del residuo nimero 236 al
254 (spddpvdlssssssppaap),
formando una pequefa [B-plegada y
conectores (marcada en linea rosa
mexicano; ver ejemplo de diagrama
4.1). La localizacion fisica se llevo a
cabo por medio del paquete SPDBV
del PDB version 37
(http2//spdbv.niehs.nih.gov).

>gi|3822318|gb|AAC70269.1|AAC70269 DNA polymerase [Lymantria dispar nucleopolyhedrovirus]
MSSVNLMEWSALKTQLOAGRDAGKARVSIGPADTARITRMTYADNHLIVFMNARLAKENHRLYQF YAEVRCDLY SYKSCYGTHASATCHRNC TS YKTFVMPGLRDVHTDKL
HVVKFKRSDEKRDKNCLDGYLADVNRVHMOTSLLEGQYVRFKNAHACRDYRLSHTAKDVHEFESMLERVQVSALSHEILEVVACYDIETHSDGQRFSAPDADF I ISIAVVY
RRDAADTRICLFYSPDDPVDLSSSSSSPPAAPDTAAVEFRAERDMI AAFFQLLPLLNADVVLDFNGDKFDLPF LTGRANKLCGPAEARRATK I ARYDLS PUNVVTQQSYDK
FSNKLHSHYLTYYIHIDLYQFLSTDSEHNDLENFQLNTVAEHYLKKSKVDLPIHDMLOMYGEKRLSRIVEYNVODCVLPVELFLKLEIADYMYTQCMLLYLCTDDLLRNIS
HKITVAYFHLALTNTVAAADPTPDPYFFNKYDLSVTSGRKRAFNEPAPSANAIDLSQLKRTPVDAART PPSAVKLCSTRQSCTYKGGKVLS PKPGFNRWVATLDFNALY ST
IMMWEGVCMSNVF IASDGNVYLDKNVNAVNPKLLKTLSEMRVRYKGLRDQCEYNSFYYKLYDKIQNALKRIANSTYGYYGIFFKPLANY ITKMGRGKLKEVVGKVEAMSDD
PRILREFGLSKINFSVIYGDTDSCFIRVLFDEAELAPDRRQTAIRS IVQDHVCKTLNDSWCGYKMSLENIMLSLI LLKKKKYCYLNNEQRTKYKGWL IKRDMPLFMRKAFR
ATVDSLLRGHSTACALGLLAEQMLRYYREFGAPRENLVDYCFSMSYNETSTTAKRRKEEDPARK PV ITIAKHCRELLANPGVDFLPGNGDRIQYVLVDVKEK ITQKAFPLK
LFDPDSPTLQISWLKHMNILCTFMNEL IQVFGNR PEFEHYFGAIVDEYTSAQMYDVRY PVLY PTRRAKAGK SAKKNDSDSDSDSDDDDDPATTPYNYHSLF SMELKKPKRQ
AVGEFEPCPQCVARA
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5. DISCUSION.

La primera chservacion que podemos hacer & partir de los datos obtenidos aqui es la deteccion de una alta
canlidad de secuencias simplés en los proleomas virales, especialmenta &n los vinus que posesn genomas de ANA
de cadana sencilla de sentido positivo (+) (ver grafica 4.1). Se puede observar también que la presencia de estas
gecuencias an los sistemas virales esta ampliamanta distribuida entre los diferentes tipos de genomas virales y tipos
de hogpederos, dado que tres cuaras pares de los profeomas analizados tuvieron al manos una secuancia simple,
raprasantando una cuarta parfe del iotal de las secuencias viralas (ver fabla 4.2 y 4.3),

Aln cuando la presencia de las secuencias smples se ha asociado al tamafo del genoma en los sistemas
celulares, por lo que se han considerado importantes en la evolucsdn del tamafio de los genomas (Tauzt ef al, 1986;
Hancock, 1935), en los sistemas virales no hemos delectado correlacidn enlre |a presencia de |as secusencias
simples v &l tamafo del proleoma. La excepsdn 8 esta observacion recae sobre los virus de DNA y ANA con
genomas da cadena doble (ver figura 4.1), donde puade haber un efecto de selaccion, ya que los genomas de
conformacion en doble cadena ademas de ser una caraclaristica de los ganomas en los sistemas celulares son de
los genomas mas grandes en los virus de ONA y en los de RNA (en estos (itimos con genomas fragmentados). Esto
podria sugerir gue la presencia de las secuencias simples o &l mecanismo que |as erigina (como &l sliopage descrito
&n la introduccion) presentan, conjunta o independientementé, una tendencia & generarse y Bcumularsa
preferencialmenie &n genomas que s& constifuyen por una cadena doble del acido nuckeco. Incluso, en estos grupos
8@ ancontraron 1ambien las secuencias simpies de mayor longitud y en mayor NOmeno por Secuencia anaiizada (ver
tabla 4.2). Por ofro lado, el apore da las secuencias simples al famafio de los profeomas virales s minontario,
manor al 3% (ver grafica 4.2} en [a mayoria de los casos.

Al no encontrar una corredacion generaizada entre |a presencia de |as sacuencias simples y el tamafo dal
proteoma, uno podria suponer que |as sacuencias simples an los prolaomas virales 5B mantianan por una Presion
favorable sobre la funcidn de las secuencias gue las contienen, 1al como ha sido propuesto con anlanondad en los
sisternas celulares (Levinson y Gutman, 1987; Tautz y Schigterer, 1984; Wootton, 1384; Hancock, 1996; Alba ef ai,
1899; Huntlay y Golding, 2000; Huntley v Golding, 2002; Tompa, 2003). Entonces, conocer |as posibles funciones de
las secuencias simples es prondad para aseverar esta hipotesis.,

Contrario a lo que se ha cbservado en los sistemas celulares (Becerra ef & enviado), [as posiciones de las
secuencias simples dentro de las secuencias que [@s conlienen no presentan ninguna tendencia por alguna
ubicacstn en particular, sa les puede encontrar a o largo de la secuencia wiral, a excepcidn de |os virus con genama
de DMA de cadena sencillia y RNA de cadena doble, en los cuales las secuencias simples se encueniran ubicadas
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praferencialmenta an |as regionés amino y carbowilo ferminal, respectvamente (ver figura 4.2). Una posible
axplicacion sobre @sta cbservacion s que, un ndmero no considerado de las secuencias virales puede codificar para
més de una proleina a diferentes regiones de este polipéptido (Davis af al, 1985; Flint et al, 2000; Regenmortal &f al,
2000; ), entonces lo que nosolros delimitamos como una region amino, medio y carbaoxilo tarminales de cada wna de
las secuencias analizadas aqui representa un primer nivel de delimitacién; sin embargo, lo keal serfa conocer las
posiciones inicial v final de cada uno de los productos codificantes de una secuencia wviral, v 840 a panir de efo,
delimitar estas tres regiones en cada uno de los productos codificantes, entonces, podria haber mas de una de
regidn amino y carboxilo terminal en una sacuancia viral de las agul esfudiadas. A pasar de no conlamos con estos
datos, ya que para muchos virs mo se conocen & numero completo de los producios que codifican, nuestra
aproximacion nos permila suponer, que la ubicacidn de las secuencias simples no perurba B funcdn de las
proteinas en las que se encuantran,

Una observacidn importante sobre @ composicion de aminoacidos de |as secuencias simples es que en
comparacion con bos sistemas celulares (Hancock, 1096; Alba et &, 1999; Huntey v Golding, 2000; Huntlay y
Golding, 2002), los amnodcidos proling v angining se encuentran formando pare de forma significativa a las
saguencias simples de algunos grupos virales, si bien la proling compare las caracterisficas de ser de los
aminoacidos de poco peso molecular y de tendencia & fomar alffas hélices (Creighton, 1984) conjuntamente con
saring, alanina y leucina (que fambién se encuentran formando pare de forma significativa & las secuencias
simples), la diferencia de |a prolina con los tres anteriores es que &s de alta carga positiva, por lo que su funcion en
las proteinas debe ser especial. Algunos casos de |a funcion de secuencias simples con prolina se han reportado da
forma aisiada én los sisiemas celulares y virales (Tompa, 2003; Perera et al, 2001). De forma confraria, arginina es
Oe los aminoacidos Ccon mayor peso mokscular y cuya tendencia a formar affas hélices @s baja (Creighton, 1984), su
funcion biokbgica en las secusncias simples no es clara; sin embargo, s& han reportado casos donde s& ha vislo que
&5 secuencias simples con esta composicion en virus funciona comao localizacion nuclear (Eckhardt ef &), 1991). Por
lo que podriamos sugenr que las secuencias simples compuestas de prolina y arginina son una caracteristica
pariicular de los proteomas virales.

Sa& puede obsarvar que en fa distribucion de fas funciones de los proteomas virales exisie un sesgo por aquellas
clases funcionales involucradas en profeings auxikares, estructurales, v de replicacion v reparacion del DNA v de
metabolismo de nucledtidos (ver grafica 4.3.a). Tal sesgo parece verse reflejado también en las funciones de
aquellas proteinas que confienen secuencias simples, prncipalmente por aguelias involucradas en funciones
auxiliaras y estructurales.
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Finalmenie, en este frabajo se iratd de conocer el papel de las secuencias simples en los proleomas virales y
aunque esta basa de proteomas virales prasenta un sesgo por aquellos virus que infectan a especies de impontancia
médica y que no representa a loda la diversidad viral, los andlisis hechos en este trabajo muestran que dada la
distribucion v frecuencia de las secuancias simples en los proleomas virales, asi como su conservacion y presencia
en dominios funcionales, hacen posibie sugenr gue este ipo de secuencias tienen un pape! relevante en la evolucion
de los proteomas virales.
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CONCLUSIONES.

En este astudio, s& delactd una frecuencia alta de sacuencias simples en los proteomas virales analizados,
especialments en sobre los virus que poseen genomas de AMA de cadena sencilla de santido positivo, Ademas la
presancia de las secuencias simples se encuenira ampliamente distribuida en los diferentes grupos de virus, ya sea
por &l tipo de genoma o por el hospedarno.

Con excepcidn de los virus con ganomas de cadena doble de DINA y BNA no axiste una clara correlacion antre
al tamafio del proteoma, ya sea por nimeso de aminoécides o por nimero de sacuencias que ko conforman y la
presencia de las secuencias simples.

Salo en los virus con genomas de cadena sencilla de DA y de cadena doble de AMNA las secuencias simples se
gncuentran ubicadas principalmente en las regiones amino y carbowilo lerminales de las secuencias que las
contienen.

El sesgo composicional de |as secuencias simples esta formado principalmente por 108 amincacidos G, A, Sy L
gue presantan una sobre-representacion en la composicion de los profeomas virales y, solo en algunos grupos de
vines, las secuencias simples estan formadas por P, R y D, los cuales no s& encueniran sobre-representados en la
compasicion original de los proteomas virales ni reportados en las secuencias simples de los sistemas celulares.

La mayoria de |as secuencias simples fueron delectadas deniro de dominios de proteinas virales involucradas

an funciones estruciurales y auxilianas.
Dada la distibucion y frecuencia de las secuencias simples en los proleomas virales, asi como su conservacion

y presancia formando parie de en dominios funcionabes, as posible que esie tipo de secuencias temgan um papel
relevanie en la evolucion de [os virus.
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ANEXO 1.

Desglose de los resultados obtenidos en este trabajo dentro de los
76 grupos taxénomicos y seis tipos de genomas virales.

Genomas de dsDNA.

TAXONOMIA DE LOS GENDMAS VIRALES {dsDNA) CARACTERISTICAS DE LOS GENOMAS NO. DRF's PRESEMNCIA DE 88
Intervalo del Intervalo de No. %
Familia o No. Tamaiio promedio  tamaiio nts) x Total  Promedio x ORF's x genomas MNo. ORF's ORF'S
grupo* Género* Hospedero* genomas® del genoma (nts)* grupo™ ORF's* genoma** grupo* con 88t con S8¢  con S8
; i i I v 23 33545 26163 _ 45063 638 27 1_39 23 233 36
v 1 170101 170101 151 161 151 1 27 17
| 23 130832 99657 _ 178733 3274 142 109 _131 23 734 2
v 12 148659 124138 _ 177874 1013 84 72_105 12 320 37
v 9 186376 144861 _ 241087 1230 136 86 _204 9 498 40
v 16 138984 108408 _ 184427 1222 # 71_95 16 323 28
v 1 134226 134226 92 92 92 1 14 15
v 4 132888 102653 _ 212482 726 181 23 _463 4 138 19
| 3 301787 292967 _ 307287 1247 415 184 _ 532 3 508 40
v 128 e 5089 _ 8607 860 i 4_15 17 314 38
Al 2 333168 330743 _ 335593 933 465 240 _69% 2 186 19
v e 5137 4669 _ 5380 172 5 5_7 26 49 2%
v 21 183341 144576 _ 288639 an 195 148 _273 2 592 14
| 2 234256 232392 _38120 561 280 267 _294 2 158 35
A 1 15465 15465 32 32 32 1 5 15
A 1 40047 40047 72 12 72 ¥ [ 3
A 2 33879 32308 _ 35450 99 49 45 _54 2 T T
B, A 2 91881 11624 _ 280334 2873 130 14 _31 21 245 -3
B A 73 45210 14510 _134416 5267 4 22._237 T2 531 10
B 1 10078 10078 23 23 23 1 2 &
B 1 11965 11965 14 14 14 1 1 7
B 28 34557 11660 _ 49524 1371 4% 11._%6 26 137 9
B 1 14926 14925 22 22 22 1 7 31
TOTALES 393 243934 26009 2127 385 5135 19.7

Tabla I. Informacion obtenida del analisis de los proteomas completos y las LCS para el tipo de genoma

DNA de cadena doble (dsDNA).

Grafica 1:

1.1

1.2

1.3

1.4
1.5

1.6

Distribucion de los genomas colectados por grupo taxondmico en comparacion con los que presentaron al
menos una secuencia con LCS.

Distribucion de las LCS por grupo taxonémico con respecto al contenido total de secuencias de cada grupo
viral.

Las barras en azul, verde y amarillo son los datos colectados para virus con hospederos eucariontes,
eubacterias y arqueas, respectivamente; en rojo, aquellos que presentan el fenémeno de LCS.

Correlacion entre la presencia de las LCS y el tamano del proteoma dado en nimero de aminoacidos y
secuencias que los conforman.

Analisis de la posicion relativa de las LCS dentro de las secuencias que las contienen.

Andlisis de la composicién de los 20 aminoacidos tanto para el genoma completo como para las LCS que se
encuentran dentro de ellos.

Distribucién de las siete categorias funcionales de virus asignadas a las secuencias que contienen, al menos,
una LCS, segun el reporte previo del NCBI.
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Genomas de ssDNA.

TAXONOMIA DE LOS GENOMAS VIRALES (ssDNA) CARACTERISTICAS DE LOS GENDMAS NO. ORF's PRESENCIA DE S8
Intervalo del Intervalo de No. %
Familia 0 No. Tamafio promedio  tamaiio {nts) x Total Promedio x ORF's x genomas No.ORF's ORF'S
Génerg* Hospederc*  genomas® del genoma {nts)* grupo* DRF's’ genoma*' grupo™ con S8¢ con 88t  con 88
Rt L N b v 93 2029 1759 _ 3852 345 3 1_1 36 105 30
s i d L | 14 5003 3216 _6039 59 4 < 9 24 40
s e, (Pabvoulioee: v 29 4975 4628 _6594 103 3 BT 21 33 32
‘Beminiviridae L b i P 230 3520 2661 _5576 1415 6 2_10 49 59 4
Manovims 00 M 10 4352 1291 _1095% 45 4 1_1 2 2 4
B 22 7093 4491 _9183 232 10 4_15 2 43 18
B 13 5154 4421 6089 132 10 7_12 13 21 15
TOTALES m 32126 2 40 202 287 123

Tabla Il. Informacion obtenida del analisis de los proteomas completos y las LCS para el tipo de genoma
DNA de cadena sencilla (ssDNA).

Grafica 2:

2.1 Distribucién de los genomas colectados por grupo taxonémico en comparacion con los que presentaron al
menos una secuencia con LCS.

2.2 Distribucion de las LCS por grupo taxonémico con respecto al contenido total de secuencias de cada grupo
viral.

Las barras en azul, verde y amarillo son los datos colectados para virus con hospederos eucariontes,
eubacterias y arqueas, respectivamente; en rojo, aquellos que presentan el fenémeno de LCS.

2.3 Correlacion entre la presencia de las LCS y el tamano del proteoma dado en nimero de aminoacidos y
secuencias que los conforman.

2.4 Andlisis de la posicion relativa de las LCS dentro de las secuencias que las contienen.

2.5 Analisis de la composicion de los 20 aminoacidos tanto para el genoma completo como para las LCS que se
encuentran dentro de ellos.

2.6 Distribucion de las siete categorias funcionales de virus asignadas a las secuencias que contienen, al menos,
una LCS, segun el reporte previo del NCBI.



1)

No. genomas

2

No. secuencias

240+

210

180+

150

120—/

230 (59)

93 (86)

29 (21)

22 (22)

ay

14 (9)

10 (2)
by .

1200

1050

750

150

T I 1 1 I

4%

\

\

Circoviridae

|
30%
18%
15%
32%
s av = t
- L P
1 I 1 | I I

1
Parvovirinae Densovirinae Nanovirus Geminiviridae Inoviridae Microviridae

Grupos virales con tipo de genoma ssDNA



3)

No. secuencias

4)

14

12

10

r=0.427

2600 3000 3500
No. Aminoacidos x proteoma

—+—ORF'S proteoma

~a—8eg_LCS x proteoma

~+—LCS x proteoma

@ amino

O amino_medio

B medio

medio_carboxilo

O carboxilo

O amino_carboxilo




B Genoma

EM
ou
HR
aoT
oL
=S
mEA

Aminoacidos
A

35-
%

5)

30+

201

30—‘
20—
10—

%
100 —
90
80
70—
60—
50
40—

aepLIAoU|

QEPLIAIUILIDY



Genomas de dsRNA.

TAXONDMIA DE LDS GENDMAS VIRALES (dsRNA) CARACTERISTICAS DE LOS GENOMAS HO. ORF's PRESENCIA DE SS
- Intervalo del Intervalo de Ho. %
Familia 0 No.  Tamaiio promedio  tamaiio (ts)x  Total  Promedio x ORF's x genomas No.ORF's ORF'S
grupo* Género* Hospedero* genomas*  del genoma (nts)** grupo** DRF’s* genoma" grupo™ con 88 con S8t con S8
‘Bimaviridse ; v 1 2% 5989 5592 - 6603 85 2 3 3 20 7 Al
 Hypovir H 5 11471 9591 — 12734 g 1 1.2 1
t ’ H, Pr 20 5176 3167 _7308 4 2 1.8 7
H, P 5 3998 3090 - 4569 1 2 2.3 2
V.1 P 19 24431 13976 _29210 11 10_13 12 4
B 4 13798 13173 _ 14984 57 14 12 _16 4 22
TOTALES 78 64913 40 n 52 105 2615

Tabla lIl. Informacion obtenida del analisis de los proteomas completos y las LCS para el tipo de genoma
RNA de cadena doble (dsRNA).

Gréfica 3:

3.1 Distribucion de los genomas colectados por grupo taxonémico en comparacion con los que presentaron al
menos una secuencia con LCS.

3.2 Distribucion de las LCS por grupo taxonémico con respecto al contenido total de secuencias de cada grupo
viral.

Las barras en azul, verde y amarillo son los datos colectados para virus con hospederos eucariontes,
eubacterias y arqueas, respectivamente; en rojo, aquellos que presentan el fenémeno de LCS.

3.3 Correlacion entre la presencia de las LCS y el tamano del proteoma dado en numero de aminoacidos y
secuencias que los conforman.

3.4 Analisis de la posicion relativa de las LCS dentro de las secuencias que las contienen.

3.5 Andlisis de la composicion de los 20 aminoécidos tanto para el genoma completo como para las LCS que se
encuentran dentro de ellos.

3.6 Distribucion de las siete categorias funcionales de virus asignadas a las secuencias que contienen, al menos,
una LCS, segun el reporte previo del NCBI.
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Genomas de ssRNA+.

TAXONOMIA DE LOS GENOMAS VIRALES (sSRNA#) CARACTERISTICAS DE LOS GENOMAS NO. ORF’s PRESENCIA DE 88
Intervalo del Intervalo de No. ki
Familia o No.  Tamafiopromedio tamafio (ts)x  Total  Promediox ORF'sx genomas No. ORF's  ORF'S

| Género* Hospedero® genomas' _del genoma ints)** grupo** ORF's*  genoma** grupo** con 88t conSSt  con S8

v 17 15108 12704 -16717 140 3 =1 17 34 24

v 9 6832 6440 _7355 22 2 2.2 8 14 63
H 1 4009 4009 4 4 4 1 1 5
A 2 16062 14222 -15914 20 10 10_10 2 9 45
2] 25 3386 T830 -8870 105 4 4_5 21 27 25
) 39 7646 7320 _8513 105 2 2_3 30 42 4
A 18 17216 15045 - 19302 189 10 8_13 17 20 10
2} 24 10882 9218 _154%7 56 2 2_65 12 20 35
v 15 29932 aTNT -7 156 10 6_14 15 3% 24
| " 9374 8550 -10206 22 2 2_2 4 6 a7
v | 168 10823 $930 _15521 169 1 1.2 132 133 73
2] 62 7310 5846 - 9306 317 5 2_% 42 55 17
A 12 10629 10296 _ 10800 74 B 6_7 11 23 31
A 4 #1860 5894 10221 28 7 T.7 4 [ 2
2] 1 7680 7680 3 3 3 0 0 0
Ins 5 9496 32 -1013A 5 1 1.1 1 1 20
A 34 5761 5179 _5987 201 6 5_3% 33 93 48
H 7 2595 2343 - 289 T 1 1 1 14
1 ] 4464 4322 _4540 24 3 3_6 7 " 45
2] 2 10266 10131 =104 14 7 7.7 1 3 21
A 149 7574 7055 _9476 153 1 1_2 36 a7 24
2} 4 11681 10848 - 12293 32 3 7.8 3 7 21
] 110 9268 9324 _112% 129 1 1.9 78 85 6
2] 7 11584 9871 -12656 10 1 1.2 5 T 70
us ] 14 4189 4037 _4451 56 4 3_5 8 10 17
"""" [ 2 7207 6625 _7790 5 2 23 2 % 60
P 40 6417 6297 _6618 1§57 3 3_6 21 2 14
A 4 9942 8627 _10646 25 & 5_7 4 6 24
LA | 62 11334 9743 -11919 134 2 2_3 62 124 92
2} 28 4241 3641 _5346 201 5 4_8% 23 ktd 18
3] 14 6409 6035 _T7564 40 2 2_4 13 28 70
P 4 4156 4019 _4253 1 4 4_4 1 2 12
B 10 3890 3466 4276 39 3 3 4 2 2 $
TOTALES 922 300245 2658 136 617 94 344

Tabla IV. Informacion obtenida del analisis de los proteomas completos y las LCS para el tipo de genoma
RNA de cadena sencilla sentido positivo (ssRNA+).

Grafica 4:

4.1 Distribucién de los genomas colectados por grupo taxondmico en comparacién con los que presentaron al
menos una secuencia con LCS.

4.2 Distribucion de las LCS por grupo taxondmico con respecto al contenido total de secuencias de cada grupo
viral.

Las barras en azul, verde y amarillo son los datos colectados para virus con hospederos eucariontes,
eubacterias y arqueas, respectivamente; en rojo, aquellos que presentan el fenémeno de LCS.

4.3 Correlacion entre la presencia de las LCS y el tamafio del proteoma dado en nimero de aminoécidos y
secuencias que los conforman.

4.4 Analisis de la posicién relativa de las LCS dentro de las secuencias que las contienen.

4.5 Andlisis de la composicion de los 20 aminoacidos tanto para el genoma completo como para las LCS que se
encuentran dentro de ellos.

4.6 Distribucion de las siete categorias funcionales de virus asignadas a las secuencias que contienen, al menos,
una LCS, segun el reporte previo del NCBI.
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Genomas de ssRNA-.

TAXONOMIA DE LOS GENOMAS VIRALES issRNAJ CARACTERISTICAS DE L0OS GENOMAS NO. ORF’'s PRESENCIA DE 88
Intervalo del Intervalo de No. %
Ho. Tamaiio promedio  tamafio ts)x ~ Total  Promediox ORF'sx genomas MNo. ORF's ORF'S
Familia o grupo® Género* Hospedero* genomas® del genoma ints)* grupo™ ORF’s®  genoma™ gnpo™ con S8t conSSE  conSS
Arenaviridee v 6 10475 10056 _ 10681 24 4 4_4 3 12
Bunyaviridae V, P, Ro, Ar 14 13981 11372-13859 4 3_8 a 1 19
v 6 13914 13506 _ 14452 10 10_10 0 [ 0
v 10 8387 3694 _8910 s7 5 5_6 10 21 36
v 7 184982 18890 _18112 7 7_8 7 32
] 81 15656 11200 _18246 7 6_10 42 22
U} 10 15070 13933 _ 15225 1" 9_12 10 34
2 v, L P, Ar 26 1718 10845 - 14900 5 5_12 23
) i 2| 1 12499 12499 7 7 7 1 4
_Tenuiins P 21948 17145 - 25159 49 9 7_12 2 _ 4
TOTALES 146 142630 1030 69 107 224 Fal

Tabla V. Informacion obtenida del analisis de los proteomas completos y las LCS para el tipo de genoma

RNA de cadena sencilla sentido negativo (SsRNA-).

Grafica 5:

5.1 Distribucion de los genomas colectados por grupo taxonémico en comparacion con los que presentaron al
menos una secuencia con LCS.

5.2 Distribucion de las LCS por grupo taxonémico con respecto al contenido total de secuencias de cada grupo
viral.
Las barras en azul, verde y amarillo son los datos colectados para virus con hospederos eucariontes,
eubacterias y arqueas, respectivamente; en rojo, aquellos que presentan el fenémeno de LCS.

5.3 Correlacion entre la presencia de las LCS y el tamafio del proteoma dado en nimero de aminoécidos y
secuencias que los conforman.

5.4 Analisis de la posicion relativa de las LCS dentro de las secuencias que las contienen.

5.5 Analisis de la composicion de los 20 aminoacidos tanto para el genoma completo como para las LCS que se
encuentran dentro de ellos.

5.6 Distribucion de las siete categorias funcionales de virus asignadas a las secuencias que contienen, al menos,

una LCS, segun el reporte previo del NCBI.
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Genomas de DNA o RNA que
utilizan Reverso Transcriptasa.

-
(Retrovirus)
TAXONOMIA DE LOS GENOMAS VIRALES {Retrovirus) CARACTERISTICAS DE LOS GENOMAS NO. ORF’s PRESENCIA DE 88
Intervalo del Intervalo de No. %
Ho. Tamaiio promedio  tamaiio {nts) x Total Promedio x ORF'sx genomas No.ORF's  ORF'S
Familia o Erl.l[m’E Género* Hospedero®* genomas® del genoma fts)"* grupo™* ORF’'s*  genoma* grupo** con88¢  conS$St  con S8
Caulimoviidee ] 35 7890 7161 -£303 130 5 2_9 23 -
v 114 3183 2996 2322 53 4 3.7 114 420
v 20 5901 1928 -9625 43 2 1.6 13
v 17 8696 T448 11791 I 4 3_5 16 44
v 25 8344 7933 _9160 4 3_7 23
v 5 12445 1068$-13125 & 5§_7 5
v 41 7635 3811 _s:g ) 2 1.6 39 31
v 9 11362 5340 13246 a4 4 2_F 9 21
v 10 9482 T732-11443 T T 2_1 96 267
. v 2 4309 4302 -4316 . 1 1.1 1 { 5
TOTALES 369 79787 1503 39 339 957 50.2

Tabla VI. Informacion obtenida del analisis de los proteomas completos y las LCS para el tipo de genoma

DNA o RNA que utilizan Reverso Transcriptasa (Retrovirus).

Grafica 6:

6.1 Distribucion de los genomas colectados por grupo taxondémico en comparacion con los que presentaron al
menos una secuencia con LCS.

6.2 Distribucion de las LCS por grupo taxondmico con respecto al contenido total de secuencias de cada grupo
viral.
Las barras en azul, verde y amarillo son los datos colectados para virus con hospederos eucariontes,
eubacterias y arqueas, respectivamente; en rojo, aquellos que presentan el fenémeno de LCS.

6.3 Correlacion entre la presencia de las LCS y el tamano del proteoma dado en numero de aminoacidos y
secuencias que los conforman.

6.4 Analisis de la posicion relativa de las LCS dentro de las secuencias que las contienen.

6.5 Analisis de la composicion de los 20 aminoacidos tanto para el genoma completo como para las LCS que se
encuentran dentro de ellos.

6.6 Distribucion de las siete categorias funcionales de virus asignadas a las secuencias que contienen, al menos,

una LCS, segun el reporte previo del NCBI.
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APENDICE |

Algoritmo SEG [Segment Sequence(s) by Local Complexity]

SINOPSIS: seq sequence [w] [K(1)] [K(2)] [-x] [opciones]

DESCRIPCION.
Este algoritmo divide secuencias en segmentos contrastantes de baja y alta complejidad. Los segmentos definidos como de

baja complejidad representan a las “secuencias simples” o “regiones sesgadas composicionalmente”,

Los segmentos de baja complejidad optimizados localmente son producidos a niveles definidos de astringencia, basados
sobre definiciones formales de complejidad composicional local (Wootton y Federhen, 1993). La longitud de los segmentos v el

numero de los mismos por secuencia estan determinados automaticamente por el algoritmo.

La entrada es un archivo con una secuencia en formato FASTA, o un archivo con un banco de secuencias también en formato
FASTA. SEG esta calibrado para aminoacidos, pero hay opciones que proporcionan la busqueda en nucleétidos.

La astringencia de la busqueda para segmentos de baja complejidad es determinada por tres parametros definidos por el

usuario:

e Longitud de la ventana del disparador [ W 1. Se refiere a la longitud de la ventana inicial de blsqueda y debe
representar un entero mas grande que cero. El valor por estandar es 12.

¢ Complejidad del disparador [ K1 ]. La complejidad maxima de una ventana inicial en unidades de bits. K1 debe ser
igual 0 mas grande que cero. El valor maximo es 4.322 (log [base2] 20) para secuencias de aminoacidos. El valor estandar es 2.2.

o Complejidad de la extension [ K2 ]. La complejidad maxima de la extension de una ventana en unidades de bits.
Solamente valores méas grandes que k1 son efectivos en extender ventanas adicionadas. El intervalo posible de valores es similar
a k1. El valor estandar es 2.5.

ALGORITMO.

Este algoritmo tiene dos estados:

1) Identificacion de segmentos crudos que se aproximen a la baja complejidad. Donde la astringencia y resolucion de la
busqueda para segmentos de baja complejidad es determinada por los parametros W, K(1) y K(2). Todas las ventanas
disparadoras son definidas, incluyendo ventanas sobrelapantes, de longitud W y complejidad menor o igual a K(1).



“Complejidad” aqui es definida por la ecuacion (3) de Wootton y Federhen (1993). Cada ventana disparadora es entonces

extendida dentro de un contig en ambas direcciones por fusién con la extension de las ventanas, los cuales son ventanas

sobrelapadas de longitud W y complejidad menor o igual a K(2). Entonces cada contig es un segmento crudo de baja complejidad.

2) Cada segmento crudo es reducido a un simple segmento optimo de baja complejidad, el cual, puede ser el segmento

entero crudo, pero usualmente es una subsecuencia. Esta subsecuencia optima tiene el valor mas bajo de la probabilidad P (0) en

la ecuacion (5) de Wootton y Federhen (1993).

OPCIONES.

Las siguientes opciones pueden ser colocadas en cualquier orden en la linea de comando después de los parametros W, K1y
k2:

Opcion Descripcion

-a Salida para los segmentos de alta y baja complejidad en un archivo con formato FASTA, como un sistema de entradas separadas
con lineas principales.

- [caracteres por linea] Numero de caracteres de secuencia por linea de salida. El valor estandar es 60. Otros caracteres, tales
como el nimero de residuos, son adicionales.

-h Salida solamente a los segmentos de alta complejidad en un archivo con formato FASTA, como un sistema de entradas
separadas con lineas principales.

B Salida solamente a los segmentos de baja complejidad en un archivo con formato FASTA, como un sistema de entradas
separadas con lineas principales.

-m [longitud] Longitud minima en residuos para un segmento de alta complejidad. El valor estandar es 0. Segmentos cortos son
fusionados con segmentos de baja complejidad adyacentes.

-0 Muestra todos los sobrelapamientos, segmentos de baja complejidad disparados independientemente. Estos son fusionados por
estandarizacion.

-q Produce un formato de salida con la secuencia en bloques numerados con marcas que ayudan & contar los residucs. Los
segmentos de baja y alta complejidad estan en mindsculas y maytsculas, respectivamente.

4 [longitud ] Parametro de la “longitud méaxima del ajuste”. El valor estandar es 100. Este controla el espacio de la bisqueda (y el
tiempo de la busqueda) durante la optimizacion de segmentos crudos (véase el ALGORITMO arriba). De forma estandar, los
subsequences 100 o méas residuos mas cortos que el segmento crudo son omitidos de la busqueda. Este pardmetro se puede
aumentar para dar una busqueda mas extensa si los segmentos crudos son mas largos de 100 residuos.

= Opcion que enmascara a las secuencias de aminoacidos. Cada secuencia de entrada es representada por una sola secuencia de

X

la salida en formato FASTA con las regiones de la baja complejidad substituidas por cadenas de caracteres con “x".

(8]



APENDICE Il

Origen y Evolucion de Virus.

Un pequefio desglose de las propuestas mas argumentadas sobre el origen y evolucion de los virus se describe a
continuacion.

1. Los virus son parasitos intracelulares degenerados. Ya que pudieron haber evolucionado por simplificacion
0 degeneracion de organismos unicelulares (Campbell, 2001). Esta tiene muy poco apoyo actualmente, basicamente por la
ausencia de formas intermedias y las extintas del proceso degenerativo, ademas, ni aun los virus conocidos mas complejos y
elaborados se asemejan en algln aspecto fenotipico o genotipico a la célula mas sencilla.

2. Los virus son relictos de vida pre-celular. Desde el inicio, la hipotesis de la vida pre-celular presenta el
dilema de que los virus requieren a los hospederos celulares y, por lo cual, no pudieron haber precedido a ellos. Una alternativa
recurrente es que muchos de los virus de RNA se originaron en el mundo del RNA. Esta hipotesis aplica mas bien al origen de los
virus de RNA, es que éstos descienden de formas primitivas precelulares, y mas directamente del “mundo del RNA”, en el cual las
moléculas de RNA eran capaces de catalizar todas las reacciones necesarias para sobrevivir y replicarse (Campbell, 2001). Se ha
propuesto que las estructuras parecidas al RNA de transferencia y que se encuentran en el extremo 3' de algunos virus de RNA
son fosiles moleculares que se han mantenido para alguna funcién determinada (Maizels y Weiner, 1993). De esta manera, los
virus de RNA representan probablemente formas modificadas descendientes de un mundo de RNA prebiotico que llegaron a
parasitar a las primeras células.

3. Los virus son genes celulares que escaparon. Muchos virélogos concuerdan en que una gran cantidad de
virus de DNA son genes celulares escapados, mas bien se figuran como bloques de genes (posiblemente de diversos procesos
celulares) que comprenden diversos modulos funcionales que se fusionaron unos con otros (llamados morones), dando al virus
tipico una ancestria quimérica (Campbell, 2001; Hendrix et al, 2000). En este sentido, las similitudes funcionales entre los virus de
DNA y elementos genéticos celulares como los plasmidos y los transposones han dado lugar a una tercera hipdtesis que propone
que los virus se desarrollaron a partir de este tipo de elementos genéticos (Li, 1997). Este Ultimo punto de vista es actualmente uno

de los mas atractivos y con él se pretende explicar en forma mas objetiva el origen de los virus.
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Tabla con los 2 304 proteomas completamente secuenciados virales colectados manualmente
del National Center for Biotechnology Information (NCBI: hitp:/fwww.ncbi.nim.nih.gow/ ).

Simbologia:

Grupo viral; Categorias taxonomicas, mcluye clase, familia, género 0 grupo segin el caso (dalos obienidas del ICTV:

Wirus: Nombre cientifico del virus, se tomo el mas comdnmente reportado y usado (datos obéenidos del ICTV:
i nlm nih .

Cepa: Variante de ka especie, dadas las caracleristicas de los autores para delimitar las condiciones de crecimiento o
secuenciaciin del virus (datos oblenidos del NCBI: hitp:fwww ncbi.nim.nib. gow/).

Segmentos: Nimero de segmentos que conforman al genoma viral.

SECs: Mimeno de Secuencias detectados en el proteoma viral,

No. de acceso del NCBI: Para obtener las secuencias en nuciedlides o aminodcidos, en muchas ocasiones el msmo virus se

Totales: Se calkculan los totakes del nimero de segmenios, secuencias y longitudes de los genomas virales de ese grupo
taxondmico.



APENDICE IV

Muestra de la base de datos bibliografica derivada de los 2 304 proteomas virales colectados manualmente del NCBI
(ver apéndice lIl).

Se tendrén disponibles en una pagina web la informacion bibliografica de los 76 grupos taxondmicos de virus colectados en este trabajo como se muestra, a continuacion, para la
familia Adenoviridae con tipo de genoma de cadena doble de DNA (dsDNA) y hospederos del dominio Eukarya.

VIRUS SINONIMOS CEPA HOSPEDEROS PAIS ABREV SEG | LONG | SECs NO. ACCESO DEL NCBI FECHA
{pbs)
Bovine Adenovinus 3
Mastadenovinus bosd shiboving
Bovine adenovirus type 3 Th:Madin-Darby
Bovine adenovirus B 8Ad3 WBR1 bovine kidngy cols Brtan BAJV-WBR-1 1 34448 28 AFDA0154 (30688
sh:Bos Tauus
Th:pnmary testicular
[Bovine adenovirus D THT/E24 call cullure Hungary | BAGY-D4-THTE2 i 31300 30 AF0BE052 1172787
z Dog adencvirus 1 ChaV-1-
Canine type 1 cant AizE1 shidog Riz61deg A x| Yorreo 090596
Canine adenovinus type 1
Cav-1 CLL Ih_‘ﬂogm Tomnio GMVAI-G_LQB 1 30268 28 US5001 010882
Dog adenavirus 2
Mastadanovinus cang
Canine adenovinus type 2 CAdV-2TorAZ5-
Canine adenovirus type2 | Cav-2 Toronto A26/81 | shiCanis familans Tomnio 61 1 31323 29 urroag 1412
HAvian adenovinus EDS
Egg drop syndrome -1978
Duck adenovirus 1 vifus. _ kF2d DAdV1-EDSV 1 33213 25 Y05558 53157 |
Awan agenovinus CELO
HAviadenavirus gall
Fowl adenovinus 1 (CELD,
112, Pheips) Pralps (ATCC sh: chicken emberyo
[Fowl adenowvirus A f«ueﬂmn.s al VR-£32) lelhaloﬂn Bariin FAdY-A1-CELD 1 % 36 LI45533 51686
Fowl adanovirus E
[Fowl adenavirus D Fowl adenovinis 8 A-2A FAdV-ES 1 45063 = AFQBIOTS 030802
mmma VA-866 [h:TH-1 call ling FradV-Al 1 26163 23 AFZ24336 11/10/00
Human adenovirus A Adanovins ype 12 HAGV-ATZ 1 34125 =5 X73487 07/06%83
HAdV-B11-
Human adenovirus B Ad11p Slobitsk Slobitski 1 B4TH4 38 AY163756 - 0611402
I JOUE1T JO1818 JO15918 J01520 JO1821 01822
JOT523 JO1624 JO1825 JOTE25 JO182T JO1628
JOTERS JOT830 JO1831 JO1832 JO1933 JN8M
Human adenovirus C Adanovinus type 2 HAGV-C2-some 1 35837 a3 JO1535 J01638 JO1537 JO1538 JO1835 J01940 42783
SJOTE4T JO1542 JO1543 JO1544 JO1845 J01848
JOTS47 JO1843 JOTE40 JO1350 JO1851 J1852
OS5I JO1554 JO1955 JO1E55 JO165T KO0DBS
KO0G54 KOG35S KO2567 M13004 VODDOT V00008
VOOOCS V00010 V0001 1 V00012 VOOO3 Vo014
V00015 VOOO18 VD001 7 V00018 VOO Vo020
1| voooes voaoae =
Human adenovirus Human adenovinus type 17 HAGV-D17 1 35100 3 AF108105 031102
Human adenovirus Samian adenowitus 25 Pan §-CVEE-25 HAGV-E-SAcV2E 1 38521 32 AFIGAIEE 112701
Human adenovirus Human adenovirus type 40 | Dugan-VA-831 HAGV-F40 1 34214 37 L 16443 2683
Murine adenovirus A Mouse adenovirus fype | strain FL MAGV1-FL 1 30844 M22245 J03353 0307102
Owine adenovinus D ‘Western
Ovine adenovirus 7 Onvina adenowinus OAV287 2BT-0AV2ET IH:M Ausiralia OAV-DEaT 1 29_5‘;'& U40835 15755 U31557 U40BIT L4ba3a 12126856
AFZ52854 AFOBEST1 AFDB1653 24204 S75673
Ovine adenavirus A Bovine adencvins ype 2 = OAdV-A-BAGV-2 1 33034 21 XA0655 031102
Porcine adenovirus A Porcna adanovirus 3 PoE18 sh:Sus scrofa PAZV-A3-H618 1 @ 1 AFDE5152 L43077 U10433 L43363 12731754
Pormsna adenavirs 3 IAF-6618 Ih:PEA PAIV-A3 1 34094 16 ABO6117 2200411568
:AF@S Ih:PKA-E Iudw P&lv-M-I.AF 1 3«'&_&4 18 A.&?B:i
Porcine adenovirus C 5 PAQV-CS 1 3260 30 AFZEGRE2 031102
Turkey adenovirus 3 TAV-B3-HEV 1 26283 24 AFOTAG4E 101558
TOTALES D | s | 68
PROMEDIO 33545

FUENTE DE COLECCION DE LOS PROTEOMAS COMPLETOS:
National Center of Biotechnology Information (NCBI: http://www ncbi nim nih govigenomes/VIRUSES viruses himi)

SIMBOLOGIA:
La informacion fue obtenida de los reportes escnitos onginales de los genomas completos y de la bibliografia disponible en &l servidor del NCBI

Virus: Nombre més comin de la especie viral,

Sindnimos: Nombres altemos con los que se ha reportado en trabajos previos y también autorizados por el Intemational Committe on Taxonomy of Viruses (ICTV).
Cepa: Variante de la especie, dadas las caracteristicas de los autores para delimitar las condiciones de crecimiento o secuenciacion del virus.

Hospederos: sh-specific host (hospedero especifico del virus y de donde onginalmente se colectd) Ih-lab host (hospedero que se utiliza para cultivario en el laboratorio).
Pais: Lugar donde fue colectado onginalmente el virus.

Abreviacion: Es el acronimo que se emplea para identificar a ese virus en la base de proteomas completes en la base de datos construida.

Segmentos: Nimero de segmentos que conforman al genoma viral.

Longitud: Tamano en residuos de nucledtidos del genoma viral.

SEC’s: Nimero de Secuencias de aminoacidos que confonman el proteoma viral.

No. de acceso del NCBI: Para obtener las secuencias en nucledtides o aminoécidos, en muchas ocasiones el mismo virus se encuentra reportado con mas de un nimero de
acceso.

Totales: Se calculan los totales del nimero de segmentos, secuencias y longitudes de los genomas virales de ese grupo taxonomico.

Promedio: Se calculan los promedios de los datos para los que se calcularon los totales de los genomas virales de ese grupo taxonémico



APENDICE V

Sobre el formato y manejo de la base de proteomas virales completos por grupos
taxonomicos.

1. Programa chequeo.pl
#iiasrhinfperl

#8 PROGRAMA QUE FILTRA LA REDUNDANCIA DE LOS NUMEROS DE ACCESO DE LAS SECUENCIAS EM LA BASE DE
DATOS DE LOS PROTEOMAS VIRALES.

#8 Elaborado por frma Lozada (ilpzadad: iby.wnanmx) v escrito en leguaje de programacion PERL.

#8 Mecesita como archivo de entrada:

## 1) El archivo chequeo.txt {se crea en: home/irmine/V inss-| EucariontesFrocariontes] [ Tipo de gemoma )] Grapo
taxondmico /LCS/LECS proteomes’)

&8  Este archivo contisne todas las anotaciones de los ORFs de bos protsomas virales de ese grupo taxondimicn,
#%  en la cual se encuentra el numero de acceso o identificador del NUBI de esa secuencia

RE  la anotacidn se obtiene com el comando grep de LINIX (grep ™>" cat >chequeo )

#E 2) E1 archivo cat que tiene: do tndos bos 1 en formato FASTA de un determinado grupa tacondmico viral
#2  Sohre estc archive se haoe ls hitsqueda de los nimeros de sccesn repetidos con la lista del archive chequeo.txt

£8 Genera como archivo de salida:
£8 1) redundance 1xt Archivo que conticne los miimenos de scceso o identificadones que se nepitiernin en esa base de datos
#8  en particular.

system “rm redundance. mx™;

open EL, “chequeo.ti” or die "no pude abrir chequeo. ™,
open SAL, “>>redundsnce. txt™ or dic "no pude abrir redundamee ™

(@EL= <EL>;
chomp @EL;

foreach (EL) |
print SAL ™S "
system “grep 78\ cat >>redundance. i)

2. Programa Formato_seg.pl
¥ fusthinfperl

## PROGRAMA QUE CAMBIA LA ANOTACION DE LAS SECUENCIAS EN FORMATO FASTA NE LA BASE DF DATOS
ORIGINAL PARA ANALISES POSTERIORES.

## Elaborado por Irma Lozada (lozadsfa ibtunam ) v excrito en leguaje de programacion PERL

Ef Ubicacitin de trabapo de este programa, donde e encuentran los archivos de entrada y salida:
## home'inmine/Vinas-[EucariontesProcaniontes ] Tipo de genomal TGnuma taennidmicn |

#2 Necesita como archivos de entrada:
## 1} Los proteomas en archivos diferentes v com extension (. faa)

#E
## 1) Los mismos pr sC toman p de la ifim original die las secwencias para gencrar una nucka anataciia,
#f  pero mas corta y con palabras claves que permuten so mejor mangjo.

#¢  Lina vez oreados s hace una copia concatenada {ver programa ca) en

#8  'homefirmine/Vins-{ FucariontesProcarsomtes) Tipo de genoma ] Grupo taxondmica] TOSACS pevfenmes

#8  awdos los subdirectorios en los que se realizaron Ios andlisis restantes de este trahago

my {@directorios = gw{ home/frmineVirus- Eucariontes'ssBN A 4 Pomeninas ),

fareach my 5i (Edirectorios)|

suzhy baga |

vy @anchivos= @_;
i S8 archivos > 1}
{archivos= @archivas] 2. Sarchivos],
Toneach{(@anchivos) |
iS_=~ |
system “rm §_ %
]
1

my {Eicadenas;
(@archivos= son (& archivos,

foreach(@larchivos) |
(@palabras= ().
Si=0

(S = " faal) |
open ARCHIVO, S _;
open SALIDA, ">spRE_Pom §_~ | die "No pude abrir®,
([@lineas= <ARCHIVO>,
chomp Elineas,

§i=0;
foreach S10do (@ lineas)

chomp Stoda;,

Srodo=- s{{.*]\] s,

Snew=15_;

Snew=— s igs

Siodo=- $/{">.*TN. * 7} T/ >spRE_Por§2{ Sncw' ) s
Stodo=— s"s" g

Stodo=— s/ *\1}gx

Stodo=— s{AFJ" 'd*"\s")g:
Stodo=— s s"profcins™s*_gi;
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Stodo- smansluted_*products/trans_prod/gis,
Siodo=- s/ complete)?. Nsoquence . 7g i
Stodo— s'similarity_"with_"possible_*/swp_igis,

s/ "is_"thought "1nigis;
ar_*muckeotide_*positionligis;
Stodo— s+ fgis;
Siodo=— sh*Higis;

Stodo— s\ ),
Stodo=~ &/ + g
Muodur—— s] 0
Sodo— 8/ "5les;
Shnda= o { /s,
watado=— 8| gs,
=xtodo— 8] g8

Sl

» " vewpressed *mn *bucteris "usstable “when “eapressed “in *baculovisus_"stan_*codon_“in_*poor_"contest *so *is_“poot

Iy *eapresscd *if st “all_*putiyis,
prist “Stodo'n”™;
Spalsbras{5i]= Suodo;
primt SALIDA “Spalabras]-1 @™
Si4g
|
system “m spRE Fom 8 homearming/Virus- Eucarionses/ssBRNA +Pomovines'LCSILCS_protcomes™;
gprint “Shrevial-1]mn";

|
cluse ARCHIVO,
close SALIDA;

3. Programa cat.pl

#! fussbiniper]

#F PROGRAMA QUE HACE LN CAT DESDE EL DIRECTORIO RAIZ PARA REDIRECCIONARLO A LOS SUBDMRECTORIOS
SIGUIENTES PARA ANALISIS POSTERIORES.

##% Elaborado por Irma Lozada (jlozadat bt usass nis) y escrito en kguaje de programacion PERL.

#8  Ubicacion de trabajo de este programia, donde s¢ encuentran los archivos de entrada y salida:
#F  (homelirmineVinus-| Eucari st ! ViTipode 1 Grupo omico LCSLCS p

7 Mecesita como archivos de entrada-
#8 |} Los proteomas en archivos diferentes, dado que hace una concatenacion de los mismos

#F  Genera como archivos de salida:
&% 1) Cat que contiene todas bos p ooa dos (previo se hizo un cambio en cl formato de la anotscie de los mismws)
BF  Lma vez creado se hace una copia a iodos los subdi en bos gue se reali los andlisis de este trabajo

my (edircctorios = gwi honeinmineVirus-Ewcanioates/ssRN A+ Pomovins/ LCS/LCS protecmes),

foreach my 31 (@ direciosios) |
chdir §i;
opendir IR, =7
my (@archivos= readdir DIR;
&bajalfmarchives),
closedir DIR;

|

sub bajal

iy Garchivos= (_;
i $sarchivos > )|
@archives= @archives]2. $Farchivos |,
foreachi (@archivos) |
iffs_= |
sysicm "rm § %)
1
|

sysbem "cat * >car”,

systean "cp cat /h Wirus- Encans RNA+Pomovirus LCSILCS seg™,
system “cp cat homefinmine/ Virus-Ewscan RNA+Pomovirus/ LCS/LCS_aa”™,
system "cp cat Mhome/irmine/Virus- Eucanontes/'ssENA+Pomovirus LCS/LCS _func™;
system “cp cal Mhome/irmineVirs-Ewscan ssENA+Pomovinus/LCS/LCS _ergo™;
print "Cree y transferi catin™;




d. Programa STA total.pl
i e
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APENDICE VI

Sobre el analisis de las LCS en los proteomas virales.

1. Programa seg.pl
Rl ban el

B PROGEAMA (UE HACE TUDHY EL ANALISES DE SEG EN BASE A CAT DESDE LA RALZ AL SUBDIRECTORIC
CORRESPOMDIENTE

o Elaboradu pos lose §ueeda (koo ds s @i amens yan 3 escrite en leguage de programacidn PERL

FH Nocesita codins archives de cntrada

F8 1) Elprograma “Fre LCS pl™ (se encuentss oo Thome/imine/L.CS_programs’ y

w8 redingide a Thomedirmine Vins-| Fucarontes Procarsontes ] Tipe de genomal[Grapo sondmicofLOSACS scg)
FE iver poograma Fre LCS plp

&8 1) El progranu "Locpeotpl” (e encuentra en: homeinuine/LCS_prograns! y
w8 redirigido ac Momelimmine Vins-|Eucariontes{Procariontes J Tipo de genoma}{Grupo taxondmico FLCSACS _seg)
B8 (ver programa Locprotpl)

#8 1) El programa "scg-1pl” (5 encueatra en: onme/inmine/LCS_programs/ y
& redinigido ac (home/irmine Vires-| Encanicaies Procasiooes ) Tipo de genoma) [ Grupo taxondmico PLOSLCS _scg)
##  (wer programa sex-1.pl)

#8 4) Bl programa “scg-x.pl” |s¢ cncucnlra cn: Thome/innine/LCS
8 redingido s a‘hmr:.unum?m{&mmmsﬂ'rmmuﬂrwﬂemﬂmmmﬁmmm seg)
EF (vor programa seg-spl).

&8 3) Bl archivo car que es el que tone concatenado wdos los proteomas de un determinado grupo mxondmicoe viml.
R (ved programa catpl)
=8 Sobre cste sc aplica el algonamo SEG sin opciones (scg 12.0 1.9 2.1 cat >scg) pam obtener las secuencias simples.

=% Lyecuta ef bas progranas anteriores a donde som redingidos ¥ gencra varios archives de salida {ver cada uno de los programas).
=5 Lipiira cotin aschives de salida;

=5 1 scg e quoda gm: ot irmane Viras- [ ucanustes Frocanvates )] Tipo de pemomal|Grupo tavondmicoLCSACS sg)

B8 Phvede, sepun ol algoatme SECL 8 las seceoncias en dos estados de complejidad, de baja y de alta complegidad, donde ¢l primene
& presenta un formato en mangscalas y el segundo con mayisculas, en ambos sc indica ls localizacian de los dos tipos

#A  dc secwconcias denwo de cads ORF.

systom "gp Fre LUS pl ot imineV ines-Eucanonies' dsDNAPolyomavindse LUS/LCS scg™,
system “op Locprod pl homeirmine Vins - Escanioates/ dsDNAPolyomavindse LCSLCS_scp™,
system “gp seg-Lpl Mhomefirmine Vines-Eucariontes DN A/Polyomavindae L.CSLCS_scg™
system “op scg-x pl Mhomesinming/ Vins- Eucariontes/dsDNA/Polyomavindse LCSLCS. seg™;

ny fdirectorios= gwl homseirmine/ Vines-Eucariontes' SN APolyomaviridseLCSLCS_scy);

toreach oy 31 (s directoriosj|
ar 5a;
apendir DIR, =%
my @larchivos= neadds DIK;
&bajaifa archivosk
Closedsr THE;
|

sl b |
iy farchivos= =
iff S#archaves = 1)
farchivos= (archivos| 2. S=archivos);

foseach{@anchivos)|
ifis_ =M1
system "rm § %
|

systom "seg cat 12.0 1.9 2.1 >seg”,
WWWMWWMM seglsei-Lpl™
Encariontcs/dsDMN
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tedares- <ENTRAS

g ss= sphr e Sall

print SALEN "a";
forcach Sjunto (zg ss) |
Sjunto— sMo=ili;
primt SALED "$junto's™;
|
pont SALED “Sjunwia®,

primt SALES "%

foreach Sgi (i ssh |
Sgie- s>
prum “Sgi'n®;

S ML A H s K s* compleaity={ 4 (.41 |
#ping S 1"
#pant "3,
spring "** 530",
Epant "** V54"
Mpring "*eRESnT,
#pring "=t *==55in";
print SALES "$6'n";

Sjuntas= 515183,

Shoan 54.56;

Sjuntas_les| Sjumtas )= SFoag
Sfinmu= §2.53.7 ".56,

Sfrec= §1.82.83:

apaat
Sewglea= 32537 "85,
siic_tinne_spiSfnajes;
Slre_prog] 53] ++;
Sirc_finnaiSaj++
Sfrc_prot_spiSprotj++;
Scomplenity [ Scomplea | ++;
Sfrecuency [Sfrec] + +;
SLCS gen|52)44;

ping SALEG "
syster “ni me_ LCS 1t hone o name V ins- Eucanonies ssENA+ Pomosins/LCS/LCS. sa™;

s SALET "™,

saib biyk 10 [5a cogr 5k

fuscach Schave (sort byk 10 keys Sguntas_bes) |
peint SALET “>Sclave'nSjuntas les{Sclave]nin™,

pring SALEV ",
systetn " Too_seg-1 s hoane/ irmine Virus-Eucanootes'ssRN A+ (Pomovins LCS/LCS func®;
G vadoaes= values ¥ftecwency,
foacach (e vabores) |
Svenes |5 j44

jiid SALE ",

subbyk |53 cimp 30}

fuseach Sss_sp (sortbyk heys %efre fima sp) |
peint SALE "Sss sp el Sire_firma_spiiss spim”™

i SALE "™,

systenn v ClustPro. LOS iat homesirmine Virs-E i s RNAPY ims/LCSLCS func™;

i SAL Tn
sub byv3 {Sfie_finalSa) cop Sire_fimaiShy |
forcach Sss firma2 (som byv3 keys %fe_firma) |

pring SAL "S53 _firmal 4 $frc_foma [$ss_fimal ) a™;

priat SAL "™
system “mv Clusiers_LCS. ot /hy Ene/V irus- Eucark issRNA +/Pomovinas LCSALCS_func™;

print SALE2 "a™;
sub byv2 {Sfre_peot[Sa} ms&:_pmm:n
foreach Sprot2 sort byv2 keys %fic_prot
print SALEZ "!panﬂ‘dsh_puﬂpuﬂ}'n"
1
print SALE2 ",
system "mv Proteing_LCS. i /b firnodne W inus - Ewcan }ssRNA +/Pomovinas/LCS/ALCS  func™;

print SALES "a®;

suh bywd [ Sfre_prot_sp{Sa) cop Sfre_prog_sp(Sbj]

foreach Speot_sp2 (sort byvd keys %fre_prot_sp) |

y print SALES "Sprot_sp2 't $fre_paot_sp {Sprol_sp2 j'n";

print SALES ",

system “mv Prot_SP_LCS 4 irmineVirnus-E i NA+PomovinusLCS/ALCS_func™,

print SALE3 "™,
sub byv$ [ Scomplexity|$a} cnp Scomplexity [Sb] |
foreach Scomplej? (sort bywS keys %ecomplexity) [

print SALEY "Scomple;2 | Scomplexity [Soomplej2 j'n™;
}
pount SALE3 "n®;

print SALE4 "™

sub byvh |SErecuency|Sa) cop Sfrecuency |Sb) |

foreach §fre? (som byw6 keys %% )
print SALEA “3fre2 ¢ $frecuemcy [$fre2 'n";

|

primt SALE4A " ‘oNO. DE SEGMENTOS DENTRO DE LAS PROTEINAS W™,

sub byw7 {Sveces|§af cmp Sveces{Sbj |
foreach (somt bywT keys %veces) |
poing SALE4A "S- §_ - P: Sveces[§_ |
Scount_sec= Sveces[5_};

WTOTALES DE LCSwin™;

Total Secucncias: $Genes'n®™;
print SALE4A "***Talal Segmentos: SSegmentosin™;

fagenonus= keys %LCS_gen;
Sles_gemomas= [Egenomas;

print SALE4A "a***Genonas con &l menas una proteina con LCS: Skes_genomas'aln™,
print SALE 10 "Slcs._genomasia®;

print SALE® ",

sub byv® {SLCS_gen|Sa) cmp SLCS_ gen (b ]

forcach Sgen (sort byv¥ keys %LCS_gen) |
print SALES *Sgen 't| SLCS_gen{Sgen '™,

]
primt SALES "™,

system "grep -¢ T~ cat >cat-nuin™,

open FH, "catnum” || die "No pude abrir cat. num'a™,
!pu'_LG—cFl'b

choemp Spor

SI.CS HCS= [lﬂmpﬂl LCS)*100),

print SALES “Porcentaje: SLCS_HCS%in";
close FH;




3. Programa Locprot.pl
L e e
o PR AR [ CT EL CALDULE D LA LOSSrID: Do L S5, LA POSSCI0R ML AT PA, T TR e, (iR

ACTLERT A, E A T N A RCRHD
B PAR L AN TR I L DORPCRRERS T AARTCIAT TR

¥ e e b | ke e o ¥ = kg i pregrrme e TR
B Nerrpryeny e grbrom de rmndy
& |l mniiies oo g o Gl e &l FTY o B Lo E X 1] u g 110 NE e wl

C AN _ s T I I e 1 g PEHLS i

P —— [ . i 1 e 8 e e e )

B i W D rvbgilid 0 ki 1T i Tips: s s | '] Vit o masmpemy ni 0NN gl
(LT S £ i Ao i £ R g prewr— e -

1 s LR o etk g b A [T e e T e g e

il CHUOY )
B T o ey ey g v Ly b e e | DT u“ﬂ;uﬂhr—--——
ww i gl ] T o peron 5 Pl e . olfarrmars fre oo & b S

i i gk D i § Sy m——Uy
B ek ! or pera B e e

B e ey ey [} g i1 1 W gl
o e b Lo L Ui
iy e 8 Pl b NN e iy o THER

L dorgis B — 47 0 i sl e | e et | LW
el b e
08 u B e Sl il
S ] ) e i i b TH g b i iy § wpwmin e resh
0 ) Parieata di i LW

B Feroriae o by oo S mia de bis 108 8% L CMIPS o B et

[ il e e - d i i
B 1] Mg iy s e H W e sl b, et e e

e BALF, “van BT e |l " ™
s BALET, “ g P i i e i,

gan LALP4, o ™ ] il " ™,
e T S g g s ™,

ol =T

B sl = =, il
Bt w'h =

e Feem mets C ey

i
AL
L1

B,

Barpyrb gy by
ey
(Rl Ll
S AL

e,

f

FRITE
..[.g; rrg

f
I

i
!

e s Vs Por Ul T e

- ,;-“r_



S ik

Fior (S 0, Sp<= S8hes; Sprr) |
Sinicio= Sfim # I3
Sfim= §hin2 + Sles[Set+] + 1y
§N_ pro- ins{{§inicio / Slength_soc) * 100);
$C_pro= mn($fin / Slemgth_sec) * 100},
print SALE? "Slength_secia™;
Sind Bos|Syet]= 8N prog
Sfin los|3o ¢ +]= 8C_prog
#print "Si | Slength_sec Inicio: Sinicio [Fin: $fin SN_pro% - 3C_pro%'a”,
prnt SALEY "8 | $length_sec [Inicio: Simicio [Fin: $fin [SN_pro% - $C_pro%'n®;
Sfim=$1in + Shes|Sps
Sfin2= 5fim;

g
fasec joa= splin or, § 5
Saa hos=
furcach (Eesee_jon) [
chomp § ;

I

print SALE “nifea hesim®,
Slength_prot= kengthiSdubls hes),
Stotal_prot== Shenyth gieot,

prist 3ALES " INBCOR . w®
furcach Spun (fuimn les) |
print SALES "spora®,

priatSALES "a FIN  w®
forcach Soen {ffin les) |
print SALE4 "Scenln”™,

all sogsl- 3uaab_paor v Sies_lomg total

gt SALES "Tanamio total on sas de Genoma: Sall_totaln®;

print 3ALES "Tanunsio ttal on gas de HCS con LCS: Skos_long_todaln™;

prist SALES " Tasmumio wotal e wss de LCS: Sles_long_totalia™;

priat SALES "Skes long total £ Sall_totala®;

sprocen= [Sles borg tocal ¢ Sall_toaal)® 100,

print SALES “El porcentaje de LCS nelo al proteoma: $peocen¥en™;

print SALES "Sles long total / Shes_bong totala™;

Spocen_razon= (Skes boug total ! Shes loag wotalj* 100,

priat SALES "El porcentaje del LCS neto on las protcings que las conticnen: Sprocen_ razon®'n®;

Slotg stoc= wsize los;

(msize lcs2= som [Sa <= 3b| (msiex low

$hirst [cy= shift (nsize_ ksl

Slam les= pop (s les2l

priot SALES "m_ WTAMANK DE LAS SECUENCIAS SIMPLESwiw";
print SALES "No. de segmenios de LCS: Slong sizc'a™;

print SALES "Sfirst kos - Slast les'n™;

primt SALES "mlongitud on aas de les LCS: $los_long_totalnin™;

Slong_size_ b= jsize hcs;

(wsker hesk= sont {$a<=> §b| imsive_hes;

Sfirst_hes= shifl (@ size_bes )k

Shast_hos= pop ((esize_hes? ),

print SALES "a o wTAMANIO DE LAS SECUENCIAS DE ALTA COMPLEJIDAD @™
primt SALES "No. de segnacnios de HOS: Skig size hin",

print SALES “Sfirst_fcs - Slast_hesn®;

print SALES “wl.ongitud cn aas de las HUS: Shes long_totalis'a™;

systent "pv as St hoonearnmine/ Virus-Ewcanomtes dsDNAPolyomavinidac LCSALCS_se™,

4. Programa seg-l.pl
#vusrbiniperl

#5 EJECUTA EL ALGORITMO SEG CON PARAMETROS 12.0 1.9 2.1 ¥ LA OPCION -L DE FORMA AUTOMATIZADA PARA
UN DETERMINADO NUMERQ DE ARCHIVOS QUE CONTENGAN
#8 UNA O MAS SECUENCIAS EN FORMATO FASTA

& Elaborado por Irma Lozada (ikozadaie bt wnam ) y escrito en leguaje de programacion PERL.

##7 Necesita como archivo de entrada:

&% 1) El archivo cat {sc cnouentra en: /home/irmineV inss-| Eucariontes [Procariontes] Tipo de genoma)/| Grupo
taxonémico/LOSALCS segf)

¥#  Esic archivo iene todos los p dos en fommato FASTA para ser evaluadios por la opeion -1 del algonitmo SEG
% (scg 12.01.92 | cat -1 >cat.seg-l)

##% Genera como archive de salida

B# 1) catseg-l {Esta opcion penmite obtener un archive e el que se encucntren solo la secucocia dic las 58,

&8 la localimcion en residuos de aminoacidos dentro del ORF y el valor de complejpdad de la 55 detectada).

&8 Este wchivo es amplismente utilizado pard snalizar diversas caracieristicas de las 55 (ver programa Fre_LCS pl)

Sa[0}="cal™;

foreach ST (0..0) |
chomyp (Sa[5T]):
print ~analizo SafST]w";
Snombre= $a5T];
jprint “Snombrein™,
Ssalida= $af$T]."scg-1";
system "seg Snombre 120 1.9 2.1 -1 > Ssalida™,

5. Programa seg-x.pl

#lussbinper]

% EJECUTA EL ALGORITMO SEG CON PARAMETROS 12019 2.1 ¥ LA OFCION -L DE FORMA AUTOMATIZADA PARA
UN DETERMINADO NUMERD DE ARCHIVOS QUE CONTENGAN

B# UNA O MAS SECUENCIAS EN FORMATO FASTA

&% Elsborado por brma Lozada ( lozadads ibg wnany nw) ¥ esonito-en leguaje de programacion PERL.

% Necesita como anchive de entrada:

## 1) El archivo cat (se encuendra en: /home/inmine/V inus-| Bucariontes [P L | Tipo de [ Grapa
taavnomico | LCSLCS

EF  Estcarchive iene todus s § dos en formaty FASTA pasa ser evaluados por la opeion -» del algoriamo SEG
B¥  (seg 12.0 1.9 2.1 cat -x >calscg-x)

% Genora como archive de salida:

B# 1) cat.scg-x [ Esta opeidn permite obtener un erchive e el que se las 1 buadas con SEG en fonmato FASTA

##  Doade la scoucncia de las 55 es sustituida por caracteres del tipo "x").
#%  Esse formato es utilizado para cuantificar el numeno de ORFs que presentan 2l menos una S8 y ka localizacion relstiva de la
& misma dentro de este (ver programas Locprotpl y azar ss.pl

Sa[0]="car”;
fareach ST (0.0

systens “scg Snombre 1220 1.9 2.1 -x > Ssalida®;
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Sobre el analisis de la composicion de aminoacidos de los proteomas, las LCS y las
secuencias de alta complejidad.

Programa aacomp.pl

#tusthinper]

£8 PROGRAMA QUE HACE TODO EL ANALISIS COMPOSICIONAL EN BASE A AACOMP DESDE LA RALZ AL
SURDIRECTORIO CORRESPONINENTE POR GRUPO TAXONOMICO VIRAL

#8 Elaborado por lnma Lozada (ilozadaiibe unam my) y escrito en leguaje de prograenaciin PERL.

#8  Lbicacim de trabajo de cste programa, donde s¢ encucniran los archivos de entrada y salida
&8 home'inmine/Virus-|Eucariontes|Procariontes) T Tipo de genoma | Goupo tanondmica | 1.OSTCS aa

#8 Necesita como archivos de entrada:
EF 1) aa_HCS.oxt

¥ 2)aa LCS

&% 3)cat

8 Cieners como archivos de salida:

##& 1) ascomp_HCS [Archivo que contiene el anilisis de la composicidn de aminodcidos para las HCS)
## 2) macomp_IL.CS {Archivo gue conticne ol andlisis de s composicion de sminodcidos para las LCS)
#8 3)an GENOME tu {Anchivo que contiene stlo bos aminodcidos de cat)

% 4) ascomp_GENOME (Archivo que contiene ¢l andlisis de la posicidn de smincdcidos de fos i

cat)
£F S)Date 8 (Archivos que tiemen un formato especial para el andlisis estadistico de los datos de 1,2 y 4)

my [@dinectonion= gw{ home/irmine Vins-Eucanontes'ssENA+Pomovines LCSLCS aa);

forcach my $i (Edirecionos) |
cheir 5i;
opendin DIR, =%
iy (@Earchivos= readdir DR,
&baja(@archivos);
chosedir DI

|

sub baja|
my (@archivos= (& _;
ifi$#anchivos > 1}|
(@archivos= [@archivos{ 2. $8archivos];
foreachi@archivos)|
iS_=—"~)(
system “rm §_;
)
]
system “sacomp sa_HCS. txi >aacomp HCS",
system "nacomp aa_ LTS txt >aacomp LCS",
systens "grep -v [>] cat >aa_GENOME ™,
systenn "sacomp aa_ GENOME ta >aacomp GENOME™,

my {@cadenas;
@archivos= son {iarchivos;
foreach{@archivos)|

i@aa= ()

f@mol= ()

= ()

Ss=0,

Se= 10y

Sr=1
ifi$ = I
open ARCHIVOL, S
print "§_\n";
@icadenas= <ARCHIVOL=>;
Sax= shifi{@cadenash,
shifif{@cadenas),

Smol[Se++]= Saacomp[4];
SwifSre +]= Faacomp(S);
|

close ARCHINVOI;
open OUTI, ">Date_$_" | die "No pudc shrir™;
print OUT1 ®___aa_ ‘a7
foreach $aa (@) |
primt OUTI "Sas'n™;
|
print OUT] ®a___mol__ "=
foreach Smol (@mal) |
print OUTT “$malin®;
|
print OUT1 Sa__ wt__ 'a"
foreach Sw (@wt) |
print OUT1 “Swi'n”™;
|
I
chose OUTI;
|
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Sobre las categorias funcionales de las secuencias virales y, de aquellas que scs ol ieys Wclocess.
presentaron, al menos, una LCS. mg;:ﬁh
chomp (@ fancs_pfams;

#HRECORRO LAS LLAVES DE SECUENCIAS SIMPLES ¥ LNESFUES LAS DE LA LOS PFAMS
foreach Skey 1 (@heys_bocal les) |

Torcach Shey_2 (flkeys plams) |

1. Programa Saca_ORFs_SS.pl

Suiicwans Ll pl

w1 o i

EEPROGEAMA QUE HAUE LAS COMPARACIONES DE LAS REGIONES DE LAS SECUENCIAS SIMPLES EN LOS FFAMS

ERCUNTRADUS EN LOS FROTEOMAS VIRALES

wpen PEAMS, “all vinus bisun dosmisos” | dsc "No pude abor all_ virus_ bam dosminiosin®;
open LOS, "k all vims_dsc03™ | die "No pude abrir les_all_vinus_dsc03'n®™,
open VOGS, "hash all VOOGs™ || doe "No pude abrir hash_all_VOOGs'a®™,

faplams= <PEAMS>,  ®EAqui todo bos datos en bruto de los pfams
chong @ plans;

(e dates= <LCS>, 8 Aqui las secuencias simples, mombre, ubicacion, formato fasta
chuoag @datcs,

Sali= join *:", (@dates

(emh_ss=split ">", $all;

fEvoegs” <VODGS>  #Aqui pfams desglosados por funcion en el NCBI
whuarg & voogs;

=EAQUL HAGOD UN HASH DE LOS PFAMS CON SUS RESPECTIVAS FUNCIONES
Torcach Svo_Bu | veogs) |
[LEETTTN "WPF+Jl.+ )
Shumchnes i3 1= 52

AL E HALU LS HASH DE LOS NOMBRES CON SUS RESPECTIVOS PFAMS O NO_HITS
Forcach Sgi (% plans) |
Epring SginT

i ESgh— 0 PP F. o thaspse) |
spaint "5 10",
Lpaint “*8 2",
Sedit 2= "m0
Scdit 2=
Splams{S1).~ Sedat 2,

ERAQUI HAGU UN HASH DE LOS MOMBRES DE LAS SECUENCIS ¥ SUS RESPECTIVAS SECUENCIAS SIMPLES ¥
LOCALIZACION
uecech Sss (g ss) |

Sprim "Sss'a";

L B SR U
SHave ss= 51,
Hprim "**Slave s,
Sreg
Srew,
Apring “+ ¢ +Spop s,
Shocal_bes|Sllave ss )= Sreg_ss,

W onowm

Fprint Tt eReRgiey T

if (Skey_1 eq Skey_2) |
#pnnt "Skey_1'n"
wprint "Skey_ 2"
Skey_count= Skey 2,
Skey_count= &'+,
Scount_family |$key_count]++; S58LAS LLAVES QUE ENTRAN (SECUENCIAS SIMPLES OON PFAMS) SON EL

CONTEQ FOR FAMILLIA

open RESULT, ">>key_count_no_kits™,

open RESULTI, ">>key_count_lkes_pfams™;
open RESULTR, ">>55_DENTRO_PFAM™;
open RESULTS, ">»S5_IZQUIERDA_FFAM®;
open RESULTY, ">>35_DERECHA PFAM™;
open RESULTS, ">>SS_FUERAi_PFAM™,
open RESULTS, ">>85_FUERAD_PFAM®™;
open RESULTT, ">>PFAM_DENTRO_S5%;

$valor_lcs= Slocal_les [Skey_1;
Swalor plam= Splams{Skey 2);

if (Svalor_pfam eq "m0 hits") | ##AQUI FILTRO TODOS LO SQUE QUE NO 50N NO HITS
Scount_po|Skey_count]++;
#pring "Svalor_pfamin®;
print RESULT ">$key Xa™,
print RESULT "$valor_lesin®
print RESULT "Svalor_pfam'n”;

else | ERAQUI EMPIEZA LO BUEND
@split_les=();
fesplu_plam= (),
{@owm_bos= ();

primt “Shey_ 2w
print “Svabor_lcs'n®;
print "Svalor_plantn®;

@split_les= split(™:", Svalor_les),
i@split_plam= split(™", Svalor_plamj,

forcach Slcs (@split_kes) |

@pls=

il (Shos=— -+ J([a-z] £ |

Eprint "***5 1o

Eprimt ST

Spar_les=51;

Scg_les=52;

Srcg les{51]=52:

foreach Sall pfams (@sphit_pfam) |
Sall_ plams= s/:+/gis;
#peing “Sall_pamsin®;
(@data_pfam= sphi[™", $all_pfams};

chomp (@idata_pfan
Smo_pfams= $data_pfam{0);
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