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Resumen en español

Resumen

La aplicación de técnicas cromatográficas derivó en el descubrimiento de que tanto

las secuencias de ADN como de ARN muestran composiciones genómicas

altamente variables. Los primeros estudios composicionales preceden al modelo de

doble hélice de Watson y Crick. Más aún, la dilucidación de la estructura

tridimensional del ADN tuvo como insumo fundamental algunos resultados de

estudios composicionales. Décadas más tarde, con los primeros genomas

disponibles fue posible estudiar en mayor detalle su heterogeneidad, tanto

intra-genómica como entre genomas. La genómica composicional, ahora más

computacional que molecular, fue una de las ramas que más aprovecharon esta

disponibilidad de secuencias creciente.

El objetivo general de esta tesis fue realizar un análisis exhaustivo de la

composición nucleotídica y de uso de codones de toda la diversidad viral conocida,

con genoma completo secuenciado. Se presentan los principales aspectos detrás

del código desarrollado durante la tesis, así como el software utilizado, los datos

generados y diferentes bases de datos accedidas. Posteriormente, se describen los

análisis composicionales llevados a cabo, seguido de los análisis estadísticos. Por

último, se presentan y discuten resultados no publicados, así como las principales

contribuciones de los dos artículos publicados en revistas arbitradas hasta el

momento de la presentación de esta tesis. Los análisis composicionales, al margen

de su contribución histórica, siguen siendo pertinentes. Más aún en sistemas

hospedero-virus, donde queda de manifiesto el impacto de la composición

nucleotídica y el sistema inmune del hospedero en el genoma de sus virus.

Palabras clave en español

Palabras clave: composición genómica, sesgos composicionales, dinucleótidos,

uso de codones, frecuencia de aminoácidos, interacción hospedero-virus,

clasificación de Baltimore
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Resumen en inglés

Abstract

Chromatographic methods led to the discovery that both deoxyribonucleic acid

(DNA) and ribonucleic acid (RNA) are compositionally heterogeneous. Early

compositional studies predate Watson and Crick's double helix model. Moreover, the

elucidation of the three-dimensional structure of DNA involved compositional studies

as a crucial insight. Decades later, with the first genomes available it was possible to

study in greater detail their heterogeneity, both within and between genomes.

Compositional genomics, now more computational than molecular, was one of the

fields that took most advantage of this growing availability of sequences.

The overall aim of this thesis was to perform a comprehensive analysis of the

nucleotide composition and codon usage of all known viral diversity. The main

aspects behind the code developed are presented, as well as the data generated.

Subsequently, the compositional analyses carried out are described, followed by the

statistical analyses. Finally, unpublished results are presented and discussed, as

well as the main contributions of the two articles published in peer-reviewed journals

up to the time of the presentation of this thesis. Apart from their historical

contribution, compositional analyses remain relevant. Even more so in host-virus

systems, given that viral genomes are exposed to the nucleotide composition and

the immune system of the hosts that infect.

Palabras clave en inglés

Keywords: genomic composition, compositional biases, dinucleotides, codon usage,

amino acid frequencies, host-virus interaction, Baltimore classification
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Introducción

Un poco de historia

El conocimiento de los ácidos nucleicos se inicia con Friedrich Miescher en 1868

(Dahm, 2010). Estos inicios fueron en la Universidad de Tubinga, en el laboratorio

de Felix Hoppe-Seyler, uno de los más grandes y mejor equipados de la época.

Hoppe-Seyler estudiaba la composición química de las células, en una época en

que el concepto de célula aún se debatía (Chan y Conova, 2011b). A Miescher se le

encargó estudiar los linfocitos. De núcleos de leucocitos logró aislar una sustancia

de propiedades diferentes a las proteínas, a la que llamó «nucleína» (Dahm, 2005).

Los trabajos de Miescher bajo el mando de Hoppe-Seyler fueron interrumpidos

abruptamente por la guerra franco-prusiana (1870-1871). Miescher, de regreso a su

ciudad natal, ocupó un cargo en la Universidad de Basilea a partir de 1872,

continuando allí con sus aislamientos de núcleos y sus derivados (Greenstein,

1943). El término «ácido nucleico» fue creado en 1889 por Richard Altmann,

un antiguo estudiante de Miescher (Altmann, 1889).

Hoppe-Seyler se mudó en 1872 a la Universidad de Estrasburgo.1 En 1877, Albrecht

Kossel se convierte en asistente de Hoppe-Seyler y «hereda» parte de los trabajos

de Miescher. Kossel describió que la nucleína estaba formada por un componente

proteico y por un grupo prostético, de naturaleza ácida. Entre 1885 y 1901, su

laboratorio consiguió aislar por hidrólisis a las cinco bases nitrogenadas que

típicamente conforman a los ácidos nucleicos: adenina (A), guanina (G), citosina

(C), timina (T) y uracilo (U) (Nobel Prize, 1910). Kossel, en solitario, recibió el

Premio Nobel en Fisiología o Medicina (1910) «en reconocimiento a las

contribuciones al conocimiento de la química celular a través de sus trabajos sobre

las proteínas, incluidas las sustancias nucleicas» (Nobel Prize, 1910).

__________________________________________________________________

1 La Universidad de Estrasburgo, como consecuencia de la derrota francesa en la
guerra franco prusiana, volvía a adoptar el alemán, idioma que había mantenido
desde su fundación hasta la Revolución francesa. La universidad recupera
definitivamente el idioma francés luego de la Primera Guerra Mundial.
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Agentes filtrables

La virología comienza posiblemente con Adolf Mayer a finales de 1870 en la

Universidad de Wageningen, Países Bajos. Mayer describió la enfermedad del

mosaico del tabaco y demostró que esta podía transmitirse a plantas sanas

simplemente inoculando la savia de plantas enfermas (Mayer, 1886).

En Rusia, Dmitri Ivanovsky realizó entre 1887 y 1892 varias contribuciones al

estudio de las enfermedades infecciosas de la planta del tabaco (Ivanovsky y

Polovtsev, 1890; Ivanovsky, 1892). Determinó que el agente infeccioso descrito por

Mayer era capaz de pasar por un filtro de Chamberland, diseñado para retener

bacterias (Ivanovsky, 1892).

Hacia finales del siglo XIX, Martinus Beijerinck reprodujo independientemente los

experimentos de filtrado de Ivanovsky. Beijerinck evidenció que el agente causal de

dicha enfermedad se replicaba en las plantas vivas, y que este agente era de

naturaleza no bacteriana: un virus (del latín virus, «veneno»; Beijerinck, 1898).

En su definición actual, un virus es un conjunto de moléculas de ácido

desoxirribonucleico (ADN) o ácido ribonucleico (ARN), encapsuladas por una

cubierta proteica. Son agentes infecciosos que solamente pueden reproducirse

dentro de una célula hospedera. La partícula infectiva o virión debe ingresar a una

célula viva y utilizar la maquinaria de síntesis de dichas células para replicarse.

Infectan todas las formas de vida conocidas, e incluso existen aquellos que

parasitan otros virus.

ADN y ARN

En 1905, Phoebus Levene ingresa al Instituto Rockefeller en Nueva York, hoy

Universidad Rockefeller, donde se abocará el resto de su vida académica a

identificar los componentes de los ácidos nucleicos. Cabe destacar que Levene,

previo a recibir su puesto en Rockefeller, tuvo un breve pasaje por el laboratorio de

Kossel, la autoridad indiscutida en ácidos nucleicos en esa época (Chan y Conova,

2011c). Levene se convertiría en las décadas siguientes en la nueva autoridad.

Términos como nucleósido, nucleótido o polinucleótido son algunos de sus aportes.
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Levene y su estudiante Walter Jacobs reconocieron a la D-ribosa como un

componente esencial de los ácidos nucleicos (Levene y Jacobs, 1909).

Posteriormente, se determinó que la D-ribosa era el azúcar constituyente del ARN.

En aquel entonces no se tenía conocimiento de las diferencias químicas y biológicas

entre los ácidos nucleicos. Simplemente se los distinguía por los materiales de los

que se aislaba. De esta forma, el ARN era el «ácido nucleico de la levadura»,

mientras que el ADN era el «ácido nucleico del timo» (obtenido de terneros; es decir,

mollejas). Levene junto a Efim London identificaron a la desoxirribosa (Levene y

London, 1929), el azúcar constituyente del ADN.

Levene propuso, erróneamente, que el ADN estaba formado por cantidades iguales

de A, G, C y T. Su hipótesis de los «tetranucleótidos» sostenía que el ADN era una

repetición monótona de los cuatro nucleótidos en sucesión; esta homogeneidad le

había llevado a concluir que el ADN no podía almacenar la información genética.

Alrededor de 1940, Alexander Todd comenzó a investigar los nucleótidos y los

nucleósidos, obteniendo por sus descubrimientos el Premio Nobel en Química

(Nobel Prize, 1957). Hacia 1950, había descubierto y sintetizado las coenzimas

trifosfato de adenosina (ATP, de adenosine triphosphate) y el dinucleótido flavina-

adenina (FAD, de flavin-adenine dinucleotide).

El material genético

Con cada descubrimiento se conocía más sobre la química de los ácidos nucleicos,

pero no estaba muy clara su implicancia biológica. Un descubrimiento fundamental

fue el «principio transformador» ("transforming principle") por Frederick Griffith

(1928). Griffith concluyó que algún componente aislado de bacterias virulentas

muertas por calor «transformaba» cepas bacterianas no virulentas en virulentas,

pero no logró identificar la naturaleza química de este «principio» (más allá del

hecho de que era capaz de sobrevivir al tratamiento térmico).

Hubo que esperar hasta 1944 cuando Oswald Avery, Colin MacLeod y Maclyn

McCarty determinaron que el ADN de bacterias muertas podía «transformar»

bacterias vivas (Avery et al., 1944). Este experimento situó al ADN como el portador

14



de la información genética, en lugar de las proteínas como se creía hasta ese

entonces.

En 1920, Hans Winkler había creado el término «genoma», definido como todo el

material genético de un individuo o de una especie (Winkler, 1920). En los

organismos de vida celular consiste en una o varias moléculas de ADN. También en

muchos virus es el ADN el ácido nucleico que compone su genoma, pero existen

otros cuyo genoma está compuesto de ARN. Dicho genoma, además, puede ser de

cadena simple o doble, lineal o circular, no segmentado o segmentado, etc.

En los virus, la información genética suele estar codificada de forma muy compacta.

Los denominados «virus gigantes», en cambio, exhiben genomas tan grandes y

complejos como los procariotas o algunos eucariotas parásitos (Philippe et al.,

2013).

Bacteriófagos modelos

Frederick Twort realizó el primer descubrimiento de virus que atacan a colonias

bacterianas en el Brown Institution en Londres (Twort, 1915). Independientemente,

Félix d'Hérelle el Instituto Pasteur en París también descubrió los virus de bacterias

(d'Herelle, 1917). Fue d'Hérelle quien los llamó bacteriófagos (del griego,

«devoradores de bacterias»). Además, d'Hérelle fue pionero en la «fagoterapia» y

en proponer el uso de «cócteles» ("phage cocktails") para sobreponerse a las

bacterias que se vuelven resistentes contra un fago aplicado en solitario.

Es indudable el papel protagónico de los virus en la historia de la biología

molecular.2 La biología molecular provoca una verdadera revolución en la manera de

aproximarse al estudio de la vida. Viejas preguntas de la biología comienzan a ser

abordadas desde otras ciencias como la física y la química. La simplicidad de los

sistemas bacteria-fago los posiciona como modelos experimentales estupendos.

__________________________________________________________________

2 Término atribuible a Warren Weaver en 1938 (Weaver, 1970).
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El máximo exponente en cuanto al uso de virus como modelo fue el Phage group

(«Grupo de los fagos»; a partir de aquí será el «Grupo»). Una breve reseña al Grupo

es útil para reflejar lo que se estaba generando entre las décadas de 1930 y 1940.

Max Delbrück, formado en física, se interesa en entender el mecanismo por el cual

la infección de una sola partícula generaba algunos cientos una media hora más

tarde. Delbrück publica en 1939 junto con Emory Ellis «El crecimiento de

bacteriófagos» (Ellis y Delbrück, 1939).

En 1940 Delbrück conoce a Salvador Luria y comienzan una firme colaboración.

Junto a Alfred Hershey, forman el Grupo en 1943 con el propósito de comprender el

mecanismo de replicación de los fagos. Delbrück, como líder del Grupo, acordó que

la investigación debía concentrarse en un conjunto de siete fagos (T1-T7), todos los

cuales infectan al mismo hospedero (Escherichia coli B), y utilizando condiciones

experimentales estandarizadas (“phage treaty”; Comfort y Goldstein, 1995).

En 1952, Hershey y Martha Chase realizaron un experimento que afianzó el estatus

del ADN como el material genético, apoyando los resultados del experimento de

Avery, MacLeod y McCarty (1944). Utilizando al bacteriófago T2 lograron confirmar

que es el ADN el portador de la información genética (Hershey y Chase, 1952).

Delbrück, Hershey y Luria compartieron el Premio Nobel en Fisiología o Medicina

(1969) «por sus descubrimientos sobre el mecanismo de replicación y la estructura

genética de los virus» (Nobel Prize, 1969).

Además de los nombrados, entre los numerosos miembros del Grupo de los fagos,

destacaron los Premios Nobel James Watson, Renato Dulbecco y Sydney Brenner,

el dúo Matthew Meselson y Franklin Stahl (1958) y también Seymour Benzer3.

__________________________________________________________________

3 Recomiendo sumergirse en los primeros capítulos de «Tiempo, amor, memoria»

(Weiner, 1999). Los inicios de Benzer vinculado al Phage group permiten un corto

viaje por aquellos años (con una breve visita a Thomas Morgan, Alfred Sturtevant y

demás miembros del Drosophila group).
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Cromatografía en papel

Los avances en la química de los ácidos nucleicos, principalmente mediante la

aplicación de técnicas cromatográficas, llevaron al conocimiento de que tanto las

secuencias de ADN como de ARN muestran una gama de composiciones

características de su origen (i.e., de donde fueron aislados).

Erwin Chargaff, doctorado en química en la Universidad Técnica de Viena, da inicio

en 1935 a cuatro décadas de trabajo en la Universidad de Columbia, en Nueva York.

El experimento de Avery, MacLeod y McCarty (1944) fue de gran influencia para

Chargaff, a tal punto que reorganizó su laboratorio para testar su nueva hipótesis:

las diferencias genéticas deben reflejarse en diferencias químicas entre ADNs

(según testimonio de Seymour Cohen, estudiante de Chargaff en Columbia; Cohen,

2004). Chargaff fue pionero en el estudio de la composición del ADN por técnicas

cromatográficas (Chargaff et al., 1949).

Roy Markham y John Smith, en la Universidad de Cambridge, fueron también

fundacionales en los estudios cromatográficos en ácidos nucleicos, tanto de ADN

(1949a) como de ARN (1949b). También en 1949, Markham y Smith analizaron

cinco cepas del virus del mosaico del tabaco, posiblemente el primer estudio

composicional en virus. Describen que la composición nucleotídica de estas cepas

es muy similar, si bien detectaron diferencias significativas entre tres de las cepas

(Markham y Smith, 1950).

En 1950, los análisis realizados por Chargaff y sus colaboradores demostraron que

la composición del ADN, definida en sus trabajos seminales como «las proporciones

molares de las bases de purina y pirimidina», es característica de la especie;

además, es constante para los diferentes tejidos de una especie (Chargaff et al.,

1950).

Llegar a obtener estos resultados permitió, a su vez, importantes avances en

técnicas cromatográficas y en métodos de hidrólisis. Gerard Wyatt, estudiante de

Smith, logró identificar otras moléculas relevantes, que también son constituyentes

naturales del ADN, como la 5-metilcitosina (Wyatt, 1950) y la 5-hidroximetilcitosina

(Wyatt y Cohen, 1953).
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La dóble hélice

Cabe destacar que los primeros estudios composicionales preceden al modelo de

doble hélice del ADN de Watson y Crick (1953a). La publicación de la doble hélice

fue realizada desde los Laboratorios Cavendish en la Universidad de Cambridge

(www.phy.cam.ac.uk), uno de los departamentos más renombrados en cuanto a

descubrimientos científicos se refiere (e.g., el electrón, el neutrón, los isótopos, la

fisión nuclear artificial, las primeras desintegraciones nucleares controladas

inducidas por partículas aceleradas de alta energía, el desarrollo de la cristalografía

de rayos X). No ha de sorprender que por Cavendish pasaran 30 Premios Nobel en

su casi siglo y medio de historia.

La dilucidación de la estructura del ADN tuvo dos insumos fundamentales, uno

proveniente de estudios composicionales y otro de los patrones de difracción de

rayos X del ADN.

Watson y Crick asistieron a la presentación de Chargaff en la Universidad de

Cambridge en 1952 (Betz, 2011). Estos resultados de Chargaff pueden resumirse

como:

(i) A = T ≠ G = C

Esto dejaba sin fundamento la hipótesis de los «tetranucleótidos» de Levene,

aceptada por décadas al no existir evidencia en contra.

Wyatt, por su parte, enseñó sus resultados a Watson en un encuentro que tuvieron

en el Instituto Pasteur de París, brindando más evidencias aún a las relaciones

estequiométricas descritas por Chargaff. Muchos de sus resultados fueron obtenidos

en colaboración con Cohen y Hershey, y utilizando fagos de ADN (e.g., T2, T4, T6)

(Watson, 1968).

El otro insumo fue la famosa fotografía 51 tomada en el King's College en Londres

en mayo de 1952. Rosalind Franklin capturó por difracción de rayos X las fibras de

ADN cristalizadas por Raymond Gosling (Franklin y Gosling, 1953). Esta fotografía,

mostrada a Watson por Maurice Wilkins, sin consentimiento de sus autores (Betz,

2011), evidenció la estructura helicoidal del ADN.
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La publicación de la doble hélice, que en realidad consistió de dos trabajos en serie,

separados por pocos meses, fue un hito para la biología (Watson y Crick, 1953a;

1953b). Su impacto trascendió incluso a la disciplina y permeó en la cultura y la

sociedad.

Los resultados de Chargaff y de Wyatt, pese a ser citados como corresponde en

ambas publicaciones, fueron discutidos allí solo como evidencia experimental al

modelo de la doble hélice y no como insumos necesarios para conceptualizarlo.

Lo antedicho, sin ánimo de menoscabar el mérito de Watson y Crick, pretende

balancear cuánto pudo haber de ingenio e intuición parte de estos talentosos

científicos, y cuánto de inspiración en resultados parciales de otros colegas.

Crick, Watson y Wilkins obtuvieron el Premio Nobel en Fisiología o Medicina 1962

«por sus descubrimientos sobre la estructura molecular de los ácidos nucleicos y su

relevancia para la trasmisión de información en los seres vivos» (Nobel Prize, 1962).

Crick y Watson, junto a otros célebres científicos de la época, formaron parte del

RNA tie club.4 Liderados por el físico George Gamow, se dedicaron a otro tema

candente de la biología molecular: «resolver el enigma de la estructura del ARN y

entender cómo se construyen las proteínas» (Chan y Conova, 2011a).

Polimerasas

Marianne Grunberg-Manago, realizando un posdoctorado en el laboratorio de

Severo Ochoa en la Escuela de Medicina de la Universidad de Nueva York,

descubrió en 1954 la enzima polinucleótido fosforilasa (Grunberg-Manago y Ochoa,

1955). Grunberg-Manago se encontraba estudiando el ATP a partir de componentes

celulares extraídos de la bacteria Azotobacter vinelandii. De manera fortuita,

identificó dicha enzima, capaz de sintetizar cadenas de polinucleótidos a partir de

ribonucleótidos en ausencia de un molde.

__________________________________________________________________
4 Sugiero complementar esta parte de la historia en «El Club de la Corbata ARN»,
capítulo de Héctor Romero (2010) en el libro «Biología: Unidad en la diversidad».
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En el laboratorio de Arthur Kornberg, que años atrás fuera investigador posdoctoral

de Ochoa, se descubrió en 1955 que la replicación del ADN requiere de una enzima

específica: la ADN polimerasa (Kornberg, 1957).

Ochoa y Kornberg serían galardonados con el Premio Nobel en Fisiología o

Medicina (1959) «por su descubrimiento de los mecanismos de la síntesis biológica

del ARN y del ADN» (Nobel Prize, 1959).

Lo cierto es que la enzima aislada por Grunberg-Manago no era una ARN

polimerasa propiamente dicha. Una polimerasa es una enzima que sintetiza

cadenas (o polímeros) de ácidos nucleicos (ADN o ARN) a partir de una secuencia

complementaria como molde (Case y Hingorani, 2017).

Los primeros reportes sobre las ARN polimerasas fueron publicados, en un mismo

número, por Audrey Stevens (1960) y por Jerard Hurwitz y colaboradores (1961).

El código genético

Para descifrar el código genético, o cómo se traducía la información genética desde

el ADN a las proteínas, fueron fundamentales otros abordajes y diferentes aportes

de otros investigadores que no pertenecían al RNA Tie Club.

Marshall Nirenberg llevó adelante una serie de experimentos simples y elegantes.

Utilizando extractos de E. coli, con la polinucleótido fosforilasa como protagonista,

el abordaje inicial fue obtener secuencias de ARN sintéticas para determinar la

correspondencia entre dichas secuencias y los aminoácidos.

Con Heinrich Matthaei sintetizaron una secuencia de ARN compuesta solo por U.

Dicha secuencia poliU fue agregada en veinte tubos conteniendo cada uno un

aminoácido diferente; el resultado obtenido fue que solamente ocurrió reacción para

fenilalanina (Nirenberg y Matthaei, 1961).

Junto a Philip Leder, incorporan secuencias de ARN en una relación 2:1 entre C y U,

obteniendo mayoritariamente los aminoácidos serina, leucina y fenilalanina. Pero no

era posible obtener una correspondencia directa entre aminoácidos y nucleótidos.

Nirenberg y Leder identifican que en la interacción ARN-ribosomas existen
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oligonucleótidos que se corresponden de manera específica para la formación de

enlaces peptídicos, con un tamaño mínimo de tres nucleótidos o trinucleótidos

(Nirenberg y Leder, 1964).

Un pequeño paréntesis al respecto de los trinucleótidos y el código genético.

Considerando que las bases en el ARN (también en el ADN) son cuatro, y que los

aminoácidos son veinte, no parecía posible que correspondiera con dos nucleótidos

(combinaciones de 4 tomados de a 2 = 16). Tal como fue propuesto originalmente

por Gamow, el código se leía de a tripletes, de manera no solapada y sin pausas.

Esto fue demostrado experimentalmente en E. coli, utilizando fagos T4 (Crick et al.,

1961).5

Otras correspondencias entre tripletes y aminoácidos se fueron develando en los

siguientes años, gracias fundamentalmente a los aportes que Har Khorana hizo al

construir diferentes cadenas de ARN y producir polipéptidos (Khorana et al., 1965).

Las secuencias de aminoácidos sintetizadas a partir de moldes de ARN sintéticos

fueron ayudando a resolver todo el código.

Robert Holley, por su parte, fue el primero en aislar un ARN de transferencia (ARNt),

y en determinar su secuencia (Holley et al., 1965a) y su estructura (Holley et al.,

1965b).

Nirenberg, Khorana y Holley repartieron el Premio Nobel en Fisiología o Medicina

1968 por sus «interpretaciones del código genético y su función en la síntesis de

proteínas» (Nobel Prize, 1968).

Transcripción inversa

El descubrimiento de la transcriptasa inversa fue un hito de la biología molecular.

Fue realizado en 1970 de manera simultánea por David Baltimore (1970) y por

Howard Temin (junto a Satoshi Mizutani; Temin y Mizutani, 1970).

__________________________________________________________________
5 Como testimonio de lo que se conocía hasta el momento sobre el código genético,
está disponible la exposición (Nobel Lecture) ofrecida por Francis Crick al recibir su
Premio Nobel (1962).
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Baltimore y Temin reciben, junto a Dulbecco,6 el Premio Nobel en Fisiología o

Medicina (1975) «por sus descubrimientos sobre la interacción entre los virus

tumorales y el material genético de la célula» (Nobel Prize, 1975).

__________________________________________________________________
6 Pese a no haber estado implicado en el descubrimiento de la transcriptasa inversa,
había sido director de tesis de Temin (1960) y supervisor de Baltimore (1965-1968).
Dulbecco estuvo vinculado al Phage group como investigador postdoctoral tanto de
Delbruch como de Luria (Academic Tree, 2005).

22



Clasificación de los virus

Si bien cada vez se describen más virus, conocemos solamente una proporción

minúscula de la diversidad viral existente en la naturaleza. Para intentar clasificar

esta diversidad extraordinaria es que necesitamos sistemas de clasificación viral.

Un intento pionero, aunque arcaico, fue la clasificación de Francis Holmes (1948).

Holmes asignó a los diferentes virus conocidos hasta el momento según qué grupos

de hospederos infectaban: «Phaginae» (bacterias), «Phytophaginae» (plantas) y

«Zoophaginae» (animales). Este sistema no se popularizó dado que pasaba por alto

grandes similitudes morfológicas entre miembros de esos grupos (Kuhn, 2021).

Otro sistema, más aceptado en su momento, fue el denominado LHT (sigla formada

por las iniciales de sus creadores: Lwoff, Horne y Tournier, 1962). El sistema LHT

dividía a los virus en dos grupos según el material genético presente en el virión:

«Deoxyvira» (ADN) y «Ribovira» (ARN); dentro de cada grupo se subdividían según

la simetría con la que se disponen las subunidades de la cápside de los viriones

(Kuhn, 2021).

En la actualidad suelen utilizarse dos sistemas de clasificación no excluyentes.

Ambos sistemas de clasificación serán descritos a continuación.

Taxonomía viral

En 1966 se fundó el Comité Internacional de Nomenclatura de Virus (ICNV, del

inglés International Committee on Nomenclature of Viruses) con la misión de

«desarrollar una taxonomía de virus mundialmente respetada y aplicable a todos los

tipos de virus de todas las formas de vida» (Kuhn, 2021). En 1974 el ICNV se

convirtió en el actual Comité Internacional de Taxonomía de Virus (ICTV, del inglés

International Committee on Taxonomy of Viruses). ICTV organiza la taxonomía de

virus y de agentes subvirales (como los viroides y los virus satélites). Además,

autoriza modificaciones y/o nuevas especies virales y taxones superiores, a partir de

propuestas de la comunidad virológica, que son evaluadas por grupos de expertos

(disponible desde talk.ictvonline.org/ictv_wikis).
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Desde su primer informe (1971), donde ICTV presentó 2 familias, 27 géneros, 10

subgéneros y 18 «otros grupos», se presentan nuevos informes casi año a año.

Junto con el número de virus y secuencias conocidas, el esquema de clasificación

se ha ampliado considerablemente desde entonces (ICTV Executive Committee,

2020). Actualmente, la taxonomía de ICTV (presentada en octubre de 2020 y

ratificada en marzo 2021) se organiza en 6 imperios, 10 reinos, 17 phyla, 39 clases,

59 órdenes, 189 familias, 2224 géneros y 9110 especies virales (disponible desde

talk.ictvonline.org/taxonomy).

El National Center for Biotechnology Information (NCBI) intenta seguir el ritmo de

actualizaciones del ICTV, incorporándolos a su taxonomía (Schoch et al., 2020;

disponible desde ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy).

Grupos de Baltimore

Baltimore propuso en 1971 un sistema de clasificación de virus («viral genetic

system»; Baltimore, 1971b), que agrupaba los virus en seis clases (Baltimore,

1971a), numeradas con números romanos.

La clasificación de Baltimore agrupa a los virus según como la información va desde

el genoma viral al ARN mensajero (ARNm; ver Figura 1); de esta manera, incorpora

información sobre:

(i) El tipo de material genético (ADN o ARN).

(ii) Si son doble o simple hebra (ss y ds representan simple y doble hebra

[strand], respectivamente; elegimos usar la notación en inglés por no

encontrar un consenso claro en español).

(iii) Para el caso de los virus de ARN de simple hebra, de acuerdo a su

polaridad (+ o -).

(iv) Y si son retro-transcriptos (RT) o no.
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Figura 1. Esquema de los caminos que cada grupo de Baltimore recorre para
sintetizar su ARNm (modificado de Splettstoesser, 2012).

La clasificación de Baltimore actual se organiza en siete grupos: virus de ADN de

doble cadena (dsDNA o grupo I); virus de ADN de cadena única (ssDNA o grupo II);

virus de ARN de doble cadena (dsRNA o grupo III); virus de ARN de cadena única

positivos (+ssRNA o grupo IV); virus de ARN de cadena única negativos (-ssRNA o

grupo V); virus retro-transcritos de ARN de cadena única positivos con

intermediarios de ADN (+ssRNA-RT o grupo VI); y los virus retro-transcritos de ADN

de doble cadena (dsDNA-RT o grupo VII).

25



Bioinformática

El término bioinformática fue compuesto, en la acepción gramatical de la palabra,

hace ya medio siglo, siendo definida como el estudio de los «procesos relacionados

con la información en los sistemas biológicos» (Hesper y Hogeweg, 1970). Si bien

esta definición no refleja el sentido actual, el término bioinformática sirvió a posteriori

para reunir diferentes aproximaciones surgidas en las décadas anteriores.

Actualmente, la bioinformática es el desarrollo y la aplicación de técnicas

informáticas al estudio de las biomoléculas a escala «ómica» (Gerstein, 1998). Es

un área multidisciplinaria donde la biología se nutre de otras ciencias como la

computación, la estadística y la matemática.

La era genómica

En 1976, Walter Fiers y sus colaboradores publicaron el genoma completo del

bacteriófago MS2. Este virus fue el primer genoma en ser secuenciado (Fiers et al.,

1976).

Un año más tarde, Frederick Sanger y sus colaboradores publicaron el genoma

completo del bacteriófago φX174, el primer genoma de ADN secuenciado (Sanger

et al., 1977).

La genómica comparativa emergió como disciplina a mediados de la década de

1980 gracias a la disponibilidad de genomas virales completos. Eckard Wimmer y su

grupo compararon genomas de virus ARN de los géneros Picornavirus y Comovirus,

que infectan a animales y plantas, respectivamente; estos géneros comparten una

gran similitud de secuencia y, en menor medida, el orden de sus genes (o sintenia),

lo que permite agruparlos dentro del orden Picornavirales (Argos et al., 1984).

Dumcan McGeoch y Andrew Davison publicaron en 1986 el primer estudio de

genómica comparativa en virus de ADN, al comparar los genomas del virus de la

varicela-zóster y del virus de Epstein-Barr, ambos pertenecientes a la familia

Herpesviridae, analizando sus más de 100 genes (McGeoch y Davison, 1986).
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Uso de codones

En el código genético estándar hay tres tripletes de parada, restando sesenta y uno

para codificar los aminoácidos. Dado que son solamente veinte los aminoácidos

canónicos, la mayoría de ellos necesariamente deben estar codificados por más de

un codón. Esta redundancia determina que el código genético sea degenerado. Los

codones que se traducen al mismo aminoácido son denominados «sinónimos»

(Kano-Sueoka y Sueoka, 1969).

Disponer de las primeras secuencias codificantes permitió observar que existe una

gran variabilidad entre las distintas especies en el uso de los codones sinónimos

(Grantham et al., 1980), lo que se denomina «sesgo en el uso de codones».

Gracias a la mayor disponibilidad de secuencias pudo evidenciarse que los codones

sinónimos no son utilizados en un genoma de manera uniforme. Estas diferencias

fueron atribuídas en un principio a la selección natural (translational selection;

Jeffery et al., 1981): los codones «mayores» u «óptimos» se verían favorecidos

porque así aumenta la eficiencia y la precisión de la traducción (Ikemura, 1981).

Los genes más expresados tienen una tendencia a usar los codones que coinciden

con los ARNt más frecuentes, evitando además el uso de codones «menores». De

la misma manera, los ARNt isoaceptores más abundantes son aquellos que

reconocen los codones más frecuentes en los genes más expresados (Gouy y

Gautier, 1982).

Lo expuesto en las frases anteriores fue estudiado principalmente en bacterias,

sobre todo en E. coli. Pero también en eucariotas el sesgo en el uso de codones

parece ser más extremo en los genes de alta expresión para ajustarse al sesgo de

los ARNt (Bulmer, 1991).

En virus, el sesgo en el uso de codones es considerado como uno de los principales

determinantes de la eficiencia de la traducción. A su vez, la optimización o

des-optimización del uso de codones es una forma común de manipular la

capacidad de replicación, la idoneidad y la virulencia de un virus dentro de un

hospedero determinado (Burns et al., 2006; Mueller et al., 2006; Plotkin y Kudla,

2010; Jorge et al., 2015).
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Objetivos

Objetivo general

El objetivo general de esta tesis es realizar un análisis exhaustivo de la composición

nucleotídica y de uso de codones de toda la diversidad viral conocida, con genoma

completo secuenciado.

Objetivos específicos

Del objetivo general se desprenden los siguientes objetivos específicos:

(i) Integrar diferentes bases de datos biológicas primarias y secundarias.

(ii) Desarrollar herramientas bioinformáticas y estadísticas de análisis

composicional.

(iii) Describir patrones composicionales según la clasificación de Baltimore.

(iv) Asociar patrones composicionales a sus hospederos.
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Hipótesis

Si bien esta tesis se presenta como un estudio descriptivo, se sostienen dos

hipótesis no excluyentes:

(i) Los virus presentan una enorme diversidad evidenciada a muchos niveles.

Sus genomas no son la excepción: presentan genomas de ADN o de ARN,

que más aún pueden ser de cadena doble o simple, lineales o circulares, etc.

Estos factores intrínsecos al genoma viral influyen en su composición

nucleotídica.

(ii) Los virus dependen de la maquinaria traduccional de la célula que

infectan. Sesgos propios de sus hospederos, sobre todo a nivel de su uso de

codones, impacta a su vez en el sesgo composicional y el uso de codones de

los virus.
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Desarrollo

Luego de la introducción de esta tesis, donde se priorizan aspectos históricos,

continúan algunas secciones que requieren ser descritas brevemente. En ellas se

incluyen productos de estos años que van desde código desarrollado y/o utilizado,

resultados aún no publicados y dos trabajos arbitrados por pares y ya publicados:

(i) Host influence in the genomic composition of flaviviruses: A multivariate

approach (Simón et al., 2017)

(ii) Nucleotide Composition and Codon Usage Across Viruses and Their

Respective Hosts (Simón et al., 2021)

Previo a cada uno se presentan los principales aportes y contribuciones. Luego de

cada uno se encuentran además las principales conclusiones. El cierre de la tesis

presenta además un capítulo con consideraciones finales y algunas perspectivas.

Tal vez la manera más razonable de continuar la lectura es ir a este último artículo.

Es el más abarcativo y aquel que mejor se alinea con el objetivo principal de la tesis.

Los resultados no publicados pueden ser vistos como (y no de manera excluyente)

análisis complementarios a los publicados, estudios en curso y/o caminos sin salida.

Algunos de estos abordajes son a partir de un subset de datos (e.g., algunos virus

que utilizan códigos genéticos alternativos, virus de plantas, etc). Esta característica

lo asemeja al primer artículo publicado durante la tesis, dado que fue un análisis con

un conjunto acotado de virus.

La metodología utilizada en los resultados publicados se encuentra solamente en

cada respectivo manuscrito, así como la literatura citada. A continuación se presenta

como se realizó el código de análisis composicionales y estadísticos, no pensando

en un caso particular, si no en cualquier especie viral a analizar. Empieza con la

sección «leéme» (inspirada en lo que puede encontrarse en un archivo README).
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Materiales y métodos

Léeme

El primer bloque de materiales y métodos describe la motivación y los principales

aspectos detrás del código desarrollado durante la tesis, así como el software

utilizado, los datos generados y diferentes bases de datos accedidas.

Posteriormente, se describirán los análisis composicionales llevados a cabo,

seguido de los análisis estadísticos.

Todos los scripts se disponibilizan, alojados en el GitLab de Facultad de Ingeniería

(disponible desde gitlab.fing.edu.uy/lompa/squeezeR), junto con las tablas

generadas para los genomas virales analizados; squeezeR (en inglés, exprimidor) se

inspira en este utensilio de cocina (Figura 2) para «exprimir» los genomas, aunque

en realidad puede ser usado con cualquier secuencia nucleotídica,7 utilizando R,

principalmente, y algo de Python.

8

Figura 2. Un exprimidor (squeezer) de limas o limones.

__________________________________________________________________
7 Si bien se ha desarrollado originalmente para analizar genomas virales, squeezeR
puede ser utilizado con cualquier secuencia nucleotídica, sin importar su taxonomía.

8 Foto de Alan Levine (disponible desde flickr.com/photos/cogdog/39225338552).
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Descripción del código

Esta tesis ha sido desarrollada por completo en el sistema operativo Ubuntu (Linux).

Dado que los scripts aquí presentados están escritos en Python (v3) o en R (v4),

son independientes del sistema operativo y servirán, en teoría, en otros sistemas.

Tanto Python como R son lenguajes de programación interpretados. Esto refiere a

que estos lenguajes son convertidos a un lenguaje que la computadora entiende

(interpreta) a medida que es ejecutado (Figura 3), a diferencia de otros lenguajes

que requieren ser previamente compilados como ocurre con C, C++ o Java.

Figura 3. Esquema de interacciones entre usuario y los demás componentes
informáticos: lenguajes de computación, sistema operativo y hardware
(modificado de Golftheman, 2010).

Conda es un sistema de administración y gestión de entornos virtuales

(environments) para lenguajes de programación (disponible desde

docs.conda.io/en/latest/). Es muy popular en la comunidad de usuarios de Python,

pero acostumbrarse al gestor de entornos es también muy provechoso para

usuarios de R.
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Un buen punto de inicio es instalar Anaconda, una distribución de conda lista para

usar en diferentes sistemas operativos y con muchos paquetes adicionales

(disponible desde anaconda.com). Una vez iniciado un nuevo proyecto, una buena

práctica es crear un entorno para dicho proyecto con las versiones de software

necesarias; una vez dentro de dicho entorno, toda modificación al código de

paquetes de Python o de R no modificarán los paquetes del sistema base (ni de

otros entornos). En aquellos casos en que se utilicen funciones extras a los

paquetes básicos de Python o R, y se requiera su instalación, se aclarará

oportunamente en la documentación.

Python

La principal motivación de usar Python surge más como desafío que por necesidad.

En el piso 4 ala norte de la Facultad de Ciencias hay un ambiente muy colaborativo;

podemos pasar más tiempo intentando solucionar problemas ajenos, con éxito o no,

que problemas propios. En una oportunidad estaba discutiendo algo de mi código

(escrito en Bash) con Fernando Álvarez y la conversación derivó a que no estaba

respetando las «buenas prácticas» de Bash, un lenguaje principalmente creado para

one-liners. Este «desafío» hizo que dejara esos largos y feos scripts en Bash y

pasara todo ese abordaje a Python. Esos esfuerzos se plasman en el script gbx.py.

Lo que hace dicho script, y de manera más elegante que lo hecho en Bash, es

recorrer los archivos GenBank (gbk o gb), extrayendo regiones genómicas de

interés.

Además de, obviamente, Python, requiere Biopython (Cock et al., 2009), que se

instala de varias maneras (disponible desde github.com/biopython/biopython).

Si algo no corre como debe, un paso lógico sería actualizar estos paquetes. En

muchas situaciones lo lógico es exactamente lo contrario: realizar un downgrade

(i.e., volver a una versión anterior). Conda permite instalar versiones anteriores.

Esto puede hacerse tanto por interfaz gráfica (navigator) como desde la terminal.

Luego de crear este entorno con la versión de Python seleccionada, se puede

también elegir qué versión instalar de los paquetes. Por defecto, se instalará la
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última versión incluida en el repositorio, pero en algunas circunstancias es

conveniente, o incluso requerido, instalar versiones anteriores.

R

La gran mayoría de los scripts de R aquí presentados son Rscripts, y se corren

desde la terminal de Linux y sin entrar en R. Es decir, ya están automatizados;

squeezeR requiere tener instalado el paquete seqinr (Charif y Lobry, 2007).

Es momento de volver a mencionar los entornos de conda, ya que también pueden

utilizarse versiones anteriores de R en caso de que sea necesario.

Secuencias de referencia

RefSeq, acrónimo en inglés de «secuencia de referencia», es una base de datos

secundaria alojada en el NCBI (del inglés, National Center for Biotechnology

Information); pretende ser una sub-base de datos no-redundante y con cierto nivel

de curado. Sus registros pueden corresponder a secuencias subidas por cualquier

miembro del INSDC (sigla en inglés de International Nucleotide Sequence Database

Collaboration); esta colaboración internacional es una iniciativa que opera entre los

tres principales repositorios de secuencias: DDBJ (Japón), ENA (Europa) y NCBI

(Estados Unidos). Se actualiza con una frecuencia bimestral en los meses impares,

siendo la versión actual la 209 (1 de noviembre de 2021; disponible desde

ncbi.nlm.nih.gov/refseq y/o ftp.ncbi.nlm.nih.gov/refseq).

La base RefSeq, si bien es de las bases con mayor nivel de curado, presenta un alto

número de secuencias provisorias que solamente han sido anotadas por algoritmos

sin supervisión de un usuario. Los registros RefSeq pueden asignarse a tres

categorías excluyentes, ordenadas de acuerdo a un nivel de curado creciente:

provisional («provisorio»), validated («validado») o reviewed («revisado»).

En general, para genomas corresponde con la secuencia más larga disponible para

un organismo o virus determinado. Al menos esto es así cuando son ingresadas de
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manera automática (Pruitt et al., 2020), pero existen excepciones a esta

generalización.

Un identificador taxonómico (TaxID, del inglés Taxonomy ID) es un número que,

como su nombre lo indica, identifica a cada taxón (en un nivel o rango taxonómico).

Estos se asignan secuencialmente a medida que se añaden a la base de datos

Taxonomy del NCBI (disponible desde ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy).

En la Figura 4 se muestra el crecimiento de TaxIDs con genomas totalmente

secuenciados con cada nuevo lanzamiento (release); 4195 genomas virales

conformaron el set de datos de mi tesina de grado (Simón, 2015).

Figura 4. Crecimiento en el tiempo del número de TaxIDs (escala log) en total
(complete, eje izquierdo) y de virus (viral, eje derecho), incluidos en cada
«lanzamiento» (release) de la base de datos RefSeq.
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Archivos GenBank

Un archivo gbk es un formato de texto plano donde es almacenada la información

del genoma; además de la secuencia correspondiente contiene metadatos como

información general de la misma (e.g., tipo, tamaño, origen de la muestra,

publicaciones, etc.), además de la anotación correspondiente (e.g., genes, regiones

codificantes, cambios de marco de lectura, sitios de edición, etc.).

Al ser un formato de texto plano (ver Anexo A), este puede ser «parseado». Para

esto uno puede desarrollar un script que recorra el archivo. Una alternativa es

utilizar funciones ya diseñadas para este fin. Biopython posee la función parse

implementada en el módulo SeqIO que permite esto mismo: recorrer este archivo y

extraer información de interés para el usuario.

Cambios en los gbk de algunos genomas, por cómo está codificada la información

del ensamblaje, pueden hacer que el uso de este script termine de manera abrupta,

sin recorrer el gbk de manera completa; si se presenta este error, es probable que

deba actualizarse Biopython.

Un ítem en los archivos gbk que suele presentar errores es la topología del genoma;

es decir, si un genoma es circular o lineal. Dado entonces que la topología no es un

dato consistente (no siempre está bien anotado), se agruparon en un solo archivo

las regiones no codificantes con extensión .non. Es probable que sea sencillo

determinar o estimar este dato, pero hacerlo escapaba a los intereses de esta tesis.

Por esa razón, se unificó lo no codificante sin importar si es intergénico o

flanqueante (también se adicionaron los intrones, en aquellos virus con regiones

intrónicas anotadas).

El script gbfx.py (GenBank feature extractor), escrito en Python 3.6, toma como

input un archivo en formato GenBank (extensión gb o gbk) y extrae secuencias a

partir de las anotaciones que se encuentran en los gbk como «atributos» (features).

Además de presentar la información contenida en las secuencias, aportan

información sobre el origen de las secuencias depositadas tanto a nivel biológico y

técnico.

A partir de cada virus con genoma completo, se dispone todo el genoma completo

en un archivo fasta (con extensión gnm); tener en cuenta que un virus segmentado
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tendrá tantos gbk como segmentos. Además del genoma, este script permite extraer

distintas porciones genómicas de interés. Siempre que existan, se extraen los 5' y 3'

flanqueantes no codificantes (relevante solamente en virus con genoma lineal),

regiones codificantes, intrones y regiones intergénicas, siempre que estas regiones

existan (Tabla 1).

Tabla 1. Regiones genómicas extraídas con gbfx.py de los archivos

GenBank, extensión asignada a cada uno y observaciones, si corresponden.

Región genómica Extensión Observaciones

genoma completo gnm

regiones intergénicas int

región flanqueante 3’ fr3 genomas lineales

regiones codificantes cds

intrones spl genes con intrones

regiones no codificantes non fr5 U int U fr3 U spl

cds traducidas in silico pep

código genético tbl si no se explicita, se asigna 1

El código genético es universal pero presenta algunas variaciones naturales

(Elzanowski y Ostell, 2019). Por defecto, el código genético estándar es el 1,

correspondiente a la casi totalidad de los genomas nucleares de eucariotas. El gbk

incluye un atributo en caso de utilizar un código genético alternativo (trans_table=).

La limitante en este caso es que tan bien anotados estén estos genomas. Es decir,

el script depende de aquellas regiones y atributos descritos en el gbk. Si no figura,

no existirá para nosotros. Muchos de estos genomas están anotados de manera

automática y siempre puede ocurrir que se hayan omitido regiones funcionales.

Puede ocurrir también que algunos atributos no existan y sean artefactos. Cuando el

volumen de datos es grande, la expectativa es que la señal se sobreponga al ruido.
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Con las salidas del archivo gbk, se armaron tres archivos fasta por especie viral:

(i) archivo con extensión .gnm (de genome) con todo el genoma

(concatenando aquellos genomas de virus segmentados).

(ii) archivo .cds (de coding sequences) concatenando regiones codificantes.

(iii) archivo .non (de non-coding) concatenando regiones no codificantes.

La base de datos RefSeq suele incluir un único representante por TaxID, aunque

hay algunas excepciones. Un identificador único más apropiado en este caso es el

código de entrada del ensamblado o accesión (accession). Este sí es único y

permite además cruzar datos entre GenBank y RefSeq (porque la secuencia

numérica de estas entradas coinciden), además de otras bases de datos.

Otras bases de datos

Se podría analizar los datos composicionales junto con información obtenida de los

archivos gbk; es decir, utilizando solamente la información presentada en estos

(e.g., material genético, taxonomía, origen). Pero en las etapas posteriores de

análisis, contar con información de calidad pasa a ser una condición sine qua non.

Cuanta mayor información biológica se disponga, mayor será el aprovechamiento

completo de los datos.

Entonces, otro componente fundamental de esta tesis es la metadata asociada a las

secuencias analizadas. En paralelo a la obtención de las secuencias, se consultaron

otras bases de datos biológicas y/o bibliográficas con la finalidad de complementar

la información de las secuencias. Se utilizaron numerosos recursos del NCBI como

Virus, Genome, Taxonomy y PubMed. Otras de las bases de datos consultadas

fueron ICTV, ViralZone, Virus-Host y CoCoPUTs, con el fin de:

(i) Completar y actualizar la taxonomía, para que se presente acorde al nuevo

sistema jerárquico de ICTV (ICTV Executive Committee, 2020).

(ii) Sobre las familias virales aceptadas (además de hacerlo también para las

familias aún no aceptadas y para los géneros aún no asignados en familias).
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(iii) Se presenta el grupo de Baltimore, su material genético, si son de doble o

simple hebra, su polaridad y si son retro-transcriptos o no.

(iv) También se incluyen aquellos géneros o familias donde se agrupan

entidades subvirales (i.e.; satélites o viroides) y sus virus helper.

Ante aquellas situaciones que generaron vacíos en la información (ausente o

parcial), o, peor aún, contradictoria, se requirió a publicaciones sobre dichas

especies virales (consultando las publicaciones referidas en los gbk y/o recurriendo

a PubMed).

En el Anexo B se presenta una lista de las bases de datos consultadas y los sitios

web donde se accede. Si además son accesibles mediante un sitio FTP (file transfer

protocol), también se presenta.
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Análisis composicionales

Al recorrer los inicios del estudio de los ácidos nucleicos y de la biología molecular,

le dedicamos algunos párrafos a los primeros estudios composicionales, que

utilizaban en aquellos tiempos herramientas cromatográficas (Chargaff et al., 1949;

Markham y Smith, 1949a; 1949b).

También vimos que inmediatamente se realizaron los primeros estudios

composicionales en virus (Markham y Smith, 1950; Smith y Wyatt, 1951).

Los genomas exhiben una gran diversidad composicional; esta se manifiesta en el

uso relativo de sus nucleótidos. Una medida de esta diversidad composicional es el

contenido de G y de C (G+C):

Mucho de lo que sabemos ha sido descrito en procariotas o en eucariotas,

existiendo pocos estudios sistemáticos en virus. La mayor parte de los trabajos han

sido realizados en bacterias. Fue posible conocer que entre bacterias

emparentadas, éstas pueden presentar cambios considerables en su ADN, pero en

mucho menor grado en sus ARNs (Belozersky y Spirin, 1958).

Además, Belozersky y Spirin (1958) demostraron que el material genético de las

bacterias presenta un fuerte sesgo mutacional y que se observan especies o grupos

con gran variación, que va desde valores A+T extremadamente altos a valores de

G+C también muy altos. El contenido de G+C varía en los distintos organismos

desde un mínimo de 13% hasta un máximo de 75% (Sueoka, 1962; Brocchieri

2014).

En eucariotas, la gran mayoría de los estudios se centran en humanos y/o en

vertebrados, principalmente mamíferos y aves, existiendo pocos estudios realizados

en eucariotas no-vertebrados.

Los análisis composicionales, por no depender necesariamente de alineamientos de

secuencias, brindan la posibilidad de buscar patrones genómicos globales en toda la

diversidad viral conocida. Esto es relevante porque en los genomas virales no
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existen secuencias conservadas universalmente dado que no comparten un

ancestro común, a diferencia de lo que ocurre en el árbol de la vida, donde existen

grupos de secuencias que se conservan en todos los genomas celulares, sirviendo

de esta manera para estudios taxonómicos y evolutivos.

Comenzar a disponer de más genomas completos permitió realizar búsquedas de

patrones composicionales tanto inter- como intra-genomas. De ese modo, se

empezó a vislumbrar que si bien en la globalidad de un genoma existe una

composición determinada, y que esta era muy similar entre organismos

emparentados, dentro de un genoma existe también heterogeneidad.

Lo que se presenta para realizar los análisis composicionales es squeezeR, un

Rscript que se corre desde la línea de comandos, utilizando las funciones count y

rho de seqinr. Con estas funciones es posible realizar todos los análisis

composicionales pero de manera limitada. Dicho script exporta en formato tabla una

multitud de análisis para un archivo fasta dado. Por cómo se diseñó el abordaje de

esta base de datos, el script asume, en caso de un archivo multifasta que todas las

secuencias corresponden a la misma especie y las agrupará para realizar cálculos

composicionales globales. Se comporta de manera diferente según se indique si la

secuencia es codificante o no.

Los análisis composicionales se realizaron para el genoma (.gnm), regiones no

codificantes (.non) y regiones codificantes (.cds). Debido a que se pretendía obtener

un dato global de cada genoma viral, se agruparon aquellas secuencias distribuidas

en varios archivos.

Para los virus segmentados, los archivos correspondientes a los segmentos se

unificaron en un solo archivo (.gnm), concatenando las secuencias adicionando un

nucleótido indefinido (N); dicho detalle es importante a la hora de los análisis

composicionales y se aclarará al mencionar los dinucleótidos.

Para genomas segmentados como no segmentados, se hace lo mismo que lo

descrito para los archivos gnm pero para cada archivo con secuencias no

codificantes (.non). También se adiciona N cada vez que se concatenan secuencias.

Para los archivos con secuencias codificantes (.cds), también se concatenan estos

archivos. En esta oportunidad, al concatenar se adiciona NNN (i.e., 3 veces N), para
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no alterar el marco de lectura. Esto lo hacemos porque los virus tienen, en

promedio, muy pocos genes; a diferencia de lo que ocurre en genomas celulares

que cuentan con cientos hasta decenas de miles. Trabajaremos entonces con una

secuencia por especie viral.

Cada N adicionado artificialmente se deja registrado en los encabezados de los

archivos fasta, para poder luego restarlos al tamaño calculado de los genomas (y

también de las regiones codificantes y no codificantes).

El sesgo de dinucleótidos,  es calculado como la frecuencia observada sobre la

frecuencia esperada:

Este se presenta tanto para la hebra representada en la secuencia (rho), como en

ambas hebras, agregando el reverso complementario (kar). Si se indica un valor de

oligonucleótido mayor a 2, se determinan también para k nucleótidos entre 2 y el

valor indicado.

Si extendemos el concepto de dinucleótidos a k nucleótidos, también tomados de

manera solapada, el número de posibilidades en simple hebra es 4^k. Para k = 3

(trinucleótidos), son 64 posibles (4^3). Además se disponibiliza revComplement3.r,

que agrupa aquellos tripletes que son opuestos complementarios (e.g., AAA y TTT,

AAC y GTT, AAG y CTT, AAT y ATT, ACA y TGT, etc). Para k = 3, los tripletes no

redundantes en doble hebra son 32.

En el caso de secuencias codificantes, indicando que así lo son, se extraerán,

además, los valores según la posición en el marco de lectura: para bases, 1-2-3,

para dinucleótidos 12-23-31. Para k ≥ 6, se extraerá el conteo y la frecuencia de

pares de codones.

Correr squeezeR desde la línea de comandos independiza al usuario de entrar a R.

Genera una nueva subcarpeta donde se irán guardando todas las tablas obtenidas.

Además, se brinda un registro de eventos (.log) que permite seguir su

funcionamiento.
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En cuanto a las secuencias codificantes, estas presentan sesgos en el uso de

codones sinónimos. El uso de codones es la frecuencia de cada triplete en el marco

de lectura determinado por el codón de inicio. Los virus, como endoparásitos

obligados, deben utilizar la maquinaria traduccional de la célula hospedera en la

traducción; de esta manera, los virus están expuestos a los sesgos propios del

hospedero.

Otra medida es el uso relativo de codones sinónimos (RSCU por sus siglas en

inglés, relative synonymous codon usage). Este valor se construye como la relación

entre la frecuencia observada de los codones y la frecuencia esperada si todos los

codones sinónimos se utilizan por igual.

Fuera de R existe CodonW, que permite realizar análisis de uso de codones.

Permite correrlo en consola de comandos y ofrece distintas salidas de uso de

codones y análisis de correspondencias como análisis multivariados.

Dado que el paso previo (el análisis de firmas genómicas, con squeezeR) se

realizaba en R, se presenta una alternativa para correr utilizando este lenguaje:

ufo.R(k). Un “fork” es en ingeniería de software una derivación independiente a

partir de un proyecto preexistente; ufo.R consiste en un shallow fork de la función

uco de seqinr, que además de brindar el conteo y la frecuencia de codones, permite

calcular el RSCU asignando el código genético, fundamental para aquellos genomas

que utilizan códigos genéticos alternativos (es decir, que difieran del código estándar

o universal). Cabe destacar que la función original de seqinr, uco, no lo permite.

Una perspectiva es ampliar estos análisis a la secuencia aminoacídica, ya sea con

alguna de las funciones de seqinr u otros paquetes (e.g., protr; disponible desde

CRAN.R-project.org/package=protr).
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Análisis estadísticos

Como medidas de tendencia central se obtienen la media aritmética (M), la media

geométrica (GM), la media armónica (HM) y la mediana (Mdn). Estas diferentes

medidas de tendencia central pueden ser informativas en el caso de que logren

describir mejor la distribución de alguna de las variables. Por ejemplo, la mediana

representa el valor de posición central de la variable en un conjunto de datos

ordenados. Si el conjunto de datos tiene un número impar de datos, la mediana

corresponde al valor elemento que parte la distribución en dos series de igual

número de elementos; si por el contrario la serie tiene un número par de datos, la

mediana corresponde al valor promedio entre los dos valores centrales.

Al comparar la media y la mediana de una variable que presenta distribución normal,

ambos valores serán bastante próximos entre sí (Figura 5A). Lo mismo puede

ocurrir aún en variables que no sean unimodales (Figura 5B).

(A) (B)

(C) (D)

Figura 5. Representación de las funciones de densidad de distribuciones
normal (A), bimodal (B) y sesgadas a la izquierda (C) y a la derecha (D);
líneas verticales representan la media (continua) y la mediana (punteada).
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Pero cuando una variable presenta una distribución asimétrica, la media y la

mediana tenderán a separarse. A modo de ejemplo, con una distribución que está

sesgada a la derecha (Figura 5D), la media tendrá un valor más alto que la

mediana; una distribución sesgada hacia la derecha tiene un mayor número de

valores hacia el extremo inferior y un menor número de valores hacia el extremo

superior.

Se calculan, además, diferentes medidas de dispersión y de posición como

desviación estándar (SD), desviación media absoluta (MAD), rango (i.e., mínimo

[Min] y máximo [Max]), y rango intercuartílico (IQR).

Todos estas medidas se obtienen con R. Se automatizó la obtención de los mismos

con la función univaR, que debe cargarse desde el script univa.R; esta función

genera una lista con todos los estadísticos descriptivos mencionados previamente.

Además realiza otros test de interés (Tabla 2), para los cuales requiere los paquetes

diptest (Maechler, 2021) y moments (Komsta y Novomestky, 2015).

Tabla 2. Medidas obtenidas con univaR y su notación, por categoría.

Categoría Medida Notación

Medidas de tendencia central Media aritmética o promedio M (mean)

Media geométrica GM (geometric mean)

Media armónica HM (harmonic mean)

Mediana Mdn

Dispersión Rango (mínimo, máximo) Min, Max

Desviación estandar SD

Desviación media absoluta MAD

Rango intercuartílico IQR

Otros Simetría

Sesgo

Normalidad

Unimodalidad
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Para determinar valores de coeficiente de correlación entre variables se utiliza la

función cor.test de R, que permite calcular una correlación con los métodos de

Pearson, de Spearman y de Kendall.

El coeficiente de correlación de Pearson, r, es el estadístico más utilizado para

medir la correlación lineal entre dos variables cuantitativas. Este coeficiente (r)

puede no ser el adecuado en el caso de variables que posean muchos valores

atípicos o que se aparten de la distribución normal. En estos casos es más correcto

recurrir a coeficientes de correlación no paramétricos. Tanto el de Spearman como

el de Kendall son casos particulares de un coeficiente de correlación más general.

El coeficiente de correlación de Spearman, ρ (rho), es una medida no paramétrica

de correlación de rango. Evalúa lo bien que se puede describir la relación entre dos

variables mediante una función monótona. La correlación de Spearman entre dos

variables es igual a la correlación de Pearson entre los valores de rango de esas

dos variables; mientras que la correlación de Pearson evalúa las relaciones lineales,

la correlación de Spearman evalúa relaciones monótonas (que pueden ser lineales o

no lineales). En el cálculo de Spearman el peso de cada par de rangos es

proporcional a la distancia entre dicho par.

El coeficiente de correlación de Kendall, τ (tau), se diferencia del de Spearman, en

que el peso concedido a un par de rangos es pesado por igual (siendo

independiente de su distancia). Sustituir los valores de una variable por sus rangos

genera que se pierda información de los datos originales, pero estos métodos no

paramétricos son apropiados tanto para variables continuas como para variables

discretas. La elección de un determinado coeficiente de correlación debe basarse en

el tipo de variable que se va a analizar, la distribución de los datos y el tipo de

relación prevista. Esta evaluación a priori no siempre es posible.

Como comentario final sobre los coeficientes de correlación y sus significancias:

«Cum hoc ergo procter hoc» («correlación no implica causalidad», Omar Defeo

dixit). Estos coeficientes (y sus significancias) se utilizarán de manera cautelosa y

con la finalidad de conocer cómo describen las distintas relaciones y comparar sus

desempeños.
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Resultados no publicados

Análisis multivariados

Las propiedades composicionales obtenidas se estudiaron con estadística

multivariada, utilizando para este fin la técnica de análisis de componentes

principales (PCA, de principal component analysis). Un PCA es un procedimiento

estadístico para reducir la multidimensionalidad de un conjunto de datos.

Estudiamos con este abordaje las propiedades composicionales de genomas virales

a nivel de sus frecuencias de dinucleótidos, de codones y de aminoácidos.

(A) (B) (C)

Figura 6. Varianzas de los primeros diez componentes principales del PCA
para la frecuencia de dinucleótidos (A), codones (B) y aminoácidos (C).

Frecuencia de dinucleótidos

Empezando con los dinucleótidos, utilizando solamente regiones codificantes (.cds),

en la Figura 7 se muestra el peso de las variables originales en el plano formado

por las dimensiones 1 y 2, PC1 y PC2 respectivamente, que en conjunto explican un

59% de la varianza de los datos originales.
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Figura 7. Peso de las variables originales sobre las dimensiones 1 y 2, PC1 y
PC2 respectivamente, del PCA para la frecuencia de dinucleótidos con todos
los genomas analizados (N = 9443).

La variable con más peso en el PC1 es el contenido de G+C (Figura 7), evidenciado

en la disposición de los dinucleótidos compuestos de A y/o T (U para los virus de

ARN) hacia los valores negativos del PC1, y de los dinucleótidos compuestos de G

y/o C hacia los valores positivos. PC2 separa AC/CA (-) y GT/TG (+); es interesante

notar que estos pares de dinucleótidos son reversos complementarios: AC con GT y

CA con TG.

Al observar la distribución de los virus en el plano destaca el patrón presentado por

el grupo I (dsDNA; Figura 8, panel izquierdo), donde los virus se ubican formando

un gradiente con el PC1, que como se dijo anteriormente corresponde al G+C.

Es interesante que el otro grupo de virus con genoma de ADN, el grupo VII

(dsDNA-RT; Figura 8, panel derecho), «exploran» un sector del plano diferente a los

del grupo I. El apartamiento de los virus del grupo VII de la composición «esperada»

para los virus dsDNA puede deberse a sesgos propios de la transcriptasa inversa.

La transcriptasa inversa del grupo VII de Baltimore presenta homología con las de

los virus del grupo VI (Koonin et al., 2020), el otro grupo de virus retro-transcriptos.
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Figura 8. Virus del grupo I (dsDNA, panel izquierdo) y grupo VII (dsDNA-RT,
panel derecho) de Baltimore en el plano formado por las dos primeras
dimensiones (PC1 y PC2) del PCA para la frecuencia de dinucleótidos (N =
9443).

Frecuencia de codones

Con respecto a los codones, en la Figura 9 se muestra el peso de variables

originales en el plano formado por PC1 y PC2. Estos ejes acumulan un 47% de la

varianza de los datos originales.
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Figura 9. Peso de las variables originales sobre PC1 y PC2 del PCA para la
frecuencia de codones con todos los genomas analizados (N = 9994).

De forma similar a lo observado para dinucleótidos (Figura 7), el PC1 para codones

es pautado por el contenido de G+C (Figura 9); tripletes ricos en A+T hacia valores

negativos y tripletes ricos en G+C hacia los positivos. El PC2 parece relacionarse

con el uso de codones del aminoácido arginina; AGG (y también AGA) hacia valores

positivos del eje y CGT (o CGU) hacia los negativos; cabe destacar que el

porcentaje de varianza explicado por este eje es relativamente bajo (7%).

El uso de codones sinónimos para el aminoácido arginina (es decir, AGR vs CGN)

como fuente de variabilidad ha sido descrito en diversos sistemas (por ejemplo:

Lynn et al., 2002; Nakamura y Sugiura, 2011; Novoa et al., 2019).

En la Figura 10 se evidencian dos acúmulos de puntos. Principalmente,

corresponden a virus de animales (panel izquierdo) y bacteriófagos (panel derecho),

con pocas excepciones en uno y otro caso. Los fagos de árqueas aparecen

coincidiendo con una u otra nube (ver Apéndice B1), aunque era de esperar un

mayor solapamiento con los bacteriófagos (por su calidad de virus de procariotas).

Coinciden con los virus animales el resto de los virus de eucariotas (i.e., hongos,

plantas y protistas), por lo que esta gran nube corresponde a virus de eucariotas y a

algunos virus de árqueas.
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Figura 10. Virus de animales (animals, panel izquierdo) y de bacterias
(bacteria, panel derecho) en el plano formado por las dos primeras
dimensiones (PC1 y PC2) del PCA para la frecuencia de codones (N = 9443).

Frecuencia de aminoácidos

Al analizar los aminoácidos, PC1 y PC2 acumulan un 45% de la varianza de los

datos originales. La Figura 11 muestra el peso de variables originales en el plano

formado por PC1 y PC2.
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Figura 11. Peso de las variables originales sobre PC1 y PC2 del PCA para la
frecuencia de aminoácidos con todos los genomas analizados (N = 9994).

La variable con más peso en el PC1 vuelve a ser el contenido de G+C (Figura 11),

evidenciado en la disposición hacia los valores negativos del PC1 de aminoácidos

codificados por codones ricos en A y/o T/U, como asparagina (asn), isoleucina (ile),

lisina (lys), tirosina (tyr) y fenilalanina (phe). Hacia los valores positivos del PC1,

hállanse aminoácidos ricos en G y/o C como alanina (ala), glicina (gly), arginina

(arg), triptófano (trp) y prolina (pro). Respecto al PC2, se destacan hacia los valores

positivos los aminoácidos aspártico (asp) y glutámico (glu); ambos aminoácidos

están codificados por la cuaterna de tripletes GAN (siendo N cualquier nucleótido).

Hacia los valores negativos se disponen serina (ser), cisteína (cys) e histidina (his).

Para describir la disposición de los virus en el plano del PCA para aminoácidos y,

tomando como referencia al origen de coordenadas, dividiremos dicho plano en

cuadrantes (Tabla 3).
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Tabla 3. Esquema de los cuadrantes en los que se divide el plano PC1-PC2,

en sentido horario y comenzando de valores positivos para ambos ejes:

«arriba a la derecha» (I), «abajo a la derecha» (II), «abajo a la izquierda» (III)
y «arriba a la izquierda» (IV).

IV

PC1–/PC2+

I

PC1+/PC2+

PC1–/PC2–

III

PC1+/PC2–

II

Los bacteriófagos, al igual que para dinucleótidos y para codones, se extienden a lo

largo del PC1, dominando los cuadrantes I y IV. Los virus de árqueas presentan

cierto gradiente en dirección cuadrante I-III (o III-I), aunque en general su

disposición solapa con el resto de los fagos; marcadamente más que lo que ocurría

con los codones (ver Apéndice C1).

Los virus de eucariotas predominan en los cuadrantes II y III. En la Figura 12 se

muestra como los grupos que más área cubren del plano son los virus de animales y

de plantas. Estos últimos, sin embargo, se proyectan además hacia el cuadrante IV

(Figura 12, panel derecho). Virus de hongos y de protistas se suman a la nube de

los virus de animales, tal como ocurría para los codones.
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Figura 12. Virus de animales (animals, panel izquierdo) y de plantas (plants,
panel derecho) en el plano formado por las dos primeras dimensiones (PC1 y
PC2) del PCA para la frecuencia de codones (N = 9443).

En los Apéndices A-C se presentan todas las categorías por grupo de hospedero y

por grupo de Baltimore.
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Sesgo mutacional

Los virus comparten una importante característica con los organismos procariotas;

al igual que arqueas y bacterias, sus genomas poseen una alta densidad génica,

estando sus genes distribuidos de forma compacta. Esto implica que sus genomas

son en gran parte codificantes o con funciones regulatorias.

Para evidenciar el efecto del sesgo mutacional, principalmente sobre el contenido de

G+C, se estudió cómo varía éste en relación al G+C no codificante. Para evitar

artefactos provocados por regiones no codificantes poco representativas, se

consideraron solamente para este análisis virus cuyos genomas tuvieran al menos

100 bases no codificantes (fueran estas continuas o no).

La correlación de Pearson entre el G+C no codificante y el G+C genómico es 0,88,

con un R2 de 0,77, con una pendiente de regresión lineal entre variables de 0,80.

Además, todos los grupos de Baltimore presentan correlaciones positivas (Tabla 4).

Independientemente de su material genético y de su polaridad, todos los grupos

presentan correlación entre el G+C no codificante y el G+C genómico o global.

Aunque heterogéneas en cuanto a sus pendientes, todos estas correlaciones son

entre moderadas y altas. La relación para todos los virus puede observarse en la

Figura 13.

Tabla 4. Correlaciones de Pearson (r), pendiente de la recta de regresión
lineal (m) y coeficiente de determinación ajustado (R2

a) para todos los virus
analizados y por grupo de Baltimore.

r m R2
a

todos 0,88 0,80 0,77

dsDNA 0,97 0,96 0,94

ssDNA 0,73 0,46 0,53

dsRNA 0,66 0,56 0,44

+ssRNA 0,64 0,50 0,41

-ssRNA 0,63 0,38 0,40

+ssRNA-RT 0,82 0,86 0,67

dsDNA-RT 0,73 1,06 0,51
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G+C no codificante (>99b)

Figura 13. Dispersión del G+C no codificante (con largos de 100 o
más bases) y el G+C genómico para todos los genomas virales
analizados (N = 9443).

El valor más bajo de pendiente de los diferentes grupos de Baltimore es m = 0,38,

para los virus del grupo V (-ssRNA; ver Tabla 4). De entre los miembros de este

grupo (Figura 14), podemos observar un grupo de puntos que se apartan de toda la

nube. Y es este grupo el responsable de que el valor de la pendiente sea tan bajo,

de tal manera que si repetimos el modelo para los -ssRNA sin los Arenaviridae, el

valor de la pendiente es m = 0.80.
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G+C no codificante (>99b)

Figura 14. Dispersión del G+C no codificante (con largos de 100 o más
bases) y el G+C genómico para los virus con genoma de ARN de simple
hebra y polaridad negativa (-ssRNA): en negro se indican todos los -ssRNA
exceptuando a la familia Arenaviridae; en rojo, familia Arenaviridae.

Para intentar aproximarnos a lo que puede estar ocurriendo con los Arenaviridae,

observamos que estos virus suelen presentar horquillas en sus genomas

(segmentos L y S). Dichas horquillas funcionan como mecanismo de terminación de

la transcripción (Le Mercier, 2021). En la Figura 15 puede verse la estructura

secundaria de la horquilla en el extremo 3’ del segmento S de Lymphocytic

choriomeningitis mammarenavirus, la especie tipo de los Mammarenavirus, el

principal género de la familia. El contenido G+C de esta región es 0,63 mientras que

el G+C global es 0,42. Si bien es un único par de valores, coinciden con los rangos

aproximados de la gran mayoría de los puntos rojos («coordenadas [0,6; 0,4]»).
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Figura 15. Estructura secundaria de la horquilla en el extremo 3’ del segmento S de
Lymphocytic choriomeningitis mammarenavirus (mfold [Zuker, 2013], disponible
desde www.unafold.org/).
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Los virus y sus hospederos

La influencia del G+C del hospedero en los genomas virales es más que evidente.

Esto puede darse de manera directa producto del sesgo composicional del

hospedero. Pero también de manera indirecta: dado que el G+C del hospedero

impacta sobre el uso de oligonucleótidos y de codones (y también de

aminoácidos), si el virus es influido por estos factores, lo es también,

indirectamente, por el G+C.

Los procariotas (árqueas y bacterias) presentan una distribución bimodal en el

contenido de G+C de sus genomas (Figura 16; línea continua). Sin embargo, los

fagos (sus virus) son trimodales en G+C (Figura 16, línea punteada).

Figura 16. Contenido de G+C en los procariotas totalmente secuenciados
(tomando un hospedero por género, N = 1169; línea continua) y en sus
virus (línea punteada).
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Figura 17. G+C en las bacterias totalmente secuenciadas (una especie por
género, N = 1076; línea continua) y en sus virus (línea punteada).

Figura 18. G+C en las árqueas totalmente secuenciadas (una especie por
género, N = 93; línea continua) y en sus virus (línea punteada).
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Esta trimodalidad en los fagos se observa solamente en los bacteriófagos (Figura
17; línea punteada) y no en los fagos de árqueas (Figura 18; línea punteada).

Donde sí se observan tres modas en el material genético de los procariotas es en

los plásmidos (Figura 19; línea continua). Es importante destacar que en este

caso, y de manera similar a los fagos, un hospedero puede tener varios plásmidos.

Figura 19. G+C de los plásmidos (N = 2353; línea continua) y en los fagos
(línea punteada).

Esta similitud entre fagos y plásmidos recuerda la apreciación de Rocha y Danchin

(2002), quienes consideran que los fagos y los plásmidos (junto con las secuencias

de inserción) son elementos genéticos con un comportamiento de patógenos

intracelulares. Estos elementos, además, tienden a tener un contenido de G+C

inferior al de su hospedero (Rocha y Danchin, 2002).

Las distribuciones obtenidas para los distintos grupos de eucariotas y sus

respectivos virus se disponibilizan en el Apéndice D.
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Códigos genéticos alternativos

Los virus, al requerir la maquinaria traduccional de su hospedero, necesitan utilizar

el mismo «dialecto» que el ribosoma que parasitan.

El código genético es un carácter ancestral de toda la vida conocida. Este código

universal presenta leves variantes, que no son más que adaptaciones de uno o más

codones, en general de los codones de terminación (stop). También se han descrito

codones de inicio o iniciadores alternativos a AUG; algo importante es que pese a

estos iniciadores alternativos, la traducción siempre comienza con una metionina en

el extremo N-terminal (aunque dicho aminoácido no siempre quede en la proteína

madura).

El NCBI se manifiesta cuidadoso al momento de asegurar que la traducción de las

cds sea la correcta. Para lograrlo, se realiza una comprobación de taxonomía de

cada nuevo registro y luego asocia el código genético correcto para esa taxonomía.

Un nuevo virus puede saltarse esta comprobación de la taxonomía y por

consiguiente quedar mal asignado al código estándar (1, por defecto).

Esto último puede ocurrir porque muchos grupos de virus no tienen bien establecida

su clasificación taxonómica y/o su rango de hospedero. Esto es entendible cuando

lo único que se conoce en algunos casos es su genoma, ya sea de manera parcial o

completa, con cromosoma «cerrado» o no (i.e., scaffolds o contigs). Además, NCBI

permite más flexibilidad a la hora de someter secuencias de virus (y también de

microbios en general: bacterias, arqueas, eucariotas unicelulares).

En eucariotas, si bien lo más extendido son los códigos genéticos alternativos

descritos para organelos como mitocondrias o plástidos, también existen variantes

en algunos códigos genéticos nucleares. El código genético utilizado por la gran

mayoría de los procariotas, fagos y cloroplastos es el número 11. El código es

básicamente idéntico al estándar, con la diferencia que posee más y mejor

documentados inicios de traducción alternativos. Existen al día de hoy 33 códigos

genéticos descritos, de los cuales se mantienen vigentes un total de 25 códigos.

Esta diferencia radica principalmente en que algunos códigos genéticos alternativos

han sido reagrupados o reorganizados.
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Los virus, al igual que la mayoría de los genomas celulares, utilizan en su amplísima

mayoría los códigos 1 u 11. Muy pocos representantes tienen asignados códigos

genéticos no canónicos. Los virus con códigos genéticos alternativos están

asignados a los códigos 4, 5, 6 y 16.

El código genético 4 es el que utilizan los micoplasmas y espiroplasmas y el

utilizado también en el genoma mitocondrial de celenterados, mohos y protozoarios;

este código es el utilizado en el ADN de los kinetoplastos. La principal diferencia con

el código genético estándar es que utilizan UGA como triptófano en vez de como

codón de terminación.

El código genético 5 es aquel utilizado por los genomas mitocondriales de la gran

mayoría de los invertebrados. Su diferencia principal radica en que el codón UGA

codifica para triptófano y no como stop; otras diferencias no sinónimas son los

codones AGA y AGG, que codifican para serina (y no arginina), y el codón AUA que

codifica para metionina (y no isoleucina).

Tanto el código genético 4 como el código genético 5 incorporan triptófano con el

codón UGA. Es interesante observar el patrón de distribución de frecuencias de este

codón según los códigos genéticos presentes en los genomas virales RefSeq

(Figura 20).

El código genético 6 es el utilizado en los genomas de algunos eucariotas

unicelulares como los ciliados, los diplomonádidos o los trepomonádeos, aunque el

código macronuclear ciliado no ha sido determinado completamente (Elzanowski y

Ostell, 2019). En los genomas que utilizan este código genético, exclusivamente

UGA codifica como codón de terminación. A diferencia de los grupos 4 y 5, los

codones de parada co-optados codifican para glutamina.

Los virus que utilizan el código genético alternativo 6 se diferencian claramente del

resto de los virus en la frecuencia de uso del codón UAA (Figura 21).
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Código genético

Figura 20. Frecuencia del codón UGA por código genético; UGA es uno de
los codones stop en el código genético estándar (y en 6 y 11), pero codifica
para el aminoácido triptófano en los códigos genéticos 4 y 5.
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Código genético

Figura 21. Frecuencia del codón UAA por código genético; UAA es uno de
los codones stop en el código genético estándar (y en 4, 5 y 11), pero codifica
para el aminoácido glutamina en el código genético 6.
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Por último, el código genético 16 es el utilizado en los genomas mitocondriales de

las clorofíceas, un gran grupo de algas verdes de agua dulce. La variante que

presentan es que el codón stop UAG es incorporado como leucina, disponiendo

entonces de siete codones que codifican leucina. Expresado de otro modo, más de

un 11% de sus codones posibles (sin contar los dos stop restantes).

Por detalles completos de estos códigos genéticos, incluyendo sus sitios de inicio

alternativos, ver Anexo C.

Fagos de ensamblaje cruzado

Los crAss (de cross assembly) son un grupo de fagos descritos recientemente

producto de ensamblajes de metagenomas (Dutilh et al., 2014), que en muestras

intestinales o fecales suelen alcanzar unas abundancias de hasta el 90% del viroma

de dichas muestras (Yutin et al., 2018).

En la versión consultada de la base RefSeq (release 203) no se habían incorporado

aún virus asignados con el código genético 16. Sin embargo, sí existen genomas

disponibles en el GenBank que utilizan este código genético. En octubre de 2020 se

publicaron 17 genomas que fueron asignados provisoriamente como

“UAG-readthrough crAss clade”, nombre que resalta el uso alternativo del codón

UAG. Estos 17 genomas completos disponibilizados en octubre son dsDNA y

cuentan con un tamaño aproximado de 100kpb. Resta aún determinar si estos virus

asociados a algas verdes están relacionados o no con los fagos crAss. Resulta

interesante, aunque nada sorprendente, que se proponga que estos «fagos»

infectan mitocondrias, dado que estos organelos que derivan de α-proteobacterias

(Sagan, 1967; Thrash et al., 2011).

Para abarcar también virus con un código genético alternativo más, el 16,

analizamos las secuencias codificantes de estos 17 nuevos genomas virales y

comparamos la frecuencia de UAG con el resto de los virus estudiados (Figura 22).
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Código genético

Figura 22. Frecuencia del codón UAG por código genético; UAG es uno de
los codones stop en el código genético estándar (y en 4, 5 y 11), pero codifica
para el aminoácido glutamina en el código genético 6 y para leucina en el
código genético 16.

Los fagos crAss reasignaron el codón UAG pero mantienen a los codones UAA y

UGA como stop. Este grupo prefiere significativamente al codón UAA (Figura 23).
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Codones stop

(en el código genético 16)

Figura 23. Frecuencia de uso de los codones stop UAA y UGA en los fagos
crAss.

Los fagos crAss han reasignado el codón UAG como leucina. Procedimos,

entonces, a analizar el uso relativo de la leucina en los genomas de los fagos crAss.

Para ello se utilizó el valor de RSCU (Figura 24). Sin ser el codón más usado entre

las 7 posibilidades, es utilizado con una frecuencia moderada. Puede ser interesante

evaluar si su uso se distribuye de igual forma en toda extensión de sus proteínas o

si es preferido hacia el extremo C-terminal. De todas maneras, dado su amplio uso,

un mRNA de estos virus carecería de sentido en una célula con otro código genético

(sin ir más lejos, en el citoplasma de la célula algal hospedera; es decir, fuera de la

mitocondria).
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Codones que codifican para leucina

(en el código genético 16)

Figura 24. Distribución de los valores de RSCU para el aminoácido leucina
en las regiones codificantes de los fagos crAss; el codón no estándar es el
UAG (código genético 16).

Pese a tener siete codones para el aminoácido leucina, los fagos crAss no utilizan

significativamente más este aminoácido en relación a toda la diversidad viral; la

mediana de la frecuencia de leucina es 0.085 para los fagos crAss, mientras que

para el resto de los virus analizados es 0.083 (Figura 25).
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Código genético

Figura 25. Distribución de los valores de frecuencias de uso del aminoácido
leucina en los fagos crAss (código genético 16) y en los virus con otros
códigos genéticos.

Recientemente, se describieron cientos de virus parecidos a los fagos crAss

(crAss-like phages) que fueron ensamblados a partir de lecturas (reads) de

secuencias metagenómicas de muestras intestinales humanas (Yutin et al., 2021).

Una gran proporción de estos nuevos genomas (243/673 [36%]) presentaron

códigos genéticos alternativos. El mecanismo propuesto es que existen ARNt

supresores que permiten un read-through de los codones stop UAG y/o UGA. Al

parecer, esta reasignación de codones sucedería en algunos genes de expresión

tardía, asignando UAG como glutamina y UGA como triptófano (Yutin et al., 2021).

Muy probablemente, grupos de virus aún desconocidos o muy poco estudiados

escondan nuevos códigos genéticos alternativos por descubrir.
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Trabajos publicados

Hasta el momento de la presentación de esta tesis, y producto de los análisis

hechos durante la misma, se publicaron dos artículos en revistas arbitradas:

(i) Host influence in the genomic composition of flaviviruses: A multivariate

approach (disponible en https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2017.06.088 o en

https://www.researchgate.net/publication/317690149_Host_influence_in_the_

genomic_composition_of_flaviviruses_A_multivariate_approach)

(ii) Nucleotide Composition and Codon Usage Across Viruses and Their

Respective Hosts (disponible en https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.646300)

Se presentan a continuación ambos manuscritos y sus respectivas figuras

suplementarias, acompañados de los abordajes utilizados y sus contribuciones.
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Influencia del hospedero en la composición genómica de los flavivirus

Host influence in the genomic composition of flaviviruses: A multivariate
approach

«Influencia del hospedero en la composición genómica de los flavivirus: un enfoque

multivariado»

Abordaje

Según el ICTV, al momento de escribir este manuscrito, el género Flavivirus

comprendía 53 especies con una amplia distribución geográfica, además de un

número creciente de especies no clasificadas o tentativas. Sus genomas se

traducen en una única poliproteína que se divide en tres proteínas estructurales (C,

prM y E) y siete proteínas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y

NS5). A pesar de la similitud en su organización genómica, existen diferencias

sustanciales en el rango de huéspedes y la transmisibilidad entre ellos.

La mayoría de las especies conocidas son arbovirus, que se transmiten

horizontalmente entre artrópodos hematófagos y hospederos vertebrados

susceptibles, y se clasifican en flavivirus transmitidos por mosquitos (MBFV, de

mosquito-borne flaviviruses) y flavivirus transmitidos por garrapatas (TBFV, de

tick-borne flaviviruses). Sin embargo, algunas especies solo se replican en

murciélagos o roedores sin conocerse vectores asignados a estos virus (NKV, de

not-known vector). Además, varias especies exclusivamente infectan a mosquitos,

los cuales se denominan flavivirus específicos de insectos (ISFV, de insect-specific

flavivirus).

Fruto de una colaboración con Álvaro Fajardo del Laboratorio de Virología

Molecular, y a partir de análisis filogenéticos presentados en su tesis doctoral

(Fajardo, 2016), publicamos este trabajo que examinó, en dicho contexto

filogenético, la influencia de los diferentes hospederos sobre la composición

genómica y sobre el uso de codones y de aminoácidos de los flavivirus.

El abordaje fue analizar las propiedades composicionales de cada virus, como la

composición de bases, los sesgos de dinucleótidos, el uso de codones y las

frecuencias de aminoácidos.
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Aprovechando el gran número de secuencias disponibles, se analizaron en total

noventa y ocho genomas de flavivirus y seis genomas representativos de los

hospederos: tres artrópodos (Aedes aegypti, Culex pipiens e Ixodes scapularis) y

tres vertebrados (Gallus gallus, Homo sapiens y Mus musculus).

Utilizando estadística multivariada (en concreto, análisis de componentes principales

o PCA), logramos describir la influencia en los genomas virales tanto de la historia

evolutiva de los flavivirus (sus relaciones filogenéticas) como de sus respectivos

hospederos y/o vectores. Dimos cuenta de los diferentes patrones presentes en los

flavivirus asociados a los mosquitos de los géneros Aedes o Culex, o en aquellos

transmitidos por garrapatas.
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Manuscrito y material suplementario
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Supplementary Fig. 1. Position of the viruses according to PC1 and PC2 for
(a) dinucleotide biases, (b) relative synonymous codon usage and (c) amino
acid frequencies.
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Supplementary Fig. 2. Proportion of Variance of the ten first principle
components for (a) dinucleotide biases, (b) relative synonymous codon usage
and (c) amino acid frequencies.
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Contribución

El principal aporte de este trabajo fue actualizar lo observado en la historia evolutiva

de los flavivirus con respecto a su composición genómica con un número mucho

mayor de especies virales (98). Cuando la diversidad de este género era menos

conocida, la filogenia y los procesos coevolutivos con sus hospedadores se

consideraban que eran específicos para cada linaje (i.e., MBFV, TBFV, NKV y ISFV).

Pero con el hallazgo de los ISFV-2 y los ISFV-3 (grupos de virus específicos de

insectos polifiléticos con respecto a los «ISFV-1»), algunos de estos eventos

deberían considerarse como paralelos. Los diferentes hospederos y/o vectores

asociados a estos subgrupos se enfrentan a «entornos» diferentes, que

proporcionan distintos paisajes adaptativos.

Para hacer aún más compleja la historia evolutiva del género, otro grupo de virus

parece haber seguido un camino evolutivo diferente. Este subgrupo (denotado aquí

como NKV-2) es también polifilético con respecto a los «NKV-1», estando asociados

filogenéticamente con los MBFV.

También destacamos el comportamiento particular de los TBFV. Mientras que el

sistema inmunitario de los vertebrados les «presiona» para que disminuyan su

frecuencia del dinucleótido CpG, el entorno de las garrapatas facilita su

enriquecimiento en codones ricos en G+C (dado que son invertebrados con alto

contenido de G+C). Además, su elevado uso de arginina en estos virus está en

consonancia con las frecuencias de aminoácidos encontradas en el proteoma de las

garrapatas.

En los virus de vertebrados, los patrones descritos sugieren la acción de la

selección natural que actúa a nivel de la composición genómica para superar al

sistema inmunitario del hospedero.

83



Composición nucleotídica y uso de codones en los virus y en sus respectivos hospederos

Nucleotide Composition and Codon Usage Across Viruses and Their
Respective Hosts

«Composición nucleotídica y uso de codones en los virus y en sus respectivos

hospederos»

Abordaje

Se ha propuesto que los virus pueden ser tan antiguos como la vida en la Tierra.

Aunque se ha trabajado mucho para comprender el origen y la evolución de los virus

y, en particular, de sus diferentes materiales genéticos, todavía está faltando tener

una imagen global. Uno de los enfoques más sencillos para estudiar los organismos

y la relación entre ellos es el análisis de las respectivas «firmas genómicas», que

pueden ir desde la simple composición de bases como el contenido molar de

guanina y de citosina (G+C), dinucleótidos, codones y aminoácidos.

Los estudios filogenéticos previos realizados en diferentes virus han destacado a la

presión mutacional como el principal factor que determina la evolución de los virus

en comparación con la selección natural. Sin embargo, a medida que aumenta

nuestra comprensión de la evolución de los virus, parece que aunque la presión

mutacional sigue siendo una fuerza importante, no es el único factor cuando se

consideran diferentes virus de ADN y de ARN.

Además, la composición del genoma viral también puede estar relacionada con la

interacción virus-hospedero. Por ejemplo, al evitar el reconocimiento por parte del

sistema inmunitario innato de vertebrados, lo que provoca fuertes presiones

selectivas que pueden dejar firmas genómicas típicas de sus hospederos.

Este trabajo incorpora unas 10.000 especies virales y casi 1.200 hospederos de los

tres dominios de la vida (Archaea, Bacteria, y Eukaryota). Una visión global centrada

en la composición genómica de todos los virus era relevante dado el impresionante

aumento de la disponibilidad de secuencias virales en los últimos años.
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Manuscrito y material suplementario
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SUPPLEMENTARY FIGURE 1. GC-content of single-stranded (ss) viruses by
Baltimore classification groups: (A) ssDNA, (B) positive ssRNA (+ssRNA), (C)
negative ssRNA (-ssRNA), and (D) +ssRNA retro-transcribing (+ssRNA-RT).
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Contribución

En este trabajo realizamos análisis composicionales incorporando:

(i) Frecuencias de bases de todos los virus disponibles.

(ii) Frecuencias de bases de los virus según la clasificación de Baltimore:

dsDNA, ssDNA, dsRNA, ssRNA, +ssRNA, ssRNA, -ssRNA, +ssRNA-RT y

dsDNA-RT.

(iii) Correlaciones composicionales entre el contenido de G+C no codificante

vs. GC1, GC2 y GC3.

(iv) Para cada grupo, estudiamos la variación del contenido de G+C de los

genomas virales en comparación con el de sus respectivos hospederos.

(v) Analizamos los patrones de uso de codones de los virus en relación con el

de sus hospederos.

Nuestras principales conclusiones son que los diferentes virus (según la naturaleza

y arquitectura de su material genético), muestran diferentes propiedades en su

composición de bases. Además, existen fuertes correlaciones composicionales

entre las regiones no codificantes y las tres posiciones de codones.

En cuanto a la relación entre los virus y sus respectivos hospederos, pudimos

describir con un elevado número de virus (~10.000) y hospederos (~1.200), que la

composición de bases y el uso de codones de los fagos se correlacionan

fuertemente con los valores de los procariotas que infectan.

Por el contrario, como ya se había informado anteriormente pero no de forma

consensuada, los virus de animales y de plantas no muestran correlación entre su

contenido de G+C y el de sus hospederos.

Por último, el uso de codones de los fagos depende del uso de codones de los

procariotas, mientras que el uso de codones de los virus animales y vegetales no

parece estar adaptado al uso de codones de sus hospederos, con la excepción de

hongos y protistas.
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Consideraciones finales

El principal balance ha sido el crecimiento personal y profesional, tomando contacto

estrecho con múltiples herramientas, bases de datos y lenguajes de programación.

Otro crecimiento a lo largo de esta tesis ha sido el aprendizaje que requiere redactar

manuscritos científicos para ser evaluados en revistas arbitradas internacionales.

Además, se ha continuado una colaboración fructífera entre los laboratorios de

Héctor Musto y de Juan Cristina que ya existía, principalmente en análisis de

codones sinónimos, pero que se ha desarrollado aún más, incorporando análisis a

nivel de dinucleótidos y de aminoácidos (Simón et al., 2017; Simón et al., 2018).

En un próximo paso, por una línea de investigación que se abrió luego de mi trabajo

con flavivirus (Simón et al., 2017), intentaré responder algunas preguntas evolutivas

en arbovirus, en colaboración con el Laboratorio de Virología Molecular de la

Facultad de Ciencias de Udelar. Dicho trabajo se enmarcará en proyectos en

evaluación y en mi Doctorado en Ciencias Biológicas de Pedeciba.

Los análisis composicionales pueden ser interesantes para complementar cualquier

abordaje en genómica evolutiva, tanto en virus como en cualquier organismo celular.

No quise tampoco perder la perspectiva histórica de la relevancia que los estudios

composicionales han tenido en la historia de la biología molecular.

Actualmente, gozan de buena salud, fundamentalmente por su aplicación en el

diseño de vacunas atenuadas (Gonçalves-Carneiro y Bieniasz, 2021;

Pereira-Gómez et al., 2021). Pueden además ser útiles en otras situaciones más

generales; por ejemplo, quienes hagan expresión heteróloga de proteínas deben

tener en cuenta los sesgos de la proteína a expresar y los sesgos del sistema de

expresión.

Queda de manifiesto el impacto de la composición nucleotídica del hospedero en el

genoma viral de los virus que lo infectan. Esto había sido descrito para los flavivirus

(Simón et al., 2017), pero recientemente se intentó abarcar toda la diversidad viral

(Simón et al., 2021). Además, los datos generados en esta tesis permitirán

comparar virus de interés para cualquier investigador con toda la diversidad viral

conocida, o parte de ella (e.g., grupos, familias, géneros, hospederos).
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Esta tesis de Maestría en Bioinformática del Programa de Desarrollo de las Ciencias

Básicas (PEDECIBA) ha sido conceptualizada para realizar análisis

composicionales en genomas virales de manera semiautomatizada. Sin embargo,

los scripts aquí presentados son totalmente utilizables en formatos compatibles de

cualquier otro origen.

A su vez, los scripts permitirán hacer los mismos análisis para nuevas secuencias.

En muchos casos, debido a que la mayor fuente actual de nuevas especies virales

es la metagenómica, abordajes de este tipo pueden ayudar a inferir información

biológica de virus de los que solamente conocemos su genoma.
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Anexos

Archivos GenBank

Porción de los atributos (FEATURES) del archivo gbk correspondiente a la secuencia de

referencia del SARS-Cov-2 (código de acceso número NC_045512; disponible desde

ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1798174254).

(...)
FEATURES             Location/Qualifiers

source          1..29903
/organism="Severe acute respiratory syndrome coronavirus
2"
/mol_type="genomic RNA"
/isolate="Wuhan-Hu-1"
/host="Homo sapiens"
/db_xref="taxon:2697049"
/country="China"
/collection_date="Dec-2019"

5'UTR           1..265
gene            266..21555

/gene="ORF1ab"
/locus_tag="GU280_gp01"
/db_xref="GeneID:43740578"

CDS             join(266..13468,13468..21555)
/gene="ORF1ab"
/locus_tag="GU280_gp01"
/ribosomal_slippage
/note="pp1ab; translated by -1 ribosomal frameshift"
/codon_start=1
/product="ORF1ab polyprotein"
/protein_id="YP_009724389.1"
/db_xref="GeneID:43740578"

(...)
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Bases de datos consultadas

Base de datos Sitios web y/o FTP

CoCoPUTs https://hive.biochemistry.gwu.edu/review/codon

ICTV https://talk.ictvonline.org/

NCBI Genome https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/

https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes

NCBI PubMed https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/ftp/

NCBI RefSeq https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/

https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/refseq/

NCBI Taxonomy https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy

https://ftp.ncbi.nih.gov/pub/taxonomy/

NCBI Virus https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/

ViralZone https://viralzone.expasy.org/

Virus-Host https://www.genome.jp/virushostdb/

https://www.genome.jp/ftp/db/virushostdb/
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Códigos genéticos presentes en los genomas analizados

Se toman como referencia las tablas (i.e., transl_table) de los códigos genéticos

compilados en el NCBI (Elzanowski y Ostell, 2019).

1. Código estándar

n-- (base1)
ttttttttttttttttccccccccccccccccaaaaaaaaaaaaaaaagggggggggggggggg
-n- (base2)
ttttccccaaaaggggttttccccaaaaggggttttccccaaaaggggttttccccaaaagggg
--n (base3)
tcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcag
aminoácidos
FFLLSSSSYY**CC*WLLLLPPPPHHQQRRRRIIIMTTTTNNKKSSRRVVVVAAAADDEEGGGG
iniciadores
---M------**--*----M---------------M----------------------------

4. Micoplasmas9 y mitocondrias de celentéreos, mohos y protozoarios

n-- (base1)
ttttttttttttttttccccccccccccccccaaaaaaaaaaaaaaaagggggggggggggggg
-n- (base2)
ttttccccaaaaggggttttccccaaaaggggttttccccaaaaggggttttccccaaaagggg
--n (base3)
tcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcag
aminoácidos
FFLLSSSSYY**CCWWLLLLPPPPHHQQRRRRIIIMTTTTNNKKSSRRVVVVAAAADDEEGGGG
iniciadores
--MM------**-------M------------MMMM---------------M------------

__________________________________________________________________
9 Incluídos los espiroplasmas.
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5. Mitocondrias de invertebrados

n-- (base1)
ttttttttttttttttccccccccccccccccaaaaaaaaaaaaaaaagggggggggggggggg
-n- (base2)
ttttccccaaaaggggttttccccaaaaggggttttccccaaaaggggttttccccaaaagggg
--n (base3)
tcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcag
aminoácidos
FFLLSSSSYY**CCWWLLLLPPPPHHQQRRRRIIMMTTTTNNKKSSSSVVVVAAAADDEEGGGG
iniciadores
---M------**--------------------MMMM---------------M------------

6. Ciliados, dasicladales y los diplomonádidos del género Hexamita

n-- (base1)
ttttttttttttttttccccccccccccccccaaaaaaaaaaaaaaaagggggggggggggggg
-n- (base2)
ttttccccaaaaggggttttccccaaaaggggttttccccaaaaggggttttccccaaaagggg
--n (base3)
tcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcag
aminoácidos
FFLLSSSSYYQQCC*WLLLLPPPPHHQQRRRRIIIMTTTTNNKKSSRRVVVVAAAADDEEGGGG
iniciadores
--------------*--------------------M----------------------------

11. Árqueas, bacterias y plastos

n-- (base1)
ttttttttttttttttccccccccccccccccaaaaaaaaaaaaaaaagggggggggggggggg
-n- (base2)
ttttccccaaaaggggttttccccaaaaggggttttccccaaaaggggttttccccaaaagggg
--n (base3)
tcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcag
aminoácidos
FFLLSSSSYY**CC*WLLLLPPPPHHQQRRRRIIIMTTTTNNKKSSRRVVVVAAAADDEEGGGG
iniciadores
---M------**--*----M------------MMMM---------------M------------
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16. Mitocondrias de clorofíceas

n-- (base1)
ttttttttttttttttccccccccccccccccaaaaaaaaaaaaaaaagggggggggggggggg
-n- (base2)
ttttccccaaaaggggttttccccaaaaggggttttccccaaaaggggttttccccaaaagggg
--n (base3)
tcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcagtcag
aminoácidos
FFLLSSSSYY*LCC*WLLLLPPPPHHQQRRRRIIIMTTTTNNKKSSRRVVVVAAAADDEEGGGG
iniciadores
----------*---*--------------------M----------------------------
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Apéndices

Análisis multivariados para dinucleótidos, codones y aminoácidos

A. Frecuencia de dinucleótidos por hospedero (1) y por Baltimore (2)
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B. Frecuencia de codones por hospedero (1) y por Baltimore (2)
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C. Frecuencia de aminoácidos por hospedero (1) y por Baltimore (2)
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Distribuciones del contenido de G+C en sistemas eucariotas

Figura D1. G+C en los eucariotas totalmente secuenciados (una especie
por género, N = 496; línea continua) y en sus virus (línea punteada).

Figura D2. G+C en los animales totalmente secuenciados (una especie por
género, N = 283; línea continua) y en sus virus (línea punteada).
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Figura D3. G+C en los hongos totalmente secuenciados (una especie por
género, N = 62; línea continua) y en sus virus (línea punteada).

Figura D4. G+C en las plantas y algas vegetales totalmente secuenciadas
(una especie por género, N = 128; línea continua) y en sus virus (línea
punteada).
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Figura D5. G+C en los protistas totalmente secuenciados (una especie por
género, N = 17; línea continua) y en sus virus (línea punteada).

Figura D6. G+C en los invertebrados totalmente secuenciados (una especie
por género, N = 78; línea continua) y en sus virus (línea punteada).
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Figura D7. G+C en los vertebrados totalmente secuenciados (una especie
por género, N = 205; línea continua) y en sus virus (línea punteada).

Figura D8. G+C (mediana) del genoma humano (N = 1; línea vertical) y en
sus virus (línea punteada; N = 437)
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