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RESUMEN

Las proteinas de unién a RNA juegan papeles criticos en todos los procesos que
involucran al RNA, desde su sintesis hasta su degradacion, incluyendo algunos de
gran relevancia como la expresion genética postranscripcional y la traduccion. Su
relevancia queda demostrada por su alto grado de conservacion, su universalidad, asi
como su gran abundancia dentro de los distintos genomas. Especificamente, los
dominios de unién a RNA de estas proteinas se encargan de la interaccion con el
RNA a través de una serie de mecanismos como la cooperacion multidominio o la

oligomerizacion.

Este tipo dominios también estan presentes en proteinas virales, las cuales llevan a
cabo procesos fundamentales de su ciclo replicativo y en la manipulacion del
metabolismo celular de su hospedero. Por ello, su estudio es fundamental para
comprender los procesos de interaccion con la maquinaria celular y los procesos que

marcan su evolucion.

En éste trabajo se identificaron y analizaron funcionalmente los dominios de unién
a RNA presentes en los proteomas virales. Se logré determinar su diversidad y la
manera en que podrian estar participando en ciclo replicativo viral. Para ello se
obtuvieron mas de cuatro mil proteomas virales del GenBank, y se emplearon todas
las familias de dominios asociadas a la funcion de union a RNA de la base de datos
ProDom,. La busqueda por perfiles se realizd a partir de cada una de las familias de
dominios. Una vez obtenidos los resultados se cred un catalogo curado de dominios

de unién a RNA presentes en proteinas virales.



ABSTRACT

RNA binding proteins play key roles in all RNA involving processes, from
synthesis to degradation. Their universal distribution, abundance and high
conservation levels demonstrates their relevance. RNA binding domains generate
direct interactions with RNA through a variety of mechanisms as the multi-domain

cooperation or the oligomerization process.

These proteins are also present in viruses, where participate in fundamental
processes along the replicative viral cycle, for example in the hijacking of host
metabolism. That is why the study of RNA binding proteins are valuable to the aim of

understands how viruses evolve and interact with their hosts.

In this work, RNA binding domains were identified in all available viral
proteomes. The viral domains were functionally analyzed allowing us to visualize
their diversity and probable way in which they are working inside the viral replicative
cycle. We used ProDom database to obtain family domains associated to the function
“RNA binding”, as well as viral proteomes from GenBank database. To find the
homologous viral domains we employ a protein profile search for later create a

catalogue.

The final results showed the particular nature of each viral Baltimore group and the
closed relationship of these viruses with their hosts. Finally, we created the first viral
RNA binding domain compendium that can be used as a revised source to continue
more specific researches about the complexity of the interaction between virus and
their hosts, the viral genome diversity or the implications of these proteins in the viral

replicative cycle.



I. INTRODUCCION

1. Las Proteinas de union a RNA

Las proteinas de unién a RNA, conocidas como RBP por sus siglas en inglés (RNA
binding protein), son todas aquellas proteinas que tienen la capacidad de interactuar
con moléculas de RNA formando complejos ribonucleoprotéicos (RNP) (Glisovic et
al., 2008). Las RBP ademas son parte integral del metabolismo del RNA, considerado
como la parte central y mas conservada de la fisiologia celular (Anatharaman et al.,

2002).

El RNA es la molécula central de la expresion genética y de la biocatalisis, como
se observa en el ribosoma, la telomerasa y otras ribozimas. Aunque el RNA puede
realizar una gran cantidad de actividades por si mismo, en las células modernas se
encuentra asociado con un gran numero de proteinas (Cech, 2012). Los RNA
presentan secuencias particulares en su composicion nucleotidica, asi como distintas
estructuras secundarias y terciarias que permiten el reconocimiento e interaccidén con
proteinas especificas (Jeong et al., 2003). Esta interaccion RNA-proteina juega un
papel critico en la estabilidad, funcién, transporte y localizacion celular del RNA
(Glisovic et al., 2008). Por ello, son esenciales en los procesos moleculares de todos
los organismos y de los virus (Varadi et al., 2015). Algunos de estos procesos estan
relacionados con la regulacion de la expresion genética postranscripcional
(Gerstberger et al., 2014; Matia-Gonzales et al., 2015; Glisovic et al., 2008; Burd &
Dreyfuss, 1994), como la traduccion, el splicing alternativo, modificaciones y edicion,
poliadenilacién, capping o el recambio proteinico. (Hennig et al., 2014; Ray et al.,
2013; Glisovic et al., 2008). Por otro lado, las RBP no s6lo participa en cada uno de
estos procesos, sino que también proveen de una conexion entre ellos (Glisovic et al.,

2008).

Se ha calculado que del 3 al 11% del genoma celular codifica para proteinas de
interaccion con el RNA, siendo las bacterias parasitarias con genomas reducidos las
que presentan los mayores porcentajes (Anatharaman et al., 2002). Por ejemplo, se ha
calculado que en levaduras, éste porcentaje va del 5 al 8%, mientras que para C.
elegans y D. melanogaster seria de aproximadamente un 2% (Glisovic et al., 2008).
Por su parte, Gerstberger et al. (2014), han calculado que en humanos estas proteinas

representan alrededor de un 7.5% del total de genes codificantes. Sin embargo, es



posible que estos nimeros estén subestimando debido a la existencia de muchas otras

RBP no conocidas (Glisovic et al., 2008).

Algunas RBP pobremente descritas son las enzimas metabolicas, muchas de las
cuales pueden unirse al RNA de manera especifica, regulando la traduccién o la
estabilidad de los mRNA (Matia-Gonzales et al., 2015; Burd & Dreyfuss, 1994). El
trabajo de Matia-Gonzales y colaboradores (2015) incluye un catdlogo de las RBP
que se unen a mRNA en S. cerevisiae y C. elegans, donde se encontré que el 73% de
todas las proteinas identificadas, en su mayoria enzimas metabolicas, no habian sido
relacionadas con la capacidad de uniéon a RNA. De forma puntual, describen el caso
de las proteinas glicoliticas que pueden unirse a sus propios mRNA o al de otras
proteinas similares, sugiriendo una regulacion mediada por RNA que podria coordinar

rutas metabolicas.

En éste mismo sentido, algunas proteinas asociadas a RNA no codificantes podrian
estar asociadas con la regulacion genética a través de la degradacion del RNA, el
silenciamiento transcripcional o la activacion de loci, asi como represion o activacion
de la transcripcion; también se han reportado miRNA (microRNA) como
moduladores de rutas metabdlicas, y hay IncRNA (del inglés: long non-coding RNA)
que han sido caracterizados funcionalmente en distintos procesos y enfermedades,
incluyendo infecciones, inmunidad innata y adaptativa (Wang et al., 2017). Otras
proteinas pueden actuar como componentes estructurales o cataliticos de RNP
(Gerstberger et al., 2014). Asi, se demuestra la gran complejidad de procesos en los

que éstas interacciones RNA-proteina pueden estar implicadas.

En el caso de las RBP, una caracteristica general presente en organismos de los
tres dominios celulares es la presencia de regiones intrinsecamente desordenadas. La
presencia de éste desorden intrinseco en las RBP ha sido propuesto como necesario
para su funcion y regulacion (Wang et al., 2016). Incluso, el desorden se conserva
cuando la secuencia de la proteina pierde rastros de identidad, lo que indica su
importancia funcional (Varadi et al., 2015). Estas regiones desordenadas establecen
una interfase electrostatica conservada y extendida con el RNA al que se une por un
ajuste o plegamiento inducido. La flexibilidad conformacional que les caracteriza
podria ser producto del enriquecimiento de aminoéacidos con carga positiva que se
emplean para establecer interacciones favorables con las cargas negativas de la

cadena del RNA, mismos que promueven desorden al desestabilizar la cadena



proteinica (Varadi et al., 2015). Entre las principales ventajas que se le han atribuido a
esta flexibilidad conformacional estd el poder identificar distintos RNA,
proveyéndoles asi de multifuncionalidad, y permitir una evolucion répida con
intermediarios funcionales (Varadi et al., 2015). Algunos ejemplos de RBP con altos
grados de regiones intrinsecamente desordenadas son las histonas, factores de
transcripcion, proteinas ribosomales y factores de splicing, entre otras (Wang et al.,

2016).

Por ultimo, la mayoria de las RBP estan conformadas por multiples dominios de
union a RNA (RBD, por las siglas en inglés de RNA binding protein) (Burd &
Dreyfuss, 1994), exhibiendo un alto nivel de modularidad (Glisovic et al., 2008). Ello
permite generar nuevas interacciones no presentes en los dominios individuales (Burd
et al., 1991). Esta caracteristica, aunada a la mezcla de RBD con dominios auxiliares
permite un mayor aumento en la diversidad funcional de estas proteinas. Otro modo
de expandir éste repertorio es mediante la formacion de variantes por splicing
alternativo, asi como por las modificaciones postranscripcionales (fosforilacion,
metilacion, o ubiquitinacion), que afiaden un nivel mas en la complejidad funcional y

regulatoria de estas importantes proteinas (Glisovic et al., 2008).

2. Dominios de union a RNA

Todas las proteinas estan constituidas por unidades estructurales o funcionales
llamados dominios. Estos se suelen definir como unidades cuya secuencia esta
presente en distintas proteinas, las cuales pueden estar formadas por alrededor de 18 a
391 aminoécidos (Traut, 2014) (figura 1). Las proteinas simples pueden presentar uno
o pocos dominios, mientras que las proteinas mas complejas y grandes pueden tener
hasta méas de 30. Estos dominios proteinicos son considerados como unidades
evolutivas (Kelley & Stenberg, 2015), de plegamiento, de la estructura y como

unidades cataliticas o de union (Traut, 2014).

En términos evolutivos, los dominios juegan un papel de gran importancia, ya que
pueden ser incorporados a distintas proteinas, modificando su funcién estructural,
catalitica o de union (Traut, 2014; Bjorklund et al., 2005). Se ha propuesto que la
evolucion de las proteinas se da por fusidon, recombinacion y diferenciacion de

dominios existentes. En especial, la fusion de dominios permite la reutilizacion de



moédulos funcionales en lugar de su reinvencion (Bjorklund et al., 2005), lo que

conduce a la formacion de proteinas multidominio.

Las regiones funcionales especificas que permite la uniéon de los nucledtidos son
los dominios de union. La forma en la que el dominio reconoce de manera especifica
las llamadas cadenas nucleotidicas es por medio de los sitios de uniéon que estan
formados por secuencias cortas con patrones recurrentes en el DNA o RNA
(D'haeseleer, 2006). Estos sitios de union se encuentran igualmente en los organismos

celulares y en los virus (Maris, et al. 2005).

(simple) (complex)

Domains

i
Modules

1
1(|)0 2([)0 300 4(|)0 5(|)0 6(|)0 7(10 (Number of amino acids)
1

[ [ I [ | | I [
0 10 20 30 40 50 60 70 (kDa)

Size of subunit or domain

Figura 1. Tamafio de la estructura de proteinas, donde se muestra la variacion en el tamafio de los

dominios, el cual varia dependiendo de como es definido. Tomado de Traut (2014).

En general, RBD poseen una baja capacidad de interaccion con moléculas de RNA,
uniéndose a secuencias cortas (Holmqvist & Vogel, 2018) de entre dos a seis
nucledtidos de cadena sencilla (Glisovic et al., 2008). Aunque también pueden llegar
a reconocer algunas estructuras (Ray et al., 2013), un dominio aislado carece del
potencial de unirse de manera especifica al RNA (Ban et al., 2015). Es por esta razéon
que la gran mayoria de RBP presentan una arquitectura multidominio de RBD
(Holmqvist & Vogel, 2018), lo que genera una superficie de interaccion mayor (Ban
et al., 2015) que les permite asociaciones especificas y de alta afinidad, ademas de
reconocer secuencias mas largas en el RNA (Ban et al., 2015; Gerstberger et al.,

2014; Hennig et al., 2014; Glisovic et al., 2008; Burd & Dreyfuss, 1994).

Un caso de proteinas con multidominios RBD seria el de la proteina de union a

poly(A) (PABP), que posee cuatro dominios contiguos, los cuales funcionan

10



cooperativamente (Burd et al., 1991). Otro ejemplo son las proteinas PUF (Pumilio y
FBF) de eucarionte (figura 2), que contienen tipicamente ocho repeticiones PUF
RNA-Binding consecutivas, cada una de aproximadamente 40 aminoacidos. En su
conjunto forman una estructura céoncava donde el RNA se une, y en donde cada

repeticion reconoce un unico nucledtido (Ban et al., 2015; Glisovic et al., 2008).

Figura 2. a. Vista lateral de la estructura del dominio de humanos Pumilio 1 (PUF) unido a una cadena
de RNA. b. Acercamiento del reconocimientos de las bases del RNA, donde la proteina PUF aparece
en color verde y el RNA como modelo de varillas. Modificado de Ban et al., 2015.

Diversidad de los RBD. Los RBD se hallan universalmente distribuidos, y debido a
que aproximadamente la mitad de ellos estdn presentes en especies de los tres
dominios celulares, se ha inferido su presencia en el ultimo ancestro en comtin, LCA
(por las siglas en inglés de Last Common Ancestor). La diversidad de RBD existentes

puede agruparse funcionalmente en enzimaticos o de interaccion (Anatharaman et al.,

2002).

Considerando esta clasificacion, los dominios enzimdticos serian aquellos que
participan en la modificacion de bases y azucares del RNA, asi como la sintesis de
nucleotidos no canonicos (tabla 1). Se incluyen ademés las enzimas dependientes de
NTP como RNA helicasas, GTPasas y ATPasas P-loop (phosphate-binding loop), y
algunas otras como RNA ligasas, nucleotidiltransferasas, RNA polimerasas

dependientes de RNA o fosfodiesterasas ciclicas (Anatharaman et al., 2002).

Cabe destacar que las GTPasas P-loop han sido reclutadas muchas veces para

funciones especificas en traduccion, modificaciones y procesamientos del RNA.

11



Ademas, se hallan entre las RBP mas antiguas, estando posiblemente nueve de ellas

en el LCA formando parte del sistema de traduccion (Anatharaman et al., 2002).

En cuanto a los dominios considerados como no cataliticos o de interaccion,
existen alrededor de 50 super familias. Algunos de estos dominios son inicos y muy
conservados en los genomas, como los que se encuentran en las proteinas ribosomales
L30, S6, SRP14, mientras que otro pueden ser muy promiscuos y recurrentes, como el
dominio RRM (RNA recognition motif) (Anatharaman et al., 2002). Algunas de las
super familias mas destacadas, asi como algunos de sus dominios y los procesos en

los que estan involucrados se muestran en la tabla 2.

Tabla 1. Ejemplos de modificaciones del RNA y de formacion de bases no candnicas

*  Metilacion
Modificaciones del RNA e Desmetilacién

*  Desaminacion

*  Tiouridilacion

*  Pseudouridilacion
Formacion de bases no e Tioadenilacion

candnicas *  Dihidrouridilacion
*  Sintesis de arqueosina y queuina

Unos de los RBD mejor estudiados es el RRM, que estd considerado como
canonico debido a que es el mas comun en eucariontes. Estd conformado por 80-90
aminodcidos que se pliegan en cuatro hojas beta anti paralelas y dos hélices alfa
(figura 3). Este motivo reconoce secuencias cortas con poca especificidad, por lo que
es muy comun encontrarlo en repeticiones o en combinacion con otros dominios (Ban
et al., 2015). Las uniones las establece principalmente con las hojas beta en residuos
conservados como argininas o lisinas que forman puentes salinos con el esqueleto
fosfodiestérico del RNA, siendo las regiones variables las que determinan la
especificidad (Burd & Dreyfuss, 1994). Este domino se presenta también con un gran
numero de variantes como la subclase quasi-RRM o el pseudo-RRM que generan
interacciones con distintas partes de su arquitectura, como las hélices alfa o los loops
de las hojas beta, demostrando flexibilidad y variacién en un motivo relativamente
simple (Ban et al., 2015). Un caracteristica adicional de éste domino es la presencia
de regiones desordenadas en los conectores terminales que los unen a otros dominios,

los cuales sufren de un plegamiento inducido en presencia del RNA al que se une;
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¢éste rasgo les permite generar interacciones mas fuertes al aumentar la superficie de

interaccion (Varadi et al., 2015).

Tabla 2. Dominios de unién a RNA con funcidn de interaccién agrupados por clases estructurales, asi
como algunos ejemplos de proteinas o procesos de los que forman parte (Anatharaman et al., 2002).

Estructura de familias de Dominios Proteinas o procesos en que estian involucrados

dominios no cataliticos

OB-fold e SI e Sistema de traduccion
* N-OB * RNasaE
e EMAP * RNasall
e  GTPasa
e clF2a
e Prp22
*  Shock protein
all-p ¢  KOW *  Procesos de splicing
e L2 e Estructurales del ribosoma
e SM *  Modificacion del RNA
° TUDOR
e NusG
° PUA
* TRAM
atfy a/fp * RRM *  Sé6(ribosomal)
e KH *  RNA y DNA polimerasas
e S4 e PSUS tipo II
e dsRBD e Sistema inmune
e THUMP *  Proceso de splicing
e TGS
all-a e HhH *  S13yS18 (ribosomales)
. PIN . PTGR
e Translin *  Degradacion de RNA
¢ RNasall
*  Localizacion del RNA
Metal-chelating e Zn-ribbon *  S14 ribosomal
e Zn-knuckle e IleRS
e CCCH s S27
e (C2H2Zn *  MetRS
finger s elF5
e Little finger e L36AE

* LRPI1 finger
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Figura 3. Dominio RRM unido a RNA (modificado de 2N30, RCSB PDB).

Otros RBD candnicos son /) el motivo rico en arginina (ARM), conformado por
10-20 aminoécidos; 2) RGG box (20-25 aminoacidos), que genera uniones no
especificas y que se encuentra de 6 a 18 repeticiones; 3) el Homologo K (KH), que
estd ampliamente distribuido y forma parte de las proteinas S3 ribosomales; 4)
dsRBD (del inglés: double-stranded RNA binding domain), que reconoce RNA de
doble cadena y estd involucrado en diversas funciones celulares, como las
postranscripcionales y respuesta inmune (Glisovic et al., 2008; Burd & Dreyfuss,
1994); 5) los Dedos de Zinc, 6) Cold-shock; y 7) el DEAD-DEAH box, entre otros
(Gerstberger et al., 2014; Glisovic et al., 2008).

Evolucion de los RBD. El origen de las RBP y sus dominios de uniéon debe
remontarse a etapas muy tempranas de la evolucion, debido a su amplia distribucion
entre los organismos celulares. Por esta razon se ha sugerido la presencia de algunas
de estas proteinas y RBD en el LCA, donde el sistema de traduccion agruparia el
mayor nimero de proteinas y dominios conservados (Fox, 2010; Anatharaman et al.,
2002), seguido de algunas enzimas de modificacion (metiltransferasas, pseudouridin

sinterasas, enzimas de tiouridina y tioadenina) (Anatharaman et al., 2002).

Se han descrito dos posibles fases de radiacion y movilizacion en los RBD. La
primera fase pudo ocurrir tempranamente, una vez conformados los dominios mas
antiguos (como podrian ser EMAP, PUA, PIN, TRAM, THUMP, S4, KOW, N-OB,
NusB, entre otros), mismos que rapidamente se fusionaron entre ellos, llevando a una
radiacion en la diversidad funcional. Posteriormente, ocurrié una segunda gran fase de
movilidad con el surgimiento de los eucariontes. Este mismo aumento de movilidad
coincide con el origen del splicing, la regulacion genética postranscripcional, la

edicion del mRNA, entre otros mecanismos (Anatharaman et al., 2002).
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En los eucariontes ocurri6 una diversificacion de los RBD debido a la aparicion y
el reclutamientos de estructuras o motivos antiguos, lo que dio lugar a RBD como el
RRM, PWI, SWAP, CCCH, Little finger o Zn Knuckle. Parte de la explicacion de éste
aumento de movilidad y de diversidad de RBD estd relacionada con el origen
quimérico de los eucariontes, los cuales surgen de la combinacién entre los linajes
Archaea y Bacteria. Por esta misma razon se pueden observar grupos de RBD con
distribucion exclusiva en los linajes Archaea-Eukarya (como algunos involucrados en
maduracion del RNA o en traduccion) o Bacteria-Eukarya (por ejemplo RNasa 3°-5’
o algunos dominios que actuan en mitocondrias o cloroplastos) (Anatharaman et al.,

2002).

Ademéds, es bien sabido que en los eucariontes ocurri6 un aumento en la
complejidad del sistema de traduccion y de regulacion de la expresion genética, por lo
que se requirid de una expansion en el nimero y funcién de RBP (Glisovic et al.,
2008; Anatharaman et al., 2002). Este mismo incremento de la complejidad se
relaciona con el incremento de intrones, lo que permitio la utilizacion de estas
proteinas en una gran cantidad de arreglos y combinaciones (Glisovic et al., 2008).
Una prueba de esto es el hecho de que, sobre todo en eucariontes, las RBP con mayor
cantidad de dominios son las relacionadas a mRNA, reflejando una rapida expansion
de procesos relacionados a esta molécula en particular, como son el splicing o las

modificaciones postranscripcionales (Gerstberger et al., 2014).

Interacciones RNA-proteinas. La manera en que las proteinas y sus dominios
interactuan con el RNA estd mediada por diversos mecanismos que, en su conjunto,
muestran una gran complejidad. Estas interacciones pueden describirse y entenderse
desde un nivel atémico hasta uno macromolecular en donde interviene la cooperacion
entre distintas proteinas. De esta manera es posible generar las interacciones
especificas, asi como regular el funcionamiento de las RBP y los procesos en que

estan involucradas.

A nivel atomico, los RBD interaccionan con los nucleétidos del RNA mediante
distintas fuerzas intermoleculares, como los puentes de hidrogeno o las fuerzas de van
der Waals (Jeong et al., 2003). Los contactos se llevan a cabo entre la base, el azicar
o el fosfato del nucleotido, y la cadena lateral o la cadena peptidica del aminoacido

(Hoffman et al., 2004). De entre estos contactos se ha observado que el mas

15



recurrente es el que se da con los fosfatos de la cadena de RNA (Hoffman et al., 2004;

Treger & Westhof, 2001).

Pese a ser muy comunes, tanto las fuerzas de van der Waals como los puentes de
hidrogeno mediados por agua no intervienen en uniones especificas, pero contribuyen
a la estabilidad y fuerza de la interaccion. Por otra parte, los puentes de hidrogeno
(figura 4) son los causantes de la especificidad en las interacciones, principalmente
cuando el contacto ocurre con la base de un nucleétido, ya que los puentes formados

con el esqueleto solo contribuyen a la estabilidad (Luscombe et al., 2001).

Existen tres tipos de interaccion por puente de hidrogeno definidos por el nimero
de puentes formados: /) simples, donde se genera un solo puente de hidrogeno entre
un aminoacido y una base; 2) bidentadas, que generan dos o madas puentes de
hidrogeno entre un aminoacido y una base o bases pareadas (se considera que hay
aumento en especificidad) (figura 5a); y 3) complejas, en donde un solo aminoacido
puede interactuar con mas de una base a la vez, permitiendo el reconocimiento de
secuencias cortas y, por tanto, aumentando el grado de especificidad (figura 5b)

(Luscombe et al., 2001).

Figura 4. Diagrama tridimensional de los atomos que forman puentes de hidrogeno entre
aminoacidos y bases nucleotidicas. Las lineas punteadas indican el puente de hidrégeno. En el
rectangulo superior se muestra un puente de hidrogeno mediado por agua entre nitrogenos de una
valina y una adenina. En el rectangulo inferior se muestra un puente de hidrogeno directo entre
oxigenos de una valina y un uracilo (tomado de Jeong et al., 2003).
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LYS - (4) llmb, Itsr, 2bop, Ipvi

Figura 5. Tipos de interacciones entre aminoacidos y nucleotidos. a. Interacciones bidentadas entre
lisina — guanina y acido aspartico — adenina, donde las fechas indican los 4tomos que interactiian, con
direccion de aceptor hacia donador. b. Interacciones complejas en bases pareadas y apiladas, donde los
aminoacidos se presentan como lineas negras y las bases como rectangulos de colores. Las flechas

indican los a&tomos que generan los puentes de hidrogeno. Modificado de Luscombe et al., 2001.

Generalmente, debido a que los aminodcidos con cargas positivas tienden a
interactuar con las cargas negativas de los fosfatos de la cadena de RNA, estos
median el mayor numero de contactos en los RBD (Hoffman et al., 2004) (figura 6).
Algunos de estos aminoacidos son por ejemplo, arginina (R), serina (S), lisina (K) o
treonina (T) (Luscombe et al., 2001). La arginina es el aminodcido mas comun en éste
tipo de interacciones (Blanco et al., 2018; Varadi et al., 2015; Hoffman et al., 2004;
Jeong et al., 2003; Luscombe et al., 2001; Burd & Dreyfuss, 1994), el cual, por estar
positivamente cargado y tener una cadena lateral larga y flexible con capacidad de
formar varios puentes de hidrogeno (Luscombe et al., 2001), presenta una alta
afinidad con el RNA. La lisina es el aminoacido que sigue a la arginina en frecuencia
(Blanco et al., 2018; Varadi et al., 2015; Hoffman et al., 2004; Jeong et al., 2003;
Luscombe et al., 2001; Burd & Dreyfuss, 1994), el cual presenta caracteristicas
similares. Como ejemplo, Varadi y colaboradores (2015), analizaron las estructuras
disponibles de RBP en Protein Data Bank (PDB) para observar la frecuencia de
amino acidos, encontrando que en relaciéon a la misma base de datos, habia un
incremento de 40% en argininas, y 33% en lisinas. El resultado mas evidente al
analizar las frecuencias fue en las zonas de interaccion RNA-proteinas, donde el

porcentaje aumenta a 180% en argininas y 116% en lisinas.
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Figura 6. Diagramas de frecuencia de interacciones entre aminoacidos y nucledtidos mediados por
puentes de hidrogeno, generados por analisis de estructuras terciarias. El diagrama superior (a) muestra
el nimero de interacciones (tomado de Hoffman et al., 2004). El diagrama inferior (b) muestra los
porcentajes de propensiones de interaccion (tomado de Jeong et al., 2003).
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Las interacciones RNA-proteinas no especificas son esenciales en la regulacion del
metabolismo del RNA por medio de interacciones en donde hay poca relacion entre
los RBD vy las secuencias del RNA (Ban et al., 2015). Un ejemplo son los receptores
citoplasmaticos de RNA viral de vertebrados, que interactian con los fosfatos y
azucares de la parte terminal de las dobles cadenas de RNA viral. Otros ejemplos son
la proteina argonaute-2 (AGO?2), involucrada en silenciamiento genético, y la proteina
IFITS (del inglés Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 5), que
actia como sensor de RNA viral y mediador del respuesta inmune innata. Los
dominios de union involucrados en estas interacciones reconocen su blanco al unirse a
distintos grupos de marcadores en las partes terminales de la cadena de RNA, como
por ejemplo el fosfato 5° terminal, o un trifosfato 5’ libre que se puede encontrar en el
RNA viral. Otro mecanismo empleado es la formacion de canales o surcos

positivamente cargados donde se puede acomodar un RNA (Ban et al., 2015).

Para poder generar interacciones especificas RNA-proteinas se requiere de
distintos mecanismos como el acomodo de RBD en tandem, que permite reconocer
secuencias mas largas, y que da variacion estructural a la interaccion. Las proteinas
con repeticiones de pentatricopéptidos (PPR), que contienen hasta 10 repeticiones del
dominio de unién, son un ejemplo de cémo los dominios en tandem actuan

cooperativamente para la union de secuencias largas en el RNA (Ban et al., 2015).

La dimerizacion y la oligomerizacion son también mecanismos recurrentes en las
RBP para aumentar la capacidad de interaccionar de forma especifica con el RNA.
Este proceso es inducido por la presencia del RNA, y en ambos casos los RBD de
cada proteina actuan cooperativamente fortaleciendo la afinidad de la interaccion.
Una vez unidas, se forma un surco o ranura positivamente cargado en la zona de
interfase donde se sittian los RBD de ambas proteinas, es decir, el mismo sitio donde
el RNA es embebido. De esta forma se asegura la interaccion con la molécula de
RNA tanto por la estructura como por la secuencia que es reconocida. Una proteina
que ejemplifica lo anteriormente mencionado es THAS de maiz que forma dimeros en
presencia de RNA, o las proteinas SF1 y U2AF del complejo del spliceosoma (Ban et
al., 2015).

Pese a lo mencionado arriba, atin no hay un entendimiento completo de como las
RBP logran la union especifica al RNA con un grupo limitado de RBD (Hennig et al.,

2014), y menos aun se conoce acerca de la red de interacciones entre estas proteinas.
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(Gerstberger et al., 2014). Incluso algunos de los miembros de los RBD mas comunes,
no han sido estudiados en detalle, incluyendo al dominio RRM, algunas helicasas,

nucleasas y factores de transcripcion, entre otros (Gerstberger et al., 2014).

3. Evolucion de los virus

Los virus han sido definidos como elementos genéticos independientes que
requieren de una célula hospedera para multiplicarse (Domingo y Perales, 2014).
Estas entidades biologicas juegan un papel fundamental en la red de interacciones de
la vida, siendo parasitos obligados de todos los organismos de los tres dominios
celulares (Mihara et al., 2016; Forterre, 2006), y jugando un papel en la regulacion de
la biogeoquimica del planeta, en la que controlan ciclos fundamentales como el del
carbon, nitrogeno y fosforo a través de la regulacion y estructuracion de las
comunidades de microorganismos (O’Malley, 2016). Uno de los aspectos importantes
que los define es la presencia de un par de caracteristicas tipicas de los organismos

vivientes: replicacion y evolucién darwiniana (Domingo & Perales, 2014).

Los virus estdn conformados principalmente por un genoma de RNA o DNA, una
capside de origen proteinico y, en algunos casos, de una envoltura lipoprotéica. La
informacion contenida en su material genético puede dividirse en dos grupos
(Krupovi¢ & Bamford, 2008): 1) propios de los virus o hallmark genes, que se
consideran como genes exclusivos o casi exclusivos de los virus, y que codifican para
componentes estructurales del virion (forma libre e infecciosa del virus), asi como
para proteinas de la replicacion (Domingo & Perales, 2014; Krupovi¢ & Bamford,
2008). Y 2) no propios del virus, los cuales son aquellos genes involucrados en la
interaccion con el hospedero, y que pueden ser intercambiados entre virus no

relacionados o incluso entre el virus y el hospedero (Krupovi¢ & Bamford, 2008).

Todas las caracteristicas que conforman a un virus, desde su morfologia, contenido
genético o ciclo replicativo, dependen de su hospedero y el ambiente, debido a una
coevolucion constante entre estos (Hunter, 2017; Domingo & Perales, 2014). Por
tanto, los genes y estructuras conservadas en virus, en general, se asocian a funciones
como el proceso de ensamblaje, empaquetamiento del material genético o replicacion;
mientras que aquellas relacionadas con interacciones especificas con el hospedero

estan menos conservadas entre los distintos virus (Bamford, 2002).
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Ademas de la alta tasa de mutacion que presentan los virus en relacion a los
organismos celulares, misma que les permite generar variacion y adaptacion constante,
en estas entidades la transferencia horizontal de genes juega un papel fundamental en
su evolucion. Este fendmeno es recurrente entre los virus, asi como entre virus y
hospederos (Hunter, 2017; Filée, 2014; Rohwer & Thurber, 2009). Es sabido que los
organismos celulares, sobre todo los eucariontes, presentan secuencias de origen viral
en sus genomas (Bamford, 2002), como en humanos y ratones, donde retrovirus
endogenos ocupan del 8-10% de su genoma total (Dupressoir et al., 2012). Pese a esa
gran cantidad de transferencias virus-hospedero, algunos autores afirman que la
mayoria de estos intercambios genéticos estan direccionados hacia los virus (Hunter,

2017).

Existen varios registros de transferencia horizontal de genes de organismos
celulares hacia virus, principalmente de sus hospederos. Algunos ejemplos incluyen:
ciandfagos marinos, que cominmente presentan genes fotosintéticos en sus genomas;
el del virus EhV, que contiene enzimas de su hospedero, el alga Emiliania huxleyi
(Monier et al., 2009); el de los viromas marinos, en donde se encuentra una gran
variedad de genes metabdlicos (Rohwer & Thurber, 2009); asi como varias
chaperonas, nucleasas, helicasas, y oncogenes en retrovirus (Flint et al., 2009). Otro
ejemplo destacado, y uno de los mas estudiados, es el de los virus gigantes (NCLDV
por las siglas en inglés de nucleocytoplasmic large DNA viruses), los cuales presentan
una gran cantidad de genes y fragmentos gendmicos de origen celular, algunos de sus
hospederos (Jeudy et al., 2012), pero también de bacterias (Filée et al., 2006) y de
diversos eucariontes (Schulz et al., 2017; Filée, 2014). El mantenimiento de los genes
celulares en los genomas virales posiblemente sea resultado de una presion de
seleccidn positiva que les permitiria una mejor adaptacion al ambiente celular de su

hospedero.

El origen de los virus permanece como un objeto de debate y especulacion
(Krupovi¢ & Koonin, 2017), representando uno de los grandes retos para la biologia
contemporanea. Existen tres hipotesis principales que proponen el origen de los virus:
1) vestigios del mundo prebiodtico, 2) elementos genéticos que escaparon de las
células, y 3) parasitos con evolucion retrograda. La primera de estas ideas establece
que al menos los virus de RNA aparecen antes del surgimiento de las primeras células,
siendo relictos del periodo conocido como Mundo del RNA (figura 7) (Domingo &
Perales, 2014; Fisher, 2010; Holmes, 2009; Forterre, 2006). Esta propuesta es
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apoyada principalmente por la presencia de los hallmark genes y la gran diversidad de

estrategias replicativas que presentan los virus (¢f. Campillo-Balderas et al., 2015).

La hipdtesis de los genes escapados establece que los virus evolucionaron de
manera independiente en diferentes dominios celulares a partir de genes auto
replicativos que se volvieron infecciosos (Krupovi¢c & Koonin, 2017; Fisher, 2010;

Holmes, 2009) (figura 7).

Por ultimo, en la hipdtesis de evolucion retrograda (figura 7) se supone la pérdida
de funciones en un organismo pardasito intracelular mediante un proceso evolutivo, ya
que estas mismas funciones metabolicas de sintesis de proteinas o produccion de
energia estarian presentes en el hospedero del cual dependen (Domingo & Perales,

2014; Fisher, 2010; Holmes, 2009; Forterre, 2006).

Pese a los contrastes entre las distintas hipotesis, algunos sugieren que éstas no son
mutuamente excluyentes, y que en parte pudieran explicar distintas etapas o procesos
de la aparicion y evolucion de los virus, los cuales pudieron evolucionar en ocasiones

multiples e independientes (Krupovi¢ & Koonin, 2017).
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— —
RNA world
R c R c = —
[ o e == — — ==
s — —
* A * *
whA v
A =
) = 4 y =Y
— ) b = 4 \
Fya
* h “~a Discarded ‘
—
genes

Cellular genome

Figura 7. Representacion de las principales teorias del origen de los virus. Tomado de Holmes (2009).
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Existe una estrecha relaciéon de los virus con el desarrollo y evolucion de los
organismos celulares. De hecho, se considera que los virus jugaron papeles
fundamentales en la evolucion de la vida como la conocemos hoy. Algunos de estos
eventos clave son la posible invencion del DNA y sus mecanismos de replicacion, el
origen del nucleo eucarionte (Forterre, 2006; Domingo & Perales, 2014), y otras
aportaciones como la induccion a duplicaciones del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHCI), regulacion de producciéon de la amilasa salival,
resistencia a retrovirus Fv-1 (Flint et al., 2009), o el origen de la placenta de
mamiferos (Dupressoir et al., 2012; Flint et al., 2009). Como ya se ha mencionado,
debido a la gran cantidad de material genético que transfieren entre organismos
celulares, los virus son considerados como modeladores de genomas, por lo que son
de suma importancia como fuente de variacion y diversificacion genética y, en

consecuencia, de los procesos evolutivos de los seres vivos.

4. Las RBP en virus

Las RBP son esenciales a lo largo del ciclo replicativo de los virus. Por un lado,
debido a que todos los virus deben sintetizar mRNA para ser traducido por los
ribosomas celulares (Baltimore, 1971), requiriendo de proteinas que interaccionen
para regular, transcribir, o expresar la informacion genética. Por otro lado, los virus
requieren de un buen nimero de RBP para interactuar y manipular el metabolismo y
expresion genética de sus hospederos (Flint et al., 2009). Ademas, algunos virus,
especialmente los de RNA, han evolucionado para emplear las RBP de sus
hospederos (Viktorovskaya et al., 2016; Li & Nagy, 2011; Steitz et al., 2010; Boyle &
Holmes, 1986). Un ejemplo bien estudiado son virus de ssRNA (+), que utilizan un
gran nimero de RBP celulares a los largo de su ciclo replicativo, como
transportadores nucleo-citoplasma, factores de traduccidén, chaperonas de RNA,
activadores de traduccién independientes de Cap, estabilizadores del RNA,
reguladores de replicacion, entre otros (cf. Lloyd, 2015; Li & Nagy, 2011; Chavali et
al., 2007).

Las RBP virales estdn asociadas a procesos como la replicacion del genoma,
transcripcion, traduccion, transporte y procesamiento del RNA, asi como
empaquetamiento y encapsidacion del material genético (Boyle & Holmes, 1986),

pero igualmente intervienen en distintos procesos celulares como el bloqueo del
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sistema inmune innato, manipulacién del metabolismo o de la respuesta a estrés

(Viktorovskaya et al., 2016; Li & Nagy, 2011; Flint et al., 2009).

Al igual que en el caso de las RBP celulares, sus contrapartes virales se
caracterizan por un alto grado de desorden, que se ha especulado, les permite
enfrentar presiones de seleccion y generar nuevas interacciones, asi como el

compactar sus genomas (Varadi et al., 2015).

Se ha sugerido que estas proteinas virales tienen un origen celular, producto de la
transferencia horizontal, la lista incluye componentes del aparato de traduccion en
virus gigantes (Jeudy et al., 2012), o incluso algunas proteinas y dominios propuestos
como exclusivos de virus, tales como las proteinas de la nucleocapside, proteasas, o

los dominios jelly-roll de las capsides (Krupovi¢ & Koonin, 2017).

Se puede pues considerar que las RBP y sus respectivos RBD juegan un papel
fundamental en los procesos virales y celulares, por ello, estdn sujetos a la seleccion

natural.

Los virus requieren del empleo de estos elementos proteinicos para su éxito
replicativo y para una adecuada adaptacion al ambiente celular de sus hospederos. Por
ello, para el estudio de los virus es fundamental el considerar la informaciéon de los
hospederos celulares, para asi revelar procesos de coevolucion y detectar

interacciones genéticas por transferencia horizontal de genes (Mihara et al., 2016).

En el presente trabajo se busca generar el primer catdlogo de RBD presentes en
proteinas virales con el objeto de proveer de una fuente curada que permita avanzar
en el entendimiento de la complejidad en las interacciones virus-hospedero, la
diversidad gendmica viral, asi como para guiar futuras investigaciones acerca de las

RBP y RBD en el ciclo replicativo de los virus.

II. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Catalogar los dominios de unién a RNA encontrados en los proteomas virales

disponibles.
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2. Objetivos particulares

* Identificar y catalogar los distintos RBD existentes en los proteomas virales
disponibles en las bases de datos mediante el uso de herramientas
bioinformaticas.

* Realizar un andlisis funcional del catdlogo obtenido.

III. METODOS
1. Bases de datos

Familias de dominios proteinicos de union a RNA. Se utilizd la base de datos

ProDom (http://prodom.prabi.fr/prodom/current/html/home.php), que incluye familias

de dominios de proteinas generadas por un proceso automatico de comparacion global
de todas las proteinas disponibles en SWISS-PROT-41.23 y TrEMBL24.11. Esta
basada en familias de dominios bien conocidos y caracterizados para poder reclutar
dominios homoélogos a partir de la similitud de la secuencia, empleando algoritmos de

PSI-BLAST (Bru et a., 2005).

Para generar la base de datos para éste proyecto, se llevd a cabo una busqueda en
ProDom seleccionando las familias que tuvieran asignada la funciéon molecular “RNA
binding” [GO: 0003723], obteniendo un total de 6,469 familias. Las secuencias que
conforman estas familias fueron obtenidas manualmente al igual que la informacion
sobre su origen celular o viral, el nimero de secuencias que forma la familia, la
longitud méxima de las mismas, y proteina mas frecuente, si contaban con esta

anotacion.

Proteomas. Un total de 4,035 proteomas virales fueron obtenidos de la base de
datos GenBank, los cuales se utilizaron como base de datos para la busqueda de los
homologos de las familias proteinicas de union a RNA. Esta base de datos tiene un

total de 201,601 secuencias, y 50,407,260 residuos.
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2. Analisis bioinformaticos

Alineamientos multiples. Se llevaron a cabo alineamientos multiples de las
secuencias que conforman a cada una de las familias de dominios obtenidas de
ProDom. Para ello se emple6 MAFTT v.7.205, que utiliza un método basado en
similitud para realizar de manera precisa y veloz alineamientos multiples de un gran
numero de secuencias (Katoh & Standley, 2013). Se empled un alineamiento local
con mil iteraciones, usando la matriz BLOSUMS62, que esta establecida por default

para secuencias de aminoacidos.
$ mafft --localpair --maxiterate 1000 --reorder fasta_file

Formacion de perfiles. Para realizar una busqueda de homodlogos distantes con una
mayor sensibilidad y que permita la deteccion de dominios poco conservados se
crearon perfiles de cada una de las familias de dominios proteinicos a partir de los
alineamientos multiples anteriormente realizados, empleando la herramienta
hmmbuild de HMMER 3.1b1 con los parametros de default recomendados. Estos
perfiles son modelos estadisticos de alineamientos multiples, los cuales capturan la
informacion de las posiciones especificas sobre qué tan conservada es cada columna
del alineamiento (Eddy, 2015 ), proveyendo de un peso numérico para cada match o

mismatch posible entre el residuo de una secuencia y la posicion de un perfil (Sigrist

et al., 2002).

Busqueda de perfiles en proteomas virales. Para llevar a cabo la busqueda de los
6,469 perfiles en los proteomas virales, se empled la herramienta hmmsearch de
HMMER 3.1b1 utilizando los parametros de default, y tinicamente cambiando el
valor de expectacion (E-value) de <=10 a <= 0.1, a partir del cual se reportan las

secuencias encontradas.

$ hmmsearch -E 0.1 profile.hmm proteomes_database

Para considerar un match como significativo se empleo el valor de expectacion.
Este es un valor estadistico que refleja la distancia evolutiva entre dos secuencias
alineadas, y estd considerado de mayor utilidad para inferir homologia que el
porcentaje de similitud comUnmente empleado (Pearson, 2013). El valor de
expectacion reporta el nimero de veces que un score ocurriria por azar, por lo que

entre mas cerca esté el valor de cero éste serd mejor. El valor depende del tamaio de
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la base de datos, por lo que se considera que seria mas sencillo detectar homologos

distantes en una base de datos pequena (<100,000 — 500,000) (Pearson, 2013).

El valor de bit-score obtenido también esta incluido en los resultados. Este valor
representa el tamafio requerido de una base de datos en la cual un match en particular
podria ser encontrado por suerte, por lo que entre mas grande sea el valor, éste sera

mas significativo (Pearson, 2013).

Debido a que se usaron busquedas con perfiles proteina:proteina (las cuales
presentan valores estadisticos mas precisos y sensibles que las de DNA:DNA), que
aumentan el grado de resolucion en la busqueda de homoélogos distantes, se puede
considerar que un E-value < 0.001 es significativo, mientras que para un E-value de 0.
001- 0.01 se puede sospechar de una relacion evolutiva. En el caso de los valores de

bit-score alrededor o mayor de 50 puede considerarse significativo (Pearson, 2013).

3. Curacion de datos y catdlogo de dominios de union a RNA virales

Base de datos. Se agreg6 informacion descriptiva a las familias de dominios que al
menos obtuvieron un match dentro de los pardmetros establecidos en los proteomas
virales. Para éste fin se utilizd la funcion “Retrieve/ID mapping” disponible en

UniProt (https://www.uniprot.org/), donde se introdujeron los identificadores de

secuencia que conforman a cada familia de dominios para recuperar anotaciones de
las principales categorias de The Gene Ontology Consortium (GO): 1) Biological
process, 2) Molecular function, y 3) Cellular component. Ademads, se obtuvieron los
grupos taxondmicos superiores, Phylum y Clase, a los que pertenecen las secuencias,
asi como el identificador de estructuras terciaria de la base de datos PDB si éste
existia. Las familias de dominios que no presentaron anotacion alguna de GO y las
que presentaron anotaciones muy vagas o especificas de uniéon a DNA fueron

excluidas.

Después se eliminaron las redundancias en las anotaciones de GO, para asi obtener
un solo representante de cada anotacidon asociada a las familias. Lo mismo se hizo en

el caso de las columnas que contienen los datos taxonémicos.

Por tanto, la base de datos final se conform6 por el identificador de ProDom para
cada familia, el nimero de secuencias que conforman la familia, la longitud maxima

de las secuencias, la proteina mas frecuente, anotaciones asociadas a GO, el dominio
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celular, Phyla y Clase al que pertenecen las secuencias y, por ultimo, el identificador
de estructuras terciarias de PDB. En el caso de secuencias virales, se reporto el tipo de
genoma, asi como la clasificacion taxondmica a nivel de Familia u Orden viral

dependiendo de la informacion disponible.

Catalogo de dominios de union a RNA virales. El catdlogo de dominios de union a
RNA esta conformado por todos los match encontrados en los proteomas virales. Se
reportaron los valores estadisticos de E-value y bit-score obtenidos de los archivos de
salida de hmmsearch, asi como los identificadores de cada secuencia viral encontrada,
su descripcion, el nombre de la proteina y el nombre del virus al que pertenecen. El
nombre de los virus se utilizd para realizar una blisqueda en la base de datos Virus-

Host DB (https://www.genome.jp/virushostdb/) (Mihara et al., 2016) con la intencion

de obtener informacién sobre el grupo viral de acuerdo a la clasificacion de Baltimore
(Baltimore, 1971), al que pertenece cada virus, su clasificacion taxonémica a nivel de
Familia u Orden en el caso de que la familia no esté determinada, asi como el
desglose taxonomico de los hospederos que infecta. Por ultimo, se asociaron las
secuencias encontradas con alguna funcién de Clusters of Orthologous Groups
(COQG) (tabla 3) a partir de la informacién disponible en UniProt, en donde se
consideraron descripciones, anotaciones GO, dominios proteinicos y estructuras

asociadas.

Las secuencias encontradas en los proteomas virales tras la busqueda con los
perfiles fueron extraidas para emplearlas en otros analisis, siempre y cuando éstas
tuvieran valores estadisticos significativos. De éste conjunto de secuencias se obtuvo

la longitud maxima, la cual también fue agregada en la informacion del catalogo.

A manera de resumen, el catdlogo contiene en primer lugar el identificador de
ProDom para cada familia, para relacionar la base de datos final y los resultados
obtenidos agrupando los resultados encontrados en relacion con cada familia de
dominios. Ademas, el catdlogo estd conformado por la longitud méxima del grupo de
secuencias encontradas, los valores estadisticos E-value, bitscore y las desviaciones
de los bitscore (bias) para cada match, el identificador de cada secuencia, su
descripcion, nombre de la proteina, nombre del virus al que pertenece, funcion COG
asignada, e informacion asignada de UniProt, principalmente la relacionada a

dominios o funcion. Por ultimo, también contiene la informacién de la clasificacion
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de cada virus tanto a nivel de la clasificacion de Baltimore como a nivel taxondomico

de Familia, y la informacion taxondmica de sus hospederos celulares.

Tabla 3 . Clasificaciones funcionales de Clusters of Orthologous Groups (COG) agrupados por
categorias generales. * Categorias adicionadas para éste trabajo con el fin de clasificar secuencias con
funciones virales o funciones dificiles de definir.

Information Storage and

Processing

[A] RNA processing and

modification

[B] Chromatin structure

and dynamics

[J] Translation, ribosomal
structure and biogenesis

[K] Transcription

[L] Replication,
recombination and repair
*[X] Information

processing

Cellular Processes and

Signaling

[D] Cell cycle control,
cell division,
chromosome
partitioning

[M] Cell
Wall/membrane/envelo
pe biogenesis

[N] Cell motility

[O] Posttranscriptional
modification, protein
turnover, chaperones
[T] Signal transduction
mechanisms

[U] Intracellular
trafficking, secretion,
and vesicular transport
[V] Defense
mechanisms

[W] Extracellular

structures

[Y] Nuclear structure

[Z] Cytoskeleton

Metabolism

[C] Energy production

and conversion

[E] Amino acid transport

and metabolism

[F] Nucleotide transport
and metabolism
[G] Carbohydrate

transport and metabolism

[H] Coenzyme transport
and metabolism
[1] Lipid transport and

metabolism

[P] Inorganic ion
transport and metabolism
[Q] Secondary
metabolites biosynthesis,

transport and catabolism

Poorly

Characterized

[R] General
function

prediction only

[S] Function

unknown

*Viral Processes

*[Ve]
Capside/membrane

structure

*[Vp] Viral

pathogenesis

*[VY] Viral
polyprotein
*[VX] Viral

Processes

4. Analisis de secuencias virales

Alineamientos multiples con familias celulares. Las secuencias virales obtenidas

fueron agregadas a los alineamientos multiples preexistentes de las familias de

dominios por cuyo perfil fueron encontradas. Se emple6 MAFTT v.7.205 con las

mismas condiciones utilizadas anteriormente en las secuencias de las familias de

ProDom.
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$ mafft --localpair --maxiterate 1000 --add secuencias_virales.fasta alineamientos

Prediccion de sitios de union a RNA. Se emple6 el predictor de sitios de uniéon a
RNA en proteinas RNABindRplus, el cual realiza la prediccion a partir de la
combinacion de dos metodologias distintas, una basada en homologia de secuencias
(HomPRID) haciendo busquedas con BLAST en una base de datos de secuencias de
proteinas de unién a RNA descritas experimentalmente (PRIDB, Protein-RNA
Interface Database), y la otra metodologia basada en aprendizaje automatizado, el
cual utiliza un clasificador de Support Vector Machine (SUM) entrenado en una base
de datos de 198 proteinas de union a RNA conocidas (Walia et al., 2014). Este
software estd disponible en la pagina web del Artificial Intelligence Research
Laboratory de la Universidad de Pensilvania

(http://ailabl.ist.psu.edu/RNABindRPIlus/). Para el empleo de RNABindRplus fue

necesario eliminar los gaps de las secuencias a analizar. Por otro lado, el software
solamente permite el andlisis de cierto nimero de secuencias por vez, por lo que se
determind eliminar la redundancia de los grupos de secuencias virales obtenidas
utilizando el software CD-HIT v. 4.6, herramienta que permite agrupar secuencias a
distintos niveles de identidad (Li et al., 2001) a partir de un filtro de palabras cortas
(Li & Godzik, 2006). Se empled un valor limite de identidad de secuencia de 50% con
un filtro de palabra de 3 como es recomendado para el valor de identidad

seleccionado.
$ cdhit -i secuencias.fasta -o output -c 0.5 -n 3

Prediccion de estructura secundaria. Se llevaron a cabo andlisis de prediccion de
estructura secundaria empleando el servidor JPred4

(http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/), el cual utiliza el algoritmo JNet, uno de

los métodos mas precisos para éste fin. Ademas, éste servidor hace predicciones de
accesibilidad del solvente y de regiones coiled-coil (Drozdetskiy et al, 2015). Para el
andlisis se utilizaron los alineamientos multiples anteriormente realizados de
secuencias virales con las secuencias de las familias de dominios de la base de datos,
ya que esto permite una mejora en la precision de la prediccion (Cuff & Barton, 1999).
Cuando fue necesario se colocd la secuencia mas larga en la parte superior del
alineamiento con el fin de que el analisis cubriera el total de posiciones en el
alineamiento, o al menos la mayor parte, debido a que el servidor toma la primera
secuencia de los alineamientos como referencia para generar la prediccion de

estructura secundaria.
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» Alineamientos muliltiples de secuencias de familias ProDom
(MAFFT)

* Perfiles HMMER

* Busqueda con perfiles en Proteomas virales (E-value <= 0.001y
0. 001- 0.01)

. I(l:)u'r:zll)céén de base de datos: 1) GO, 2) Origen de las secuencas,

* « Creacién de catalogo de dominios de unién a RNA en virus.
* Curacién del catalogo

» Andlisis de secuencias virales: 1) Prediccién de unién a RNA, 2)
- Conservacién de secuencia, 3) Prediccion de estructura secundaria

Figura 8. Analisis y procesamiento de datos. Se muestran de forma general, el orden seguido en los
principales puntos realizados en la metodologia para el analisis de los datos.

IV. RESULTADOS

Las familias de dominios de unién a RNA obtenidas de ProDom pertenecen a
proteinas de los tres dominios celulares y de virus. En su gran mayoria las familias
son de organismos del dominio Eukarya (~87.5%), mientras que los demas dominios
representan menos del 10% (Bacteria ~5.5%; Archaea ~0.7%). Las familias de RBD
pertenecientes a virus son 72 (~1.1%). Las 360 familias restantes pertenecen al menos

a dos de los cuatro grupos mencionados anteriormente (figura 9).

Como resultado de la busqueda de los 6,469 perfiles de familias de dominios
proteinicos de union a RNA en los proteomas virales se obtuvieron 1,360 perfiles que
presentaron al menos un match. Una vez revisados y curados los resultados, el
numero final de familias de dominios proteinicos de unién a RNA que conformaron la

base de datos fue de 438.
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Eucarionte Virus

Bacteria

Figura 9. Numero de familias de dominios proteinicos con funcion de union a RNA distribuidas segiin

su pertenencia a los Dominios celulares o virus.

1. Curacion de base de datos

Los resultados de estos 1,360 perfiles se revisaron manualmente para confirmar
que presentaran valores estadisticos significativos o cercanamente significativos (£-
value < 0.001 6 0.001-0.01). Una vez realizada la revision se redujo el nliimero de
perfiles con Aits significativos a 500, mismos que conformaron una primer etapa de la
base de datos final. Se realizé luego una curacion en la que fueron eliminadas 35
familias de dominios: dos de ellas debido a que las secuencias que las conformaban
han sido eliminadas en las bases de datos; 32 mas, debido a que no presentan ninguna
anotacion GO, por lo que no fueron consideradas como datos fiables. Estas ultimas
familias, en su mayoria, pertenecen a organismos eucariontes y unas pocas a bacterias
(cuatro familias) y virus (tres familias). También se descartd una familia adicional que
obtuvo como resultado un solo hit en una secuencia de origen bacteriano,
probablemente debido a un error de anotaciéon en la base de datos de proteomas
virales. Por ultimo, se removieron 27 familias mds que no presentaron anotaciones
relacionadas con union a RNA o nucledtidos, incluyendo familias relacionadas
especificamente a unibn a DNA o con anotaciones escasas que no permitian
relacionarlas con una actividad de interés para éste trabajo. Asi, la base de datos final
tuvo un numero total de 438 familias de dominios de proteinas de unién a RNA

(figura 10).”

1 Esta figura se realizé con la herramienta Calculate and Draw custom Venn diagrams del servidor web
Bioinformatics & Evolutionary Genomics (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).

2 por el momento la base de datos curada se encuentra disponible en el Laboratorio de Origen de la Vida de
la Facultad de Ciencias, UNAM. En un futuro cercano estara disponible en un sitio web para su consulta.
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De éste total de 438 familias, tres pertenecen exclusivamente al dominio Archaea,
30 a bacterias, 290 a eucariontes, y 69 a virus; las demds familias contienen
secuencias de distintos dominios y/o virus, teniendo casi todas las combinaciones
posibles: Archaea-Bacteria (5 familias), Archaea-Eukaryota (3), Bacteria-Eukaryota
(26), Bacteria-Virus (7), Eukaryota-Virus (8), Bacteria-Eukaryota-Virus (1) (figura
11). En particular, las secuencias de estas familias pertenecen a 27 Phyla distintos de
bacterias y 51 Clases taxondmicas; cinco Phyla y nueve Clases de archeas; asi como
28 Phyla y 58 Clases de eucariontes (apéndice 1.1). Debido al tipo de informacion
arrojada por UniProt para el caso de virus, estos fueron agrupados por su tipo de
genoma en lugar de Phyla, y en familias virales en lugar de la Clase taxondmica

(apéndice 1.2).

# Perfiles con al menos
15360 1 match

# Perfiles con match
m— 500 significativos
| # Familias con
438 secuencias bien
anotadas
# FINAL

Figura 10. Proceso de curacion de base de datos, en donde los numeros indican el nimero de perfiles
de proteinas de las familias de dominios de unién a RNA. El primer valor incluye todos aquellos
perfiles con al menos un match en la basqueda (E-value = 0.1). El valor significativo de E-value fue de
< 0.01, aunque también se incluyeron valores cercanos a éste umbral (<0.01).

Phyla: 5 Tipo: 5
Clase: 9 Familia: 16
Phyla: 27 Phyla: 28
Clase: 51 Clase: 58

Figura 11. Distribucion de las familias de proteinas de union a RNA incluidas en la base de datos final,
segun la pertenencia de sus secuencias a los Dominios celulares o virus (Diagrama de Venn®), asi como
el nimero de Phyla y Clases para cada grupo en el diagrama.

3 El diagrama de Venn en esta figura fue realizado, al igual que el presentado en la figura 4, con el servidor
web Bioinformatics & Evolutionary Genomics.
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Anotaciones GO. Respecto a las anotaciones obtenidas de The Gene Ontology
Consortium, éstas fueron revisadas para clasificarlas en categorias generales a las que
pertenecen, lo que permiti6 observar, a grandes rasgos, como estan agrupadas. Para el
caso de las anotacion de Cellular component se encontraron 219 anotaciones distintas
que se agrupan en dos grandes campos: componentes intracelulares y extracelulares;
para éste ultimo sélo se tienen unas cuantas anotaciones relacionadas a proyecciones
celulares, uniones celulares, y procesos extracelulares de membrana como la sinapsis.
Para el caso de los componentes intracelulares, estos pueden reagruparse en organelos
celulares, complejos cataliticos, virion, y célula del hospedero, misma que se
subdivide en organelos. El mayor niimero de anotaciones pertenece a componentes
del ntcleo, complejos proteinicos y ribonucleoproteinas del citoplasma, y Ila

mitocondria. Todos estos generalmente relacionados a procesos con RNA (figura 12a).

Para el caso de las anotaciones de Molecular function se obtuvieron 236
anotaciones distintas, las cuales fueron agrupadas principalmente en: /) Funciones de
union a proteinas, a iones, y mayoritariamente a acidos nucleicos; 2) funcion de
actividad catalitica, en general actividades enzimaticas de modificacion de

nucleotidos; 3) transporte; y 4) transduccion de senales (figura 12b).

Por ultimo, las anotaciones para Biological process fueron las més abundantes con
655 anotaciones distintas, siendo los principales grupos: /) Procesos celulares, que
incluye crecimiento, muerte y proliferacion celular, entre otros; 2) sefalizacion,
basicamente procesos de transduccion de sefiales; 3) localizacion, en donde se hallan
procesos de transporte, localizacion de organelos y de macromoléculas,
principalmente proteinas y RNA ; 4) procesos virales; 5) procesos de desarrollo, como
desarrollo embrionario, de tejidos y sistemas, asi como ciclo celular y diferenciacion
celular; y 6) procesos metabolicos, principalmente expresion genética, asi como
metabolismo del RNA y DNA, proteinas y compuestos organicos, entre otros (figura

12¢).

2. Catdlogo de dominios de unién a RNA virales®

El namero de Aits que obtuvimos en los proteomas virales fue de 3,956 en total, de

los cuales 2,995 (75.7%) presentan un E-value significativo (< 0.001), mientras que

4 E| catalogo completo de dominios de unién a RNA virales se encuentra disponible de manera temporal en
el Laboratorio de Origen de la Vida de la Facultad de Ciencias, UNAM. En un futuro cercano estara
disponible en un sitio web para su consulta.
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961 (24.3%) estan en el rango de < 0. 001- 0.01 (figura 13), por lo que se pueden

considerar con una posible relacion evolutiva (Pearson, 2013).

Las familias de dominios de uniéon a RNA con origen eucarionte fueron las que
mayor numero de hits obtuvieron (2,009 hits), seguidas por las de origen viral (813) y
bacteriano (462). Las otras familias obtuvieron un numero de Aits muy inferior,
siendo las origen Archaea, Archaea-Bacteria y Archaea-Eukaryota las que

presentaron los nimeros mas bajos (tabla 4, figura 14).

Diversidad viral. Los hits obtenidos fueron asociados a grupos virales segun la
clasificacion de Baltimore. Un total de 3,951 hits pudieron ser asociados, teniendo
una distribucion que cubre el total de categorias (siete), siendo el grupo predominante
el de los virus de DNA de doble cadena (dsDNA) (grupo I de Baltimore) y como
grupo menos representado el de los virus de DNA de cadena sencilla (ssDNA) (grupo
IT) (tabla 5). Las familias virales a las que pertenecen estos mismos hits fueron 22
para el caso de virus de dsDNA, siendo Myoviridae la més recurrente; dos y tres
familias para los virus de ssDNA y de RNA de doble cadena (dsRNA) (grupo III);
siete para los virus de RNA de cadena sencilla (ssRNA), tanto de polaridad positiva
como negativa (grupos IV y V), destacaindose Coronaviridae y Arenaviridae. En el
caso de los retrovirus, dos familias para los de dsDNA (grupo VII de Baltimore) y
solo una para retrovirus sSRNA (grupo VI) (apéndice 2). Asimismo, el total de
variedades virales distintas por las que estd conformado éste catdlogo es de 931. La
forma en que estan asociados estos grupos encontrados con las familias de dominios
de la base de datos se puede observar en la figura 15, en donde, tanto la mayor
diversidad viral como la cantidad de resultados estdn asociados a familias de
dominios de origen eucariontes, virales o bacterianas principalmente. En esta misma
figura se destacan las familias de virus de dsDNA Poxviridae, Mimiviridae y
Myoviridae, asi como las de retrovirus Reoviridae (ssRNA) y Caulimoviridae

(dsDNA).
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component. b Molecular function. ¢. Biological process
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Figura 13. Distribucion de frecuencias de valores de E-value categorizados en grupos de 0.0005.

Tabla 4. Numero total y porcentaje de hits obtenidos en la busqueda de perfiles en proteomas virales.
Los hits se agrupan segun el origen de las familias cuyos perfiles los obtuvieron (A: Archaea; B:

Bacteria; E: Eukaryota; V: Virus).

Numero y porcentaje de hits hallados por
perfiles de familias de RDB segiin su origen

A
AB
AE
B
BE
BV
E
EV
A\
BEV
TOTAL

5

2

8
462
79
184
2009
219
813
175
3956

0.12 %
0.05 %
0.2 %
11.67 %
1.99 %
4.65 %
50.78 %
553 %
20.55 %
4.42 %

704 Q)
60
50
<40
2
30
20

10

o -, LI | n L L L B | | | ‘
RACRS G Y KA G Y
Familias de dominios| |Hits en proteomas virales

por grupo bioldgico por grupo bioldgico

b)

Figura 14. a) Porcentajes de las familias de dominios de union a RNA (438) de acuerdo a la pertenencia de sus
secuencias a grupos biologicos ( A = Archaea; B: Bacteria; E: Eukaryota; V: Virus). b) Porcentaje de los hits encontrados
en los proteomas virales de acuerdo a los grupos bioldgicos al que pertenecen los perfiles que les encontraron (total =

3,956 hits).
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Tabla 5. Numero de hits asociados a alguno de los siete grupos virales de Baltimore

Nimero de hits asociados a grupos virales de Baltimore

dsDNA 2564
ssDNA 3
dsRNA 15
ssRNA (+) 105
sSRNA (-) 550
Retrovirus dsDNA 399
Retrovirus ssSRNA 315
TOTAL 3951

El nimero de perfiles de familias de dominios a partir de las cuales se logrd
obtener secuencias virales fue de 429, los restantes, pese a obtener valores
significativos en la buisqueda, no presentaron secuencias particulares con valores
significativos, por lo que no fueron recopiladas. El total de secuencias obtenidas de

los proteomas virales fue de 3,749.

Longitudes mdximas de secuencia. En relacion con las longitudes maximas de las
secuencias de las familias de dominios y las secuencias virales encontradas se puede
observar una reduccion generalizada, con excepcion de las secuencias pertenecientes
a familias virales (tabla 6 y figura 16). El promedio de la longitud méaxima de las
secuencias virales se mantiene dentro del rango de longitud para lo establecido en la
definiciéon de dominio en proteinas (Traut, 2014), aunque en el caso de las secuencias
halladas por perfiles de familias de origen Archaea-Bacteria y Archaea-Eukaryota,

¢éste promedio se encuentra cerca del limite inferior (tabla 6).

En el caso de las longitudes méximas de las secuencias de las familias de la base
de datos, los valores minimos son de 20 aminoécidos, menos en el caso particular de
la familia con origen Bacteria-Eukaryota-Virus. Los valores maximos igualmente
presentan valores no muy variables entre si (71-440 aminoacidos), con excepcion de
la secuencia viral de 769 aminoacidos que se aleja de la distribucién de las demas

secuencias tanto virales como celulares (tabla 6 y figura 16).
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Figura 15. Heatmap que muestra la distribucion de los hits encontrados en los proteomas virales,
organizados en familias virales (lineas), y relacionado a familias de dominios agrupadas por grupos
bioldgicos (columnas) a los que sus secuencias pertenecen.

En el caso de las secuencias virales obtenidas, de manera general, estas presentan
una reduccion en el nimero de aminoacidos, con varios casos de secuencias con
valores minimos debajo de 20 aminodcidos. Pese a ello, los promedios, valores
maximos y medias, permiten ver que en su mayoria las longitudes de las secuencias se
mantiene dentro o cerca de los rangos normales de la definicion de un dominio

proteinico (tabla 6).
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Tabla 6. Valores relativos a las longitudes maximas de las secuencia de las familias proteinicas
agrupados por Dominio celular y virus a los cuales sus secuencias pertenecen (A: Archaea; B: Bacteria;
E: Eukaryota; V: Virus), asi como los hits encontrados en los proteomas virales por estas mismas
familias de dominios.

A AB AE B BE BV E EV \Y BEV
Long. maxima de secuencias de Familias en catilogo
Min. 49 71 25 20 22 27 20 33 20 132
Media 129 71 48 69.5 65 72 67 64.5 141 132
Max. 167 71 99 205 440 116 410 323 769 132
Promedio 115 71 57.33  83.63 875 72 86.57 100.9 175 132
Long. maxima de secuencias virales obtenidas
Min. 22 38 12 15 17 26 9 33 20 88
Media 42 38 33 48 33.5 72 37 61 131 88
Max. 124 38 34 183 182 109 265 290 790 88
Promedio  62.6 38 26.3 58.24 46.2 70.8 4375 9225 1753 88
a) b)
BEV- |
W —-—T= . BEvp |
N VT
e{ e —— = e
e E o8 © .
sv{ HIH BV:I HIh
Bed{ HT ] | BE{Hl—
B{ H[}—— B{H}——
AE{ H— AEH
AB/ | AB{ |
A{ —H Al H—
° ,\@. ,196 ,‘,QQ. @6 & @6 ,\@. %@. Q '\QQ. (190 Q,QQ. D‘QQ %QQ. Q)QQ. ,\QQ. ‘bQQ.

Aminoacidos Aminoacidos

Figura 16. Diagramas de caja con maximos y minimos de 2.5% y 97.5%. a) Se muestra las diferencias
entre las longitudes maximas de las secuencias de las familias de dominios que conforman la base de
datos, agrupadas segun el origen de sus secuencias (A: Archaea; B: Bacteria; E: Eukaryota; V: Virus).
b) Se pueden observar la variacion y diferencia de las longitudes méximas de las secuencias de los hits
encontrados en los proteomas virales en relacion a la familia de dominios proteinicos a partir de cuyo
perfil fueron encontradas.

Distribucion de los hospederos celulares. En éste estudio se recopild la
informacion taxondmica de los hospederos empleando la base de datos Virus-Host
DB. De manera general, se tuvieron 28 hospederos pertenecientes al dominio Archaea,
1055 a Bacteria y 2873 de Eukaryota. La distribucion de estos hospederos en relacion
con el grupo y familia viral puede verse en la figura 17, en la cual se muestra que los
virus de dsDNA presentan la mayor diversidad de hospederos, mientras que los virus
de los demds grupos virales de la clasificacion de Baltimore parasitan en su gran
mayoria a eucariontes, salvo los virus de las familias Inoviridae (grupo II) y

Cystoviridae (grupo III) que tienen como hospederos células bacterianas.
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NCLDV

Acerca de la diversidad encontrada en los hospederos celulares, los pertenecientes
al dominio Archaea estan clasificados en los taxa Crenarcheota y Euryarcheota; los
taxa que conforman los hospederos del Dominio Bacteria son Actinobacteria,
Bacterioidetes, Cyanobacteria, Deinococci, Firmicutes, Proteobacterias y Tenericutes,
siendo el mas recurrente Proteobacterias (574) seguido de Cyanobacterias (204) y
Firmicutes (188) (apéndice 3.1). Los hospederos Eukaryota pertenecen a diversos
grupos: Bicosoecida, Ascomycota, Isochrysidales, Longamoebia, Metazoa,
Pelagophyceae, Phaeophyceae y Viridiplantae, siendo Metazoa el mas comun con

1839 ocurrencias, de las cuales 1073 pertenecen a mamiferos (apéndice 3.2 y 3.3).

Familias virus dsDNA Familias Grupos Baltimore Il - VII
dsDNART|  Aeovse-| ]
Cakmovindae - |
sSRNA-RT| B —}
-
Pra - -
O™ e ]
Dominio_hospede ’ S
ino_ » Arenavirdae - Dominio_hospedero
IArcraca airidan «
S Bactena
Bacteria Togavindae - E
| - —] Eukaryota
‘Eulavyo‘.a N
Ane e
SSRNA H20vingdae - |
sSONA - I
% %

Figura 17. Distribucion en porcentaje de los hospederos segiin su Dominio celular agrupados por el
grupo de Baltimore y la familia viral que los parasita

Otra manera de ver la distribucion de estos hospederos es relacionando el origen
taxonoémico de las familias de dominios de uniéon a RNA de la base de datos y el
hospedero celular del virus cuya secuencia fue encontrada por estas mismas familias

de dominios, para asi observar si existe una relacion entre estos datos. De esta manera,
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se puede ver una coincidencia general en donde familias de dominios de origen
bacteriano estdn presentes en proteinas de virus que predominantemente parasitan
bacterias, lo mismo puede decirse para el caso de eucariontes, y también parcialmente
para el de arqueas, en donde las pocas familias de dominios de origen arquea se
encuentran en proteinas de virus que parasitan principalmente arqueas, pero también

bacterias y eucariontes (figura 18).

BEV
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AB | AE B BE | BV E EV V_ | BEV
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381 | 44 | 152 | 204 | 1.3 2 163
0 6 75 34 32 |1789| 115 | 811 | 10
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B Bacteria

[N ENE RS
o

Eukaryota

Figura 18. Distribucion en porcentaje de hospederos segiin su Dominios celulares, cuyo parasito viral
presento en sus proteinas secuencias homologas a las familias de dominios de union a RNA, las cuales
estan agrupadas segun su origen taxonémico en el eje vertical.

Funciones COG. La asignacion de funciones COG a las proteinas del catdlogo se
realiz6 a partir de la informacién disponible en la base de datos UniProt, tomando en
cuenta informacion GO cuando estaba disponible, estructuras asociadas, pero
principalmente los dominios proteinicos detectados en las secuencias. Durante el
proceso de asignacion de funciones COG se decidid adicionar nuevas funciones
relacionadas con los procesos exclusivamente virales como patogenicidad, estructuras
de cépside, poliproteinas que presentan principalmente funciones de replicacion y
estructura, asi como proteinas multifuncionales que estdn implicadas en diversos

procesos, como replicacion, transcripcion o inmunoevasion, entre otros. También se
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agreg6 una funcion general “[X]” para proteinas que estan implicadas en mas de una
funcién del procesamiento de la informacion (tabla 3). Con esto se busco evitar
sesgos de las anotaciones y descripciones originales de las secuencias, las cuales en
muchas ocasiones carecian de informacion o no coincidian con la informacion

actualizada arrojada por UniProt.

Se report6 al menos una funcion de cada una de las cinco categorias generales de
los COG que se emplearon. Del total de funciones existentes (incluyendo las
adicionadas para éste trabajo), 18 fueron asignadas, siendo las mas recurrentes las de
la categoria “Pobremente caracterizadas”, y particularmente las de funcién general;
otras funciones recurrentes fueron las de la categoria ‘“Almacenamiento Yy
procesamiento de la informacién” y “Procesos virales”, asi como la funcion [P]
inorganic ion transport and metabolism, que es la Unica funciéon empleada de la
categoria “Metabolismo”. De igual manera, varias funciones COG de la categoria
“Procesos y sefializacion celular” fueron asignadas, pero con una menor frecuencia

(figura 19A, 19B).

Las proteinas asignadas con la funcion [R] General function prediction only, que
ocupan mas del 20% de las asignaciones, fueron aquellas cuya informaciéon no era
suficiente para relacionarla con un proceso especifico; sin embargo, contienen
informacion para asociarlas a ciertos procesos o estructuras, mismos que pueden
agruparse de manera general en: /) unién a nucleétidos, 2) dedos de zinc, 3) unién a
ATP, 4) modificacion de nucledtidos e 5) interaccion entre proteinas (figura 19C). De
éstas, la gran mayoria (684) estan asociadas con interaccion de proteinas, siendo los
dominios mds comunes los de las repeticiones de ankyrinas, repeticiones WDA40,
repeticiones ricas en leucina, repeticiones FNIP y repeticiones F-box, que usualmente

estan asociadas a las repeticiones FNIP.

En el caso de las proteinas con asignacion [P] inorganic ion transport and
metabolism, éstas son las Uinicas dentro de la clasificacion general de “Metabolismo”,
y en todas las ocasiones se trata de la misma proteina: Phosphate starvation-inducible
protein PhoH, la cual es parte del regulon de fosfato, una via metabolica tipica de

bacterias (Santos-Beneit, 2015).
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Figura 19. Frecuencia de funciones COG (tabla 3) asignadas a las proteinas virales que conforman el
catdlogo. A. Frecuencia en porcentaje del total las funciones asignadas. B. Conteo de funciones
asignadas segun su clasificacion general de funciones COG. C. Conteo de las estructuras y funciones

que conforman la funcion COG [R] General function predicton only.
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Distribucion de funciones COG en grupos virales. La manera en que las funciones
COG se distribuyen en relacion con los grupos virales segiin su tipo de genoma es
dispar. El grupo de virus con genoma dsDNA (grupo I de Baltimore) es el que
contiene la mayor diversidad de funciones, teniendo representantes de todas las
categorias generales; en su gran mayoria son proteinas pobremente caracterizadas,
seguido de proteinas relacionadas con metabolismo (proteinas phoH), exclusivamente
de transporte y metabolismo de fosfato, y con nimeros similares aparecen las
funciones relacionadas al procesamiento de la informacion. Para el caso de los virus
con genoma ssDNA y dsRNA (grupos II y III de Baltimore), estos aparecen en
cantidades muy reducidas; sin embargo, éstas pocas proteinas incluidas se asociaron a
funciones de procesamiento de la informacioén, asi como a funciones poco
caracterizadas y exclusivas de procesos virales. Algo similar se muestra para los virus
de ssRNA, tanto positivos como negativos, en donde predominan las funciones de
procesos virales. En cuanto a los retrovirus, tanto los del grupo VI y VII, presentan
mayoritariamente funciones de procesamiento de la informacion y de procesos virales,
con la peculiaridad de que los retrovirus de ssRNA, en su mayoria, presenta funciones
de procesos virales, mientras que en los retrovirus de dsDNA se da lo contrario,
teniendo como funciones predominantes las del procesamiento de la informacion
(figura 20). Unicamente cinco secuencias no pudieron ser asociadas a un grupo viral

de Baltimore debido a la falta de informacién en distintas bases de datos.

Estos mismos datos muestran interesantes patrones una vez analizados al nivel de
las familias virales. Las familias que conforman a los virus de dsDNA pueden ser
agrupadas en virus que parasitan arqueas, bacteridfagos, virus de animales, y por
ultimo el de los virus gigantes. El grupo de virus de arqueas conformado por las
familias Ampullaviridae, Bicaudaviridae, Fuselloviridae y Lipothrixviridae, es el que
presenta menor numero de datos, mismos que se agrupan entre los poco
caracterizados y los de almacenamiento y procesamiento de la informacion. Por su
parte, el grupo de bacteriofagos (Orden Caudovirales y famlias Myoviridae,
Siphoviridae y Podoviridae) es el que presenta mayores frecuencias y una amplia
diversidad de funciones, destacando la metabolica [P], la de procesamiento del RNA
[A], las relacionadas a replicacion, recombinacion y reparacion [L], asi como las poco
caracterizadas. El siguiente grupo, el que conforman los virus que parasitan animales,

puede ser subdividido en virus que afectan vertebrados (A/loherpesviridae,
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Figura 20. Distribucion de funciones COG en relacion a los grupos virales de Baltimore que conforman
el catalogo de dominios de union a RNA en virus. A. Conteo de secuencias con funciéon COG asociada
y organizadas por grupos virales de Baltimore. B. Porcentaje de funciones COG que conforman el total
para cada uno de los grupos de Baltimore.

Herpesviridae, 'y Adenoviridae) 'y virus que infectan invertebrados
(Malacoherpesviridae, Baculoviridae, Hystrosaviridae, y Nudiviridae). Este grupo de
virus de animales concentra sus funciones en los procesos virales, funciones poco
caracterizadas y algunos del almacenamiento y procesamiento de la informacion; un
caso que destaca es la alta frecuencia en la funcion de modificaciones
postranscripcionales y chaperonas [O] en la familia Baculoviridae. Por ultimo, los

virus  gigantes  (Ascoviridae, Iridoviridae, Marseilleviridae, —Mimiviridae,
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Phycodnaviridae y Poxviridae) presentan una gran cantidad de proteinas poco
caracterizadas, pero también cuentan con una amplia diversidad de funciones dentro

de las distintas clasificaciones generales COG (figura 21).
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Figura 21. Heatmap que muestra la frecuencia y distribucion de las funciones COG asignadas en
relacion con las familias virales del grupo I de Baltimore que conforman el catdlogo. La escala ha sido
normalizada con log10 para mejorar la visualizacion y comparacion de los datos.

En las Familias que conforman los grupos de Baltimore del II al VII la gran
mayoria de las funciones estdn asociadas a los distintos procesos virales,
principalmente a estructuras de capside y membrana [Vc]. Como excepcion, los virus
del grupo II con genoma de DNA de cadena simple (/noviridae y Circoviridae) s6lo
presentan funciones relacionadas a replicacion, recombinacion y reparacion [L]. De
forma general, estas familias s6lo contienen funciones que pertenecen a las
clasificaciones generales de “Proceso viral”, “Almacenamiento y procesamiento de la
informacion” y “Pobremente caracterizadas”. Sobresale el hecho de que los virus de
cadena simple de RNA (grupo IV y V) presentan casi exclusivamente funciones
asociadas a los procesos virales. Por su parte, los retrovirus (grupos VI y VII), ademas

de funciones asociadas a procesos virales, presentan una alta frecuencia en la funcion
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de replicacidon, recombinacion y reparacion [L], que principalmente incluye

retrotranscriptasas (figura 22).
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Figura 22. Heatmap donde se observa la frecuencia y distribucion de las funciones COG asignadas
en relacion con las familias virales de los grupos II-VII de Baltimore que conforman el catalogo. La

escala ha sido normalizada con log10 para mejorar la visualizacion y comparacion de los datos.

Para visualizar estos mismos datos a una escala mas fina, se graficd la distribucion
de las funciones COG, pero unicamente para los virus que infectan a los grupos mas
abundantes de hospederos registrados en el catdlogo: Viridiplantae (Streptophyta y
Chlorophyta) y Metazoa (vertebrados, artropodos y moluscos) (apéndice 3.2 y 3.3).
En el caso de los virus que infectan a organismos pertenecientes a Viridiplantae, la
mayor cantidad de ocurrencias y diversidad de funciones recaen en un miembro de la
familia Phycodnaviridae, una familia de virus gigantes que infecta algas; estas
funciones se distribuyen en todas las categorias generales COG, menos en la de
procesos virales, siendo las mas destacadas las de [A] procesamiento de RNA, [P]
transporte y metabolismo de iones inorgdnicos, y [R] funciones generales. También
hay ocurrencias en la familia Retroviridae, Endornaviridae y Virgaviridae, que tienen

como hospedero a plantas (figura 23).

En cuanto al caso de virus que infectan Metazoa, €stos presentaron una mayor

diversidad, tanto en familias virales, como en funciones COG (figura 23). De forma
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Anlmal viruses

Bacteriophage

COG agrupadas por sus categorias generales, y en la parte inferior los nimeros indican el grupo viral

de los taxa Viridiplantae (superior) y Metazoa (inferior). De lado izquierdo se muestran las funciones
de Baltimore al que pertenecen las familias virales. La escala ha sido normalizada con log10.

Figura 23. Heatmaps con distribucion de funciones COG en familias virales que infectan eucariontes



general, las funciones se distribuyen principalmente en las categorias funcionales de
procesos virales, pobremente caracterizadas y en la de almacenaje y procesamiento de
la informacion. En cuanto a la distribucién de virus, se destacan los de ssRNA,
principalmente de cadena negativa, los retrovirus, Baculoviridae, Poxviridae y

algunos virus mas de dsDNA.

Se destaca que en el caso de los virus ssRNA(-) hay un gran numero de
ocurrencias en la funcion [Vc] estructura de capside/membrana, al igual que en las
familias Retroviridae (dsDNA-RT) y Coronaviridae (ssSRNA (+)). También llama la
atencion el caso de la familia Baculoviridae y Poxviridae que presentan una alta
diversidad en funciones, incluyendo casi todas las categorias generales COG, menos

la de metabolismo (funcién [P]) (figura 23).

Arquitectura de las Proteinas de union a RNA virales. A partir del supuesto de que
cada secuencia representa una proteina, se estimd cudntos dominios de uniéon a RNA
hay en cada proteina contenida en el catdlogo, para asi entender como se estructuran y
distribuyen. Una vez realizada esta descripcion, se clasifico a las proteinas como
monodominio y multidominio (dos o mas dominios). Se observé que en los virus de
dsDNA predominan las proteinas monodominio, a diferencia de lo que ocurre con los
virus de ssRNA vy retrovirus, en donde las proteinas multidominio son mas abundantes.
Para el caso de los virus de ssDNA, de las pocas ocurrencias de estos virus,
aparentemente todas las proteinas son monodominio, mientras que para los virus de

dsRNA, pese a presentar ambas categorias de proteinas, las monodominio son mas

# dominios
60 multidominio
monodominio
30
_— J L |
ssDNA dsRNA

ssRNA(+) ssRNA(-)  ssRNA-RT dsDNA-RT NA

frecuentes (figura 24).

750

500

# proteinas

# proteinas

250

dsDNA

Figura 24. Numero de proteinas monodominio y multidominio segun el grupo viral de Baltimore.
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Con la intencion de explicar estas arquitecturas, se observo la distribucion de estas
mismas proteinas mono y multidominio en relacion con las funciones COG. Lo que
proporciona un mayor nimero de proteinas monodominio en los virus de dsDNA son
las proteinas poco caracterizadas y las de procesamiento del RNA [A]. Respecto a las
proteinas multidominio, estds se agrupan en las funciones [R] General function
prediction only y [P] inorganic ion transport and metabolism. En las demas
categorias, pese a las pocas ocurrencias, en su mayoria son proteinas monodominio

(figura 25).

Por otro lado, la predominancia de proteinas multidominio en los virus de ssRNA y
retrovirus se asocio a las funciones de replicacion, recombinacion y reparacion [L],
poliproteinas virales [XY] y cépside/membrana [Vc] (figura 25). Pero la distribucion
de éstas no es homogénea; para las funciones [L], la gran mayoria pertenece a
retrovirus de dsDNA, siendo ésta la unica categoria funcional en donde se destacan.
Ademas todas estas proteinas aparecen como multidominio. Para la funcion [XV], la
cantidad de proteinas mono y multidominio es similar, destacando un poco las
monodominio. Cabe destacar en éste punto que éstas proteinas pertenecen casi en su
totalidad a virus de ssRNA (-), mismo grupo que se destaca en la funcién [Vc] con
proteinas multidominio. Por ultimo los retrovirus de ssSRNA son practicamente los

unicos con presencia en las funciones [Vp] y [VY] con proteinas multidominio.

3. Analisis de secuencias virales

Prediccion de sitios de union a RNA. Para realizar la prediccion en las proteinas
virales recuperadas se elimin6 la redundancia de secuencias empleando CD-HIT wv.
4.6 con los parametros antes indicados. Se logrd reducir el total de secuencias virales
de 3,749 a 1,283. Estas secuencias se analizaron mediante RNABindRplus sin obtener

resultados positivos.

Independientemente de la longitud de las secuencias analizadas se obtuvieron
resultados dispares y poco congruentes entre los métodos empleados por
RNABindRplus. Por un lado, se observaron algunos andlisis sin prediccion alguna,
otros con predicciones de union completamente negativas por ambos métodos o con
predicciones positivas muy escasas. Por otro lado, se encontraron casos de andlisis
con predicciones muy dispares entre los dos métodos, en donde uno hallaba un

numero importante de residuos con posibilidad de unién a RNA, mientras que el otro
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Figura 25. Numero de proteinas mono y multidominio asociadas a funciones COG (tabla 3) y
agrupadas por grupos virales de Baltimore: I (dsDNA), II (ssDNA), III (dsRNA), IV (ssRNA (+)), V
(ssRNA (-)), VI (RT-ssRNA) y VII (RT-dsDNA). El primer conjunto de graficas, situado en la parte

superior, corresponde exclusivamente a los virus del grupo I de Baltimore, mientras que el conjunto

inferior incluye a los demas grupos virales.
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no hacia ninguna prediccion positiva o muy pocas. En todos estos casos el resultado

del consenso entre ambas metodologias se veia afectado por estas disparidades.

Solamente unos pocos analisis generaron predicciones positivas y congruentes
entre los métodos. Por todo lo mencionado anteriormente acerca de la prediccion de

sitios de union a RNA en las proteinas virales, se decidié no incluir estos resultados.

Prediccion de estructura secundaria. Este analisis fue generado a partir de los
alineamientos multiples de las secuencias que conforman cada familia de RBD de
ProDom y sus respectivas contrapartes virales. De esta manera, se obtuvo una

prediccion general de la estructura secundaria de cada familia de dominios.

Los resultados arrojados por JPred4 fueron revisados manualmente para poder
clasificarlos segln su topologia general en alguna de las grandes clases de dominios

estructurales: all-a, all-B, a+f y o/B.’

Como se observa en la tabla 7, en su gran mayoria, las familias de dominios
presentan una estructura o+f y o/f, seguido de dominios all-o. En estos mismos
grupos se presentaron algunos pocos casos de predicciones para estructuras coiled
coil, también conocidas como hélices superenrolladas. También ocurrieron

predicciones en donde no se detectd ninguna estructura secundaria (tabla 7).

Algo notable fue el gran nimero de resultados en donde un porcentaje importante
de la prediccion generada estaba ocupada por regiones desestructuradas. Un poco mas
de la mitad de los andlisis (55.47% de 429 anélisis realizados) presentaron 50% o mas
de sus sitios sin estructura.’

Tabla 7. Frecuencia de estructuras secundarias obtenidas con JPred4 clasificadas en clases de dominios

estructurales. Se muestra también el numero de analisis donde se predijo la presencia de regiones
coiled coil.

Motivo estructural Frecuencia Regiones coiled coil
all-p 46 -

all-a 116 17

atpy a/ff 247 8

Sin estructura 20 -

total 429 24

5 La clasificacién y descripcién de las predicciones de estructura secundaria obtenidas de JPred4 pueden
ser consultadas en el Laboratorio de Origen de la Vida de la Facultad de Ciencias, UNAM. En un futuro
cercano estaran disponibles en un sitio web para su consulta.

6 |dem.
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V. DISCUSION

Como se ha sefialado anteriormente, las RBP juegan papeles criticos en un gran
nimero de procesos celulares. Su relevancia queda demostrada por su alto grado de
conservacion y su universalidad, asi como su gran abundancia en los distintos
genomas. Especificamente, la interaccion de los RBD con el RNA se da gracias a una
serie de mecanismos, principalmente la cooperacion multidominio, ya sea con
dominios de la misma proteina o de otras cuando se involucran procesos de

oligomerizacion.

Este tipo de proteinas y sus dominios también estdn presentes en los virus, en
donde participan en procesos fundamentales de su ciclo replicativo. De particular
importancia es su funcion en la regulacion del metabolismo celular de su hospedero.
Por esto mismo, presentan una alta presion de seleccion, lo que permite emplearlas
como marcadores moleculares para el estudio de la evolucién de los virus y las

interacciones con sus hospederos.

Tomando en cuenta que los genomas virales son reducidos y sus proteinas emplean
arquitecturas multidominio para llevar a cabo distintos procesos, en el presente
trabajo se emplearon Unicamente las secuencias de RBD al considerar que serian mas

adecuados para ser rastreados en los proteomas virales.

La base de datos ProDom, a diferencia de otras bases de datos de RDB, tiene la
caracteristica de incluir a familias de dominios de una gran diversidad de organismos
pertenecientes a los tres dominios de la vida, asi como de distintos virus. Esto nos
permiti6 realizar una biisqueda muy completa, considerando tanto informacién de las
proteinas virales como de las de los organismos celulares que fungen como sus

hospederos.

Es sabido que los RBD son mas divergentes que los dominios cataliticos, y por
tanto son menos reconocibles en busquedas estandares de similitud de secuencia
(Anantharaman et al., 2002). Por tal razon se utilizé una busqueda por perfiles, que es
un método mas sensible para el reconocimiento de secuencias con un mayor grado de
divergencia. Pese a ello, debido a la naturaleza altamente cambiante de los virus, es
posible que una gran cantidad de datos no hayan sido recuperados a lo largo del

andlisis realizado, por lo que la diversidad y abundancia de RBD virales presentada en
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nuestros resultados probablemente estén subestimadas. Por ello, se tomo6 la decision

de mantener dos rangos de E-value, buscando perder una menor cantidad de datos.

Otro factor importante que indudablemente afect6 en los resultados de éste trabajo
son los distintos sesgos presentes en las bases de datos. De forma general, la mayoria
de datos pertenecen a organismos modelo o a aquellos que son de interés médico,
econémico o biotecnologico. Esta misma situacion ocurre con la informacion
disponible de virus, donde se destacan todos aquellos que infectan a organismos con
las caracteristicas mencionadas anteriormente. Por tanto, existen grandes huecos de
informacion que limitan una descripcion mas completa de la diversidad bioldgica y

sus relaciones.

Lo comentado en el parrafo anterior es especialmente visible en los datos que
fueron obtenidos de ProDom para familias de dominios relacionadas a la funcion
“RNA binding”, los cuales pertenecen casi en su totalidad a eucariontes (~87.5%).
Aunque en éste dominio hayan ocurrido importantes procesos de radiacion de RBD, y
su empleo es mas extendido que en otros grupos, las grandes diferencias en los
porcentajes observados con mas seguridad demuestran una ausencia de datos en los

otros dominios celulares (Archaea y Bacteria) y en virus (figura 9).

Aln con estas problematicas, en el presente trabajo se ha logrado obtener una
descripcion cuantitativa y cualitativa de los dominios proteinicos relacionados con la
funciéon de union a RNA presentes en los proteomas virales disponibles. Se
obtuvieron datos pertenecientes a virus de los siete grupos de Baltimore, mismos que
nos permitieron sugerir funciones e interacciones en las que los RBD estan
implicados, asi como vislumbrar la estrecha relacion evolutiva de los virus y sus

hospederos.

Asi, éste catalogo provee de un valioso recurso que puede servir de guia para
futuras investigaciones sobre las interacciones virus-hospedero, para ayudar a
entender algunos de los procesos de ciclo replicativo viral, o para simplemente
estudiar las RBP y sus dominios con la finalidad de entender sus interacciones y los

procesos en los que estan involucrados.
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1. Base de datos de familias de RBD

Del total de familias obtenidas inicialmente, Uinicamente los perfiles de 1,360
lograron generar resultados en la busqueda en los proteomas virales. Un nimero
importante de los 5,106 perfiles restantes que no obtuvieron resultados posiblemente
estén relacionados a distintas rutas metabdlicas o estén implicados en procesos
exclusivos de los organismos celulares, como el sistema de traduccion. Por tal razon,

pudiera ser que no hayan encontrado secuencias andlogas en los proteomas virales.

Una vez curada la base de datos, el numero total de familias de RBD fue de 438,
en donde las secuencias puramente eucariontes continuaron siendo las mayoritarias
(290 familias) (figura 11). Respecto a las proporciones de las familias segiin su origen
biologico, estas fueron similares en relacion a las proporciones originales obtenidas
de ProDom, siendo solo las familias de origen viral las que aumentaron su proporcion
en la base de datos de 1.11% al 15.75% (figura 11), debido a que todas las familias
con secuencias virales se hallaron a si mismas en los proteomas virales. Asi, fue
necesario descartar unicamente tres familias de origen viral debido a la falta de

anotaciones GO que las relacionaran con la funcién de uniéon a RNA.

La diversidad de las secuencias que conforman a las familias de nuestra base de
datos cubrio de forma general a los principales grupos biologicos y algunos
representantes de casi todos los grupos virales de Baltimore. En el caso particular de
las secuencias con origen Archaea, pese al poco nimero de ocurrencias y de familias
en las que estdn presentes, se tienen representantes de todos los phyla reconocidos
para éste dominio (Parte, 2018) (apéndice 1.1). Las secuencias bacterianas, por su
parte, cubren una buena porciéon de los phyla reconocidos, teniendo 27 de 33
propuestos (Parte, 2018), asi como 51 clases taxondmicas (figura 11). En éste grupo
destaca por su abundancia y diversidad las de Proteobacteria, Firmicutes,

Bacteroidetes y Actinobacteria (apéndice 1.1).

Aunque las secuencias de origen eucarionte fueron las mdas abundantes con
relacion a la diversidad de taxones superiores, éstas s6lo cubren una porcion del total
para eucariontes. Existen grandes faltantes, sobre todo de los reinos Fungi, Protoctista,
y Plantae. Aun asi, hay representantes de los principales grupos que conforman éste
dominio (28 phyla y 28 clases), en donde destacan por su diversidad y abundancia los

phyla Arthropoda, Ascomycota, Chordata y Streptohyta, y de forma mas especifica
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las clases Insecta, Saccharomycetes, Sordariomycetes, Eurotiomycetes, Mammalia,

Actinopteri y Liliopsida (apéndice 1.1).

Por ultimo, la fraccion de secuencias virales que conforman la base de datos
contiene cinco de los siete grupos de Baltimore, faltando Uinicamente los virus con
genoma de ssDNA (grupo II) y los retrovirus de dsDNA (grupo VII). El grupo viral
mas representado fue el de los virus ssSRNA (-) (grupo V), seguido de los virus de

dsDNA (grupo I).

Por ello, consideramos que la cobertura de la diversidad biologica obtenida
justifica el empleo de la base de datos ProDom sobre otras bases de datos disponibles
como ATtRACT (Giudice et al., 2016), PROSITE (Sigrist et al., 2002) o RBPDB
(Cook et al., 2010), las cuales, aunque puedan estar mejor curadas, por su restriccion a
organismos modelo o a la organizacion de sus datos, resultaron menos indicadas para

los objetivos de éste trabajo.

Anotaciones GO. El incorporar las anotaciones GO a las familias de RBD de la
base de datos tuvo dos propositos. Por un lado, asegurarnos que las secuencias de las
familias efectivamente presentaban una relacion con procesos que involucran al RNA,
y por el otro, servir como guia al interpretar y comparar con las secuencias virales
encontradas. El gran numero de anotaciones distintas que fueron agregadas obligo a
reagruparlas en las categorias jerarquicas superiores a las que pertenecen, para asi
poder visualizarlas y describirlas de manera mads eficiente. Esta tarea se realizo
manualmente revisando en el sitio web de GO cada anotaciébn y su jerarquia,
eligiendo las categorias superiores que nos fueran mas informativas. Este mismo
proceso se realizO empleando el servidor web Categorizer v.1.0

(http://ssbio.cau.ac.kr/software/categorizer/), el cual permite una clasificacion de las

anotaciones GO en grupos definidos calculando la distancia en la similitud de la
semantica entre las anotaciones (Na et al., 2014). Pese a sus ventajas metodologicas,
se decidid no emplear esta categorizacion de las anotaciones GO debido a que
excluy6 todas aquellas anotaciones asociadas a virus o a los hospederos de los virus,
mismas que eran de interés para nuestro estudio. Ademas el resultado final de la

clasificacion de Categorizer v1.0 fue muy similar al realizado manualmente.
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2. Implicaciones evolutivas en la distribucion de datos

La manera en que los datos obtenidos por los perfiles se agruparon en relacion a
los grupos virales fue no aleatoria. De forma general, se muestra una relacion entre el
origen biologico de las secuencias que conforman el perfil y el grupo viral en donde
se encuentran secuencias homologas (figura 15 y 18), lo que denota la estrecha
relacién virus-hospedero a través de posibles eventos de transferencia horizontal,
fendmeno que muchas veces ha sido reportado (Schulz et al., 2017; Filée, 2014; Jeudy
et al., 2012; Flint et al., 2009; Monier et al., 2009; Rohwer & Thurber, 2009; Filée et
al., 2006; Lindell et al; 2004). En particular, los genes relacionados al metabolismo
del RNA en virus han sido considerados como no propios de los virus, lo que permite
interactuar con su hospedero y son propensos a ser transferidos (Krupovi¢ & Bamford,

2008).

Por ejemplo, la gran mayoria de secuencias virales homoélogas a familias de origen
procarionte se distribuyeron en virus que infectan procariontes, como Myoviridae,
Siphoviridae, Podoviridae, Caudoviridae o Bicaudaviridae. Mientras que la ausencia
de homologias de virus de RNA y familias de dominios procariontes se explicaria por
el hecho de que, salvo unas cuantas excepciones, no existen virus de RNA que

infecten bacterias o arqueas (Campillo-Balderdas et al., 2015).

Algunas familias bacterianas hallaron similitudes en secuencias pertenecientes a
retrovirus, lo cual no se explicaria por la interaccion virus-hospedero. Las secuencias
involucradas corresponden a retrotranscriptasas, por un lado virales y por el otro
bacterianas. La relacion entre estas proteinas ha sido mencionada en distintas
ocasiones, y se ha explicado debido a que todos los retroelementos conocidos
comparten un mismo ancestro en comun (Rice & Lampson, 1995; Xiong & Eickbush,
1990; Inouye et al., 1989). La distribucion actual de los retroelementos puede ser
entendida por procesos de transferencia horizontal entre grupos taxondmicos
superiores; los virus pudieron evolucionar por la captura de estos retroelementos, o

tomarlos de otros virus existentes (Xiong & Eickbush, 1990).

Otras relaciones de homologia encontradas entre familias de dominios bacterianos
y grupos virales que infectan eucariontes se encontraron principalmente en virus
gigantes como las familias Poxviridae, Mimiviridae y Phycodnaviridae. Estos

resultados coinciden con los reportes realizados sobre la conformacion del genoma de
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los virus gigantes, los cuales contienen grupos de genes con diversos origenes
celulares, entre ellos bacterianos (Schulz et al., 2017; Filée et al., 2006). Por ultimo,
los hits en secuencias de herpesvirus, endornavirus, circovirus y baculovirus fueron
casos aislados y con valores de expectacion bajos, por lo que algunos de ellos podrian

considerarse como posibles falsos positivos.

Respecto a las familias de dominios con secuencias eucariontes, estas tienen el
mayor numero de homologias en los proteomas virales. Estas se distribuyeron en una
gran diversidad de virus que incluyen a todos los grupos de Baltimore. Como ocurrid
con las familias de dominios bacterianos, los resultados obtenidos se concentraron
mayoritariamente en virus que emplean a los eucariontes como hospederos, por
ejemplo, retrovirus, poxvirus, mimivirus, phycodnavirus, baculovirus o iridovirus
(figura 15). Sin embargo, pese a que los virus con genoma ssRNA presentan algunos
de los grupos mas diversos de todos los virus, y casi en su totalidad infectan
eucariontes, fueron pocas las homologias encontradas en estos virus (Campillo-
Balderas et al., 2015). Una manera de explicar esta escasez en los datos obtenidos son
las restricciones presentes en los virus con genomas de RNA, como lo son sus
genomas pequefios, inestabilidad del RNA, restricciones en el tamafo y conformacion

de la capside, asi como una alta tasa de mutacion.

La presencia de homologias entre secuencias eucariontes y secuencias de
bacteriéfagos y virus de arqueas evidencia el alto grado de movilidad por
transferencia horizontal de éste tipo de dominios y su posible importancia en la
adaptacion de los virus al entorno celular. Anteriormente, se han reportado distintos
casos de transferencias y homologias entre estos dos grupos, demostrando que su
existencia es un fenémeno recurrente (McGeoch & Bell, 2005; di Fagagna et al.,

2003; Pedulla et al., 2003; Cermakian et al., 1996).

Por ultimo, las 69 familias de dominios exclusivamente virales incluidas en la base
de datos se reencontraron en la busqueda realizada, donde en su mayoria las
secuencias halladas son de virus con genoma ssRNA, asi como retrovirus, adenovirus

y herpesvirus.

En resumen, a partir de la distribucion de los datos obtenidos de los proteomas
virales se pueden extraer tres conclusiones importantes. En primer lugar, que la
estrecha relacion virus-hospedero, sin duda, modela la composicion genomica de los

virus. En segundo lugar, la presencia de dominios homologos a los de sus hospederos,
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asi como a otros grupos biologicos distantes en los proteomas virales demuestra la
composicidon en mosaico de los genomas virales, los cuales se modelan y evolucionan
en gran parte por la transferencia horizontal de genes. Por ultimo, los virus con
genomas de RNA parecen ser los mas divergentes y con menos numero de
homologias con los dominios de organismos celulares. Esto podria ser consecuencia
de su alta tasa de mutacion, lo que produciria una sefial evolutiva débil en los anélisis
con estructura primaria, y una capacidad reducida de adicionar genes nuevos debido a

las caracteristicas de sus genomas.

3. Asignacion de funciones

Durante el proceso de asignacion de funciones a los dominios que constituyen el
catdlogo se presentaron una serie de dificultades. En primera instancia, las
anotaciones originales asociadas a los proteomas presentan irregularidades e
inconsistencias en relacion con otras bases de datos, por lo que consideramos que no
deben ser empleadas como referencia principal. De ser asi, hubiésemos lidiado con un
gran nimero de ausencias y errores de notacion, lo que habria sesgado el resultado
final de éste trabajo. Por otra parte, nos enfrentamos a la escasez en la informacion
descriptiva de las secuencias virales en las bases de datos, las cuales son
mayoritariamente asignadas de forma automatizada con base en la similitud de
secuencias. Por tal razon, las asignaciones funcionales propuestas en éste trabajo se
basaron, principalmente, en el consenso de la informacién disponible en UniProt,
empleando en forma preferencial las descripciones y funciones de los dominios
proteinicos alli descritos. Esta decision se baso en las observaciones que sugieren que
proteinas con RBD similares pueden tener especificidades similares o casi idénticas
(Ray et al, 2003), y que generalmente las secuencias homologas celulares capturadas
por los virus interactiian de la misma manera que su contraparte celular (Nicholls &

Gray, 2004).

Por ultimo, la falta de una clasificaciéon funcional en la que se considere a las
proteinas virales con sus caracteristicas y particularidades, como lo son la
multifuncionalidad o la presencia recurrente de poliproteinas y péptidos precursores,
nos condujo a sugerir y agregar nuevas funciones a las existentes en la clasificacion
COG (tabla 3) para asi lograr una mejor descripcion del catdlogo. Pese a que las
categorias funcionales aqui propuestas son perfectibles, consideramos que su empleo

cumplié con el objetivo de generar una descripcion general de como los virus podrian

60



estar empleando los RBD y hacer la diferenciacion entre las funciones tipicas de

organismos celulares y las exclusivas de virus.

4. Recurrencias en las categorias funcionales

Una importante porcion de las funciones asignadas se asociaron a unas cuantas
categorias funcionales, mostrando a grandes rasgos como podrian estar siendo
empleados los dominios en cuestion. Los distintos grupos de categorias seran

discutidos a continuacion.

Funciones pobremente caracterizadas. En esta categoria se agrupan las funciones
generales [R] y desconocidas [S], las cuales suman una fraccion considerable del total
de funciones asignadas. En el caso de las funciones desconocidas [S], estds incluyen
en su mayoria secuencias hipotéticas y con anotaciones nulas o muy escasas. Esta
podria ser la primera ocasidon en que estas secuencias son asociadas a una funcion en
particular, por lo que les consideramos relevantes como objeto para futuras

investigaciones que puedan confirmar o descartar los resultados aqui expuestos.

A su vez, las secuencias asociadas a funciones generales estdn relacionadas
principalmente con procesos de unién a diversos sustratos, como a acidos nucleicos,
ATP o proteinas. Casi en su totalidad se trata de dominios proteinicos promiscuos y
relacionados con una gran variedad de procesos, razon por la cual no fue posible
clasificarlas en alguna otra funcién mas especifica. La presencia de estos dominios en
virus ha sido reportada en distintas ocasiones (Shukla et al., 2018; Sonnberg et al.,
2008; Levin et al., 2017; Fischer et al., 2010; Afonso et al., 2002), pero las funciones

en las que pudieran estar implicados atn son discutidas (Shukla et al., 2018).

Las ankirinas, por ejemplo, han sido asociadas a regulacion del ciclo celular, unién
entre proteinas, trafico de proteinas (Shukla et al., 2018), regulacion de la
transcripcion o sefalizacion celular (Miles et al., 2005); incluso algunos han sugerido
que tiene capacidad de unirse a DNA (Michaely & Bennett, 1992), y se conoce
también un grupo de estas proteinas asociadas al dominio KH de uniéon a RNA (Miles
et al., 2005). Sobre sus funciones en virus, estas podrian estar involucradas en el
secuestro celular (Shukla et al., 2018; Al-Khodor et al., 2010), prevencion de la
apoptosis inducida por infeccién (Afonso et al., 2002) o manipulacion del sistema de
ubiquitinacion (Levin et al., 2017; Al-Khodor et al., 2010; Sonnberg et al., 2008).

Otros dominios reportados en nuestros resultados como FNIP y F-box son conocidos
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por su interaccién con el sistema de ubiquitinacion y por tanto con el proceso de
degradacion de proteinas (Levin et al., 2017; Fischer et al., 2010). Por su parte, se ha
sugerido que el dominio WD40 participa en la regulacion genética, modelado de la
cromatina y modificacion de mRNA, entre otras funciones (Shukla et al., 20018). Los
dominios de union a ATP también han sido asociados con unién a RNA
(Anantharaman et al., 2002), como en el caso del factor de transcripcion Ro de

procariontes (Wei & Richardson, 2001).

Estos dominios junto a otros descritos con funcién de uniéon a nucledtidos o
proteinas, como dedos de zinc o los LLR, son el conjunto que conforma el grupo de
secuencias virales asociadas a funciones generales. Si tomamos en cuenta que /) se
trata de dominios altamente promiscuos, 2) que suelen presentarse juntos en una
misma proteina y ademas que 3) participan en diversas vias celulares debido a su
flexibilidad funcional, entonces, €stas proteinas proporcionan un ejemplo acerca de la
multifuncionalidad proteinica viral, permitiéndonos comprender la compleja red de

interacciones con las que los virus podrian manipular al metabolismo del RNA.

Funciones metabolicas. Como ya se ha mencionado, la unica categoria funcional
COG dentro de las metabdlicas fue inorganic ion transport and metabolism [P],
ocupando el segundo lugar en el mayor nimero de ocurrencias dentro de todo el
catalogo. Igualmente se hizo la observacion de que en su totalidad las secuencias
halladas pertenecen a la proteina phoH. La presencia de estas proteinas ha sido
confirmada en diversas ocasiones en bacteriofagos, principalmente en fagos marinos
(Goldsmith et al., 2011). Aunque su funcidén no se conoce ni en bacterias ni virus,
generalmente se reconoce como una ATPasa; algunos autores la han propuesto como
una helicasa por presentarse asociada a RDB como el KH y PIN (Anantharaman et al,
2002), mientras que otros le han involucrado con el metabolismo de lipidos y

modificacion de RNA (Kazakov et al., 2003).

Un aspecto que define a los virus es la ausencia de metabolismo, por lo que no es
de extranar la poca diversidad de funciones y proteinas dentro de estas categorias.
Aun asi, los virus pueden llegan a tomar ciertos componentes clave de rutas

metabolicas con las que pueden regular y manipular la maquinaria metabolica celular.

Procesos celulares y sernalizacion. Este grupo de categorias obtuvieron una menor
frecuencia en las asignaciones. La funcion mas destacada fue Posttranscriptional

modification, protein turnover, chaperones [O], dentro de la cual las proteinas
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asociadas a ubiquitinas fueron la mayoria. Estas proteinas regulan funciones y
procesos celulares a través de modificaciones postraduccionales reversibles (Pelisch
et al., 2013; Bellare et al., 2008), entre ellos la degradacion de proteinas, trafico de
proteinas, transcripcion, control del ciclo celular y sefializacion celular (Randow &
Lehner, 2009). De igual forma, algunos autores les han asociado al metabolismo del
RNA. La razén de esta asociacion es porque pueden presentarse fusionadas a RBD
(Anantharaman, et al., 2002) como en las ligasas de ubiquitina de union a RNA
(Hildebrandt et al., 2017) o algunos factores de splicing (Bellare et al., 2008), pero
también porque se conocen algunos ejemplos donde el RNA funciona como regulador

en el sistema de ubiquitina (Hildebrandt et al., 2017).

La presencia de estas proteinas en los virus ha sido reportada principalmente en
herpesvirus y poxvirus, posiblemente adquirida de sus hospederos. Las ubiquitinas
virales podrian ser empleadas para usar el sistema de ubiquitinacion a su favor y asi
manipular el ciclo celular del hospedero, el trafico de membranas, la reparacion del
DNA, regular apoptosis, asi como para evadir el sistema inmune (Randow & Lehner,
2009). En nuestros resultados las proteinas homologas de las ubiquitinas virales
recuperadas fueron principalmente factores de splicing descritos por su capacidad de
union a RNA y con presencia de dominios tipo ubiquitina. Puede ser que las
ubiquitinas virales se asocien a multiples vias y procesos celulares, pero habria que
considerar su posible participacion también en regulacion de la expresion genética a

través de procesos de splicing.

Ademas de algunas posibles peptidasas, el otro tipo de proteina que se destacod en
esta funcion [O], aunque en una mucho menor cantidad, fueron las proteinas con
dominio J de baculovirus. Sus homodlogos son proteinas eucariontes con dominio
Dnal, las cuales contienen un dominio RRM de unién a RNA. En general estas
proteinas funcionan como chaperonas, relacionandose con procesos como el
plegamiento, translocacion, degradacion y traduccion de proteinas. Evidentemente la
presencia de éste RBD les asocia a interacciones con el RNA, pero la funciéon o
mecanismos de estas interacciones son poco claras. Wang et al. (2002) ha propuesto
que en los baculovirus su funcioén pudiese ser estructural, pudiendo jugar algun papel
en la transformacién e inmortalizacion celular, pero también en la replicacion del

DNA.
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Por ultimo, queda mencionar que las otras categorias funcionales de éste grupo
contuvieron escasas asignaciones, aunque algunas de ellas interesantes por su posible
funcion dentro del ciclo replicativo viral. Algunas de estas proteinas fueron asociadas
por contener dominios de unién a ATP o dominios RRM, otras posiblemente actiien
como transportadores de mRNA. El grupo que presenta casos con mayor claridad
funcional son los de la categoria [V], en donde se reunieron endonucleasas de
restriccion y metiltransferasas relacionadas a procesos de defensa ante procesos de

infeccion.

Almacenamiento y procesamiento de la informacion. En el conjunto de categorias
aqui reunidas se destaco la de replicacion, recombinacion y reparacion [L], debido a
la gran abundancia de retrotranscriptasas. Ademas, esta categoria incluy6 entre otras
proteinas, nucleasas, integrasas, helicasas y factores de replicacion, casi en su
totalidad con homologia a familias de dominios eucariontes. Algunas de ellas, aunque
muy posiblemente estén asociadas a DNA, fueron incluidos debido a la presencia de
dominios como los de uniéon a ATP u otros generales de unidén a nucledtidos que estan

presentes en las RBP.

Dentro de la categoria de modificacion y procesamiento del RNA [A], se
encuentran algunas nucleasas, nucleotidiltransferasas, helicasas de RNA, asi como
proteinas de regulacion postranscripcional, pero las proteinas mas abundantes fueron
las RNA ligasas virales. Estas ligasas, comunmente presentes en bacteriofagos,
pueden estar relacionadas a reparacion de RNA (RNA ligasas 1), especificamente
reparando tRNA dafiado por el mismo hospedero como mecanismo ante la infeccion
viral, o en la edicion de RNA (RNA ligasas 2) (Ho et al., 2004). Algunas de las otras
proteinas mencionadas en esta categoria funcional posiblemente se encuentren
actuando en modificaciones del RNA como adicion de capping y poli(A),

degradacion o procesamientos en tRNA.

En relacion a las proteinas asignadas a la funcion de traduccion [J], estas fueron
pocas pero muy relevantes debido a las funciones que realizan. Se detectaron factores
de elongacion o iniciacion de la traduccidn, asi como reguladores, como las proteinas
CsrA que la inhiben (Liu et al, 1997). Estas proteinas, en general, presentan
homologia con proteinas celulares, mientras que hubo un grupo mayoritario de
proteinas que aparentemente son exclusivas de virus. Una de estas proteinas es la

100k o hexon assembly protein, que inhibe la traduccion del hospedero y promueve la
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de sus propios mRNA, reclutando otras proteinas una vez unido al RNA (Xi et al.,
2004). Otra de ellas es la proteina no estructural 3 de rotavirus, nsP3, por sus siglas en
inglés, que actiia estimulando la traduccion viral al unirse al 3’ terminal de los mRNA
no poliadenilados, facilitando la uniéon de otras proteinas del hospedero (Keryer-

Bibens et al., 2009).

Respecto a las proteinas con funciéon de transcripcion [K], todas ellas actian como
reguladores, como factores de elongacion, de anti-terminacion, o activadores. Entre
ellos se reportd la proteina Tat de retrovirus, que estimula la transcripcion al unirse al
mRNA viral en la regiéon 5’ terminal, actuando como factor de elongacioén para la

RNA polimerasa II al estabilizarla (Gait & Karn, 1993).

Por ultimo, las pocas proteinas asignadas con la funcidén general de procesamiento
de la informacion [X], fueron aquéllas cuyas descripciones fueron insuficientes para
relacionarlas con procesos mas especificos, pero que sin duda participan en alguna de
las categorias del procesamiento de la informacion. Principalmente se trat6 de

helicasas, nucleasas y metiltransferasas.

Procesos virales. Finalmente, con la inclusiéon de las cuatro categorias aqui
propuestas para funciones virales se logrd integrar dicha informacién a un panorama
general de los procesos en que actiian las RBP virales, tomando en cuenta también el

contexto celular.

Las proteinas con funciones dificiles de definir a causa de su multifuncionalidad se
les agrupd en dos categorias distintas, procesos virales [VX] y poliproteinas virales
[VY]. En la primera se incluyeron proteinas que pueden participar en diversas tareas a
lo largo del ciclo replicativo viral, pero que ademas son proteinas exclusivas de virus,
por ejemplo, las fosfoproteinas P que actua durante la replicacion, transcripcion y en
la inmuno evasion. La segunda categoria [VY] incluye poliproteinas, en su totalidad
gag-pro-pol de retrovirus, en donde no fue claro identificar la ubicacion o funcion del
dominio particular encontrado por la bisqueda de perfiles. Aunque algunas de ellas
pueden ser retrotranscriptasas, en otros casos la homologia fue con diversas proteinas
celulares de union a RNA como activadores de la transcripcion o proteinas con RBD

como dedos de zinc o cold-shock, complicando una asignaciéon mas precisa.

Dentro de la categoria [Vc] de estructura de cépside o membrana, se enlistan

proteinas que llevan a cabo funciones meramente estructurales o de encapsidacion del
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genoma. La fosfoproteina pl0 del virus de la leucemia Murina de Rauscher
(Retroviridae), por ejemplo, es descrita cominmente como estructural de la capside,
pero su capacidad de uniéon a RNA o DNA de cadena simple ya ha sido descrita (Sen
& Todaro, 1977). Otras proteinas estructurales son gag, las nucleoproteinas o las
proteinas de la matriz. Cabe destacar que las nucleoproteinas N, tipicas de virus con
genoma ssRNA (-), pese a que cominmente son asociadas a estructura o proteccion
del genoma, en realidad cumplen diversas funciones que ain permanecen sin ser
totalmente descritas. Esta capacidad multifuncional deriva de la presencia de
dominios de uniéon a RNA y de unién a proteinas, lo que le permite participar en la
transcripcion y replicacion, asi como en el trafico de la ribonucleoproteina que
conforma junto al RNA gendmico viral, durante la entrada y salida del ntcleo celular

(Portela & Digard, 2002).

La ultima categoria por mencionar, [Vp] de patogenicidad viral, estd conformada
por distintas proteinas que interfieren con la respuesta inmune del hospedero,
evitando asi la produccion de interferén, de enzimas APOBEC o inhibiendo la
apoptosis. Para llevar a cabo su objetivo actiian sobre los mRNA de dichas vias,
produciendo su degradacioén. Por ejemplo, la proteina Vif (virion infective factor),
cumple con la doble funcion de degradar las enzimas APOBEC mediante el
reclutamiento de ligasas de ubiquitina, pero también interactia con el mRNA de estas

enzimas para evitar que se traduzcan (Davey et al., 2011).

5. Distribucion de funciones en los grupos virales

La distribuciéon de las funciones asignadas fue dispar entre los distintos grupos
virales. A grandes rasgos se logr6 discernir dos grupos principales, los virus con
genoma dsDNA, que presentan la mayor diversidad funcional, y los demas tipos
virales que estan restringidos a funciones esenciales, como lo son el procesamiento de
la informacion genética y procesos virales. La diferencia entre estos dos grupos puede
ser vinculada con las caracteristicas intrinsecas de los tipos de genomas. Los genomas
de dsDNA en virus son mas estables, pueden llegar a ser de un gran tamafio, y por lo
mismo pueden generar mas transferencias de genes y mantenerlos. En contraste, los
demds grupos virales con genomas de ssSRNA, dsRNA y ssDNA, tienen genomas
pequefios y menos estables, ademés de que presentan restricciones en el tamafo de las

capsides, debido a los mecanismos de ensamblaje y empaquetamiento (Flint et al.,
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2009), asi como por las distintas estrategias de entrada a las células de sus hospederos

(Shukla et al., 2018), lo que evita la incorporacioén de genes adicionales.

Virus dsDNA. A pesar que las familias de la base de datos contienen a pocas
familias, los virus de éste grupo fueron los que presentaron el mayor numero de datos,
de familias virales y diversidad de funciones. La mayoria de datos se obtuvieron por
su homologia con organismos celulares. Las categorias funcionales con mayor
recurrencia fueron las pobremente caracterizadas, las de procesamiento de
informacion, asi como modificaciones postraduccionales [O] y metabolismo y
transporte de iones inorganicos [P]. Casi todos aquellos hits que no han sido
asignados a una familia viral fueron virus dsDNA, en los cuales se destacan las

mismas categorias funcionales que en todo el grupo 1.

Los virus que infectan arqueas fueron muy escasos, reflejando el desconocimiento
que se tiene de estos virus. Por otro lado, los bacteriéfagos fueron uno de los grupos
que obtuvieron mayor diversidad de funciones, asi como un gran numero de
ocurrencias. La funcion mas destacada fue [P], que comprende a proteinas phoH del
regulon de fosfato, las cuales, como ya ha sido mencionado, son producto de la
transferencia horizontal de genes. Asimismo, se ha demostrado que en viromas
marinos, donde abundan los fagos, se encuentran una gran cantidad de genes
metabolicos como genes de la respiracion, del metabolismo de acidos nucleicos, de
carbohidratos, proteinas, entre otros (Rohwer & Thurber, 2009). Por su parte, las
proteinas asociadas a funciones generales [R] presentaron descripciones muy vagas

como unién a RNA, a ATP o nucle6tidos, por lo que no fueron muy informativas.

Los virus gigantes, NCLDV, por sus siglas en inglés (nucleocytoplasmic large
DNA viruses), fueron el otro grupo de virus con mayor cantidad de funciones y
ocurrencias. En todo ellos se destaco la presencia de la funcion [R], que en éste caso
la constituyen proteinas en repeticion como las ankirinas, F-box, y otras que ya han
sido descritas en el apartado anterior. La gran cantidad de proteinas con dominios en
repeticion presentes en los genomas de los NCLDYV esta correlacionada con el tamaiio
de su genoma, mismos que posiblemente han sido adquiridos de bacterias y sus
hospederos eucariontes. Estas proteinas han sido relacionadas con muchas funciones
debido a su capacidad de interactuar con distintas proteinas. También se ha sugerido
que permiten la expansion de genoma y la adaptacion al hospedero, debido a que

pueden sufrir de ciclos de relajacion y endurecimiento por presion purificadora, lo que
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lleva a nuevas funciones y al aumento en la adecuacion a su ambiente celular (Shukla

etal., 2018).

La familia Phycodnaviridae, a diferencia de los otros virus gigantes, obtuvo
abundantes asignaciones en la funcion [P]. La homologia con secuencias bacterianas
de la proteina phoH en phycodnavirus nos hace suponer que su presencia se debe a un
proceso de transferencia horizontal de genes, lo cual no seria extrafo en estos virus,
de los que se conocen distintos casos de adquisicion de genes bacterianos (Fileé et al.,
2007). La cuestion radicaria en la funcion que podria estar desempenando. La
mayoria de bacteriofagos que contienen éste mismo gen son marinos; pudiera ser que
estos genes son predominantes en phycodnavirus que comparten mismo ambiente, por
lo que su funcidn podria estar relacionada, como ya se ha mencionado, a la limitacion

de fosfato en ambientes marinos, actuando en la activacion de toma de fosfato.

La otra constante en los virus gigantes es la funcion [O], que estd conformada casi
en su totalidad por ubiquitinas, y las funciones de procesamiento del RNA, que
incluye ligasas, RNasas, helicasas de RNA, y enzimas de modificacion del RNA,
como transferasas. Sin embargo, la faltante fueron las funciones relacionadas a
traduccion [J]. Distintas proteinas del aparato de traduccion han sido reportadas, como
factores de liberacion y aminoacil tRNA sintetasas (Schulz et al., 2017; Jeudy et al.,
2012). El no haber encontrado genes relacionados a traduccion puede deberse, por un
lado a la falta de datos en la base de datos, y por otro a la falta de sefal evolutiva a
nivel de secuencia por parte de las proteinas celulares, aunque se ha reportado que los
factores de liberacion presentan homologia con los de eucariontes y arqueas (Jeudy et

al., 2012).

Por ultimo, los distintos virus que infectan animales fueron los que menos datos
presentaron, con la excepcion de los herpesvirus que estaban presentes en la base de
datos, y los baculovirus que presentaron la mayor diversidad funcional, en su mayoria

halladas por homologia con secuencias eucariontes.

En éste trabajo hemos podido asociar por primera vez, a las proteinas con funcién
desconocida [S], con la capacidad de uniéon a RNA, pero estas mismas deben ser
sometidas a estudios mas meticulosos de tipo experimental para poder asociarlas a

funciones mas especificas o confirmar si en realidad son RBP.
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De forma general se puede observar que los virus con genoma dsDNA tienen la
capacidad de adquirir y mantener una mayor cantidad de genes relacionados con una
gran diversidad de funciones. Esto posiblemente se deba a las caracteristicas de su

genoma, como la estabilidad, asi como la similitud con el genoma de sus hospederos.

Virus ssDNA. Algunas de las principales caracteristicas de estos virus es el tener
tasas de mutacion muy elevadas y genomas muy pequeios, que pueden llegar a
codificar un par de proteinas, la de capside y otra para la replicacion. Ademas,
infectan a una amplia gama de hospederos pertenecientes a los tres dominio celulares,
comunmente integrando su genoma al de su hospedero mediante integrasas o
nucleasas (Kuprovic & Forterre, 2015). De las nueve familias que integran a éste
grupo viral, en nuestros resultados unicamente obtuvimos unos pocos datos
relacionados a dos familias, Circoviridae e Inoviridae. Todas las proteinas
pertenecientes a estos virus fueron asociadas a funciones de replicacion,
recombinacion y reparacion [L]. Para el caso de los inovirus estas fueron integrasas
de DNA, las cuales contienen dominios de nucleasas con semejanza a los dominios de
RNasas. Por su parte, la tnica proteina de circovirus fue una replicasa, que a pesar de
tener funciones primordialmente de uniéon a DNA, por el tipo de genoma con el que
interactua también presenta una actividad reducida como RNA ligasa (Stedman,

2013).

La escasez de datos encontrados podria estar relacionada con el hecho de que estos
virus no han sido tan estudiados como otros (Stedman, 2013), y tal vez también por el
tamafio tan pequefio de sus genomas y las pocas proteinas que estos contienen. Por
tanto, podria tratarse del grupo viral con menor cantidad de RBP y de interacciones

con el metabolismo del RNA.

Virus dsRNA. La diversidad funcional asociada a las proteinas de éste grupo viral
se concentrd en categorias del procesamiento de la informacion y procesos virales,
sobre todo en funciones asocias a replicacion, traduccidon, inmuno evasion y
formacion de capside. Los datos recuperados pertenecen a tres de las ocho familias en
que estan clasificados estos virus: Reoviridae, Endornaviridae y Cystoviridae. La
heterogeneidad funcional entre estas familias (figura 22) puede deberse a escasez de
informacion en las bases de datos, pero también a su alta tasa de mutacion, lo que

causa que proteinas conservadas tengan poca similitud entre distintos géneros. Incluso
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ha sido reportado que es complicado determinar funciones en proteinas de virus

dsRNA por comparacion de secuencias (Mertens, 2004), como aqui se ha hecho.

Aun con los pocos datos obtenidos para éste grupo viral, se puede decir que se
cubrié, de forma general, el total de funciones en que pueden estar implicadas sus
RBP. Estos virus contienen pocas proteinas, tanto por las caracteristicas de su
genomas, como por restricciones fisicas de la capside. El manejo de la informacion
genética es realizado por enzimas virales dentro de la capside para evitar la deteccion
y accion de las defensas del hospedero. El otro conjunto de proteinas sobresalientes
en los virus dsRNA, ademdas de las estructurales, son aquellas que tienen como
objetivo interferir con la activacion del sistema inmune como la proteina nsP1 de
rotavirus, que bloquea la produccion de interferon mediante degradacion de proteinas;
aunque es ampliamente reconocida la capacidad de uniébn a RNA en esta proteina,
particularmente a mRNA viral, su actividad ain permanece indefinida (Arnold &

Patton, 2009).

Virus ssRNA, grupos IV y V. Estos grupos presentaron una distribucion similar en
las funciones, destacandose aquellas asociadas a capside y procesos virales. Las pocas
categorias funcionales asociadas reflejan el reducido niimero de proteinas codificadas
por los virus de ssSRNA. Ademas del genoma ssRNA, algo que relaciona a los dos
grupos virales es la presencia de proteinas multifuncionales y péptidos precursores
que les permiten superar el problema del bajo nimero proteinas que codifican. Estas
proteinas interactian y explotan diversos componentes del hospedero, con lo cual
pueden evitar el sistema inmune, promover la replicacion o regular la expresion
genética, permitiéndoles desarrollar el ciclo replicativo viral (Chatterjee et al., 2016;
Nagy & Pogany, 2012; Ahlquist et al., 2003). Otro mecanismo descrito en virus
ssRNA para reclutar factores celulares es la presencia de elementos estructurales en el
RNA, tanto genémico como mensajero (Gutiérrez-Escolano, 2014). Por tanto, la
aparente escasez funcional de las RBP en virus de ssRNA, se debe al reducido

numero de proteinas que contienen, lo que solucionan reclutando proteinas celulares.

Para los virus de ssSRNA (+), la gran mayoria de los resultados pertenecen a las
familias Coronaviridae y Togaviridae. Esto se debe a que nuestra base de datos so6lo
contiene informacion de estas dos familias virales, de manera que las secuencias de

las familias de dominios se hallaron a si mismas en los proteomas virales. En nuestra
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base de datos se tuvo una limitada diversidad de secuencias de éste grupo viral pese a

que es uno de los mas diversos, afectando de manera evidente el resultado obtenido.

La situacion para los virus de ssRNA (-) fue un tanto distinta, ya que nuestra base
de datos contenia una mayor diversidad de secuencias de este grupo de, aunque casi
todo pertenecientes al Orden Mononegavirales. La distribucion de las funciones fue
homogénea, acumulandose en su mayoria en funciones relacionadas a capside [Vc];
solo las familias Paramyxoviridae, Filoviridae y Pneumoviridae tuvieron datos
asociados a otras categorias como transcripcion [K] y procesos virales [VX], lo cual
coincide con las descripciones que califican a estas mismas familias virales como las
de mayor complejidad entre los Mononegavirales por el nimero de proteinas que

codifican (Chatterjee et al., 2016).

Un patrén interesante en los datos obtenidos en los virus de ssSRNA (+), fue que
todas las funciones asignadas en éste grupo viral distintas de [Vc] tienen homologia
con secuencias eucariontes, incluidas funciones [VX] de procesos virales. Estas
secuencias celulares homologas incluyen RNA helicasas que actuan en procesos de
splicing, nucleasas con plegamiento P-loop ATP binding y dedos de zinc C3HI
asociados al decaimiento de mRNA, cuyas contrapartes virales se asociaron a
helicasas, una replicasa y poliproteinas replicasa lab. Unicamente dos casos de
proteinas de la nucleocapside tuvieron homologia con secuencias celulares; una
perteneciente a Astroviridae con un E- value cercano al umbral considerado como
significativo y con homologia a factores de spl/icing SRA1E con dominio RRM, y otra
de Coronaviridae, igualmente relacionada con factores de splicing U2 con dominio
RRM, pero con un valor de E-value significativo. De forma similar, en los virus de
ssRNA (-) se presentaron grupos de proteinas con homologia celular, como la de

matriz M2-1, y otros aparentemente exclusivos de virus.

Nos parece excepcional haber logrado identificar relaciones de homologias entre
éste tipo de proteinas virales y proteinas celulares, debido a la naturaleza cambiante
de los virus ssRNA y las limitantes en la metodologia aqui empleada. Por su parte, las
proteinas exclusivas de virus, como las de capside, pudieron haber perdido identidad a
nivel de secuencia a causa de la alta tasa de mutacién que los caracteriza; aunque el
analisis de la estructura terciaria de estas mismas proteinas ha sugerido que su origen
proviene del reclutamiento de proteinas del hospedero (Krupovi¢ & Koonin, 2017),

poniendo en duda la existencia de los llamados hallmark genes de virus.
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Para poder comprender la evolucién y la diversidad de estos grupos virales se
requiere de un aumento en la exploraciéon del contenido genético de las muchas
familias virales que han sido poco estudiadas. De igual manera, generar estudios a
nivel de estructura terciaria de estas y otras proteinas virales permitiria esclarecer

puntos clave en el debate de la evolucion y origen de los virus.

Virus con retrotranscripcion. En el caso de los virus con retrotranscripcion, tanto
de ssSRNA como de dsDNA, obtuvieron asignaciones relacionadas a funciones
similares, procesos virales [VX], formacién de capside o membrana [Vc] y
replicacién, recombinacién y reparacién [L]. Unicamente en el caso de los retrovirus
se encontrd una mayor diversidad funcional, debido a la proteina Tat que actua como
factor de elongacion para la polimerasa II durante la transcripcion (Smith et al., 2000;
Gait & Karn, 1993), y la proteina Vif involucrada en patogenicidad que media la
degradacion de proteinas mediante el reclutamiento de ligasas de ubiquitina del

hospedero (Daey et al., 2011).

Se obtuvieron datos de todas las familias que conforman a estos dos grupos de
virus. Es de destacar que en nuestra base de datos unicamente se contaba con
secuencias pertenecientes a Retroviridae (retrovirus de ssSRNA), y ninguna secuencia
relacionada a retrovirus de dsDNA. Todos los resultados relacionados a las familias
Hepadnaviridae y Caulimoviridae fueron halladas por similitud con secuencias
celulares. De manera similar, la mayor cantidad de datos asociados con retrovirus
fueron obtenidos por similitud con secuencias celulares, incluyendo proteinas como

gag, retrotranscriptasas, proteinas de envoltura y otras poliproteinas.

Los virus dsDNA con retrotranscripcion contienen genomas pequefios y codifican
para pocas proteinas (Dill et al., 2016; Hull et al., 1987), las cuales son muy
divergentes entre los distintos géneros, pero con dominios funcionales muy
conservados (Dill et al., 2016). Tanto los hepadnavirus que infectan animales, como
los caulimovirus que infectan plantas, se han encontrado insertados en los genomas de
sus hospederos como elementos endogenos, pese a que la integracion al genoma
hospedero no es parte de ciclo replicativo. Esto ha demostrado una estrecha relacion
entre virus y hospedero mostrando procesos de coevolucion (Diop et al., 2018; Dill et

al., 2016).

A diferencia de estos ultimos, los retrovirus requieren integrarse en el genoma

hospedero para poder ser transcritos y llevar a cabo su ciclo replicativo, por lo que es
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comun hallarlos como elementos enddgenos en los genomas de vertebrados. Al igual
que los retrovirus de dsDNA, estos presentan una estrecha relacion evolutiva con sus
hospederos (Shi et al., 2018). Esta relaciéon es tan estrecha que incluso estan
considerados como un tipo mas de retroelementos, y se ha propuesto que los
retrovirus provienen de retrotransposones de vertebrados que adquirieron la proteina
env, lo que les permitié diseminarse entre distintas células (Hayward, 2017; Kim et

al., 2004).

La reducida diversidad funcional en estos virus indudablemente est4 asociada a lo
reducido de su genoma y al empleo de las proteinas del hospedero para realizar una
parte importante de los procesos requeridos para su replicacion. Las pocas proteinas
incluidas en el catdlogo que no presentan una homologia celular podrian ser objeto de
estudio para comprobar si realmente se trata de proteinas exclusivas virales. Un
primer acercamiento seria la utilizacion de las familias de dominios de nuestra base de
datos que contienen a estas proteinas y realizar una busqueda con perfiles pero en los

proteomas celulares.

6. Descripcion general de las secuencias virales

En primer lugar, se observo que las secuencias homologas virales presentan una
reduccién en el nimero de aminoacidos en comparacion con su contrapartes celulares.
Cuando se trat6 de familias de dominios virales las dimensiones se mantuvieron
constantes. Esto coincide con la reduccion de los genomas virales, en donde las
proteinas multidominio llegan incluso a sobreponer dominios. Un ejemplo de esto es
la proteina Rev que contiene un dominio de unién a proteinas y otro a RNA
sobrepuestos, funcionando como un switch molecular (Davey et al., 2011). Aln asi,
no se descarta la posibilidad de que lo observado pueda presentar alguna otra

explicacion.

La descripcion de la arquitectura de las proteinas virales puede dar pistas de como
podrian funcionar o regularse. Hay que recordar que generalmente las RBP son
multidominio, al menos en proteinas celulares, particularmente en las eucariontes.
Contrario a lo que se esperaba, en virus dsDNA las proteinas con funciéon [R],
obtuvieron resultados similares. Posiblemente las proteinas asociadas a unién a RNA
o ATP, puedan contener un solo RBD, mientras que las multidominio estarian

representadas por las proteinas con dominios en repeticiones. Otro caso no esperado
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es el de las proteinas phoH. Por su parte, las proteinas de procesamiento de RNA
aparecen como monodominio, lo que pudiera reflejar esa compactacion general en los

genomas virales.

Para los otros grupos virales, la mayoria de las funciones tiene muy pocos datos,
por lo que no podemos deducir conclusiones generales. Pero las funciones [Vc] y [L]
que aparentemente son multidominio, en realidad puede deberse a que muchas de
estas secuencias pertenecen a poliproteinas virales. Pudiera ser que las proteinas [VX]
por deberse a proteinas multifuncionales, sean de cardcter multidominio. En general
se esperaba observar patrones mas definidos en relacion con las funciones asignadas,

lo cual tal vez sea posible si se analizan de una manera mas detallada.

Para concluir, un resultado interesante que se desprende del analisis de estructura
secundaria fue el elevado porcentaje de regiones sin una estructura definida, los
cuales obtuvieron valores altos en el indice de prediccion arrojado por Jpred4. Esto
podria apoyar las observaciones acerca de lo comin que son las regiones
desordenadas en las RBP y en particular en los RBD, y ain mas en virus. A manera
de perspectiva, el realizar andlisis de prediccion de desorden en las secuencias
encontradas permitiria hacer una descripcion mas precisa y completa de los datos aqui

presentados.

VI. CONCLUSION

El estudio de las RBP es fundamental para entender las distintas etapas del ciclo
replicativo viral y la manera en que interactiia con los distintos componentes y vias
celulares de sus hospederos. El avance en su conocimiento puede tener implicaciones
en el entendimiento de los procesos evolutivos virales y en el desarrollo de estrategias

que busquen combatir procesos infecciosos virales.

Para éste fin, el empleo de la gendmica comparada en el estudio de los virus es un
enfoque potente que permite descubrir caracteristicas funcionales compartidas y
deducir historias evolutivas (Mihara et al., 2016). En el presente trabajo, a pesar de las
limitantes en el método empleado, se logr6é visualizar de manera general la

composicion funcional de las RBP virales a partir de la homologia de dominios, asi
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como generar un catdlogo curado de RBD virales que puede proveer de una fuente de

consulta de la cual partir en el planteamiento de futuras investigaciones.

La subestimacion de la diversidad de proteinas y dominios se evidencid en
algunos casos, como fue el de la falta de funciones de traduccion en virus gigantes,
por lo que muy posiblemente otros grupos proteinicos virales con interaccién con el
metabolismo del RNA tampoco pudieron ser recuperados. Sin embargo, considerando
que ésta es una primera aproximacion al problema, podemos decir que el objetivo de
describir, de forma general, la gran diversidad funcional en los virus, se cumpli6. Los
resultados reflejaron la naturaleza y particularidades de cada grupo viral, ademés de
que se obtuvieron datos puntuales que permiten generar nuevas preguntas y proyectos

a realizar.

El haber empleado una base de datos con una mayoria de secuencias celulares nos
permitid establecer un enlace evolutivo entre los genes virales y sus contrapartes
celulares, ayudando a determinar la funcidn intrinseca de cada grupo de proteinas, asi

como a suponer como los virus interactuan con las vias celulares de sus hospederos.

Uno de los puntos mas relevantes del trabajo fue confirmar la estrecha relacion
virus-hospedero, la cual se alimenta a través de una constante transferencia horizontal
de genes. Una fraccion mayoritaria de los datos obtenidos fueron obtenidos por
homologia con secuencias celulares, incluso algunas proteinas virales conservadas.
Esto demuestra que la interaccion viral con el metabolismo de RNA celular estd
mediado por proteinas con dominios adquiridos de sus hospederos, pero también que
muchos procesos virales son mediados por proteinas que contienen estos mismos
dominios, posiblemente porque es mas facil reusar que reinventar dominios

funcionales.

Es importante mencionar la necesidad de explorar la diversidad de virus que
infectan grupos de organismos poco comunes para poder completar los vacios
informacionales existentes. También se requiere de estudios que permitan comprender
las interconexiones entre las distintas vias y sistemas que los virus emplean para el

secuestro celular, por ejemplo el metabolismo del RNA y el sistema de ubiquitinacion.

La informacion creciente sobre éstas proteinas, como su localizacion, regulacion o
ligandos, permitird un entendimiento sistémico de su funcion y participacion dentro

de los procesos tanto celulares como virales. De igual forma, estudios exploratorios
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como el que hemos presentado pueden contribuir a ubicar posibles RBP no descritas y
con funciones inesperadas, contribuyendo en el robustecimiento del conocimiento de

las RBP y su papel en la biologia de los virus.
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APENDICE

Apéndice 1.1. Numero de ocurrencias por Phyla y Clases, pertenecientes a las familias proteicas de uniéon a RNA
que conforman la base de datos final. Estas se encuentran separadas por Dominio celular. Los * presentes en la
seccion Eukaryota indican que ese Phylum fue agregado manualmente por no haber sido proporcionado por
UniProt.

Phylum # Ocurrencias Clase # Ocurrencias
Archaea
Crenarchaeota 4 Thermoprotei 4
Euryarchaeota 8 Archaeoglobi 4
Halobacteria 2
Methanobacteria 2
Methanococci 4
Methanomicrobia 5
Methanopyri 2
Thermoplasmata 2
Thermococci 3
Nanoarchaeota 1
Candidatus Korarchaeota 1
Thaumarchaeota 3
Bacteria
Actinobacteria 20 Acidimicrobiia 5
Actinobacteria 19
Coriobacteriia 5
Rubrobacteria 4
Thermoleophilia 5
Acidobacteria 12 Acidobacteriia 10
Blastocatellia 4
Solibacteres 6
Proteobacteria 42 Acidithiobacillia 9
Alphaproteobacteria 22
Betaproteobacteria 21
Deltaproteobacteria 21
Epsilonproteobacteria 8
Gammaproteobacteria 31
Chloroflexi 9 Anaerolineae 1
Chloroflexia 6
Dehalococcoidia 1
Thermomicrobia 5
Aquificae 5 Aquificae 5
Firmicutes 34 Bacilli 24
Clostridia 22
Erysipelotrichia 4
Negativicutes 8
Tissierellia 6
Bacteroidetes 22 Bacteroidia 15
Chitinophagia 11
Cytophagia 15
Flavobacteriia 12
Saprospiria 9
Sphingobacteriia 9
Chlamydiae 5 Chlamydiia 5
Chlorobi 6 Chlorobia 6
Chrysiogenetes 4 Chrysiogenetes 4
Deferribacteres 5 Deferribacteres 5
Deinococcus-Thermus 7 Deinococci 7
Dictyoglomi 4 Dictyoglomia 4
Elusimicrobia 4 Elusimicrobia 4
Fibrobacteres 4 Fibrobacteria 4
Fusobacteria 5 Fusobacteriia 5
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Gemmatimonadetes
Cyanobacteria
Nitrospirae
Planctomycetes
Spirochaetes
Synergistetes
Tenericutes
Thermodesulfobacteria
Thermotogae
Verrucomicrobia

Candidatus

Cloacimonetes
Eukaryota

Amoebozoa*

Apicomplexa

Arthropoda

Ascomycota

Bacillariophyta

Basidiomycota

Chlorophyta

Chordata

Chytridiomycota
Cnidaria

Ctenophora
Echinodermata

Euglenozoa
Hemichordata
Metamonada
Microsporidia
Mollusca

Nematoda

S

N oo N ;g

40

100

114

20

37

42

79

16
23

Gemmatimonadetes
Gloeobacteria
Nitrospira
Planctomycetia
Spirochaetia
Synergistia
Mollicutes
Thermodesulfobacteria
Thermotogae
Methylacidiphilae
Opitutae
Verrucomicrobiae

Archamoebae
Dictyostelia
Aconoidasida
Coccidia
Arachnida
Branchiopoda
Insecta
Malacostraca
Dothideomycetes
Eurotiomycetes
Leotiomycetes
Pezizomycetes
Saccharomycetes
Schizosaccharomycetes
Sordariomycetes
Bacillariophyceae
Coscinodiscophyceae
Agaricomycetes
Malasseziomycetes
Microbotryomycetes
Pucciniomycetes
Tremellomycetes
Ustilaginomycetes
Chlorophyceae
Mamiellophyceae
Trebouxiophyceae
Actinopteri
Amphibia
Appendicularia
Ascidiacea

Aves

Mammalia
Chytridiomycetes
Anthozoa
Hydrozoa
Tentaculata
Asteroidea
Echinoidea
Kinetoplastea
Enteropneusta
Parabasalia
Bivalvia
Gastropoda
Chromadorea

raE P

- 0O W N O N O
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Perkinsozoa* - Perkinsea 8

Phaeophyceae 24 Phaeophyceae 1
Placozoa 23 Heterolobosea 12
Platyhelminthes 39 Trematoda 38
Porifera 2 Demospongiae 2
Rotifera 2 Bdelloidea 2
Streptophyta 94 Bryopsida 26
Liliopsida 69
Magnoliopsida 4
- - Choanoflagellatea 6
- - Oomycetes 25
Bigyra* - Blastocystea 2
Ciliohora* - Oligohymenophorea 20
Ochrophyta* - Pelagophyceae 8

Apéndice 1.2. Numero de ocurrencias halladas en la base de datos final divididas por tipo viral y familia viral.

Tipo viral # Ocurrencias Famiia viral # Ocurrencias
virus
Retro-transcribing viruses 10 Retroviridae 10
ssRNA negative-strand 43 Arenaviridae 4
viruses
Bunyaviridae 4
Pneumoviridae 3
Orthomyxoviridae 12
Filoviridae 13
Paramyxoviridae 7
dsRNA viruses 6 Reoviridae 4
Endornaviridae 1
ssRNA positive-strand 3 Togaviridae 3
viruses, no DNA stage
Coronaviridae 3
dsDNA viruses, no RNA 19 Siphoviridae 1
stage Herpesviridae 12
Myoviridae 2
Poxviridae 3
Podoviridae 2
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Apéndice 2. Numero de hits encontrados en los proteomas virales asociados a las distintas familias taxonémicas de

virus. Cuando no habia una familia viral asociada se empleo el Orden viral.

dsDNA
Adenoviridae
Ampullaviridae
Alloherpesviridae
Ascoviridae
Baculoviridae
Bicaudaviridae
Caudovirales (Orden)
Fuselloviridae
Herpesvirales (Orden)
Herpesviridae
Hytrosaviridae
Iridoviridae
Lipothrixviridae
Malacoherpesviridae
Marseilleviridae
Mimiviridae
Myoviridae
Nudiviridae
Phycodnaviridae
Podoviridae
Poxviridae
Siphoviridae
ssDNA
Inoviridae
Circoviridae
dsRNA
Endornaviridae
Reoviridae
Cystoviridae
ssRNA (+)
Arteriviridae
Astroviridae
Caliciviridae
Coronaviridae
Roniviridae
Togaviridae
Virgaviridae
ssRNA (-)
Arenaviridae
Filoviridae
Nairoviridae
Orthomyxoviridae
Paramyxoviridae
Pneumoviridae
Sunviridae
Retrovirus dsDNA
Hepadnaviridae
Caulimoviridae
Retrovirus ssRNA
Retroviridae

395
741

157
61

381
201

N ©

N =

- W =

127
93

103

193
25

11
388

315
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Apéndice 3.1. Numero de ocurrencias de hospederos celulares que son infectados por las variedades virales que
conforman el catdlogo de dominios de uniéon a RNA. Se muestran los grupos taxonémicos superiores

pertenecientes a Archaea y Bacteria.

Crenarchaeota

11

Euryarchaeota 17

Actinobacteria
Bacterioidetes
Cyanobacteria
Deinococcus-Thermus
Firmicutes
Protobacteria
Tenericutes

82
3
204
2
188
574
2

Apéndice 3.2. Numero de ocurrencias de hospederos celulares que son infectados por las variedades virales que
conforman el catdlogo de dominios de union a RNA. Se muestran los grupos taxondmicos superiores
pertenecientes al dominio Eukaryota. Los grupos no pertenecen a categorias taxondmicas equivalentes.

Eukaryota
Fungi (Ascomycota) 3
Metazoa 1839
Viridiplantae 526
Protozoos
Bicosoecida 17
Longamoebia 441
Algas
Isochrysidales 5
Pelagophyceae 17
Phaeocystales 11
Phaeophyceae 14

Apéndice 3.3. Numero de ocurrencias de hospederos celulares que son infectados por las variedades virales que
conforman el catdlogo de dominios de union a RNA. Se muestran los grupos taxonémicos superiores que

conforman a Metazoa y Viridiplantae incluidos en la tabla anterior.

Metazoa
Amphibia 4
Actinopterygii 44
Aves 373
Mollusca 6
Insecta 269
Lepidosauria 20
Malacostraca 4
Mammalia 1073
Viridiplantae
Streptophyta
Asteridae 102
Caryophyllales 19
Liliopsida 125
Piperales 8
Rosidae 121
Saxifragales 11
Chlorophyta
Chlamydomonadales 1
Chlorellales 57
Mamiellales 71
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