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Purpose: Here we describe LifePrint, a sequence alignment-independent %-tuple distance
method to estimate relatedness between complete genomes.

Methods: We designed a representative sample of all possible DNA tuples of length 9
(9-tuples). The final sample comprises 1878 tuples (called the LifePrint set of 9-tuples; LPS9)
that are distinct from each other by at least two internal and noncontiguous nucleotide differ-
ences. For validation of our 4-tuple distance method, we analyzed several real and simulated
viroid genomes. Using different distance metrics, we scrutinized diverse viroid genomes to
estimate the k-tuple distances between these genomic sequences. Then we used the estimated
genomic k-tuple distances to construct phylogenetic trees using the neighbor-joining algorithm.
A comparison of the accuracy of LPS9 and the previously reported 5-tuple method was made
using symmetric differences between the trees estimated from each method and a simulated
“true” phylogenetic tree.

Results: The identified optimal search scheme for LPS9 allows only up to two nucleotide dif-
ferences between each 9-tuple and the scrutinized genome. Similarity search results of simulated
viroid genomes indicate that, in most cases, LPS9 is able to detect single-base substitutions
between genomes efficiently. Analysis of simulated genomic variants with a high proportion of
base substitutions indicates that LPS9 is able to discern relationships between genomic variants
with up to 40% of nucleotide substitution.

Conclusion: Our LPS9 method generates more accurate phylogenetic reconstructions than
the previously proposed 5-tuples strategy. LPS9-reconstructed trees show higher bootstrap
proportion values than distance trees derived from the 5-tuple method.

Keywords: phylogeny, sequence alignment, similarity search, tuple, viroid

Introduction

The most used and widespread representations of the evolutionary history of biologic
entities are phylogenetic trees. Typically, molecular phylogenetic tree construction
starts from a set of sequences (DNA or proteins), computation of a multiple sequence
alignment, and then, based on the multiple sequence alignment, construction of a tree
using one or several optimization criteria, such as distance, maximum parsimony,
minimum evolution, maximum likelihood, and Bayesian inference. Among these cri-
teria, a distance-based method using neighbor-joining (NJ)'! is frequently used because
it is considerably faster than character-based methods such as maximum parsimony,
maximum likelihood, and Bayesian inference. However, the requirement of using
multiple sequence alignment carries some disadvantages for typical tree construction
methods. One of the major limitations of multiple alignments arises from the heuristic
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RESUMEN

Este trabajo propone y caracteriza LifePrint, un método de distancia
de k-tuplos sin alineamientos multiples (MSA, por sus siglas en
inglés) para estimar relaciones filogenéticas entre genomas
completos.

Se disend una muestra representativa de todos los tuplos posibles de
DNA con una longitud de 9 nucleétidos (9-tuplos). Dicho conjunto
comprende 1878 tuplos (el Conjunto de 9-tuplos de LifePrint; LPS9,
por sus siglas en inglés), diferentes cada uno en por lo menos dos
diferencias nucleotidicas internas y no contiguas. Para validar
LifePrint se analizaron varios genomas reales y simulados de
viroides. Usando diferentes métricas de distancia, se escrutaron
diversos genomas para estimar las distancias de k-tuplos entre sus
secuencias. Posteriormente, se usaron las distancias de k-tuplos
estimadas, para construir arboles filogenéticos, usando el algoritmo
neighbor-joining (NJ). La precision comparada entre LifePrint y un
método de 5-tuplos (que utiliza el conjunto completo de tuplos de
dicha longitud), reportado previamente, fue evaluada usando la
diferencia simétrica (SD, por sus siglas en inglés) entre los arboles
estimados por cada método y un arbol filogenético (“arbol
verdadero”) construido con genomas simulados.

El esquema optimo de busqueda de similitud identificado para el
LPS9, permite hasta dos diferencias nucleotidicas entre cada tuplo y
el genoma escrutado. Los resultados de las busquedas de similitud en
genomas simulados, indicaron que, en la mayoria de los casos, el
LPS9 es capaz de detectar eficientemente sustituciones de una sola
base entre los genomas. El andlisis de variantes genOmicas
simuladas, con una proporcion alta de sustituciones, indica que el
LPS9 es capaz de discernir relaciones entre variantes hasta con un
40% de sustituciones nucleotidicas.

LifePrint estim¢6 filogenias mas precisas que el método de 5-tuplos
reportado previamente. Los arboles construidos con LifePrint
presentan valores de proporcion de bootstrap mayores que los
arboles construidos con el método de 5-tuplos.
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ABSTRACT

Here we describe LifePrint, a sequence alignment-independent
k-tuple distance method to estimate relatedness between complete
genomes.

We designed a representative sample of all possible DNA tuples of
length 9 nucleotides (9-tuples). The final sample comprises 1878
tuples (called the LifePrint set of 9-tuples; LPS9) that are distinct
from each other by at least two internal and noncontiguous
nucleotide differences. For validation of our k-tuple distance method,
we analyzed several real and simulated viroid genomes. Using
different distance metrics, we scrutinized diverse viroid genomes to
estimate the k-tuple distances between these genomic sequences.
Then we used the estimated genomic k-tuple distances to construct
phylogenetic trees using the neighbor-joining algorithm (NJ). A
comparison of the accuracy of LPS9 and the previously reported
5-tuple method was made using symmetric difference (SD) between
the trees estimated from each method and a true phylogenetic tree
constructed with simulated genomes.

The identified optimal search scheme for LPS9 allows only up to two
nucleotide differences between each 9-tuple and the scrutinized
genome. Similarity search results of simulated genomes indicate that,
in most cases, LPS9 is able to detect single-base substitutions
between genomes efficiently. Analysis of simulated genomic variants
with a high proportion of base substitutions indicates that LPS9 is
able to discern relationships between genomic variants with up to
40% of nucleotide substitution.

LifePrint generates more accurate phylogenetic reconstructions than
the previously proposed 5-tuples strategy. LPS9-reconstructed trees
show higher bootstrap proportion values than distance trees derived
from the 5-tuple method.
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. INTRODUCCION

ANTECEDENTES

En un sentido amplio, la filogenética consiste en la reconstruccion de
la historia evolutiva de los seres vivos, lo que implica el uso de
métodos para inferir el pasado a partir de caracteristicas presentes en
especies actuales. Un arbol filogenético es la representacion grafica
mas popular de dicha historia. El objetivo principal de la mayoria de
los estudios filogenéticos, y un importante subproducto de otros, es
construir el arbol filogenético que describa mejor el devenir

. 1
evolutivo.

A lo largo de este texto, cualquier mencion de los términos arbol
filogenético y arboles filogenéticos, se hace escribiendo so6lo arbol o

arboles, respectivamente.

Hasta antes de los 1970s, la filogenética estuvo basada en el analisis
de caracteristicas morfologicas y/o citoldgicas. El uso de
informacion molecular en filogenética, origind una revolucion vy,
hacia finales de los 1980s, el acceso a secuencias de DNA
incrementd el nimero de caracteres que podian ser comparados de
menos de 100 a mas de 1000, lo que mejord considerablemente el
poder resolutivo de la inferencia filogenética. Algunos genes se

convirtieron en marcadores de referencia. En particular, y debido a



su considerable grado de conservacion en todos los seres vivos, el
gen que codifica para la subunidad pequefia del RNA ribosomal fue
usado extensivamente, y permitid6 el reconocimiento de Archaea
como un tercer dominio en el arbol de la vida. No obstante, al
considerar un mismo grupo de especies, comenzaron a observarse
diferencias topologicas relevantes entre arboles construidos con
diferentes genes. También, se evidencid que la informacion de un
solo gen, con frecuencia resultaba insuficiente para obtener un

soporte estadistico solido en ciertos nodos dentro de los arboles.'

Tipicamente, un arbol se construye a partir de un conjunto de
secuencias relacionadas evolutivamente, el calculo de wun
alineamiento multiple (MSA, por sus siglas en inglés) y luego, con
base en éste, la construccion del arbol empleando criterios como
distancia, maxima parsimonia (MP), o probabilidad (por ejemplo,
maxima probabilidad o inferencia Bayesiana; ML o BI, por sus siglas
en inglés, respectivamente). Los métodos basados en distancia que
usan el algoritmo neighbor-joining (NJ),” se emplean frecuentemente
porque son considerablemente mas rapidos que los métodos de

caracteres (basados en MP o probabilidad).

Sin embargo, la necesidad de MSA conlleva desventajas para la
construccion tipica de arboles. Una de las mayores limitaciones esta
dada por los métodos heuristicos usados para calcular los MSA.

Estos métodos heuristicos pueden enfrentar problemas para manejar



secuencias grandes, dado que los algoritmos subyacentes tienen una
complejidad computacional de orden cuadratico (es decir, pequefios
aumentos en la longitud de las secuencias, implican grandes
incrementos en el tiempo requerido para procesar los MSA), lo que
resulta impractico en algunos casos, por ejemplo, analizando
relaciones entre genomas completos. Adicionalmente, ya que los
MSA con frecuencia contienen ambigiiedades de homologia, la
inferencia filogenética basada en analisis de MSA puede producir
arboles equivocados.'” Ciertos tipos de eventos evolutivos, como
translocaciones e inversiones, dificilmente son considerados e
incluidos en un andlisis de MSA. Una desventaja mas en el caso de
los métodos basados en distancia, es que consideran s6lo el nimero
de diferencias entre las secuencias, sin considerar su posicion.
Algunos programas comunes para calcular MSA son MUSCLE,’
DIALIGN 2} T-Coffee,° CLUSTAL W,” y Kalign.® En la Tabla 1 se

muestra una breve descripcion de los programas antes mencionados.

Los estudios filogenéticos tipicos a nivel genomico, son
computacionalmente sobredemandantes y, en algunos casos, pueden

resultar impracticos.



Tabla 1. Caracteristicas generales de algunos programas para calcular MSA

Nombre Descripcion Tipo dfe Tipo de alineamiento
secuencia
Usa el algoritmo de alineamiento progresivo. Realiza un refinamiento del
MUSCLE alineamiento. Considerado por lograr tanto mejor precision promedio como | Ambos Local o Global
mayor velocidad que los otros programas
. - . . Incorpora alineamiento
DIALIGN 2 MetO(_io bas_ado en la comparacion de segmentos. Realiza un refinamiento Ambos local ademas del
del alineamiento . .
alineamiento global
. . . . . . Incorpora alineamiento
T-Coffee Usa e! algoritmo Qe alm]eamlento progresivo. Permite combinar resultados Ambos local ademas del
obtenidos con varios métodos de alineamiento . .
alineamiento global
CLUSTAL W Usa el algoritmo de alineamiento progresivo. Programa de propdsito Ambos Local o Global
Kalign Usa el algoritmo de alineamiento progresivo Ambos Global

Notas: Breve descripcion de algunos programas comunes para calcular MSA. Tipo de secuencia hace
referencia a nucledtidos y/o aminoacidos.

Para sobreponerse a estas limitaciones practicas, se han propuesto
métodos alternativos independientes de MSA, por ejemplo, los
métodos basados en el contenido de genes, definen la distancia entre
dos genomas segin el porcentaje de genes homologos compartidos.”
' Recientemente, se ha probado con éxito el uso de genes firma
correspondientes a distintas jerarquias taxonomicas.'” Los métodos
de compresion realizan la busqueda de repetidos exactos,
aproximados, directos o invertidos, y miden la similitud de genomas

B3-15 E1 vector

completos con base en su tasa de compresion relativa.
de composicion es un método que emplea cadenas (es decir,
secuencias nucleotidicas cortas) informativas para inferir filogenias.
Funciona a partir de una estrategia de seleccion optimizada, la cual
extrae las cadenas con la mejor entropia relativa de un grupo de

secuencias cuidadosamente seleccionadas, utilizandolas después en

el calculo de las distancias evolutivas. Este procedimiento fue




aplicado exitosamente para subtipificar el virus de inmunodeficiencia
humana tipo 1 (HIV-1, por sus siglas en inglés), usando cadenas de 5

6

a 9 nucledtidos.'® El método de seleccion ha sido mejorado

estadisticamente'’ y usado para analizar virus de DNA de doble

cadena.'®

Otro método de distancia independiente de MSA, implica la
estimacion de las distancias de k-tuplos entre secuencias. La
distancia de k-tuplos entre dos secuencias, se refiere a la suma total
de diferencias en frecuencia, sobre todos los tuplos posibles de
longitud £, entre las secuencias. La frecuencia de 2-tuplos permitio
construir un arbol bioldgicamente plausible con genomas
mitocondriales.'® Esta estrategia también ha sido aplicada empleando

20-21 . . . .,
921 Debido a la cantidad de informacion a

cadenas de aminoacidos.
procesar, en este enfoque se requieren relativamente cantidades
grandes de memoria y capacidad de procesamiento.
Consecuentemente, en la practica los valores de & utilizados han sido
establecidos en longitudes relativamente pequefias, como 5 y 6.
Varios programas que calculan MSA (por ejemplo, MUSCLE,
CLUSTAL W'y Kalign) primero computan una matriz de distancias
de k-tuplos con las secuencias de interés y, posteriormente, usan
algoritmos como NJ para construir rdpidamente un “arbol guia”, el

cual determina el orden en que las secuencias seran alineadas. No

obstante, los arboles guia raramente se usan como arboles finales, y



para tal proposito regularmente se emplean otros programas como

PHYLIP* o0 PAUP.?

Recientemente, se comprob6 que un método de distancia de 5-tuplos
(que utiliza el conjunto completo de tuplos de dicha longitud)
mejora, en la mayoria de los casos, el desempefio de otros
estimadores de distancia, duplicando o mas la precision de éstos. En
dicho estudio se emplearon 1470 conjuntos simulados de secuencias
(generadas bajo diferentes escenarios evolutivos), asi como los
arboles NJ construidos con tales conjuntos, y se compard el
desempefio de la distancia de k-tuplos con el de cuatro estimadores
de distancia comunmente empleados (Jukes-Cantor, Kimura, F84 y
Tamura-Nei). Los resultados mostraron que los arboles construidos a
partir de la distancia de A-tuplos son mads precisos, la mayoria del

tiempo, que aquellos construidos con las otras distancias. >

Por otro lado, la hibridacion virtual (VH, por sus siglas en inglés) se
fundamenta en algunas consideraciones relacionadas con el DNA
como complementariedad, desnaturalizacion y renaturalizacion,
sintesis secuencia-especifica de oligonucledtidos, entre otras. El
concepto general de la VH implica la simulacion por computadora de
eventos de hibridacion entre moléculas de DNA.** Previamente, se
verifico una correlacion razonable entre valores de AG®, calculados
por VH para los rtDNA 16S de 7 diferentes especies microbianas (1

Bacillus 'y 6 Pseudomonas), y la intensidad de las sefiales de



hibridacion, obtenidas para estos mismos rDNA 168, a través de un
sistema de hibridacion por chips de DNA.* Se concluyé que las
hibridaciones, tanto perfectas como ambiguas, contribuyen a la
identificacion microbiana a través de la obtencion de la huella
gendmica por hibridacion. En otro trabajo, se identificaron
exitosamente tipos y subtipos de papillomavirus humano empleando

En este estudio, se propone y caracteriza LifePrint, un método de
distancia de A-tuplos independiente de MSA, que solo usa una
muestra representativa de todos los tuplos posibles de una

determinada longitud k.

JUSTIFICACION

La construccion tipica de arboles a través de métodos de distancia
requiere de MSA, lo que conlleva algunas desventajas. Proponer un
método de distancia sin MSA, supone una alternativa para conservar
las ventajas de implementacion y rapidez inherentes al criterio de

distancia, acotando algunas de las desventajas que suponen los MSA.



HIPOTESIS

Usando un método de distancia de k-tuplos, que s6lo use una muestra
representativa de todos los tuplos posibles de una determinada
longitud %, es posible inferir filogenias precisas de genomas

completos sin calcular MSA.

OBJETIVO GENERAL

Proponer y caracterizar un método de distancia de k-tuplos que
estime con precision filogenias de genomas completos usando
solamente una muestra representativa de todos los tuplos posibles de

una determinada longitud £.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Disefiar el Conjunto de 9-tuplos de LifePrint (LPS9, por sus
siglas en inglés)

- Identificar el esquema de busqueda optimo para usar el LPS9

- Evaluar la cobertura genémica que realiza el LPS9

- Evaluar la capacidad del LPS9 para detectar repetidos

nucleotidicos



Calcular las distancias de k-tuplos entre genomas de viroides,
usando tres diferentes métricas de distancia
Determinar el intervalo dinamico del LPS9
Comparar la precision de los arboles construidos con LifePrint y

el método de 5-tuplos reportado previamente



[I. MATERIALES Y METODOS

LPS9

Con base en analisis previos se observo que los 9-tuplos muestran un
funcionamiento Optimo para estudiar genomas de viroides.”” Para
calcular las distancias de A-tuplos se escrutaron genomas reales y
simulados de viroides a través de busquedas de similitud usando un
conjunto de 1878 9-tuplos (el LPS9). Cada tuplo de dicho conjunto
es distinto por lo menos en dos diferencias nucleotidicas internas y
no contiguas. El LPS9 es una muestra representativa de todos los
tuplos posibles de longitud 9, es decir, 262,144 tuplos (4’ tuplos). La
Figura 1 ilustra la distribucion del LPS9 a lo largo del conjunto
completo de 262,144 9-tuplos. El LPS9 esta disponible para su uso

en la pagina electronica del UFC Applications Server.™

Se disend el LPS9 con el programa UFC designer (Méndez-Tenorio
y colaboradores, sin publicar). El programa selecciona tuplos con
secuencias altamente discriminatorias a través de una estrategia de

agrupamiento propuesta previamente.*
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Figura 1. Distribucion del LPS9 dentro del conjunto completo de 9-tuplos. Los 1878 tuplos del LPS9 estan
representados graficamente (puntos negros) de acuerdo con sus posiciones dentro de la lista original de todos
los 9-tuplos posibles (262,144). Cada linea representa 10,000 tuplos. Elaborada por el Dr. Hueman Jaimes-

Diaz.

Dicha estrategia considera un grupo como un conjunto formado por
todos los tuplos que comparten una caracteristica en particular (por
ejemplo, un determinado numero de diferencias) con relacion a un
tuplo de referencia (la “marca” del grupo) seleccionado al azar. A
continuacion, se describe brevemente la secuencia de tres criterios
implicada en la estrategia de agrupamiento con la que se disefi6 el
LPS9. 1) Criterio de sustitucion. Se generaron grupos con tuplos que
solo compartian una diferencia con las marcas. Posteriormente se
selecciono el conjunto que incluia las marcas del tipo mencionado, es
decir, todos los tuplos con al menos dos diferencias entre ellos. 2)

Criterio de bloque. Se generaron grupos y, se excluyeron los tuplos
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que compartian dos diferencias, ubicadas en los extremos con
relacion a las marcas. Para ejecutar este procedimiento, primero se
agruparon los tuplos muy similares a las marcas y, finalmente, se
seleccionaron aquellos que compartian con ellas un mismo bloque
interno de 7 nucledtidos. El resultado fue el conjunto con las marcas
que presentaban diferencias internas. 3) Criterio de refinacion. Bajo
este criterio, se agruparon en primera instancia, los tuplos muy
similares a las marcas y posteriormente, se excluyeron los que
compartian con ellas diferencias contiguas, seleccionandose de esta

manera las marcas con diferencias no contiguas.

Antes de aplicar cada uno de los tres criterios, el programa UFC
designer aleatoriza los conjuntos de tuplos para disminuir los
potenciales errores (bias) de muestreo durante la ejecucion de la

estrategia de agrupamiento.

Las secuencias y el nimero de tuplos seleccionados dependen del
proceso de aleatorizacion; en consecuencia el LPS9 disefiado no es
unico. Sin embargo, cualquier otro LPS9 disefiado usando la
estrategia de agrupamiento antes mencionada, conduciria a

resultados similares.
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SECUENCIAS GENOMICAS

En este trabajo se usaron genomas reales y simulados de viroides. La
pequenia longitud (=300 nucledtidos) de dichos genomas facilito
llevar a cabo los andlisis descritos mas adelante. Ver el Apéndice 1
para los numeros de acceso del NCBI (National Center for

Biotechnology Information) de los 36 genomas reales.

Para comparar la precision entre LifePrint y el método de 5-tuplos se
utilizé un conjunto de genomas simulados obtenido como se describe
a continuacion. Usando el programa EvolSeq (disponible para su uso
en la pagina electronica del UFC Applications Server) fue simulada
la evolucion de 32 genomas (nombrados desde CVII31 hasta
CVII62) derivados de un ancestro comun (Citrus viroid II). La
simulacion consider6 un esquema evolutivo de 5 generaciones
basado en un modelo de sustitucion con wuna proporcion
transiciones/transversiones de dos, como la definida en el modelo de

2-parametros de Kimura (K2P, por sus siglas en ingl¢s).

BUSQUEDA DE SIMILITUD

Se usod el programa de VH para escrutar los genomas reales y
simulados con el LPS9 en busca de identidad y/o similitud

(deteccion), es decir, para llevar a cabo las busquedas de similitud. El
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programa de VH localiza sitios termodindmicamente estables para la
hibridacién de los k-tuplos dentro de las secuencias genémicas.*
Dado que la informacioén termodinamica no es relevante para este
estudio, se establecio un valor de corte de 0 para la energia libre. La
VH produce dos diferentes salidas: una lista detallada de las
posiciones en las cuales cada tuplo es localizado en la secuencia
gendmica y una tabla global con la frecuencia con la que cada tuplo
es localizado en la secuencia gendmica (tabla global de frecuencia).
Alternativamente, la tabla global puede mostrar s6lo la presencia (1)
o ausencia (0) de los tuplos en las secuencias (tabla global binaria).
El programa de VH estd disponible para su uso en la pagina

electronica del UFC Applications Server.

Para identificar el esquema Optimo de busqueda de similitud, se
compararon cuatro condiciones permitiendo diferentes numeros de
diferencias entre las secuencias de los tuplos del LPS9 y los 36
genomas reales: a) sin diferencias, b) sin diferencias y permitiendo
una diferencia, ¢) sin diferencias y permitiendo hasta dos diferencias,

y d) sin diferencias y permitiendo hasta tres diferencias.

El esquema optimo identificado fue utilizado para el resto de los
analisis llevados a cabo con el LPS9. En el caso del método de 5-

tuplos solo se permitieron identidades.
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COBERTURA GENOMICA

Se usé el LPS9 como guery para llevar a cabo busquedas de similitud
y evaluar la capacidad del LPS9 para cubrir completamente las
secuencias gendmicas. La cobertura gendémica del LPS9 que se
muestra en la Figura 2 evidencia la secuencia consenso producida al
apilar los 9-tuplos de acuerdo a su posicion de deteccion a lo largo de
los primeros 80 nucleotidos localizados en el extremo 5’ del genoma
del Hop stunt viroid (longitud de 302 nucleotidos). Las identidades y
diferencias se muestran en letras mayusculas y mintusculas,
respectivamente. Para este analisis representativo se selecciono
arbitrariamente el genoma del Hop stunt viroid, pero fueron

obtenidos resultados similares con el analisis de otros genomas.

15



CTGGacAAT E\:&% ceallact AcGalllccea TTACaTGgG

CTG Ang CGgGT GGGCgAGtA

TGiAA TTGtaG |GGGCtAaCA

TGGLGCA aTiG el  elele)

TG gTGECt GgRGGG

gG TTGaCGg GGAGGA

G Gaa Gt A

t gGGGtEGRAG

GGCGAC IZGGAtGAc
CG. G
cGaGABGAG
GtGAaGAGA
GGGttGAGA
cGalhAGAt
tGA
GG

CTC

cTe

tTC
TCc

credicaaTiiicTc

Figura 2. Cobertura genémica. De acuerdo a su posicion de deteccion se apilaron los tuplos del LPS9 en los
primeros 80 nucleodtidos (extremo 5°) del genoma del Hop stunt viroid. Las coincidencias entre los
nucleétidos mas frecuentes y su respectiva posicion genomica son indicadas en cada columna. Cada cinco
nucleétidos se hizo una marca verde como referencia al nimero del nucledtido. Las identidades y diferencias
se muestran en letras mayusculas y mintsculas, respectivamente. Los tuplos que hallaron identidades o sitios
con una diferencia, estan marcados en amarillo y gris, respectivamente. Las seis cadenas que no fueron
detectadas directamente por algin tuplo (comenzando en los nucledtidos 7, 27, 36, 39, 42 y 60) estan
subrayadas. Tres de ellas (nucledtidos 36, 39 y 42) estan localizadas en la region con elevada composicion de
adeninas, la cual estd marcada en azul. Elaborada por el Dr. Rogelio Maldonado-Rodriguez.

DETECCION DE REPETIDOS NUCLEOTIDICOS

Con el propésito de evaluar la capacidad del LPS9 para detectar

repetidos nucleotidicos (homopolimeros) se us6 como modelo la
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secuencia
AAAAAAAAATTTTTTTTTCCCCCCCCCGGGGGGGGQG. La
Figura 3 muestra los 9-tuplos del LPS9 de acuerdo a su posicion de

deteccion a lo largo del modelo antes mencionado.

BOOTSTRAP DE LAS DISTANCIAS DE K-TUPLOS

Usando como entrada las tablas (globales de frecuencia y binaria)
generadas por el programa de VH, el programa Characters calcula
independientemente diferentes tipos de distancias de k-tuplos.
Characters produce una matriz con las distancias de k-tuplos
originales (archivo original) y una segunda salida que comprende las
réplicas de bootstrap generadas a partir de la matriz original (archivo
bootstrap). El programa Characters esta disponible para su uso en la
pagina electronica del UFC Applications Server. Las estrategias
generales para el bootstrap y la construccion de arboles estan

ilustradas en la Figura 4.
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Figura 3. Deteccion de repetidos nucleotidicos por el LPS9. Se llevo a cabo una busqueda de similitud
usando un modelo de 36 nucledtidos que contiene cuatro diferentes repetidos de un soélo nucleodtido. De
acuerdo a sus posiciones de deteccion se apilaron los tuplos del LPS9 a lo largo del modelo. Las identidades y
diferencias se muestran en letras mayusculas y minusculas, respectivamente. Los tuplos capaces de detectar
directamente el repetido en el modelo y la cadena detectada estan marcados en gris. Elaborada por el Dr.
Rogelio Maldonado-Rodriguez.
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Figura 4. Esquema del bootstrap y la construccion de arboles en LifePrint. El programa de VH genera una
matriz con la deteccion que cada tuplo (renglones 1 a 7) hace dentro de cada genoma (columnas A a E).
Posteriormente los renglones completos de la matriz original son muestreados aleatoriamente con sustitucion
para producir una nueva matriz de bootstrap con el mismo numero de renglones que la matriz original. Para
cada matriz de bootstrap se calcula una tabla de distancias de k-tuplos que se usa para construir un arbol.
Finalmente se calcula un arbol consenso a partir de los arboles de bootstrap. Los ntimeros en el arbol
consenso muestran el porcentaje de abundancia de los grupos en las muestras de bootstrap, es decir, los
valores de soporte del bootstrap. Modificada a partir de una figura elaborada por la M. en C. Janet Casique-
Almazan.

Se asume que diferentes métricas de distancia tendran diferentes
precisiones inherentes para la estimacion filogenética. Se usaron tres
diferentes métricas para calcular las distancias de k-tuplos entre los
genomas de viroides. 1) La distancia logaritmica de k-tuplos basada
en el indice de Jaccard (dLog). En este caso las distancias basadas en

el indice de Jaccard so6lo consideran los tuplos compartidos entre las
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secuencias gendmicas, y las distancias son independientes de la
frecuencia de tuplos en dichas secuencias. 2) En contraste la
distancia de k-tuplos basada en el coeficiente de correlacion de
Pearson (dPear) toma en cuenta la frecuencia de los tuplos. 3)
Finalmente, la distancia de A-tuplos tipica (dk) estd basada en la
frecuencia de aparicion de los tuplos en las secuencias gendmicas y

considera la longitud de éstas.’

La dLog dados dos genomas, 4 y B, fue calculada en dos pasos.
Primero, se calculo el indice de Jaccard (también conocido como

coeficiente de similitud de Jaccard) usando la formula:

_ Myq
- b
Mo1+M10+M1q

donde /es el indice de Jaccard; M;; es el nimero total de tuplos que
aparecen en ambos genomas Ay B, Mp; es el nimero total de tuplos
distintivos para B; M;p es el nimero total de tuplos distintivos para

A. Segundo, el valor de la dLog fue computado usando la férmula:
dLog (4,B) = — lnﬁ,
donde /es el indice de Jaccard; kes la longitud del tuplo.

La dPear dados dos genomas, A y B, fue calculada usando la

formula:

dPear =1 -7 =1-Y;(4; — 4) (B — B)/(VZi(A; — A)2\/X:(B; — B)?),
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donde r es el coeficiente de correlacion de Pearson; A4; y B;
corresponden a las frecuencias del tuplo 7 en los genomas 4y 5,
respectivamente. A y B corresponden al promedio de las frecuencias

en los genomas Ay B, respectivamente.
La dk dados dos genomas, Ay B, fue calculada usando la formula:
dk(4,B) = ¥L,1 A= BiI’,

donde A; y B corresponden a las frecuencias del tuplo 7
(= counts/n — k + 1) en los genomas Ay B, respectivamente; 11 s
la longitud de secuencia de cualesquiera de los genomas Ao B, kes

la longitud del tuplo.

En los casos del LPS9 y los 5-tuplos se uso el programa Characters
con la finalidad de calcular los tres diferentes tipos de distancias de
k-tuplos entre los 32 genomas simulados, lo que se llevd a cabo
utilizando las tablas globales (frecuencia y binaria) provenientes del

programa de VH.

Utilizando la tabla global de frecuencia de los 36 genomas reales y
calculando las dPear, se generaron los archivos de bootstrap (1000

réplicas) con el LPS9 y los 5-tuplos.
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INTERVALO DINAMICO

En este andlisis se seleccion6 la dLog para identificar los tuplos
compartidos entre los genomas independientemente de la frecuencia

en la que estan presentes en los genomas y de la longitud de éstos.

Se evalud el intervalo dinamico del LPS9, es decir, la capacidad de
dicho conjunto para calcular valores de dLog que permitieran
establecer una distincidn clara entre un grupo de genomas con un
amplio intervalo de similitud. Con esta finalidad se us6 el genoma
del Citrus viroid Il como referencia para simular conjuntos con 100

variantes genomicas cada uno.

La capacidad de distinguir variantes se evalud utilizando dos
enfoques de sustitucion simulada: el “independiente” y el “sucesivo”.
Las sustituciones fueron simuladas usando scripts implementados
con el lenguaje de programacion Perl (Active Perl 5.8). En el
enfoque independiente después de introducirse las sustituciones en el
genoma de referencia se calcularon las dLog entre cada una de las
variantes generadas y el genoma de referencia. En el segundo
enfoque se introdujeron de manera sucesiva y acumulada las
sustituciones simples, y posteriormente se calcularon las dLog entre
cada par formado por las variantes nueva y previa. Para ambos
enfoques fueron registrados los valores minimo, méximo y promedio

de las dLog.
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Para entender mejor los casos en los cuales las sustituciones estan
localizadas en los extremos 5’ y/o 3’, se calcularon las dLog para dos
conjuntos de variantes. El primer conjunto estaba formado por
variantes con sustituciones simples en cada una de las nueve
posiciones a partir de los extremos 5’ o 3’. El segundo conjunto
estaba formado por variantes con eliminaciones acumuladas en el

extremo 3’.

El intervalo dindmico también hace referencia a los valores limite de
similitud entre dos secuencias que pueden ser interpretados para
distinguirlas. Para evaluar esta propiedad se simularon 15 grupos de
100 variantes gendmicas del Citrus viroid II, con una proporcion
creciente de sustituciones. Cada variante fue simulada con el efecto
acumulado de sustituciones simples sucesivas y al azar. Los grupos
fueron simulados con la introduccion de 1(0.5%), 3 (1%), 6 (2%), 9
(3%), 12 (4%), 24 (8%), 36 (12%), 48 (16%), 60 (20%), 72 (24%),
84 (28%), 96 (32%), 120 (40%), 150 (50%) y 200 (66%)
sustituciones, respectivamente. Los numeros entre paréntesis son
porcentajes de sustitucion en relacion con la longitud de las variantes
(300 nucledtidos). También se calculd el numero real de
sustituciones acumuladas en cada variante empleando otro script de
Perl que es capaz de llamar a los moédulos water y needle del
programa EMBOSS.” Después calculamos el nimero promedio de

sustituciones acumuladas para cada grupo. Finalmente, de los 15
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grupos se registraron los valores minimo, maximo y promedio de las

dLog.

CONSTRUCCION DE ARBOLES

Como se describiéo anteriormente en la seccion de SECUENCIAS
GENOMICAS, se simulo la evolucion de 32 genomas utilizando como
ancestro comun al Citrus viroid II. Después se usaron los resultados
derivados de esta simulaciébn para preparar manualmente la
representacion Newick del “arbol verdadero”, la cual fue requerida
para otros andlisis. Se visualizo y editd dicho arbol (Figura 5) usando

el programa MEGA 4.0.%°

Los 32 genomas simulados se usaron para construir arboles con
LifePrint y el método de 5-tuplos. Todos los arboles en este trabajo
se construyeron sin raiz. Los arboles fueron estimados para cada
tabla global (de frecuencia y binaria) usando el algoritmo NJ

implementado en el modulo neighbor del programa PHYLIP 3.69.

Utilizando los dos archivos de bootstrap de los 36 genomas reales se
construyeron los arboles NJ wusando el moédulo neighbor del
programa PHYLIP 3.69. Posteriormente usando el programa MEGA
4.0 se estimaron los dos arboles consenso (Figuras 6-7) y se llevo a

cabo su visualizacion y edicion.
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Figura 5. Arbol verdadero. El arbol verdadero fue manualmente construido usando como referencia la
evolucion simulada de 32 genomas derivados del Citrus II viroid. La simulacion se hizo siguiendo un
esquema de 5 generaciones y considerando un modelo de sustitucion con una proporcion
transiciones/transversiones de dos, como la definida en el modelo K2P. El valor sobre las ramas corresponde
a la distancia real entre los clados. Elaborada por el Dr. Alfonso Méndez-Tenorio
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Figura 6. Arbol consenso construido con LifePrint para 36 genomas reales (dPear, 1000 réplicas). Las
familias fueron asignadas de acuerdo a la filogenia propuesta por el Comité Internacional de Taxonomia de
Virus (ICTV, por sus siglas en inglés). Los numeros representan valores de confianza de bootstrap para los
clados inferidos. Los circulos negros corresponden a genomas de viroides no clasificados. El tridangulo negro
corresponde a un genoma que debia agruparse correctamente en la subfamilia Pospoviroid. Elaborada por la
M. en C. Janet Casique-Almazan.
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Figura 7. Arbol consenso del método de los 5-tuplos para 36 genomas reales (dPear, 1000 réplicas). Las
familias fueron asignadas de acuerdo a la filogenia propuesta por el Comité Internacional de Taxonomia de
Virus (ICTV, por sus siglas en inglés). Los numeros representan valores de confianza de bootstrap para los
clados inferidos. Los circulos negros corresponden a genomas de viroides no clasificados. Elaborada por la
M. en C. Janet Casique-Almazan.
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EVALUACION DE LA PRECISION

Se uso la diferencia simétrica (SD, por sus siglas en inglés) entre
arboles para evaluar la precision de diferentes métodos de
construccion de arboles. La SD o distancia topoldgica es una métrica
ampliamente utilizada para evaluar diferencias entre arboles. Debe
mencionarse que la estimacion de la SD es independiente de la
longitud de las ramas de los arboles. Dados dos arboles bifurcados
sin raiz la SD es el doble del numero de ramificaciones interiores en
el cual las particiones son diferentes entre los arboles comparados.’'
Otra definicion equivalente de la SD es la de la distancia entre pares
de arboles basada en el nimero de ramificaciones en las que difieren
ambos arboles. Asi, la SD es simplemente una cuantificacion de las
particiones entre los dos arboles comparados.’”” La SD entre los
arboles se calculé usando el médulo freedist incluido en el programa

PHYLIP 3.69.

Brevemente, se condujo una comparacion pareada de la topologia del
arbol verdadero, contra cada una de las topologias de los 12 arboles

NJ construidos con los 32 genomas simulados.

Se utilizd el programa phylo-comparison™ para comparar las
topologias del arbol verdadero y las de los dos arboles NJ (LifePrint
y método de los 5-tuplos) construidos con las dPear calculadas entre

los 32 genomas simulados.
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Finalmente, se discute acerca de los valores de soporte del bootstrap
entre los arboles NJ consenso obtenidos para los 36 genomas reales y
la filogenia de los viroides propuesta por el Comité Internacional de

Taxonomia de Virus (ICTV, por sus siglas en inglés).*
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[Il. RESULTADOS

LPS9

Los criterios de agrupamiento generaron los siguientes conjuntos.
Después del criterio de sustitucion el nimero de tuplos disminuyo de
262,144 a 29,868. El criterio de bloque redujo el numero hasta 4206
y finalmente el criterio de refinamiento identific el conjunto final de

1878 tuplos, es decir, el LPS9.

En la Figura 1 cada linea representa 10,000 tuplos. El nimero de
tuplos del LPS9 en cada linea varia desde 64 hasta 84. En promedio
un tuplo del LPS9 es seleccionado por cada 144 del conjunto

completo de 262,144,

BUSQUEDA DE SIMILITUD

La Tabla 2 compila el nimero promedio de tuplos que hicieron
deteccion con los 36 genomas reales bajo cuatro diferentes
condiciones. El esquema Optimo para el LPS9 fue la condicion c

(permitiendo hasta dos diferencias).
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Tabla 2 Numero de tuplos del LPS9 que reconocieron zonas en los 36 genomas reales, bajo cuatro diferentes
esquemas de busqueda de similitud

Condiciones Diferencias Numero promedio de tuplos del LPS9 que Proporcién en relacién al niimero total de
permitidas hicieron deteccién tuplos del LPS9
a 0 3 0.2
b Oyl 64 3.4
c 0,1y2 605 322
d 0,1,2y3 1705 90.8

Notas: Se llevaron a cabo busquedas de similitud entre el LPS9 y los 36 genomas reales permitiendo diferente
numero de diferencias entre sus secuencias. Se calculd el promedio de tuplos que hicieron deteccion bajo
cuatro diferentes condiciones.

Cada uno de los tuplos del LPS9 escruta 352 diferentes cadenas 9-
mer (1 idéntica, 27 permitiendo 1 diferencia y 324 permitiendo 2
diferencias) dentro de los genomas, lo que significa un niimero total
de 661,056 (1878*352) cadenas. Ya que todas las posibles 9-mer son
262,144, es de esperarse que cada cadena sea escrutada en promedio
2.5 veces. De hecho se observd que un genoma con longitud de 300
nucleétidos, es decir, que contiene 292 cadenas 9-mer, fue cubierto
en promedio por 605 tuplos del LPS9, lo que corresponde a 2.05

tuplos por cadena.

COBERTURA GENOMICA

Dados el esquema 6ptimo de busqueda de similitud y el LPS9, con

LifePrint los genomas analizados son cubiertos completamente.

Observando la Figura 2 puede apreciarse que en los primeros 80

nucleotidos del Hop stunt viroid seis cadenas 9-mer no fueron

31



detectadas directamente por el LPS9. La region con menor cobertura
(del nucleotido 34 al 46, marcada en azul) tiene una elevada
composicion de A. Ademas, esta region tiene tres de las seis cadenas
que no fueron detectadas directamente por el LPS9 (comenzando en
los nucledtidos 32, 39 y 42). So6lo dos tuplos (AATAAAAGA y

GAAAAAAAG) compartieron similitud con esta region.

DETECCION DE REPETIDOS NUCLEOTIDICOS

Los resultados obtenidos con el modelo de repetidos nucleotidicos
muestran (Figura 3) que dos tuplos con siete A, 1 con siete T, 2 con
siete C y 1 con siete G (todos en negritas en la Figura 3) fueron
capaces de detectar directamente cadenas de 9 nucledtidos

consecutivos e idénticos.

INTERVALO DINAMICO

La Tabla 3 muestra los resultados obtenidos para los enfoques
independiente y sucesivo. Bajo el enfoque independiente obtuvimos

un valor de 0 en una variante con una sustitucion en el extremo 3°.

El analisis de variantes con sustituciones o eliminaciones ubicadas en
los extremos 5’ o 3’, nos reveld que sélo en pocas ocasiones se

presentan cambios puntuales no detectados directamente por el
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LPS9. De esta manera, la distincion de variantes no fue afectada. Los

resultados de las variantes recién mencionadas se muestran en la

Tabla 4, en donde la dLog se calcul6 entre las variantes y el genoma

del Citrus II viroid.

Tabla 3 Valores de dLog para variantes de sustituciones simples

Valores de dLog Enfoque independiente Enfoque sucesivo
Minimo 0.000000 0.00040
Méximo 0.005894 0.00580

Promedio 0.003780 0.00390

Notas: Se calcularon los valores minimo, maximo y promedio de la dLog para variantes del Citrus II viroid
obtenidas empleando los enfoques independiente y sucesivo.

Tabla 4 Valores de dLog para variantes con sustituciones simples o eliminaciones ubicadas en los extremos

de sus secuencias

Posicion a partir NHIIOND
Valores de dLog eliminados en el
del extremo
extremo 3’
1 0.00000 0.00069 0.000000 0
2 0.00069 0.00117 0.000380 1
3 0.00082 0.00179 0.000580 2
4 0.00137 0.00248 0.000580 3
5 0.00145 0.00331 0.000960 4
6 0.00255 0.00324 0.000962 5
7 0.00234 0.00441 0.001349 6
8 0.00381 0.00531 0.001543 7
9 0.00426 0.00552 0.002128 8
Extremo 5° Extremo 3’

Notas: Se calcularon las dLog entre cada variante y el genoma del Citrus II viroid. En la segunda y tercer
columna mostramos los resultados para las tres posibles sustituciones simples en los extremos 5’ 0 3° donde
se realizo la busqueda de similitud con los tuplos del LPS9. En la cuarta columna estan los resultados para el
efecto combinado de eliminaciones sucesivas en el extremo 3’ y las sustituciones resultantes en los nuevos

extremos.

En la Tabla 3 la dLog promedio para una sustitucion presenta valores

de 0.00378 a 0.00390. Es revelador cuando examinamos la lista de

tuplos involucrados en detectar una sustitucion simple que implique
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una dLog dentro del intervalo mencionado. Con dicha finalidad
usamos la variante 144 A—G la cual mostré una dLog de 0.00390 en
relacion al genoma del Citrus I viroid. En la Figura 8 enlistamos los
tuplos que detectaron la sustitucion de A por G en la posicion 144.
Obsérvese que 20 tuplos son distintivos en esa posicion, 15 para A'y
5 para G. Dicha figura ilustra como el LPS9 detecta eficientemente

sustituciones simples.

Con el objetivo de estimar los limites en el grado de proximidad que
hay entre dos secuencias de tal manera que puedan ser claramente
distinguidas, los resultados en la Tabla 5 muestran que la dLog
alcanza la saturacion aproximadamente cuando un 40% de las

secuencia ha experimentado sustituciones.
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Figura 8. Deteccion diferencial de una variante con una sustitucion simple con un valor de dLog promedio.
Se calculd la dLog entre la variante 144 A—G y el genoma del Citrus II viroid. Los tuplos del LPS9 que
hicieron detecciéon en una cierta region de ambas secuencias estdn posicionados entre ellas (en negritas),
mientras que los tuplos distintivos estan colocados arriba o abajo de su respectiva secuencia. La posicion de la
sustitucion estd marcada en amarillo cuando hay identidad con A y en azul cuando la identidad es con G. Con
verde se marcaron los nimeros de otras posiciones del genoma donde algunos tuplos hicieron deteccion, lo

que impediria considerarlos sin ambigliedad como distintivos. Elaborada por el Dr. Rogelio Maldonado-
Rodriguez.
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Tabla 5 Capacidad del LPS9 para distinguir entre secuencias con diferente grado de proximidad

Sustituciones simples Valores de dLog
Hechas Observadas Minimo Miéximo Promedio [J
1 1.00 0.334 0.00134 0.00589 0.00382 0.00098828
3 2.97 0.993 0.00423 0.01575 0.01150 0.00187987
6 5.96 1.993 0.01437 0.02847 0.02208 0.00287570
9 8.89 2.973 0.02312 0.04112 0.03246 0.00361394
12 11.82 3.953 0.03117 0.04995 0.04205 0.00401709
24 22.82 7.632 0.06276 0.09471 0.07808 0.00704353
36 3291 11.006 0.09334 0.13755 0.11449 0.01101853
48 42.99 14.378 0.11396 0.21124 0.16224 0.01946713
60 51.61 17.261 0.14709 0.29580 0.21528 0.03098441
72 60.87 20.358 0.17289 0.42443 0.28682 0.04982284
84 68.55 22.927 0.22703 0.76171 0.36894 0.08921467
96 75.29 25.181 0.26546 0.76253 0.45189 0.12901015
120 87.86 29.385 0.30701 0.76664 0.61653 0.14854929
150 99.86 33.398 0.35974 0.76852 0.72943 0.07186317
200 116.55 38.980 0.39897 0.77006 0.76087 0.01373281
Nimero Porcentaje

Notas: Se simularon 15 grupos de 100 variantes del Citrus Il viroid con un numero promedio de sustituciones
simples de 1 hasta 116. Calculamos las dLog minima, maxima y promedio de cada variante con relacion al
genoma del Citrus II viroid. La columna de Porcentaje se calculd dividiendo la columna de Numero entre
299, que es la longitud de los genomas.

EVALUACION DE LA PRECISION

En la Tabla 6 se resumen los resultados de las comparaciones de SD

entre el arbol verdadero y 12 diferentes arboles NJ.

Tabla 6 Valores de SD entre el arbol verdadero y los arboles NJ construidos a partir de la distancia de -
tuplos basada en tres diferentes métricas de distancia

SD Arbol verdadero SD Arbol verdadero SD Arbol verdadero SD Arbol verdadero
Tipos de distancias de | VS LifePrint (a partir | VS LifePrint (a partir VS Método 5-tuplos VS Método 5-tuplos
k-tuplos de la tabla global de la tabla global de (a partir de la tabla (a partir de la tabla
binaria) frecuencia) global binaria) global de frecuencia)

dLog 10 10 18 18

dPear 14 6 18 26

dk 14 8 18 26

Notas: Se midio6 la precision de los métodos de LifePrint (empleando LPS9) y el conjunto completo de 5-
tuplos a través de comparar cada arbol NJ con el arbol verdadero usando la SD. dLog, distancia de k-tuplos
basada en el indice de Jaccard; dPear, distancia de k-tuplos basada en el coeficiente de correlacion de Pearson;
dk, distancia de k-tuplos tipica.
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A continuacién se presentan las imagenes obtenidas con el programa
phylo-comparison de la comparativa topologica entre el arbol
verdadero y los arboles NJ construidos con dPear a través de

LifePrint y el método de 5-tuplos.

La Figura 9 es la comparativa entre el arbol verdadero (Tree A) y el
arbol construido con LifePrint (Tree B). La Figura 10 es la
comparativa entre el arbol verdadero (Tree A) y el arbol construido

con el método de 5-tuplos (Tree B).
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Figura 9. Comparativa entre el arbol verdadero y el arbol construido con LifePrint
verdadero. Tree B = Arbol construido con LifePrint. Las lineas gruesas muestran las peores coincidencias. La
puntuacion topoldgica es proporcional al grosor de las lineas, es decir, mientras a mayor grosor la diferencia
en el clado es mas grande. En la parte inferior aparece el valor numérico de la puntuacion topologica global.

. Tree A = Arbol
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Figura 10. Comparativa entre el arbol verdadero y el arbol construido con el método de 5-tuplos. Tree A =
Arbol verdadero. Tree B = Arbol construido con el método de 5-tuplos. Las lineas gruesas muestran las
peores coincidencias. La puntuacion topoldgica es proporcional al grosor de las lineas, es decir, mientras a
mayor grosor la diferencia en el clado es mas grande. En la parte inferior aparece el valor numérico de la
puntuacién topoldgica global.
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V. DISCUSION

En el estudio de los 5-tuplos,” asi como en los programas (MUSCLE,
CLUSTAL W y Kalign) que primero computan una matriz de
distancias de k-tuplos antes de calcular MSA, se emplean conjuntos
completos de tuplos. En el caso de LifePrint la distribucion
homogénea del LPS9 dentro del conjunto completo de 9-tuplos
permite considerarlo como una muestra representativa, lo que
posibilitd no so6lo coberturas completas de los genomas, sino
construccion de arboles con valores de proporcion de bootstrap

mayores.

La condicion ¢ se consideré como la condicion de busqueda dptima
para emplear el LPS9, dado que la proporcion de tuplos que aparecen
en los genomas analizados es de entre 20 y 80% del LPS9. En las
condiciones a y b el LPS9 se subutiliza, mientras que en la condicion

d se produce una saturacion de sefiales.

El LPS9 no detect6 directamente todas las posibles cadenas 9-mer,
pero sus tuplos si cubrieron completamente los genomas escrutados.
Cada posicion dentro de los genomas es reconocida por varios
tuplos, lo que incrementa la sensibilidad para detectar cambios
simples en sus secuencias. Este es el caso de las sustituciones

simples.
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Dado que el método de LifePrint implica la seleccion de tuplos con
un minimo de entropia, el LPS9 no es capaz de detectar directamente
regiones de baja complejidad (es decir, repetidos nucleotidicos).
(Qué tan importantes son las regiones de baja complejidad para una
inferencia filogenética precisa? ;Qué ocurre si estas regiones no son
incluidas en el andlisis? Para responder estas preguntas es relevante
distinguir si estas regiones son o no codificantes de proteinas. Las
regiones que son codificantes y las que no lo son tienden a
evolucionar por mecanismos diferentes. Cuando las regiones son
codificantes, aun regiones con repetidos, los cambios se limitan a
sustituciones o mutaciones sinénimas que producen aminoacidos
conservados. En estos casos es importante considerar tales regiones
en el calculo de distancias evolutivas, aunque su impacto también
estard relacionado con la proporcion del genoma que representan y
su presencia en otros genomas. Sin embargo, las secuencias no
codificantes no estdn expuestas a las mismas presiones evolutivas
que las regiones codificantes. La mayoria de las mutaciones son
neutrales en las regiones no codificantes, pero algunas sustituciones
pueden seguir mecanismos evolutivos complejos (por ejemplo,
covariacion), tal es el caso de secuencias no codificantes que son
importantes para otras funciones (por ejemplo, regulacion de la

expresion génica).
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Se espera que cuando un niimero critico de variantes sean incluidas
en el estudio filogenético, una determinada variante que sea
considerablemente distante a otra(s), serd mas cercana (por ejemplo,
mas similar) a otra(s). Por lo tanto la saturacion de la distancia de
k-tuplos no deberia ser una limitante para la construccion de arboles

cuando se incluyen en el andlisis un nimero critico de secuencias.

Los resultados de las comparaciones de SD indican que LifePrint y el
método de 5-tuplos no pueden recuperar el arbol verdadero. Estos
resultados implican que la métrica usada para la distancia de k-tuplos

conduce a diferentes precisiones en la reconstruccion de los arboles.

La inspeccion visual de los arboles NJ de los 32 genomas simulados
indica que los valores de soporte del bootstrap son mayores para los
arboles construidos por LifePrint que para los construidos con el
método de los 5-tuplos. Para los arboles construidos por ambos
métodos se observaron valores de proporcion de bootstrap bajos en
aquellos clados inconsistentes con el arbol verdadero. De esta
manera parece que la prueba de bootstrap puede ser usada como una
aproximacion confiable para evaluar la precision de la

reconstruccion.

Las Figuras 6 y 7 indican que aunque las dos reconstrucciones de los
36 genomas reales son consistentes entre si, los valores de
proporcion de bootstrap son mayores para el arbol construido con

LifePrint. Al comparar estos mismos arboles con la filogenia
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propuesta por el ICTV, se observd que las principales familias de
viroides fueron identificadas por LifePrint, aunque algunos grupos
estan organizados de manera diferente, como es el caso de los
miembros de Avsunviroidae. Sin embargo, tales conflictos estan
asociados con los valores de confianza de bootstrap relativamente

bajos.

Se opina que una comparativa entre los arboles considerando la
longitud de las ramas es critica cuando topologias se han estimado
utilizando los mismos criterios de optimizacion. Sin embargo, en este
caso particular, estamos evaluando sélo diferentes métodos de
distancia de k-tuplos (LifePrint frente al método de 5-tuplos), por lo
que incluir arboles de métodos basados en caracteres, como MP o
ML, produciria comparaciones inciertas, dado que cada criterio de
optimizacion implica diferentes mediciones en las longitudes de las
ramas. Para el objetivo especifico de este trabajo se considerd
adecuado limitar la comparativa topologica s6lo a los arboles

obtenidos con métodos de distancias de k-tuplos.

Al observar las Figuras 9 y 10, asi como los valores numéricos de la
puntuacion topologica global puede establecerse que la diferencia
topoldgica es evidentemente menor entre el arbol verdadero y el

construido con LifePrint.

. . 3 . . L, .
Estudios previos® sugieren que las reconstrucciones filogenéticas

basadas en 5-tuplos funcionan mejor que aquellas basadas en
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9-tuplos. Sin embargo, el enfoque de LifePrint es diferente del
método de 5-tuplos descrito previamente ya que permite definir el
numero de diferencias entre las secuencias analizadas, mientras que
los métodos de dk solo buscan coincidencias perfectas (es decir,

identidades). Por lo tanto en principio el rendimiento es diferente.

También debe senalarse que los resultados no proveen una evidencia
definitiva para distinguir el método de k-tuplos mas preciso que se
haya analizado en este estudio. Como se menciond antes, el hecho de
que LifePrint permita un determinado ntimero de diferencias entre
las secuencias usadas, en contraste con el uso exclusivo de
identidades en el método de los S5-tuplos, puede explicar las

discrepancias entre estos enfoques.

Los resultados son consistentes con los estudios previos que sugieren
que las inferencias filogenéticas de los métodos basados en la
distancia de A-tuplos son mas precisas que aquellas basadas en

MSA?

Los resultados indican que la precision de determinados métodos de
reconstruccion basados en k-tuplos depende tanto de la longitud de

las secuencias analizadas como de la similitud entre éstas.

44



V. CONCLUSIONES

- Se obtuvo el LPS9, una muestra representativa de todos los
tuplos posibles de DNA con una longitud de 9 (9-tuplos). Dicho
conjunto comprende 1878 tuplos diferentes cada uno por lo
menos en dos diferencias nucleotidicas internas y no contiguas.

- El esquema optimo de busqueda de similitud empleando el LPS9
fue el que permiti6 hasta dos diferencias. Dicho esquema se
consideré como Optimo dado que la proporcién de tuplos que
aparecen en los genomas analizados fue de entre 20 y 80% del
LPS9, es decir, no es subutilizado ni se alcanza la saturacion al
emplearlo.

- Con el LPS9 y el esquema 6ptimo de busqueda de similitud que
fue identificado, a través de LifePrint los genomas analizados son
cubiertos completamente.

- Algunos de los tuplos del LPS9 fueron capaces de detectar
directamente cadenas de 9 nucleo6tidos consecutivos e idénticos.

- Se calcularon las dLog, dPear y dk entre 32 genomas simulados
derivados del Citrus viroid II. Se identific6 que los arboles mas
precisos se construyeron con la dPear en el caso de LifePrint y
con la dLog en el caso del método de los 5-tuplos.

- El LPS9 detecta directa o indirectamente los cambios puntuales

entre las secuencias analizadas. Las distancias calculadas no
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permiten una distincion efectiva entre los genomas cuando
aproximadamente un 40% de la secuencia ha experimentado
sustituciones.

Las distancias basadas en el LPS9 (LifePrint) conducen a
reconstrucciones mas precisas que las distancias estimadas por el
método de 5-tuplos. Los valores de soporte de bootstrap también
fueron mayores en lo arboles construidos por LifePrint que en
aquellos construidos con el método de 5-tuplos. Ademads, en el
caso de LifePrint las dLog y dPear funcionan mejor con las tablas

globales binaria y de frecuencia, respectivamente.
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VI. PERSPECTIVAS

Es importante destacar que LifePrint usa eficientemente una muestra
representativa de todos los 9-tuplos posibles para estimar la filogenia
entre genomas completos. Esta caracteristica permitira implementar
enfoques que disminuyan considerablemente el tiempo necesario
para estimar filogenias usando la informacion completa disponible a

escala genoémica.

En estudios posteriores sera importante evaluar exhaustivamente la
relacion entre la longitud de las secuencias analizadas como de la
similitud entre éstas para determinar la longitud y caracteristicas de
los tuplos de un método optimizado de k-tuplos, explorando en

paralelo su precision intrinseca.

Otras areas que deberan ser exploradas usando el método LifePrint
incluyen la incorporacion de estrategias sensibles a la posicion de
deteccion, y el empleo de criterios de optimizacion de parsimonia
para estimar filogenias a partir del esquema de busqueda de similitud
propuesto. Adicionalmente, el uso de métodos de k-tuplos empleando
datos basados en aminoacidos serian importantes para analizar

regiones codificantes y/o genomas relacionados muy divergentes.
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VIIlI. APENDICE 1

Numeros de acceso del NCBI (National Center for Biotechnology Information) de

los 36 genomas reales.

Apple dimple fruit viroid, complete genome NC_003463
Apple fruit crinkle viroid, complete genome NC 003777
Apple scar skin viroid, complete genome NC 001340
Australian grapevine viroid, complete genome NC 003553
Avocado sunblotch viroid, complete genome NC 001410

Chrysanthemum chlorotic mottle viroid, complete genome NC_ 003540

Chrysanthemum stunt viroid, complete genome NC 002015
Citrus bent leaf viroid, complete genome NC 001651
Citrus dwarf viroid, complete genome NC_005821
Citrus exocortis viroid, complete genome NC 001464
Citrus viroid Ia, complete genome NC_ 001907
Citrus viroid II, complete genome NC_003881
Citrus viroid III, complete genome NC_003264
Citrus viroid IV, complete genome NC_003539
Citrus viroid OS, complete genome NC_004359
Citrus viroid-I-LSS, complete genome NC_004358
Coconut cadang-cadang viroid, complete genome NC_001462
Coconut tinangaja viroid, complete genome NC_001471
Coleus blumei viroid 1, complete genome NC_003681
Coleus blumei viroid 2, complete genome NC_003682
Coleus blumei viroid 3, complete genome NC_003683
Coleus blumei viroid, complete genome NC_003882
Columnea latent viroid, complete genome NC_003538
Eggplant latent viroid, complete genome NC_004728
Grapevine yellow speckle viroid 1, complete genome NC_001920
Grapevine yellow speckle viroid 2, complete genome NC_003612
Hop latent viroid, complete genome NC 003611
Hop stunt viroid, complete genome NC 001351
Iresine viroid, complete genome NC 003613
Mexican papita viroid, complete genome NC 003637
Peach latent mosaic viroid, complete genome NC 003636
Pear blister canker viroid PBCVd, complete genome NC 001830
Potato spindle tuber viroid, complete genome NC 002030
Tomato apical stunt viroid, complete genome NC_001553
Tomato chlorotic dwarf viroid, complete genome NC_000885
Tomato planta macho viroid, complete genome NC_001558
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