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Resumen

Los micovirus son virus que infectan a hongos y son una de las clases menos conocidas de virus hasta la fecha.
La gran mayoria de los micovirus identificados son virus de RNA y dentro de estos predominan aquellos de clase
II1, con un genoma dsRINA. El interés de conocer los micovirus radica en su uso como agentes de biocontrol de
plagas fungicas que pueden afectar a los cultivos o precisamente para mantener buenas medidas de higiene en
cultivos de champifiones y otros hongos comestibles. A nivel basico, el estudio filogenético de los micovirus,
como del resto de virus, nos permite hacernos una idea de su ecologia y de cémo han coevolucionado con sus
huéspedes.

Este estudio persigue comprobar la hipétesis de que el genoma de los micovirus es un mosaico compuesto de
una regién propiamente viral, donde se encuentra el gen de la RNA replicasa dependiente de RNA (RdRP), y
otra de origen eucariota, que contendria el gen de la proteina de la envuelta (CP), que en algin momento de la
evolucion pudo haberse transferido horizontalmente desde un hospedador flingico a un virus ancestral.

Para ello, se reconstruyeron arboles filogenéticos con las secuencias proteicas RARP y CP de distintos grupos de
micovirus de dsRNA, haciendo coincidir las especies de RARP y CP para poder hacer una evaluacién de la
cofilogenia, es decir, en qué medida ambos loci explican la misma historia evolutiva. Los arboles separaban los
mismos grupos, pero en el arbol de CP no se consiguen establecer relaciones entre grupos que si se observan con
RdRP.

La btisqueda PSI-BLAST de la CP de un grupo de micovirus no clasificados de dsRNA revel6 una gran similitud
de secuencia con una proteina hipotética de hongos presente en numerosas especies, mayor a la que presenta la
CP de este grupo con la de otros micovirus. La comparacién entre las estructuras simuladas in silico de estas
proteinas filingicas y la CP de este grupo de virus no clasificados mostr6é una importante homologia. Estos datos,
en conjunto, sugieren que este gen eucariota, de funcién desconocida en el hongo, se transfirié a un antepasado
de estos virus, adoptando una nueva funcién como CP. Eventos de transferencia de este tipo pueden ser
responsables de que no se puedan establecer las mismas relaciones con los arboles de CP y RdRP.
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Micovirus, filogenia, evolucién viral, redes filogenéticas, transferencia de genes virus-huésped, coevolucion,
proteina de la envuelta, alineamiento estructural de proteinas
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Examining the gene transfer between mycoviruses and its hosts: a look into
the case of the coat protein

Abstract

Viruses that infect fungi are known as mycovirus. Recently, more and more mycovirus species are being
identified and having their genomes sequenced. Nevertheless, the majority of mycoviruses are yet to be
discovered. By now, most of known mycoviruses have RNA-based genomes, being most of these dsRNA viruses
or class III viruses, according to the Baltimore classification. Main applications of having an integrated
knowledge of mycoviruses and their environment comprehend their use as biocontrol agents against crop’s
fungal pathogens and their exclusion from edible mushroom -cultivations. A phylogenetic approach to
mycoviruses would yield many information at a fundamental level involving mycoviral evolution and their
relation to eukaryotic species ecologically related i.e. mainly the fungi that serve them as hosts.

This study’s main hypothesis is that of the mycoviral genome having a mosaic structure, this means the genome
having two origins, one viral and other eukaryotic, the viral part comprising the RNA-dependent RNA
polymerase (RdRP) gene and the eukaryotic part being composed of the coat protein (CP) gene, which might
have been transferred to an ancestral virus from its fungal host.

For this purpose, two phylogenetic trees were reconstructed for RARP and CP, using sequences of the same virus
species on each side to compare the results and address the question of both loci explaining the same
evolutionary history. The CP tree was not able to find relationships between virus groups as the RdRP tree did,
although the same final groups were segregated with both trees.

A PSI-BLAST search with the CP sequence of the different mycovirus groups included in the study was able to
find an hypothetical protein with many orthologues in fungal genomes which showed a very significant sequence
homology with the CP of a unclassified dsSRNA mycovirus group. Some structures of different gruoups’ CP and
this hypothetical protein were predicted in silico to establish relationships that could not be seen working only
with sequences. The CP of this unclassified mycovirus group was distinct to others’ and more similar to this
fungal hypothetical protein. Both results suggest that this eukaryotic gene is a strong candidate to have been
transferred to this viruses’ ancestor and to have replaced the native viral CP of this group. This and other
plausible horizontal gene transfers between mycoviruses and their hosts that were not seen in this study could
explain at least partly the high divergence of groups observed in the CP tree for viruses related in RARP.

Keywords:
Mycovirus, phylogenetics, viral evolution, phylogenetic networks, virus-host gene transfer, coevolution, coat
protein, structural alignment
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1. INTRODUCCION

1.1. HISTORIA DE LA MICOVIROLOGIA

El primer indicio de la existencia de micovirus se remonta a los afios 30, cuando se aislé un virus
capaz de provocar la lisis de levaduras cultivadas. Sin embargo, por aquel entonces se consider6 que el
causante de esta muerte celular era un bacteriéfago (Wieringa y Wiebols, 1936). En las décadas
posteriores se hicieron otras observaciones de valor en distintas partes del mundo sin demostrar el
origen viral de las patologias que se identificaban. Sinden y Hauser (1948) describieron
detalladamente la enfermedad de La France en Agaricus bisporus, el champifién comestible. Sus
resultados sugerian por primera vez la existencia de enfermedades virales en hongos superiores
capaces de reducir el crecimiento del hongo y provocar fenotipos aberrantes.

Otros estudios apuntaron la existencia en el hongo Helminthosporium victoriae de enfermedades de
transmision citoplasmatica y, por tanto, heredables (Lindberg, 1959). Segin Marcou (1961), la
senescencia en Podospora anserina se transmitia por un “principio infectivo extracromosémico”. A
pesar de no conocer su naturaleza, se demostr6 que podia propagarse a células sanas a través de las
hifas al comunicarse el citoplasma de distintos individuos de la misma especie y producir el fenotipo
enfermo. A finales de los afios 50 se demostr6 en Olpidium brassicae que los hongos podian ser
vectores de virus de plantas en el caso de la enfermedad de las venas ensanchadas de la lechuga,
aunque no se determino si el virus podia multiplicarse en el hongo (Grogan y Campbell, 1966).

Por otra parte, se habia comprobado que filtrados de Penicillium funiculosum eran capaces de inducir
el interferén, provocando asi una accién antiviral en ratones inoculados con el virus de la gripe porcina
(Shope, 1953a). Esta sustancia inductora del interfer6n en animales que Shope 1lamé “helenina” perdia
su actividad si el filtrado era sometido unos minutos a elevadas temperaturas o después de afios de
almacenamiento en el laboratorio (Shope, 1953b). Sin embargo, no pudo demostrar cudl era la
naturaleza quimica de la helenina. Paralelamente, se habian obtenido resultados muy similares en
Penicillium stoloniferum (Powell et al., 1952). Tanto es asi que Shope indica en su estudio que no
puede estar seguro de que la helenina no fuera la misma sustancia inductora del interferén que se habia
aislado de P. stoloniferum. Cabe destacar que los interferones no se descubririan hasta varios afios mas
tarde (Isaacs y Lindenmann, 1957), por lo que Powell y Shope solo concluyeron que esta sustancia era
capaz de hacer que los ratones sobreviviesen a dosis de virus notablemente superiores a las
reconocidas como letales.

Poco més de una década mas tarde se sabria que esa accion antiviral se debia a la presencia de virus de
doble cadena de RNA (dsRNA) en el citoplasma de mohos del género Penicillium. El sistema inmune
reconoce en estos virus una serie de patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) como el
dsRNA o la propia particula viral para inducir el interferén y disminuir la capacidad replicativa de los
virus (Ellis y Kleinschmidt, 1967; Buck et al., 1971).

Pero no fue hasta 1962 que naci6 definitivamente la micovirologia con el trabajo de Hollings (1962).
Hollings diferencié por la morfologia de sus viriones tres virus relacionados con la enfermedad de La
France descrita unos afios antes en A. bisporus.

Hasta la fecha, algo mas de 2.000 articulos sobre micovirus se han publicado en PubMed
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/). Hay una gran diferencia entre la atencién que han recibido los
micovirus y otros tipos de virus, como los virus de plantas (Figura 1). Los primeros estudios
estuvieron motivados por su impacto econémico como patégeno de levaduras y hongos comestibles
como A. bisporus y su actividad inductora del interferén, pero poco a poco se han ido identificando
nuevos campos donde la micovirologia resulta interesante. Entre ellos emerge su uso como agentes de
biocontrol de hongos patégenos de plantas y animales, algo que ha sido objeto de estudio de otros
tantos articulos (Garcia-Pedrajas et al., 2019). Con la llegada de las plataformas de secuenciacién
masiva ‘NGS’ se ha agilizado la caracterizacién de nuevas especies de micovirus, sobre todo con el
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Resultados por cada 100.000 citas

uso de estrategias de metagenémica (Marzano et al. 2016). Esto supone una fuente de informacion
clave para el andlisis de la historia evolutiva de los micovirus, objeto del presente estudio.

Afio
Figura 1. Evolucién de la proporcion de citas en los articulos publicades anualmente en PubMed con el
término “Mycovirus” (azul) o “Plant Virus” (rojo) desde 1945 hasta 2020. Grafico generado con PubMed
by Year (disponible en https://esperr.github.io/pubmed-by-year/).

En cuanto a la terminologia, los micovirus también pueden llamarse virus mic6fagos, pero es
importante mencionar que no deben confundirse los micovirus con los micobacteri6éfagos, estos
dltimos encuentran en las bacterias del género Mycobacterium su huésped (Hatfull, 2018). De todas
formas, el término micéfago debe evitarse, ya que solo una minoria de los micovirus son capaces de
producir la lisis de sus huéspedes (Bozarth, 1972).

1.2. ECOLOGIA DE LOS MICOVIRUS

En lo que respecta a la ecologia de los micovirus, estan extendidos en los cinco phyla clasicos de los
hongos, es decir, ascomicetos, basidiomicetos, quitridios, zigomicetos y glomeromicetos. En los
glomeromicetos, hongos simbiontes obligados de plantas que forman micorrizas arbusculares, la
existencia de micovirus se demostré hace tan solo cinco afios (Ezawa et al., 2015). Esta distribucién
sugiere que la existencia de micovirus se remonta a estados muy tempranos de la historia evolutiva de
sus huéspedes (Ghabrial, 1998).

Los micovirus, por lo general, carecen de una fase extracelular en su ciclo viral (Ghabrial, 1998). Solo
se ha registrado que la infeccién de viriones libres en laboratorio es posible en levaduras y, mas
recientemente, se ha descubierto que el ascomiceto Sclerotinia sclerotiorum puede infectarse
artificialmente con un micovirus de ADN, sugiriendo su uso como un fungicida natural (Yu et al.,
2013). No se descarta que en estos casos concretos exista en la naturaleza una fase extracelular, si bien
no se ha demostrado. La dificultad para infectar hongos in vitro con micovirus de RNA se considera
un factor que ha limitado los avances de la micovirologia (Pearson et al., 2009). Actualmente hay
estrategias para superar esta barrera como la transfeccion de protoplastos con cDNA viral o el uso de
vectores de transformacién con el cDNA viral clonado, aunque requieren un conocimiento avanzado
de la biologia molecular tanto del virus como del huésped (Nuss, 2011).

De todas formas, esto no ha evitado que se hayan extendido ampliamente, favorecidos por los
frecuentes eventos de comunicacion citoplasmatica o plasmogamia que se producen en el ciclo vital de
los hongos. La incidencia varia de un 10 a un 100% de individuos infectados dependiendo de la
especie que se esté considerando (Pearson et al., 2009).
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Un punto de complejidad en su ecologia supone el hecho de que un mismo micelio esté coinfectado
por distintos micovirus (Chu et al., 2004; Thapa y Roossinck, 2019). No solo eso, es posible que
ciertos micovirus interactien dentro del huésped, modulando los sintomas el uno del otro o
favoreciendo reciprocamente su multiplicacion (Romaine y Schlagnhaufer, 1995). Por otra parte, no se
ha documentado ningtin caso de encapsidacién heter6loga entre micovirus (Ghabrial, 1994).

Los mecanismos de propagaciéon de los micovirus incluyen la transmision vertical y horizontal,
siempre por via citoplasmatica:

En el primer caso tenemos la formacién de esporas sexuales y asexuales. Hay evidencias de que en
ambos escenarios se puede transmitir el virus, pero algunos autores apuntan a que las esporas sexuales
de los ascomicetos, las ascosporas, son mas proclives a generar nuevos individuos libres de virus
(Hillman y Suzuki, 2004). Sin embargo, en distintos estudios se ha observado que la transmisién en
esporas sexuales, como las ascosporas de Fusarium graminearum, puede llegar a ser del 100% (Chu et
al., 2004). Ademas, puede ser importante qué individuo es el que originalmente estaba infectado en la
reproduccion sexual. La tasa de transmision del Botrytis virus X de Botrytis cinerea es superior
cuando el parental femenino, el micelio, es el portador del virus (Tan et al., 2007). Todos estos
resultados apuntan a que no se puede tomar una conclusién aplicable para todos los hongos y todos los
micovirus (Ghabrial, 1998).

La transmisién horizontal se basa principalmente en la anastomosis hifal. Este fenémeno consiste en la
fusién de los citoplasmas de distintos micelios a través de sus hifas, favoreciendo el intercambio de
determinantes citoplasmaticos, asi como de material genético. La anastomosis es importante en el
proceso de formacién de micorrizas y suponen en los ecosistemas la comunicacién de hongos a lo
largo de grandes superficies (Novais et al., 2017). Esta es la via de transmisién mads utilizada por los
equipos de investigacién en las infecciones artificiales (Suzaki et al., 2005). La propagacién del virus
por las hifas puede producirse intraespecificamente, asi como entre distintas especies siempre que
mantengan una compatibilidad vegetativa, determinada, entre otros, por factores nucleares. Al ser la
transmisién estrictamente intracelular, estos grupos de compatibilidad vegetativa limitan el rango
infectivo de los micovirus (Pearson et al., 2009). Algunos autores sugieren que la transmision de
micovirus a través de las hifas involucra mecanismos de incompatibilidad entre los genotipos del
hongo y del micovirus de forma analoga a lo que ocurre en plantas (Biella et al., 2002). Los hongos
cuentan ademas con un sistema de defensa antiviral basado en silenciamiento por RNA, aunque su
eficiencia no es total, entre otros motivos, porque los micovirus podrian codificar supresores del
silenciamiento, proteinas para interferir en este mecanismo de defensa (Nuss, 2011).

Estos mecanismos de transmision aprovechando la elevada plasmogamia que tiene lugar en los hongos
y la falta de fases extracelulares hacen que los micovirus estén generalmente involucrados en
infecciones persistentes a lo largo de toda la vida de un hongo. A dia de hoy, se cree que la mayoria de
los micovirus causan infecciones latentes o cripticas, en las que el hongo presenta un fenotipo libre de
sintomas (Roossinck, 2015). Aunque la dificultad de infectar hongos con micovirus en laboratorio y la
coinfeccion simultdnea y generalizada por varios micovirus distintos también ha dificultado el
establecimiento de relaciones entre ciertos micovirus y el fenotipo de sus huéspedes.

Algunos virus han evolucionado para ir mas alla de limitarse a que su huésped los retenga de forma
avirulenta en su interior y confieren al hongo ventajas selectivas frente a los individuos no infectados
(Ghabrial, 1998). Un ejemplo de esto son las conocidas levaduras Killer, infectadas con el virus L-A
(Bevan et al., 1973). Fuera de las levaduras, también se ha documentado una produccién de toxinas
killer inducida por micovirus en especies como Ustilago maydis (Park et al., 1996). Asimismo, hay
casos en los que hongos patogenos de plantas o animales infectados con micovirus muestran
hipervirulencia (Shah et al., 2019; Ozkan y Coutts, 2015).



Resulta problematico para abordar la cuestion de los efectos en el huésped a nivel ecolégico que los
micovirus mejor estudiados sean aquellos con consecuencias econémicas directas como el virus
causante de la enfermedad de La France en champifiones o algunos micovirus asociados a la
hipovirulencia de hongos fitopatégenos como Cryphonectria parasitica o Fusarium spp. (Bryner et
al., 2014; Sharma et al., 2018) cuando estos sintomas, en realidad, no son representativos de los
micovirus (Roossinck, 2015; Pearson et al., 2009).

En resumen, el modo de vida generalmente criptico de los micovirus sugiere que los efectos sobre su
huésped son resultado de una coevolucién en un estado relativamente maduro, donde los virus con
efectos deletéreos sobre el huésped son una minoria (Ghabrial, 1998). Esta coadaptacién huésped-
virus se hace patente en casos como el descrito por Hyder et al. (2013), en el que se demostré que los
efectos de un micovirus latente avirulento de Heterobasidion podian cambiar y causar efectos
detrimentales en ambientes distintos al natural. La posibilidad de infeccién podria estar determinada
por la presencia de nutrientes y ciertos compuestos quimicos en el entorno del hongo (Thapa y
Roossinck, 2019). El mutualismo virus-hongo podria derivar en ocasiones en una simbiosis a tres vias
incluyendo también a las plantas, ya que se ha comprobado que tanto el hongo endéfito Curvularia
protuberata como la monocotiledénea Dichanthelium lanuginosum, uno de sus huéspedes, son mas
tolerantes a elevadas temperaturas cuando el hongo estd infectado con un micovirus especifico
(Marquez et al., 2007).

La diversidad de los efectos de los micovirus sobre el fenotipo y el metabolismo de los hongos
impulsa a imaginar sus potenciales aplicaciones en la medicina, la industria o el saneamiento y
preservacion de ecosistemas. Hay que considerar que se conocen muy pocos micovirus en relaciéon a
los que se estima que hay (Sahin y Akata, 2018) y los proyectos de identificacién de nuevas especies
basados en NGS no siempre incluyen un andlisis detallado de los sintomas de sus infecciones.

1.3. TAXONOMIA Y CARACTERISTICAS

Los micovirus son una agrupacioén de virus heterogénea en cuanto a su tipo de genoma se refiere
(Tabla 1). La mayoria de micovirus son de dsRNA, por lo que uno de los principales métodos para
determinar la presencia de micovirus en hongos ha sido la identificacién de RNA bicatenario. Aun asi,
se estima que alrededor de un 30% de los virus de hongos son virus de RNA monocatenario positivo
((+)ssRNA) (Son et al., 2015), entre los que se encuentra el Cryphonectria parasitica hypovirus 1
(CHV1). Mucho mas minoritarios parece que son los micovirus de RNA monocatenarios negativos
((-)ssRNA) y de DNA monocatenario circular (ssDNA), con solo una especie documentada de cada
clase (Liu et al., 2014; Yu et al., 2010). Por ultimo, hay dos familias de retrotransposones LTR o virus
de RNA de transcripcién reversa con miembros capaces de replicarse en hongos e integrarse en su
genoma (Daboussi y Capy, 2003). Es probable que existan micovirus de DNA bicatenario no
identificados, ya que se han identificado en protistas cercanos a los hongos (Ghabrial et al., 2015). A
pesar de los esfuerzos por clasificar en familias los nuevos micovirus descubiertos, a una parte
considerable de los virus, también de dsRNA, no se les ha asignado una familia (Lin et al., 2014; Liu
et al., 2019).

Tabla 1. Distribucion de las familias de virus para las que se ha descubierto algiin micovirus en los
distintos grupos de la clasificacion de Baltimore.

“Familia propuesta por Liu et al. (2014), pero no reconocida actualmente por el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV).

Grupo de la clasificacion de Baltimore Familias
Grupo II: ssDNA Genomoviridae (Krupovic et al., 2016)
Grupo III: dsRNA Chrysoviridae

Endornaviridae




Megabirnaviridae
Quadriviridae
Partitiviridae
Reoviridae
Totiviridae

Grupo IV: (+)ssRNA Alphaflexiviridae
Barnaviridae
Gammadflexiviridae
Hypoviridae
Narnaviridae

Grupo V: (-)ssRNA Mycomononegaviridae”

Grupo VI: ssRNA-RT Metaviridae
Pseudoviridae

Tabla 1. Distribucion de las familias para las que se ha descubierto algiin micovirus en los
distintos grupos de la clasificaciéon de Baltimore.

Como cabe esperar por su distribucion a lo largo de distintas clases de virus, los micovirus son
bastante variables en cuanto a las caracteristicas de los viriones y la organizacién del genoma. Una
caracteristica estructural comun es el hecho de tener particulas virales desprovistas de envoltura
lipidica, con la excepcién de los micovirus de (-)ssRNA (Ghabrial et al., 2015). También existen
micovirus que ni siquiera estan encapsidados, como los hipovirus (Ghabrial y Suzuki, 2008). Dentro
de los micovirus de dsRNA hay virus que tampoco forman auténticos viriones encapsidados, como los
endornavirus, que se pueden considerar virus de pseudo-dsRNA (Zhang et al., 2014). Dentro de los
virus de dsRNA no encapsidados se ha podido demostrar que el dsRNA purificado del Aspergillus
fumigatus tetramycovirus-1 es infectivo, al contrario de lo observado para el resto de micovirus de
dsRNA (Kanhayuwa et al., 2015).

Considerando solo los virus de dsRNA, si bien se puede decir que los viriones son generalmente
rigidos y de morfologia icosaédrica, la distribucién del genoma dentro de estas particulas virales es
variable. Los micovirus de la familia Totiviridae, una de las mas estudiadas, son muy sencillos en este
aspecto, ya que tienen un genoma no segmentado. Sin embargo, en familias como Chrysoviridae,
Partitiviridae y Reoviridae, el genoma puede estar dividido en hasta 12 fragmentos, codificando un
mayor numero de proteinas (Liu et al., 2012). Ademas, los virus con genomas no monopartitos pueden
tener los segmentos encapsidados individualmente, como los chrysovirus o los partitivirus, lo que hace
que la unidad infectiva minima esté compuesta de mas de un virién (Ghabrial et al., 2018; Nibert et al.,
2013).

Muchas de las proteinas codificadas en el genoma de los micovirus atin son de funcién desconocida,
sobre todo aquellas ORFs que no estan directamente relacionadas con la fisiologia basica del ciclo
viral. Recientemente, se ha identificado una ORF asociada a la hipovirulencia del hongo fitopatégeno
S. sclerotiorum en uno de sus micovirus. La transformacién del hongo con este gen demostré que era
capaz de reducir su virulencia y modular su metabolismo de proteinas y lipidos (Gao et al., 2020). La
caracterizacién de mads proteinas de micovirus es clave para entender los mecanismos moleculares de
interaccion con el huésped, asi como la historia evolutiva de los micovirus.

El genoma de los micovirus de dsRNA, por lo general, tiene unos componentes minimos,
concretamente, una RNA-polimerasa dependiente de RNA (RdRP) o replicasa y al menos una proteina
de cubierta (CP). En los micototivirus, como el virus L-A de S. cerevisiae, ambas estan codificadas en
la misma molécula de RNA, ya que son virus monopartitos. El gen de la replicasa suele estar en 3’ y se
expresa en una proteina de fusion CP-RdRP minoritaria en relacion al nimero de CP traducidas,
quedando la replicasa en el interior de la capsida (Liu et al., 2012). En otros micovirus de dsRNA
bipartitos o multipartitos, la RARP también se empaqueta dentro de los viriones, a pesar de que se
exprese por separado.



La céapsida de los virus de dsRNA no tiene solo una funcién protectora del genoma frente a los
enzimas presentes en el citoplasma del huésped. Al permanecer inalterada durante la replicacion,
constituye un filtro que permite al virus importar nucleétidos para la transcripcion de sus ORFs y
exportar los transcritos de RNA al citoplasma para su traduccién (Caston et al., 1997). De esta forma
se limita la exposicion del dsRNA a los componentes citoplasmaticos celulares, disminuyendo la
respuesta eucariota frente al dsSRNA (Luque et al., 2016). Sus capsidas, por lo general, son T = 1,
formadas por 60 subunidades diméricas (Luque et al., 2018).

Las funciones de CP podrian ser mas complejas que la formacién de estructuras pasivas, ya que se ha
observado en el virus L-A de S. cerevisiae la presencia de dominios externos en la capsida capaces de
procesar el RNA mensajero celular eliminando su caperuza 5’ (Naitow et al., 2002). Otros dominios
similares se han observado en las CP de micovirus de otras familias, como Chrysoviridae y
Quadriviridae, aunque no se les ha podido confirmar una funcién catalitica. Mas estudios en este
sentido podrian aclarar si el movimiento por el citoplasma es pasivo o hay una interaccién con el
citoesqueleto (Mata et al., 2017). Estos datos sugieren que CP es una proteina con multiples funciones
que ha ido adquiriendo a partir de pequefias inserciones en puntos especificos de la secuencia a modo
de “hotspots” que no perturben la funcién estructural (Luque et al., 2018). La adquisicién de nuevas
funciones con un aumento minimo del genoma como las anteriores presentan una estrategia evolutiva
mas favorable a generar nuevas ORFs en virus de RNA (Belshaw et al., 2008).

Los virus de RNA se caracterizan por formar cuasiespecies, es decir, nubes de secuencias mutantes en
torno a una secuencia maestra comun. Esto se debe a la elevada tasa de mutaciéon que tiene la
replicacion de un genoma basado en RNA, del orden de 10-3 a 10-5 mutaciones por cada posicién en
cada ciclo de replicacion (Domingo y Holland, 1997). La variabilidad de estas poblaciones depende de
la interaccién con el huésped y del entorno, aparte de caracteristicas de la infecciéon como la tasa de
multiplicacién y el tamafio de la cuasiespecie. Se ha visto que estos parametros son mas determinantes
para el tamafio de la nube de secuencias que la posicién taxonémica del virus (Schneider y Roossinck,
2001). Esta dinamica poblacional aumenta la posibilidad de supervivencia de la cuasiespecie ante una
situacién de cuello de botella siempre que haya alguna secuencia que esté mejor adaptada. En
micovirus esta situacion puede producirse cuando cambia la especie que hace de huésped o cuando se
produce algtin otro cambio importante en el entorno. Sin embargo, este tipo de poblaciones suponen el
coste adicional de formar un mayor numero de particulas defectuosas, que son eliminadas por
seleccién natural, pero las mutaciones deletéreas con efectos ligeros pueden ir acumuldndose y
suponer un peligro para la supervivencia de la especie (Elena et al., 2000).

Aparte de las mutaciones puntuales que se dan en la replicacion de los virus de RNA, existen otros
cambios genémicos mas inusuales como la recombinacion con otros micovirus y la reorganizacion del
genoma propio, que representan una fuente de wvariacién adicional e importantes saltos
macroevolutivos. La CP de los chrysovirus es el resultado de la duplicacién de una CP ancestral
comtn a los micototivirus, lo que hace que su capsida esté formada por 60 monémeros en vez de 60
dimeros (Luque et al., 2010).

1.4. ORIGEN EVOLUTIVO DE LOS MICOVIRUS

A dia de hoy, resolver el origen evolutivo de los virus de hongos sigue siendo uno de los principales
retos de la micovirologia. Si bien se siguen descubriendo micovirus que aumentan la diversidad de
este grupo heterogéneo, no hay duda de que los que mayor éxito han tenido y mas se han extendido
son aquellos de dsRNA. Los virus de dsRNA encuentran sus huéspedes a lo largo de todo tipo de
organismos eucariotas, desde protozoos a vertebrados y plantas. Fuera de los eucariotas, también
existen virus de dsSRNA que pueden infectar bacterias (Yang et al., 2016).

Se cree que los virus de RNA podrian ser descendientes directos de los organismos primitivos que
habitaban el mundo del RNA. En la hipétesis del mundo del RNA, la funcién de la proteina RARP
tiene una gran importancia, puesto que el RNA debia replicarse a partir de RNA. En organismos



celulares no se encuentra una proteina homadloga a RdRP, pero si esta conservada en todos los virus de
RNA, por lo que es muy Util para reconstruir la historia evolutiva de los virus de RNA (Koonin et al.,
2015).

El origen de los virus de dsRNA es objeto de discusion entre distintos autores. Por una parte, se ha
demostrado que los virus de DNA y (+)ssRNA pueden producir dsRNA y que de esta forma podrian
haberse formado distintos linajes (Weber et al., 2006). El andlisis filogenético de la proteina RARP
sugiere que la replicasa de los virus de dsRNA esta relacionada con la de los virus de (+)ssRNA
(Koonin et al., 1989) y que podria haber habido varios eventos de formacién de virus de dsRNA a
partir de distintas familias de virus de (+)ssRNA, por lo que no serian monofiléticos (Ghabrial, 1998).
Por otra parte, el estudio de la estructura terciaria y cuaternaria de CP mostr6 que los virus de dsRNA,
excepto la familia Birnaviridae y algunos virus relacionados, muestran caracteristicas muy similares,
sugiriendo un origen comtn (Abrescia et al., 2012). Cabe destacar que el andlisis estructural de la
capsida no es posible para la familia Endornaviridae, que se ha visto que estd estrechamente
emparentada con la superfamilia de los alfavirus, virus de (+)ssRNA (Koonin y Dolja, 2014).

Por esto, los micovirus de dsRNA encapsidados podrian tener un origen comun, ya que no parecen
estar relacionados con la familia Birnaviridae, tampoco en el anélisis de RARP (Koonin et al., 2015).
Luque et al. (2014) afirmaron que los micovirus de dsRNA encapsidados pertenecen a un linaje tinico
en base al estudio estructural de CP y propusieron la relaciéon de estos virus con la familia
Cystoviridae de bacteri6fagos de dsRNA, que tienen también tienen capsidas icosaédricas y CP con
dominios con orientaciones y posiciones similares, aunque con ningtn parecido apreciable a nivel de
secuencia. Esta relaciéon se extenderia a lo largo de las familias Totiviridae, Partitiviridae,
Chrysoviridae y Reoviridae. Otros estudios confirman la relacion entre la estructura de la CP de los
reovirus y los cystovirus (El Omari et al., 2013). Considerando que la familia Quadriviridae esta
relacionada con los micototivirus (Lin et al., 2012) y la familia Megabirnaviridae con los chrysovirus
(Sato et al., 2019), todas estas familias de micovirus podrian tener un origen comun segun estas
conclusiones. No obstante, las similitudes que se observan actualmente podrian ser el resultado de una
evolucién convergente, ya que las posibilidades de plegamiento de nanoestructuras como las capsidas
son limitadas (Mata et al., 2017).

En el modelo propuesto por Koonin et al. (2015) integrando la informacion de la replicasa y los datos
estructurales de la capsida, los reovirus serian descendientes directos de los cystovirus, mientras que
los otros micovirus de dsRNA relacionados habrian adquirido solo la CP de estos bacteriéfagos
icosaédricos y la RdARP de virus de (+)-ssRNA de la superfamilia de virus picorna-like. Estos
resultados ponen de manifiesto la importancia de combinar los datos estructurales y a nivel de
secuencia de mas de un locus para obtener conclusiones filogenéticas fiables.

En resumen, es probable que los micovirus de dsRNA provengan de pocos eventos de generacion a
partir de otros virus, seguramente (+)ssRNA. Ademas, algunos de estos debieron ocurrir antes de
importantes diferenciaciones de los organismos celulares. Los reovirus se encuentran infectando todo
tipo de eucariotas (Forrest y Dermody, 2003) y al estar emparentados con los cystovirus es posible que
este linaje de virus de dsRNA tenga origen antes de la divisién entre eucariotas y procariotas. La
aparicion de los udltimos antepasados comunes de dsRNA de los totivirus y las otras familias de
micovirus de dsRNA relacionadas en el linaje de RARP pudo ser posterior, ya que se encuentran
infectando a eucariotas simples como los protozoos aparte de hongos y las plantas, pero no procariotas
(Callanan et al., 2018). La posterior diferenciaciéon en familias se habria producido por distintos
fendmenos macroevolutivos, como las reorganizaciones intragenémicas como el caso comentado
anteriormente de la duplicacién de CP en los chrysovirus. Por ejemplo, se cree que los partitivirus se
podrian haber originado de antepasados monopartitos de los actuales totivirus donde RARP estaba
codificada en una ORF independiente de CP, como en el micototivirus Hv190SV (Soldevila y
Ghabrial, 2000). Este genoma se habria dividido en las dos moléculas monocistrénicas que se pueden
observar en los partitivirus (Ghabrial, 1998). También se sospecha que ha habido eventos de
transferencia horizontal de genes con plantas y hongos que podrian haber supuesto diferenciaciones
importantes, aunque atin no se ha demostrado (Ghabrial y Suzuki, 2009).



Por otra parte, es posible que haya habido eventos de generaciéon de micovirus de dsRNA mas
recientes a partir de virus de hongos de (+)ssRNA, ya que el micovirus de dsRNA no clasificado
Fusarium Graminearum virus-DK21 presenta similitudes muy significativas en los genes de la
replicasa, la helicasa y la proteasa con los hypovirus (Kwon et al., 2009).

Se sabe que es dificil aproximar la historia evolutiva de la virosfera de RNA con arboles filogenéticos
basados en la secuencia de RARP. Aunque esta proteina esté suficientemente conservada para clasificar
familias cercanas, la gran divergencia a nivel de secuencia no permite afirmar que haya un origen
comin de RARP a lo largo de todos los virus de RNA (Zanotto et al., 1996). Ademas, se han
documentado casos de recombinacién homdloga entre RARP de micovirus con virus de plantas
relativamente distantes (Howitt et al., 2006). La recombinacién, no solo homoéloga, entre distintos
virus y dentro de un mismo virus son especialmente probables en las coinfecciones que producen
distintos micovirus en un mismo huésped (Onodera et al., 1993). Se sabe que algunos micovirus son
capaces de inducir reorganizaciones genémicas en otros virus por medio de sus proteinas, es lo que
ocurre con el factor supresor del silenciamiento de RNA p29 del hypovirus CHV1 (Sun et al., 2008).

A dia de hoy, se sabe que la evolucién de los micovirus no se corresponde estrictamente con la de los
hongos y que se han producido saltos de huésped con las plantas, por lo que la hipétesis clasica de una
coevolucién continua de los micovirus con los hongos no explica toda la variacién actual. Es mas,
hace poco se ha comprobado que hay micovirus de dsRNA extraidos directamente de hongos endéfitos
de la familia Totiviridae y Partitiviridae capaces de replicarse en plantas e infectarlas (Nerva et al.,
2017). Anteriormente, ya se habia observado que los micopartitivirus estaban mucho mas relacionados
filogenéticamente con los partitivirus que infectan a plantas que con el resto de micovirus. L.os géneros
Alphapartitivirus y Betapartitivirus estan formados cada uno por dos subclados, en los que uno esta
compuesto de micovirus y el otro de virus de plantas (Nibert et al., 2014). Aparte de los micovirus de
dsRNA, la familia de micovirus Hypoviridae muestra la mayor homologia de secuencia aminoacidica
de RARP con el género Bymovirus de la familia Potyviridae de virus patégenos de plantas (Fauquet et
al., 2005).

La interaccién ecoldgica que se produce entre plantas, hongos fitopatdgenos o endosimbiontes y los
micovirus que se encuentran infectando de forma persistente a estos tultimos supone un ambiente
propicio para que se produzcan estos saltos de huésped, ya que las células vegetales quedan expuestas
a los micovirus que lleven los hongos enddfitos (Nerva et al., 2017). La frecuencia de estas
adaptaciones a nuevos hiespedes, que podria parecer baja por la ausencia de una fase extracelular
(Pearson et al., 2009), es desconocida, pero los saltos de huésped de planta a hongo y viceversa
podrian no ser los unicos. Liu et al. (2009) identificaron en S. sclerotiorum un virus de RNA con
similitudes significativas en la replicasa con el virus de la hepatitis E, sugiriendo la posibilidad de
saltos de huésped de virus entre hongos y animales o sus antepasados.

Por ultimo, la actual clasificacién taxonémica no consigue incluir en familias muchas nuevas especies
de micovirus que se identifican en proyectos de secuenciaciéon masiva y quedan sin clasificar. Estos
estudios suelen realizar un andlisis filogenético de la RdRP vy, si la homologia con una familia
conocida no es lo suficientemente elevada, los nuevos virus quedan sin clasificar. En los tltimos afios,
la cantidad de micovirus de dsRNA no clasificados ha aumentado de unos pocos a varias decenas y es
muy probable que en los proximos afios se creen nuevas familias para ellos. Aun asi, poco se ha
profundizado en la CP de estos nuevos grupos, ya que es mucho mas variable a nivel de secuencia y,
por tanto, mas problematica al realizar filogenias. Por ello, el estudio estructural podria aportar claves
importantes.

El objetivo de este estudio es evaluar la cofilogenia de CP y RdARP en distintas familias de micovirus
de dsRNA e intentar identificar la causa de la divergencia en CP analizando su secuencia
aminioacidica y simulando su estructura, con la hipétesis de que la recombinacién con el genoma
celular del hongo ha sido un proceso importante en la historia evolutiva de la CP de al menos un grupo
de virus no clasificados. El resultado de esta transferencia horizontal de genes implicaria la existencia
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de genomas de micovirus de dsRNA con un genoma en forma de mosaico, con una parte propiamente
viral y una parte eucariota adquirida del genoma del huésped.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. BUSQUEDAS BLAST

A partir de un conjunto inicial de secuencias aminoacidicas de RARP y CP de especies de distintos
grupos de micovirus se realizé6 una busqueda con los algoritmos BLASTp y PSI-BLAST,
respectivamente, en la base de datos de secuencias de proteinas no redundantes (nr) con los valores
por defecto del servidor del NCBI (disponible en https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Esta
btisqueda en la base de datos del NCBI (Sayers et al., 2020) va enfocada igualmente a incrementar la
variabilidad intragrupal y a encontrar nuevos grupos relacionados para intentar aumentar la sefial
filogenética del conjunto. Un total de 72 especies coincidentes de micovirus se reunieron para el
analisis de RARP y CP (Tabla S1). Los conjuntos incluyen secuencias de micovirus de las familias
Partitiviridae, Chrysoviridae y micovirus de dsRNA no clasificados.

Ademas de la bisqueda de secuencias virales, se usé PSI-BLAST con al menos tres iteraciones y PHI-
BLAST con el objetivo de encontrar regiones comunes conservadas en proteinas del huésped similares
a la CP de los distintos grupos de micovirus. Asi se recogieron 40 secuencias de hongos ort6logas
entre si (Tabla S2).

2.2. ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS

El alineamiento multiple del conjunto de secuencias de RARP se llevd a cabo con el algoritmo
MUSCLE (Edgar, 2004) integrado en el software MEGA version X (Kumar et al., 2018). En el caso de
CP, el alineamiento se realizé con distintos algoritmos para probar que las separaciones en los analisis
filogenéticos son consistentes independientemente del método que se use y para encontrar aquel que
permita construir un arbol filogenético con la mayor fiabilidad posible. Aparte de MUSCLE en MEGA
X, se realizaron alineamientos multiples de CP con T-Coffee (Notredame et al., 2000) versién
11.00.d625267 y el algoritmo L-INS-i de MAFFT version 7.467 (Katoh y Standley, 2013), adecuado
para conjuntos de menos de 200 secuencias, en sus servidores correspondientes (http:/tcoffee.crg.cat/;
Di Tommaso et al., 2011 y https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/; Katoh et al., 2018). Los distintos
algoritmos fueron empleados con los valores predeterminados de sus respectivas plataformas.

Adicionalmente, se utiliz6 el programa Gblocks version 0.91b  (disponible en

http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks server.html) para reducir los alineamientos a bloques
conservados y asi poder visualizar mejor parecidos remotos a nivel de secuencia (Castresana, 2000).

2.3. ANALISIS FILOGENETICO

2.3.1. Construccion de arboles filogenéticos

Para cada alineamiento multiple se evalué por maxima verosimilitud con MEGA X cudl era el modelo
de sustitucion de aminoacidos mas apropiado, es decir, aquel con un criterio de informacién bayesiano
(BIC) inferior. Para éste y los posteriores andlisis en MEGA X, se ignoraron las posiciones con una
cobertura menor al 95%. Los arboles filogenéticos de RARP y los distintos alineamientos de CP se
construyeron en MEGA X por maxima verosimilitud con el modelo LG (Le y Gascuel, 2008) y WAG
(Whelan y Goldman, 2001), respectivamente, con 1000 réplicas de bootstrap. En ambos casos, se
descart6 una distribucién uniforme de las tasas de variacién en cada posiciéon en favor de una


http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks_server.html
https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/
http://tcoffee.crg.cat/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

distribucién gamma con 5 categorias, ya que minimizaba el valor de BIC. Los alineamientos multiples
de CP se evaluaron con TREE-PUZZLE version 5.3.rc16 (Schmidt et al., 2002) para estimar si los
datos eran aptos para un analisis por maxima verosimilitud o si, por contra, la informacion filogenética
del conjunto de secuencias era deficiente para la reconstruccion de arboles filogenéticos (Strimmer y
Haseler, 1997). Este programa se ejecut6 con el modelo de aminoacidos mas apropiado para cada
alineamiento multiple predicho con MEGA X y el resto de parametros por defecto. El conjunto de
secuencias definitivo de CP excluye las secuencias de chrysovirus, ya que aumentaba el nimero de
indeterminaciones en los andlisis filogenéticos, quedando asi reducido a 64 secuencias. La
visualizacién y comparacion de los arboles de CP y RdRP se realizé en el programa Dendroscope
version 3.6.3 (Huson y Scornavacca, 2012).

2.3.2. Construccion de redes filogenéticas

Se empled el programa SplitsTree (Huson, 1998) version 4.15.1 para construir redes filogenéticas con
las 64 secuencias de CP y las 40 secuencias ort6logas de hongos similares a la CP de un grupo de
micovirus. Se usaron los algoritmos Neighbor-Net (Bryant y Moulton, 2004), Split Decomposition
(Bandelt y Dress, 1992) y Parsimony Splits (Huson et al. 2010) para evitar sesgos por el método
utilizado con 1000 réplicas de bootstrap. Adicionalmente, se construyeron redes filogenéticas para el
alineamiento de la secuencia concatenada de RARP y CP, en este orden, de cada especie para observar
si ha habido eventos de recombinacién entre las especies de micovirus analizadas.

2.4. ANALISIS ESTRUCTURAL DE CPY PROTEINAS DEL HUESPED

2.4.1. Prediccion de estructuras y funcion

Se simularon las estructuras de CP de cada grupo de virus observado en las filogenias y proteinas del
huésped con el servidor de I-TASSER (Zhang, 2009; Roy et al., 2012; disponible en
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) para encontrar similitudes mas remotas a las que se
pueden observar a nivel de secuencia bajo la premisa de que la estructura proteica tiene un grado de
conservacion mayor que los residuos que la conforman. Se eligieron secuencias lo suficientemente
alejadas dentro de su grupo para evitar artefactos asociados a una subrama no representativa y
encontrar un consenso. Se simularon un total de 12 secuencias (Tabla 2). La simulacién estructural y
funcional de I-TASSER se basa, entre otros aspectos, en la similitud de la estructura secundaria
predicha a partir de la secuencia de la proteina problema a entradas del banco de datos de proteinas
PDB (disponible en https://www.rcsb.org/). A continuacion, se usan estas estructuras como plantillas
para el plegamiento de la proteina problema con un enfoque iterativo para, finalmente, mostrar
aquellos modelos que minimicen la energia de la estructura. Para cada proteina simulada se proponen
cinco modelos.

La funcién de la proteina problema se puede aproximar a partir de los términos GO de las proteinas
del PDB que mejor alinean con los plegamientos predichos. Se recogieron los términos GO
enriquecidos en cada grupo de proteinas problema como la suma de todas las veces que aparecia un
término GO entre las estructuras analogas de cada proteina.

Tabla 2. Especies seleccionadas para la predicciéon de estructuras proteicas y comparacion de las mismas.

Especie Ultima clasificacién Accesion de la proteina en | Longitud (aa)
taxonémica comun el NCBI

Beauveria bassiana RNA virus | Micovirus de dsRNA AKC57300 315

1 (BbRV1) monopartitos no clasificados

Alternaria longipes dsRNA YP_009052468 394

virus 1 (AIRV1)

Trichoderma harzianum | Micovirus de dsRNA YP_009553331 314
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bipartite mycovirus 1 | bipartitos no clasificados

(ThBMV1)

Cryphonectria parasitica YP_007985676 331
bipartite mycovirus 1

(CpBMV1)

Botryotinia fuckeliana | Gammapartitivirus YP_001686790 436
partitivirus 1 (BfPV1)

Fusarium solani virus 1 NP_624351 413
(FsV1)

Grifola frondosa partitivirus 1 | Betapartitivirus BBG56943 637
(GfPV1)

Trichoderma citrinoviride AZT88593 663
partitivirus 1 (TcPV1)

Verticillium dahliae | Alphachrysovirus YP_009507946 1016
chrysovirus 1 (VACV1)

Aspergillus bombycis Pezizomycotina (subdivisién | XP_022391016 270
Capronia epimyces de Ascomycota) XP_007732275 253
Erysiphe necator KHJ31704 285

2.4.2 Alineamiento de estructuras

Los modelos predichos de mejor calidad se sometieron a alineamientos por parejas dentro de cada
grupo para determinar una estructura consenso con TM-align (Zhang y Skolnick, 2005; disponible en
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/). Este programa devuelve una puntuacién para el
alineamiento, llamada TM-score, que informa acerca de la exactitud del alineamiento. Este valor varia
de 0 a 1, considerandose valores por debajo de 0.3 alineamientos azarosos y por encima de 0.5
alineamientos entre proteinas con plegamientos similares y mdas idénticos segin el TM-score se acerca
a 1. Este valor se aplica para cada una de las proteinas alineadas, estando normalizado por la longitud
de la secuencia.

Para tener una buena vision de las regiones con mayor identidad una vez se ha visto qué modelos son
creibles para cada grupo, se realizaron alineamientos por parejas y multiples en el servidor MATRAS
(Kawabata y Nishikawa, 2000; Kawabata 2003; disponible en

http://strcomp.protein.osaka-u.ac.jp/matras/).

3. RESULTADOS

3.1. BUSQUEDAS BLAST

La bisqueda PSI-BLAST con las CP de cada grupo de micovirus no consiguié encontrar secuencias de
otros grupos de micovirus, a pesar de ser un algoritmo apropiado para detectar parentescos remotos.
Tampoco dentro de la familia Partitiviridae era posible encontrar secuencias ortélogas de CP entre
géneros, al contrario de lo que ocurre con RARP usando el mismo algoritmo. Con la CP de los
betapartitivirus de hongos se encuentran en la primera iteracion secuencias de CP de betapartitivirus
que infectan a plantas con un E-value significativo y comparable al de los micovirus de este género. El
uso de PHI-BLAST estd muy limitado por la variabilidad de secuencia de CP, siendo complicado
encontrar motivos perfectamente conservados atin dentro de cada grupo.
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De las 72 especies de micovirus recogidas hasta aqui a partir de RARP y CP, 7 pertenecian a un grupo
de micovirus de dsRNA no clasificados de genoma no segmentado encontrados a partir de Beauveria
bassiana RNA virus 1 (BbRV1), y 15 a un grupo no clasificado de micovirus de dsRNA bipartitos
como Trichoderma harzianum bipartite mycovirus 1 (ThBMV1). Otras 25 secuencias de
gammapartitivirus se juntaron a partir de Fusarium solani virus 1 (FsV1), 16 de betapartitivirus desde
Rosellinia necatrix partitivirus 6 (RnPV6) y se incluy6 a Botrytis cinerea partitivirus 2 (BcPV2), que
se encontr6 por estar relacionado en RARP a los betapartitivirus. A pesar de no estar clasificado en un
género de la familia Partitiviridae en el buscador de taxonomia del NCBI (disponible en
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi), tiene un parentesco mucho mas
estrecho con especies clasificadas como alfapartitivirus y reconocidas por el ICTV como Rosellinia
necatrix partitivirus 2 (RnPV?2), tal como se indica en su publicacién original (Kamaruzzaman et al.,
2019). Por tltimo, se incluyeron 8 secuencias de alfachrysovirus a partir de Verticillium dahliae
chrysovirus 1 (VdCV1). Todas las especies empleadas para el andlisis filogenético se pueden consultar
en la Tabla S1.

Debido a las diferencias entre las CP de los distintos grupos, la btisqueda de proteinas eucariotas
candidatas a tener un origen comtn con CP debe hacerse por separado. Asi se pudieron encontrar en
algunos casos proteinas interesantes que se expondran a continuacion.

En primer lugar, la bisqueda PSI-BLAST a partir de la CP de BbRV1 mostraba en la primera
iteracién, lo que es analogo a una buisqueda BLASTp, una secuencia de una proteina hipotética de la
levadura Lipomyces starkeyi (ODQ71866) con un E-value = 107 significativo, aunque lejano al
5-10" que se observa con la CP de Trichoderma harzianum mycovirus 1 (AYU71188), el ultimo
resultado de un virus en la lista. Esta secuencia proteica de L. starkeyi esta predicha a partir de un
scaffold no ubicado en un cromosoma (KV454296) y secuenciado en un proyecto de WGS (Riley et
al., 2016).

El hecho de que no se encuentre ninguna secuencia de hongo relacionada al realizar una bisqueda
BLASTDp con esta proteina y que tenga una homologia clara con este grupo de micovirus, hasta 3e-23
con Alternaria longipes dsRNA virus 1 (AIRV1), hace pensar que, o bien se ha secuenciado un virus
que estaba infectando a ese aislado, o bien ha habido una integracion del gen o parte del gen de CP de
un virus de este tipo en el genoma de esta cepa. Si este scaffold representa verdaderamente secuencias
de una sola molécula, esta ultima hip6tesis parece mas probable, ya que en otras partes de este scaffold
hay similitud con otros hongos. Ademas, el hecho de que la ORF dé lugar a una proteina truncada en
la region mas conservada si la comparamos con estas CP (Figura 2) dificulta la opcién de que se haya
secuenciado directamente al virus, aparte de lo improbable que es dada la naturaleza de RNA de estos
virus y el método de secuenciacion, de DNA. En todo caso, no se trataria del fenémeno de
transferencia del huésped al virus que se quiere encontrar.
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Figura 2. Extracto del alineamiento con MUSCLE de las secuencias de CP de los siete micovirus de
dsRNA monopartitos no clasificados incluidos en el estudio con la proteina hipotética de L. starkeyi
encontrada en la biisqueda PSI-BLAST visualizado en Gblocks con los parametros por defecto para
mostrar los bloques mejor conservados, marcados con rectangulos azules. L.os nombres completos de los
virus pueden consultarse en el anexo (Tabla S1). La secuencia de la proteina predicha de L. starkeyi es
homoéloga a estas CP, si bien hay un codon de parada prematuro que acorta la proteina por debajo de los
200 residuos. Al saltar de genoma, esta proteina cambia por completo su presion de seleccion y las
mutaciones que son improbables en virus porque alterarian gravemente su funcion, pueden ocurrir en el
genoma del huésped. De todas formas, no hay evidencia de que se exprese tal proteina truncada en la cepa
de L. starkeyi NRRL Y-11557, por lo que la mutaciéon podria ocurrir como en una regién no codificante
cualquiera. La elevada homologia, asi como la ausencia de secuencias genéomicas similares en hongos al
realizar una busqueda tBLASTn con esta proteina hipotética, lleva a pensar que la integracion, en todo
caso, ha sido reciente.

En las siguientes iteraciones se encontraron numerosas secuencias de peroxirredoxinas bacterianas sin
ninguna relacién biolégica aparente. En la segunda iteracién se encontr6 una secuencia de una
proteina hipotética del hongo Cyphellophora europaea (XP_008711212) con un E-value = 107 similar
a otras quinasas de hongos. El parecido, sin embargo, se reduce a muy pocas posiciones y el tamafio de
esta proteina es de alrededor de 900 aminoacidos, comparado con los poco mas de 200 residuos de
estas CP. Ademas, estas posiciones no estan conservadas con las proteinas quinasa ort6logas, lo que
hace atin més dificil imaginar que exista una relacién real con estas CP.

En segundo lugar, la bisqueda PSI-BLAST con la CP de ThBMV1 rescataba en la primera iteracién
numerosas proteinas sin anotacién funcional de hongo con un E-value tanto o mas significativo que el
de otros virus de este grupo de micovirus de dsRNA bisegmentados no clasificados o ThBMV1-like.
De las 15 especies de este grupo, todas mostraban esta relacion con estas proteinas de hongo ortélogas
entre si y el virus con una CP que minimizaba el E-value con estas proteinas de hongo fue
Cryphonectria parasitica bipartite mycovirus 1 (CpBMV1), con un valor de 6-10®* con la proteina
hipotética de Ceratocystis platani (KKF94277), mas significativo que el valor que presentan otros
virus con CpBMV1, siendo el mas bajo 210 entre CP de CpBMV1 y ThBMV1 (Tabla 3). El tamafio
de esta proteina es variable, desde 165 residuos en Blumeria graminis f. sp. hordei hasta mas de 400
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en Monosporascus sp. La longitud de las CP de este grupo de micovirus se encuentra entre los 300 y
los 400 residuos.

Tabla 3. Primeros diez resultados al realizar una buisqueda BLASTp con la secuencia aminoacidica de CP
de CpBMV1. Las proteinas de hongos relacionadas con este grupo de micovirus estan anotadas como
proteinas hipotéticas.

Nombre del Cobertura (%) |E-value |Identidad |Longitud (aa) |Accesion en
organismo (%) GenBank
CpBMV1 100 0.0 100.00 331 YP_007985676
Ceratocystis platani |69 6-10° 52.59 233 KKF94277
Colletotrichum 74 107 54.88 277 XP_008094161
graminicola M.1001

Ceratocystis 57 107 57.14 199 PHH49570
fimbriata CBS 114

Monosporascus  sp. |85 107 42.55 415 RYP54417
CRB-8-3

Golovinomyces 80 10 40.98 299 RKF65151
cichoracearum

ThBMV1 94 2:10% 40.63 314 YP_009553331
PvABMV1 98 6-10% 40.37 308 QGZ98416
Erysiphe necator |82 6-10% 39.71 285 KHJ31704
CthTV 82 8-10° 39.27 331 YP_001976145

A pesar de que la mayoria de genomas de hongo con esta proteina estén en estado de borrador y la
gran mayoria de proteinas sean de funcién desconocida, el ortélogo de A. niger (TPR01093.1) esta
anotado como proteina con un dominio de unién a DNA/RNA. Se seleccionaron 40 de estas proteinas
hipotéticas de hongo ortélogas, que pueden consultarse en el anexo, para incluirlas en una red con las
CP de este grupo de micovirus y establecer los parientes eucariotas mas cercanos, ya que esta
homologia tan acusada hace que este gen sea un candidato muy interesante a haberse transferido al
genoma viral en algin momento relativamente reciente. Las especies incluidas pertenecen,
mayoritariamente, a la divisién de los ascomicetos, aunque también hay una pequefia parte de hongos
de otros linajes, como Smittium simulii y Tilletia laevis, cuyas proteinas hipotéticas muestran un
parecido menor a la CP de este grupo de micovirus. Pero, en todo caso, esta proteina parece estar
relativamente conservada a lo largo de estas divisiones de hongos. Se simularon las estructuras de tres
de estas proteinas, todas de ascomicetos por su mayor parecido a la proteina viral, para establecer el
parentesco con la CP desde otro punto de vista e intentar resolver cuél podria ser la funcién de esta
proteina en el hongo.

En tercer lugar, la busqueda a partir de la CP del betapartitivirus RnPV6 (YP_009177605) encontro
solo secuencias virales en la primera iteracion de PSI-BLAST. Sin embargo, en la segunda se
encuentran secuencias de insectos y plantas con un E-value significativo. La tinica secuencia de
plantas, de Trifolium medium, estd anotada como proteina de la cubierta (MCI33606) y las unicas
proteinas similares a esta son CP de betapartitivirus, presentando una identidad atin mayor con
betapartitivirus que infectan a plantas. De insectos, las secuencias encontradas de Aphis craccivora
(KAF0690353) y Apolygus lucorum (KAE9436552), ortdlogas entre si, se encuentran en una situacion
similar, sin mas secuencias homdlogas eucariotas. Cabe destacar que no se han descrito
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betapartitivirus que infecten insectos, pero es posible que se hayan detectado en estas especies de
afidos y chinches de las plantas, respectivamente, que pueden actuar de vectores de virus de plantas.
No serian, en definitiva, genes eucariotas que se podrian haber transferido a los virus de dsRNA, ya
que no estan extendidos en plantas ni en insectos.

Con la CP de los gammapartitivirus, por medio de FsV1, se encontr6 una sola secuencia no viral a lo
largo de las iteraciones de PSI-BLAST. Mas concretamente, una proteina no caracterizada de
Fusarium coffeatum (RBR24337) con un E-value = 7-10” en la tercera iteracion, pero la cobertura es
de solo un 13% de la secuencia de CP de FsV1. Al buscar secuencias homdlogas a esta proteina se
vuelve a llegar a un punto muerto, con solo una secuencia remotamente similar en F. fasciculatum
(RFN53806). Con E-values del orden de 6-107 se encuentran dos secuencias de proteinas
transmembrana transportadoras de aminoacidos de Talaromyces pinophilus (KAF3407480) y
Penicillium sp. 'occitanis’ (PCG95955), pero se pierde por completo la similitud con la CP de estos
partitivirus. En este caso no parece haber una proteina fingica candidata a haberse transferido desde el
huésped al virus. No parece, pues, que la gran divergencia en la CP entre los géneros Beta- y
Gammapartitivirus, que si son similares en RARP, pueda explicarse con alguna proteina del huésped
que se haya transferido o, de ser asi, ha cambiado tanto respecto a la proteina eucariota con la que
guardaria una relacion de xenologia que no se puede rastrear un candidato.

Por dltimo, a partir del chrysovirus VdCV1, la busqueda PSI-BLAST dio como resultado, en la
primera iteracion, otros chrysovirus y virus relacionados de hongos, plantas e insectos, ademas de una
proteina del hongo Oidium neolycopersici anotada como proteina de la cubierta (RKF53147), con un
E-value = 4-10™, un valor tan significativo por cubrir un 47% de la secuencia de CP de VdCV1, cuyo
tamafio es de 1016 aminodacidos. Esta secuencia de O. neolycopersici de 549 residuos es, de nuevo,
una proteina de traduccién conceptual a partir de un contig de WGS con un codén de parada
prematuro.

Aparte de esta secuencia de hongo aislada, una serie de proteinas hipotéticas de la familia
Brassicaceae, siendo la mas similar la secuencia de Microthlaspi erraticum, con una cobertura del
30% de CP de VACV1, un E-value = 3-10* en la primera iteracion y un tamaifio de 499 aminodcidos.
La similitud entre esta secuencia y la de O. neolycopersici se extiende a lo largo de la practica
totalidad de ambas secuencias. Los aparentes ort6logos en Brassica oleracea (VDD09411), B. napus
(CDY45789), B. rapa (VDD10380) y B. cretica (KAF3553546), que aparecen en las siguientes
iteraciones guardan la relacion con la secuencia de CP y también con la proteina de O. neolycopersici,
aunque la significacién disminuya porque la secuencia se reduce a unos 270 aminoécidos. Estos 270
aminoacidos, sea como sea, son homologos a la parte final de la proteina de M. erraticum, luego no
seria una disrupcion debida a un nuevo codén de parada prematuro, sino que la pérdida es en N-
terminal.

Finalmente, cabe destacar que se han descrito chrysovirus que infectan a plantas de esta familia, como
Brassica campestris chrysovirus 1 (BcCV1; YP_009667005), otro alfachrysovirus. De hecho, al
realizar una biisqueda PSI-BLAST con la secuencia de M. erraticum, las secuencias mas relacionadas
en la primera iteracion eran la CP de BcCV1 con un E-value = 10 y la de Raphanus sativas
chrysovirus 1 (RsCV1; YP_009667002), otro chrysovirus de una brasicacea, con E-value = 4-10™, A
continuacién, en orden de significacion, se encontraban las secuencias del género Brassica
mencionadas anteriormente y una secuencia aiin mas corta de Arabis nemorensis (VVB06284), de 124
residuos, que empieza su alineamiento con M. erraticum en el mismo punto que las secuencias del
género Brassica. Haciendo la misma buisqueda con O. neolycopersici, se obtuvo un resultado similar,
los chrysovirus més relacionados eran de plantas, aunque por poca diferencia, de un E-value = 8-10™*
con BcCV1 y 4:10® con RsCV1 a 2:10* con Colletotrichium gloeosporioides chrysovirus 1
(YP_009667014) y muchos otros micochrysovirus cercanos a ese valor.

La interpretacién, de nuevo, no debe ser la de un gen que se transfiere horizontalmente desde el

huésped al virus, pues esta secuencia apenas esta conservada y extendida en eucariotas. Para que esto
fuese asi, este gen en eucariotas deberia ser como minimo tan antiguo como para haberse transferido al
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antepasado comun entre chrysovirus de hongos, plantas e insectos. Por lo que se sabe, el origen de la
CP de los chrysovirus parece estar mas relacionado con la duplicacién de una estructura similar a la
CP de los totivirus (Luque et al., 2010). Parece mas probable, pues, que un transcrito de CP de un
chrysovirus se haya retrotranscrito e integrado en el genoma de alglin antepasado comun de las
especies nombradas de la familia Brassicaceae al que estaba infectando.

La presencia de varias secuencias homologas en distintas brasicaceas permite ver si alguna region es
menos variable y si conserva suficiente homologia con el genoma de los chrysovirus. Si esto ocurre
tanto a nivel de aminoacidos como de nucleétidos, podria ser un indicio de que este pseudogen se
transcribe a un RNA que interfiere con el mRNA viral de CP, ya que la expresiéon de una proteina a
partir de este inserto parece improbable por las diferencias a nivel de ORF.

Al contrario de lo que se ha pensado durante muchos afios, la integracién de genes de virus de dSRNA
en el genoma nuclear de eucariotas es un fenémeno relativamente extendido y, en algunos casos,
pueden llegar a expresarse y tener una funcién en el huésped (Liu et al., 2010). De todos modos, la
existencia de esta secuencia en O. neolycopersici es dificil de explicar por su parentesco mas estrecho
con chrysovirus de plantas.

3.2. ANALISIS FILOGENETICO

3.2.1. Arboles filogenéticos

El cladograma construido a partir del alineamiento multiple con MUSCLE de 72 secuencias de RARP
y 1226 posiciones de longitud conseguia separar tres grandes linajes: el de los partitivirus, el de los
chrysovirus y el de los micovirus de dsRNA no clasificados monopartitos y bipartitos (Figura 3). El
arbol mostrado es el que minimizaba el valor del logaritmo de la verosimilitud, que en este caso fue de

-37713.99. Los distintos tipos de partitivirus quedan agrupados bajo un nodo con un valor de
bootstrap de 0.84. Los otros linajes principales de RARP presentan cada uno un ultimo antepasado
comun mas creible no compartido con el resto de secuencias, con valores de bootstrap de 0.9510 para
los micovirus no clasificados y 1 para los chrysovirus.

Las secuencias de BcPV2 y CPVRARP-4 pertenecen muy probablemente a virus del género
Alphapartitivirus (Kamaruzzaman et al., 2019; Ong et al., 2017) y, a pesar de tener poca informacion
por contar solo con dos secuencias, se agrupan significativamente con los betapartitivirus. La
credibilidad del nodo que separa estas dos secuencias y agrupa a BcPV2 con los betapartitivirus en vez
de con CPVRARP-4 es baja y puede deberse a diferencias de secuencia dentro de los alfapartitivirus.
Sin embargo, otros estudios filogenéticos con mas secuencias de cada género no consiguen establecer
una relacién entre alfa- y betapartitivirus que los haga monofiléticos respecto al resto de partitivirus
(Vainio et al., 2018), por lo que puede ser un sesgo debido a la poca sefial filogenética que se tiene con
solo dos secuencias. Las diferencias que han separado estos géneros no parecen radicar en la
organizaciéon gendmica de los virus, ya que los tres géneros son predominantemente bipartitos, con
algunas excepciones de betapartitivirus con un tercer segmento de dsRNA no codificante como AhV
(Oh y Hillman, 1995). También hay casos como el de algunos deltapartitivirus, un género de virus que
solo infectan a plantas relacionado con los gammapartitivirus, con tres moléculas de dsRNA
monocistronico (Kumar et al., 2017).

De manera analoga, los micovirus de dsRNA no clasificados monopartitos y bipartitos se agrupan bajo
un mismo clado muy robusto con este conjunto de datos, indicando que los virus con genomas
bipartitos no provienen de un evento ancestral de formacién de micovirus de dsRNA con dos
segmentos. Descartar que los partitivirus y los virus ThBMV1-like vienen de un mismo evento de
segmentacién implica rechazar la posibilidad de que los virus monopartitos no clasificados BbRV1-
like se hayan originado a partir de la unién de moléculas de virus bipartitos.

16



WPy
0.2410 04630 WPyl

0.3660 BffY1
0.3100 1.0000 MgP1
: MoPys
0.4290 SaPy?
0.2870 Ddv2
0.3090 NoPvl
0.3530 PaPvl
0.8950 AFPVL
OFYl
Fdepy
0.5230 GaRvMS2
Aoy
0.4140 0.5460 TraPvl
0.9980 w5100 Toace PbPYL
. Pevs
09880  pdipy1
Fsvl
— 0. 3560 02320 vapy1
04030 TriPvl
PCPYL
Prvl

0.9580

03500

0.8420 1.0000 PavE
0.9250 MoPv1

CPVRARP4

BcPv2

09640 ——oam e
BrnP2
05910 o oy
Criv'l

Cpvl
0.9990 1.0000
1.0000 Gpyl
11.0000 ClPw2
SsPY1

0.9950 TPyl
0.4770 [6o770 rovl

e PP
IO. 5220 PRPY4
0.2840 LePvl
GiPYL
cgRvl
0.9550 07640 PiBblv1
IO' F500 BbRW1
1.0000 AlRVL

CRMY
0.4540 ChRWL
PmRY1

0.9510 -
I;-Wﬂn—Rva
1.0000 [Tooog oMl
RsBIV1
0.5800 HRVE
PR My
0.7830 Q.Q.Q.W_,:QRMVE,

r—
0.2560 11.0000 LtRY1

MKEVL
0.5480 — PaEv
CThTY
0.3360 CpBMYL
0.3500 ThEMY1
PuABMY1
R v )

cncvl
0.9670 | MpCYL
0.9850 covl

0.9350 Ie¥al
0.9910 BRCVL

Figura 3. Arbol filogenético obtenido a partir del alineamiento muiltiple de las 72 secuencias de RARP. El
valor mostrado en cada nodo se refiere al valor de bootstrap tras 1000 réplicas con los datos del
alineamiento, donde un valor de 1 o cercano a 1 indica que la bifurcacion que produce el nodo se da en la
practica totalidad de las réplicas. La longitud de las ramas esta normalizada de forma que todas lleguen a
la misma vertical, luego solo la topologia puede interpretarse de este arbol. Los diferentes colores
muestran los principales grupos que se consideran a lo largo del trabajo: gammapartitivirus (verde),
betapartitivirus (morado), micovirus de dsRNA monopartitos no clasificados (azul), micovirus de dsRNA
bipartitos no clasificados (rojo) y chrysovirus (marrén). Las secuencias en negro pertenecen al género
Alphapartitivirus.

En definitiva, el hecho de que la encapsidacién de las moléculas de dsRNA sea individual, algo muy
comun en los micovirus de dsRNA, podria minimizar los efectos de este tipo de reorganizaciones
gendmicas como saltos macroevolutivos si no hay un cambio claro de las regiones codificantes. Una
consecuencia de la segmentacién es la capacidad de superar el espacio limitado que hay dentro de la
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capsida icosaédrica, aunque no siempre se explota esta supuesta ventaja. Si bien los chrysovirus tienen
un genoma de unas 12 kb divididas en cuatro segmentos, notablemente superior a las hasta 6.7 kb que
se encuentran en los totivirus, monopartitos, el genoma de los partitivirus bipartitos se mantiene en el
rango de las 3-4 kb, incluso menor a virus no segmentados como los totivirus.

Para la CP se realizaron tres arboles distintos, uno para cada alineamiento multiple de las 64
secuencias, excluyendo los chrysovirus. El primero, realizado con MUSCLE, mostraba los cuatro
grupos restantes con valores de bootstrap bastante fiables, excepto para los gammapartitivirus, donde
el dltimo nodo comun a la mayoria de ellos tiene un valor de bootstrap de 0.68. Las tres secuencias de
gammapartitivirus MoPV1, PsVF y PnV1 quedaban fuera de este clado, sin ninguna relacién fiable
aparente en CP mads cercana con los otros gammapartitivirus que la que comparten con el resto de
virus del arbol. Los bajos valores de bootstrap de los nodos y la ausencia de una relacion entre virus
ThBMV1-like y BbRV1-like como ocurre en el arbol de RARP, motivo el uso de otros algoritmos de
alineamiento muiltiple para reconstruir arboles filogenéticos.

El arbol resultante del alineamiento de MAFFT (Figura 4), con un tamafio de 1084 posiciones,
conservaba las mismas grandes divisiones en grupos y consigui6 aumentar el valor de bootstrap del
nodo principal de los gammapartitivirus comentado anteriormente, pero seguia sin poder relacionarlos
con el clado aislado de tres gammapartitivirus. Por otra parte, el dltimo nodo comtn y tnico a los virus
ThBMV1 y BbRV1 en el arbol de MAFFT tiene un valor de bootstrap 0.54. Aun asi, no se puede
concluir que este parentesco sea real y, en todo caso, la divergencia en CP es muy superior a la
observada en RARP. El valor del logaritmo de la verosimilitud de este arbol fue de -18602.05. Al
evaluar la aptitud de los tres alineamientos multiples mediante TREE-PUZZLE para la reconstruccién
de un arbol por maxima verosimilitud, se vio que el alineamiento de MAFFT constituia el conjunto de
datos con una mayor sefial filogenética, con solo un 5.8% de cuartetos no resueltos y un 5% de
cuartetos semiresueltos en el analisis. El arbol a partir del alineamiento de T-Coffee era, de los tres, el
que presentaba un mayor porcentaje de indeterminaciones en este analisis y no conseguia agrupar los
virus ThBMV1-like y los betapartitivirus bajo nodos con un valor de bootstrap superior a 0.3.

Los alineamientos multiples de CP muestran una variabilidad intragrupal notable y muy poca similitud
entre grupos, lo que hace muy dificil asignar un origen comun a esta proteina entre grupos, ni siquiera
dentro de la familia Partitiviridae (Figura 5). En referencia a los alfapartitivirus, representados solo
por BcPV2, no se puede concluir que estén estrechamente relacionados en CP a ninguno de estos
cuatro grupos. La secuencia de CPVCP-al pertenece a un betapartitivirus (Ong et al., 2017) y no es
una molécula del mismo organismo que CPVRdRP-4.
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Figura 4. Arbol filogenético obtenido a partir del alineamiento muiltiple mediante MAFFT de las 64
secuencias de CP, excluyendo a los chrysovirus mostrando en cada nodo los valores de bootstrap con 1000
réplicas. El arbol muestra solo la topologia, la longitud de las ramas no tiene un significado biolégico. Los
principales grupos que se han considerado en el estudio estan coloreados en verde (Gammapartitivirus),
azul (micovirus de dsRNA monopartitos no clasificados o BbRV1-like), rojo (micovirus de dsRNA
bipartitos no clasificados o ThBMV1-like) y morado (Betapartitivirus).l.as secuencias de
gammapartitivirus y betapartitivirus podrian estar sesgadas hacia las secuencias que se usaron para
recuperarlas en la busqueda BLAST y no ser representativas de sus géneros, ya que se ha secuenciado
una cantidad importante de partitivirus y solo se escogié una pequefa parte. De esta manera, los virus
PsVF, MoPV1 y PnV1 no tendrian por qué representar una minoria dentro de los gammapartitivirus,
solo una minoria de las secuencias elegidas, pudiendo existir otros gammapartitivirus que expliquen
mejor la relacion entre CP de estos virus y el resto de su género. Sin embargo, si se puede concluir que
forman un subclado lejano al resto de gammapartitivirus en el arbol de RARP.
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Figura 5. Extracto del alineamiento mediante MAFFT de la proteina CP visualizado en Gblocks. Se
seleccionaron 20 virus distintos, cinco de cada uno de los cuatro grupos, es decir, Beta- (RnPV6 y los
cuatro siguientes), Gammapartitivirus (FsV1 y los cuatro siguientes) y micovirus de dsRNA no segmentados
(BbRV1 y los cuatro siguientes) y bipartitos (CthTV y los cuatro siguientes). Se eligié un nimero igual de
virus de cada grupo para no sesgar la identificacién de bloques conservados a regiones conservadas dentro
de cada grupo. Para ello, la eleccion se basé en los arboles filogenéticos realizados para intentar
representar ramas distantes de cada grupo. El programa Gblocks con los parametros mas permisivos no
consiguié encontrar ninguna region conservada entre estas secuencias. La region mostrada es la que
cuenta con mas posiciones marcadas, es decir, que presentan el mismo aminoacido en 11 o mas de las 20
secuencias.

En definitiva, es dificil aproximar la historia evolutiva de CP con arboles filogenéticos. A pesar de que
separe a grandes rasgos los mismos grupos de virus actuales que el arbol de RdRP, el arbol de CP no
consigue establecer relaciones ancestrales entre los grupos coloreados en las figuras. Estos resultados
son consecuentes con lo que se sabe acerca de la conservacién de las secuencias de ambas proteinas,
donde RdARP constituye una herramienta mucho mas potente para realizar estudios filogenéticos entre
virus de RNA evolutivamente lejanos.

3.2.2. Red filogenética de la secuencia concatenada de RdRP y CP

De nuevo, el algoritmo de alineamiento que producia un conjunto de datos mas adecuado para el
analisis por maxima verosimilitud fue MAFFT, seguido de MUSCLE y T-Coffee. El alineamiento
estuvo formado de 71 secuencias concatenadas, ya que se incluyeron de nuevo los chrysovirus y se
eliminaron las secuencias de CPV, donde RdRP era de un alfapartitivirus y CP de un betapartitivirus,
no era el mismo organismo. Los algoritmos NeighborNet, SplitDecomposition y ParsimonySplits
reconstruian redes con una agrupacion de ramas similar. En la red de NeighborNet se puede apreciar
como en la base de todos los grupos hay numerosos eventos de transferencia horizontal, que se
vuelven mas infrecuentes segtin las ramas avanzan y se separan. Si bien el andlisis no incorpora datos
con informacién temporal, parece que hay pocos eventos recientes de este tipo, aunque pueden
observarse en distintas parejas, como CpPV y CrV1. De todas formas, no se puede afirmar que esta
recombinacién entre virus suponga una fuente de variacion que pueda explicar grandes divisiones de
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estos grupos de micovirus. La topologia de las ramas en la red muestra, principalmente, caracteristicas
del arbol de RdRP, como un antepasado comun y tinico a todos los gammapartitivirus y la relacion
entre los dos grupos de micovirus no clasificados.

Esta red permite visualizar claramente como algunos virus que infectan a hongos estrechamente
relacionados también guardan un parentesco notable entre ellos, como CpPV y CrV1, que infectan a
hongos del género Ceratocystis. Luego hay secuencias practicamente idénticas que infectan a la
misma especie, como FgRMV4 y FgRMV5 o GpV1 y CpV1, algo que se corresponde con la
variabilidad natural que muestran los virus de RNA. También es interesante ver como micovirus de
hongos ecolégicamente relacionados como Magnaporthe oryzae (MoPV3), M. grisea (MgPV1) y
Nigrospora oryzae (NoPV1), tres hongos fitopatégenos del arroz, presentan una relacion tan estrecha
y, sorprendentemente, mas significativa en el arbol de CP que en RdRP. Sin embargo, no se puede
concluir con estos datos que se haya producido algtn tipo de transmisién del virus entre ellos o que los
tres micovirus actuales provengan de una coevolucion con los antepasados comunes de estos hongos,
cuyo primer rango taxonémico comun es el de la clase Sordariomycetes.
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Figura 6. Red filogenética de la secuencia concatenada de RdRP y CP en 71 micovirus reconstruida
mediante el algoritmo NeighborNet. Las ramas coloreadas representan los principales grupes que logra
separar el arbol de RdRP: los beta- (morado), los gammapartitivirus (verde), los micovirus no clasificados
monopartitos (azul) y bipartitos (rejo) y chrysovirus (marrén). No se observa ninguna conexion horizontal
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>80% i

entre grupos, solo eventos intragrupales. Los valores de bootstrap de los nodos no se muestran en la
imagen, pero los cinco grupos se separan con valores de 1, excepto los gammpartitivirus, que lo hacen con
0.97. El nodo basal no coloreado que agrupa los virus BbRV1-like y ThBMV1-like se predice con un valor
de bootstrap de 0.93. La credibilidad de los eventos de transferencia horizontal centrales es notablemente
inferior, con valores incluso por debajo de 0.05. Otros eventos, como el que une a un antepasado de PnV1
con uno de PsVF y MoPV1 se predicen con un valor de bootstrap de 0.53.

3.2.3. Red filogenética de CP con la proteina hipotética de hongos

Las grandes similitudes a nivel de secuencia entre la proteina hipotética de hongos y las CP de los
virus ThBMV1-like pueden apreciarse en el alineamiento multiple de las secuencias mediante
MUSCLE (Figura 7). El parecido se concentra principalmente en el centro de la proteina, mientras
que, en los extremos, la longitud variable en torno a este nicleo mejor conservado provoca
alineamientos pobres con grandes gaps, incluso dentro de las CP. Sea como sea, la red filogenética a
partir de este alineamiento no mostré que la CP sea una mezcla de origen viral y eucariota, en el
sentido que en la recombinacién solo se hubiera transferido la region central. Aparte de los residuos
estrictamente idénticos, también es posible observar posiciones con una alta incidencia de
aminodacidos similares, como el grupo de aminoacidos hidrofébicos que forman Leu, Ile, Val, Ala y
Phe o Tyr en posiciones donde también hay Trp y Phe, como en la posiciéon 163, aminoacidos
aromdticos que pueden tener un efecto similar sobre el plegamiento. De forma andloga, en las
posiciones 292 y 330 se encuentran ambos aminoacidos polares con carga positiva, Lys y Arg, dentro
de las secuencias de virus y hongos.

En la red (Figura S1), algunos virus ThBMV1-like como CpBMV1 colocalizan con secuencias de
hongos bajo nodos con valores de bootstrap muy significativos, tanto como 0.998 en este caso,
indicando una similitud atiin mayor con estas secuencias que con el resto de virus de este grupo. Dentro
de los hongos, la similitud parece ser mayor con las secuencias de ascomicetos, que eran los mejores
resultados en la busqueda BLAST.
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Figura 7. Concatenacion de los bloques conservados en el alineamiento a lo largo de las secuencias de CP
de virus ThBMV1-like y de la proteina hipotética de hongos. El alineamiento miltiple original mediante
MUSCLE, de 609 posiciones de longitud, se redujo mediante el programa Gblocks con los parametros mas
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permisivos a 124 posiciones con un mayor grado de identidad. Las posiciones indicadas se refieren a la
situacion en el alineamiento multiple. Las posiciones con mas de un 80% de incidencia del mismo
aminoacido estan marcadas en la parte superior con una “X”. Se eliminaron 6 secuencias del género
Aspergillus para la toma de la imagen y no se consideraron para la determinacién del porcentaje de
identidad. Mas residuos, principalmente Pro, fuera de estas regiones mostraban un alto grado de
identidad en el alineamiento original, pero al estar aislados no se consideraron como bloques.

Como es de esperar con estos resultados, en la red a partir del alineamiento incluyendo todos los
grupos de virus y estas proteinas de hongo, los virus ThBMV1-like se agrupan con las proteinas
hipotéticas de hongo en la red en el lado opuesto a donde lo hacen el resto de virus (Figura 8). Esta
proteina hipotética eucariota presenta, en definitiva, una similitud a nivel de secuencia con la CP de
ThBMV1-like muy superior a la que presentan micovirus significativamente relacionados en RdRP

como los virus BbRV1-like.
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Figura 8. Red filogenética de NeighborNet del alineamiento mediante MUSCLE de todas las secuencias de
CP de micovirus incluidos en el estudio y las 40 proteinas hipotéticas de hongo. El grupo de virus
ThBMV1-like, al contrario del resto de grupos de virus, muestra una variabilidad intragrupal y una
similitud tan elevada con la proteina fiingica tales que el grupo se dispersa dentro de las secuencias de
hongos. Los hongos no ascomicetos, T. laevis y S. simulii, se muestran mas alejados de las secuencias de
ascomicetos que los virus ThBMV1-like. Las ramas estan coloreadas segin la clasificacién taxonémica de
las especies que comprenden: marron (chrysovirus), morado (betapartitivirus), verde (gammpartitivirus),
azul (virus BbRV1-like), rojo (virus ThBMV1-like), naranja (hongos).
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3.3. ANALISIS ESTRUCTURAL DE CP Y LA PROTEINA DE HONGO
SIMILAR A ThBMV1

3.3.1. Prediccion estructural

En primer lugar, los betapartitivirus GFPV1 y TcPV1 presentaban primeros modelos, normalmente los
mas creibles, dispares. Sin embargo, el tercer modelo de GfPV1 produce un alineamiento significativo,
con un TM-score > 0.6, con el segundo, cuarto y quinto modelo de TcPV1. La fiabilidad de la
prediccidn, representada por el valor C-score era cercana a -3 y similar, en ambos casos a la del primer
modelo. Esta puntuacion oscila entre -5 y 2, significando 2 una confianza maxima en el modelo.
Ambeas proteinas llegaron a modelos muy similares usando como plantilla distintas estructuras, lo que
refuerza la probabilidad de que la estructura real se asemeje a esta. Cabe destacar que no hay una
estructura disponible para la CP de los betapartitivirus en el PDB.

Aparentemente, esta proteina tiene un cuerpo formado por hélices alfa en una disposicién compleja y
una pequefia protuberancia en torno a los residuos 480-500 (Figura S2), que se conserva en los cuatro
modelos predichos similares. El cuerpo de hélices alfa se estrecha en la region central hacia N-
terminal, lo que podria suponer un sitio de interaccién proteina-proteina en la dimerizacién de CP.

En segundo lugar, los dos gammapatrtitivirus, FsV1 y BfPV1, formaron estructuras muy similares en el
primer modelo. El alineamiento de estos dos modelos dio lugar a un alineamiento con un TM-score >
0.8. Los extremos de la proteina muestran cierta variabilidad, mientras que 370 posiciones centrales se
situaban a menos de 5 A entre ambos modelos y eran responsables de la elevada identidad del
alineamiento.

La estructura consenso presenta dos protuberancias en la misma direccion que emergen de una
estructura principal formada principalmente por hélices alfa. Estas dos protuberancias, una al principio
de la secuencia y otra al final parecen estar menos conservadas que el cuerpo principal en las proteinas
analizadas, pero hay motivos comunes, como la hélice alfa en C-terminal, aunque con una orientacién
distinta, y el asa que se forma en la otra protuberancia.

Las principales proteinas que se han usado como plantilla para la prediccion estructural han sido la CP
de PsVS y PsVF (Tang et al., 2010; Pan et al., 2009), otros gammapartitivirus, mostrando la primera
un valor de TM-score ~ 0.85 con FsV1 y BfPV1, mientras que la CP de PsVF apenas llegaba a una
puntuacion de 0.6. La homologia estructural con estas estructuras de elucidacién experimental (Figura
S3) aumenta la credibilidad de estos modelos y es consistente con la segregacién observada en el
andlisis filogenético de CP, donde PsVS compartia una relacién mas cercana con FsV1 y BfPV1. De
todas formas, la divergencia en CP de PsVF a nivel de secuencia respecto al resto de
gammapartitivirus no se traduce en grandes diferencias a nivel estructural. Una de las estructuras
usadas por FsV1 como plantilla fue la CP del totivirus L-A de S. cerevisiae (Naitow et al., 2002),
aunque el parecido es remoto y el TM-score entre ambas estructuras es ligeramente superior a 0.3.

En tercer lugar, la estructura predicha de VdACV1 muestra una muy buena homologia con la estructura
de la CP del chrysovirus Penicillium chrysogenum Virus (PcV), elucidada por criomicroscopia
electrénica por Luque et al. (2014), que se us6 como plantilla con un TM-score ~ 0.9. También se us6
como plantilla la estructura del virus L-A con un TM-score de 0.342, siempre normalizado para
VdCV1. El primer modelo de VdCV1 permitié apreciar la naturaleza duplicada de CP en los
chrysovirus con dos subunidades similares unidas por una secuencia linker (Figura S4). Las
subunidades estdn formadas principalmente por hélices alfa, aunque hay regiones de laminas beta,
como también se observa en PcV.

En el grupo de los micovirus de dsRNA no segmentados no se pudo determinar una estructura

consenso entre BbRV1 y AIRV1. Ninguno de los cinco modelos simulados para cada proteina era
capaz de alinear con alguno de los modelos de la otra con un TM-score > 0.36. Aparte de que
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predominan las hélices alfa en ambas proteinas, poco mas se puede decir a nivel estructural. Las
diferencias a nivel de secuencia y longitud no facilitan que se simulen orientaciones similares de estos
motivos de estructura secundaria.

En quinto lugar, los primeros modelos de CP de ThBMV1 y CpBMV1 alineaban con un TM-score de
0.916 normalizado para ThBMV1, la puntuacién mas elevada entre parejas de un mismo grupo
observada en el anélisis. Hay pequefias diferencias entre ambos modelos, como la sexta hélice alfa
desde C-terminal, que no se predice como tal en ThBMV1, y las regiones de los extremos (Figura 9).
La estructura consenso consta de 13 hélices alfa en forma de empalizada. Cerca de N-terminal, un
pequefio bucle entre hélices esta conservado en estructura, pero no en posicion entre las dos especies
analizadas, en CpBV1 esta mas cerca del extremo N-terminal, acortando la longitud de la hélice alfa
inicial de la proteina. La proteina que mas ha influido en la simulacion estructural de ambos modelos
fue una proteina de interaccién con la proteina quinasa ATR humana (abr. ATRIP), elucidada por
criomicroscopia electronica por Rao et al. (2018). Hay evidencias de que ATRIP es capaz de formar
homodimeros e interactuar con el ssDNA para dirigir la actividad reparadora del complejo ATR-
ATRIP (Itakura et al., 2005; Ball et al., 2005).

Figura 9. El esquema de colores en el rango del azul (N-terminal) al rojo (C-terminal) indica la posiciéon en
la cadena polipeptidica. (A) Vision frontal del primer modelo predicho para la CP de ThBMV1. La
estructura se compone de una empalizada de 13 hélices alfa consecutivas. El plano vertical de esta
empalizada, sin embargo, esta torcido en los extremos en sentidos opuestos, tomando como referencia las
hélices centrales. (B) Plano cenital del modelo 1 de ThBMV1. (C) Alineamiento de los primeros modelos
predichos de ThBMV1 (blance) y CpBMV1 (gris). Las regiones coloreadas presentan elevada identidad
estructural. Las principales diferencias entre ambos modelos son: (I) la hélice alfa en C-terminal de
CpBMV1 es mas larga, (II) la octava hélice desde N-terminal o sexta desde C-terminal no se predice como
tal en ThBMV1 y (III) la posicion del bucle cercano al extremo N-terminal.
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En ultimo lugar, los mejores alineamientos se conseguian con el modelo 1 de A. bombycis, el modelo 1
de C. epimyces y el modelo 3 de E. necator. Las puntuaciones de C-score de los distintos modelos de
estas proteinas ort6logas de hongos se situaron por debajo de -3, indicando una baja fiabilidad. Los
tres alineamientos posibles dieron valores de TM-score entre 0.35 y 0.45, un intervalo en el que el
alineamiento no se considera significativo ni aleatorio. A simple vista, la estructura si parece ser
similar, formando una empalizada mas o menos recta de 9 hélices alfa consecutivas y alternadas en el
caso de A. bombycis y C. epimypces y de 8 en el caso de E. necator, aunque en esta especie las hélices
adyacentes no siempre son contiguas en la secuencia (Figura 10). Es probable que la elevada
variabilidad observada no sea real y se deba a que las proteinas problema hayan utilizado distintas
estructuras como plantilla en la simulacién del plegamiento. Esto puede afectar a la orientacion de los
bucles entre estructuras secundarias como las hélices alfa.

Figura 10. Plano vertical de los modelos predichos de las proteinas hipotéticas de A. bombycis (A), C.
epimyces (B) y E. necator (C). La estructura de las tres proteinas esta formada, predominantemente, por
hélices alfa. Los asteriscos marcan bucles que unen hélices alfa contiguas a nivel de secuencia, pero no
adyacentes en cuanto a la estructura. (D) Alineamiento miltiple de los modelos de A. bombycis (azul), C.
epimyces (rojo) y E. necator (verde). A pesar del buen alineamiento de las hélices alfa centrales de A.
bombycis y C. epimyces, no se observa una buena homologia, ya que los angulos entre hélices alfa difieren
entre modelos e impiden una identidad mas extensa.
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3.3.2. Prediccion funcional

Las funciones predichas mas extendidas entre grupos son la de unién de proteinas y transporte de
proteinas (Tabla S3). Para los micovirus ThBMV1-like y BbRV1-like se predijo la funcién de union a
RNA. En cuanto al componente celular, estructuras similares a las simuladas se localizan en el
citoplasma, en el nicleo y en la envoltura nuclear, principalmente. Algunas funciones predichas
repetidamente en ciertos grupos parecen no tener sentido en el contexto de una proteina de la capsida,
como los numerosos términos GO relacionados con el metabolismo predichos para los
gammapartitivirus. Pocas veces se predicen términos GO relacionados con el ciclo viral, lo que se
puede explicar con las escasas estructuras de CP elucidadas en el PDB, quedando asi la prediccion de
términos GO sesgada hacia otros tipos de proteinas estructuralmente mejor estudiadas.

No hay un consenso acerca de la funcién de la proteina hipotética de A. bombycis, C. epimyces y E.
necator. Las tres estan enriquecidas en términos GO de unio6n a proteinas y A. bombycis y C. epimyces
involucran términos GO relacionados con el ciclo viral, aunque con una ocurrencia muy baja. E.
necator es responsable de que en la suma aparezcan tantos términos GO relacionados con el
metabolismo.

3.3.3. Alineamiento de estructuras entre grupos

El parecido estructural de CP entre los grupos de virus es muy bajo, dandose alineamientos con
valores de TM-score = 0.3. Tampoco la CP de los betapartitivirus puede formar un buen alineamiento
con la de los gammapartitivirus, indicando grandes diferencias en la estructura de CP dentro de la
familia Partitiviridae y asumiendo que la estructura predicha para los primeros se asemeja al
plegamiento real, que no ha sido elucidado. A grandes rasgos, las estructuras predichas de CP de
partitivirus y virus no clasificados predichas presentan una elevada proporcion de hélices alfa y
ninguna o muy pocas regiones de laminas beta.

El modelo 1 de BbRV1 presenta una estructura a modo de torsion de una empalizada de hélices alfa
similar a la observada en el grupo ThBMV1-like, ya que también utiliz6 la proteina ATRIP humana
como plantilla principal. El valor de TM-score en el alineamiento del modelo 1 de CP de BbV1 y el
modelo 1 de ThBV1 es tan significativo como 0.89. Esta relacion es coherente con los resultados de la
filogenia con RdRP, donde ambos grupos de virus parecen estar relacionados. Sin embargo, no
podemos concluir que este modelo simulado se acerque a la estructura real de la CP de este grupo, ya
que no encontramos en AIRV1 una estructura similar.

Las tres proteinas hipotéticas de hongo simuladas alineaban con los modelos de CP de virus ThBMV1-
like con valores de TM-score incluso superiores a los que se observaron en los alineamientos
intragrupales, aunque no muy significativos en términos absolutos. El alineamiento que maximizaba
este valor fue CpBMV1 con A. bombycis, con una puntuacion de 0.51 normalizada para A. bombycis,
la secuencia mas corta. Con C. epimyces, CpBMV1 alineé con un TM-score de 0.42 y ThBMV1 con
0.41. El alineamiento de estas dos proteinas con E. necator fue peor, con valores de TM-score de 0.33
y 0.34, respectivamente. El alineamiento multiple de la proteina hipotética de A. bombycis y C.
epimyces con las CP de CpBMV1 y ThBMV1 muestra una elevada homologia en 6 hélices alfa
centrales (Figura 11). Al sacar la proteina de C. epimyces del alineamiento, la homologia se extiende a
lo largo de la practica totalidad de la proteina hipotética de A. bombycis, si bien sus hélices son mas
largas que las que se observan en la CP.
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Figura 11. (A, B) Distintas perspectivas del alineamiento multiple de las proteinas hipotéticas de A.
bombycis (azul), C. epimyces (rojo), CP de ThBMV1 (verde) y CpBMV1 (turquesa). Las seis hélices alfa
que colocalizan aproximadamente entre las cuatro estructuras estan numeradas segin su orden de
aparicién desde el extremo N-terminal. (C) Vision del alineamiento miiltiple con las regiones posicionadas
de forma similar coloreadas segiin su posicion en la secuencia: de azul (N-terminal) a rojo (C-terminal).
(D) Alineamiento de CP de ThBMV1 con la proteina hipotética de A. bombycis con el cédigo de colores
anterior. Las regiones grises pertenecen unicamente a A. bombycis y las blancas a ThBMV1. El
alineamiento con este modelo de hongo en particular alarga el alineamiento a las nueve hélices alfa, si bien
las hélices de la proteina de A. bombycis son mas largas. La estructura de ThBMV1 tiene hélices
adicionales que flanquean la estructura de la proteina de A. bombycis en ambos extremos y tomando otras
direcciones, sobre todo en C-terminal.
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4. DISCUSION

4.1. RELACIONES ENTRE LOS GRUPOS DE VIRUS ESTUDIADOS

Como era de esperar, el analisis basado en secuencia present6 dificultades importantes para reconstruir
arboles filogenéticos, de una forma mas acusada en CP. A la hora de realizar biisquedas de PSI-
BLAST, las secuencias de RARP dentro de la familia Partitiviridae eran lo suficientemente similares
para encontrar los ortélogos entre géneros. Asi mismo, con una busqueda simple de las RARP, se
pueden encontrar virus BbRV1-like con virus ThBMV1-like y a la inversa. Esta homologia de
secuencia indica un origen comtn en este locus y ha llevado a que se proponga una clasificacion
taxonémica comtn, mas concretamente, la de amalgamycovirus, dentro de la familia Amalgaviridae,
pero formando un linaje distinto del resto de amalgavirus, comprendiendo solo aquellos que infectan a
hongos (Koloniuk et al., 2015).

El nombre de esta familia se debe a que estos virus presentan una serie de caracteristicas en comun
con los totivirus y los partitivirus. Con los primeros guardan similitud a nivel de organizacién
gendmica, ya que los amalgavirus reconocidos tienen un genoma no segmentado y muy
probablemente expresen proteinas de fusion RARP-CP, mientras que con los segundos a nivel de
secuencia con RARP (Sabanadzovic et al., 2009). Con las secuencias y métodos seleccionados, no se
ha podido observar una similitud significativa con los partitivirus, ya que los chrysovirus no han
servido para hacer una raiz del subarbol formado por partitivirus y virus no clasificados.

Los virus ThBMV1-like presentarian el primer caso de genomas bipartitos dentro de la familia
Amalgaviridae, con los genes de RARP y CP dispuestos en moléculas de RNA independientes como en
los partitivirus. El hecho de que los virus de ThBMV1-like estén filogenéticamente mas relacionados
con virus no segmentados, lleva a pensar que el evento de particién del genoma sea distinto al que
origind los partitivirus. El parentesco de los virus ThBMV1-like con los partitivirus es mas remoto que
el parentesco que presentan con estos los otros amalgavirus (Zheng et al., 2013).

La divergencia en la CP, tanto a nivel de secuencia como estructural, hace muy dificil determinar que
las proteinas que vemos actualmente en los distintos grupos de virus descienden de una tnica CP
ancestral. Las grandes diferencias intergrupales y la relativa conservacion dentro de los grupos podrian
sugerir que la formacion de nuevos linajes estad precedida de cambios radicales en CP, originando
nuevas estructuras alternativas para la formacién de capsidas icosaédricas. La proteina RARP, que
interactiia con CP para su localizacién en el interior de la capsida, se veria asi obligada a adaptarse a la
nueva CP, manteniendo mas conservadas regiones posiblemente relacionadas con la replicacion del
genoma, como el motivo GDD, presente en todas las especies analizadas. El proceso por el que
ocurren estos cambios radicales puede deberse a situaciones de cuello de botella tipicas de los virus de
RNA en los que la elevada tasa de mutacién permite dar con una alternativa viable o a eventos de
recombinacién, que pueden suponer saltos macroevolutivos drasticos, con el huésped o con otros
virus, como se cree que ocurrié con la CP de los amalgavirus (Krupovic et al., 2015).

4.2. SECUENCIAS EN HONGOS SIMILARES A CP DE MICOVIRUS

Para varios grupos de micovirus se observaron secuencias similares a CP en genomas eucariotas,
concretamente de plantas y hongos, que suponen la mayor parte del rango de huéspedes de los virus
relacionados con los micovirus. Para las secuencias observadas en eucariotas similares a la CP de los
virus BbRV1-like y los chrysovirus la explicacién mas probable es que se haya pseudogenizado un
transcrito de CP por lo poco extendidas que estdn estas secuencias y la naturaleza truncada de las
secuencias homologas a CP en genomas eucariotas.

La integracién en el genoma del material genético de un virus de dsSRNA parece improbable, pero no

es imposible que se produzca en presencia de elementos retrotransponibles, que ya se han descrito en
hongos (Daboussi y Capy, 2003). De esta manera, los mRNA virales, asi como los celulares, son
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susceptibles de retrotranscribirse e integrarse en el genoma, degenerando la mayoria de veces en un
pseudogen procesado. Se estima, que del 1 al 5% de los genes de hongos tienen en su genoma un
pseudogen homodlogo, incluyendo aquellos procesados y no procesados. Ademas, la pseudogenizacion
de ciertos genes podria ser clave en el proceso de adaptacion de ciertas especies, observandose grandes
diferencias entre hongos estrechamente relacionados (Van der Burgt et al., 2014). Ya que los
pseudogenes son una fuente de RNA antisentido u otro tipo de RNA interferentes (Muro y Navarro,
2010; Roberts y Morris, 2013), esto podria suponer un importante punto de interaccién entre los
micovirus y sus huéspedes.

Las secuencias similares a la CP de ThBMV1-like, por otra parte, estan extendidas entre especies de
hongos muy distantes. Es muy poco probable que estas secuencias sean homologas de un evento de
pseudogenizacién ancestral de CP por la elevada identidad de secuencia entre hongos evolutivamente
alejados, ademds de conservar una longitud de la proteina relativamente similar. Estos datos sugieren
que esta secuencia es un gen propio de hongos, aunque de funcién desconocida, putativamente
relacionada con la interaccion con acidos nucleicos. Esta funcién es de especial interés cuando se trata
de la CP, ya que debe poder disciminar qué moléculas de dsSRNA encapsidar, discriminando entre
especies de virus en el caso de los gammapartitivirus (Pan et al., 2009). La elevada identidad de la
estructura de CP de los virus ThBMV1-like con la proteina ATRIP apunta en una direccién similar, ya
que esta proteina estd involucrada en la interaccion de &cidos nucleicos y, ademads, es capaz de
dimerizar, algo que muy seguramente haga esta CP para la formacién de la capsida.

Es posible que la CP de algun otro grupo de micovirus de dsRINA tenga su origen en un gen eucariota,
pero los cambios de secuencia necesarios para la adaptacién a la nueva funcién y el tiempo
transcurrido desde el evento de transferencia pueden dificultar el rastreo de genes eucariotas
candidatos.

4.3. SIMILITUD ESTRUCTURAL DE LA CP DE ThBMV1-like CON UNA
PROTEINA HIPOTETICA DE HONGOS

Salvando las diferencias entre los tres modelos de hongos predichos que dificultan asignar una
estructura consenso, esta proteina estd compuesta de alrededor de 8 o 9 hélices alfa consecutivas y
aproximadamente paralelas formando una empalizada relativamente recta. Las estructuras predichas
de CP de los virus ThBMV 1-like presentan una estructura muy similar a esta proteina hipotética.

Estos resultados, junto con el parecido a nivel de secuencia, refuerzan la idea de un origen comun
entre ambas proteinas, sugiriendo una transferencia desde el huésped a un antepasado comun de los
virus ThBMV 1-like. Este evento habria provocado la pérdida de la CP nativa de los amalgamicovirus
en el grupo de virus bipartitos. Queda por saber si el evento de biparticién del genoma fue simultdneo
al evento de transferencia o anterior. En la primera situacion, todos los amalgamicovirus bipartitos
deberian tener una CP homologa, como parece ser el caso hasta la fecha. Otras proteinas ortélogas de
hongo no simuladas con un mayor tamafio podrian esclarecer si el gen que se transfiri6 al virus ya
tenia esta estructura a modo de torsién de la empalizada, sobre todo en C-terminal, o se adquirié ya en
los virus.

El éxito de este evento de sustitucion de la CP nativa depende de la capacidad de la proteina eucariota
original de hacer las funciones de CP, concretamente la interacciéon con otros mondmeros para
dimerizar, con RdRP y, posiblemente, con el genoma de dsRNA. Ademas, el tamafio de esta proteina
fngica oscila entre ntimeros de residuos que comprenden a la longitud de la CP de los virus BbRV1-
like. La elevada homologia de secuencia con CP podria sugerir un origen relativamente reciente de
este grupo de micovirus. Mas estudios acerca de la funcién y la localizacién celular de esta proteina,
posiblemente transmembrana por sus hélices con regiones hidrofébicas a una misma altura, podrian
esclarecer qué caracteristicas pudieron ser ttiles para su éxito como CP.
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5. CONCLUSION

La aproximacién de la evolucion de los micovirus de dsSRNA mediante métodos tradicionales como los
arboles filogenéticos es compleja, no solo por las elevadas tasas de mutacién, también por eventos de
transferencia horizontal de genes. El andlisis estructural permite retroceder mas en la historia evolutiva
y rastrear parentescos mas remotos. Se recogieron secuencias de RARP y CP de distintos grupos de
micovirus de dsRNA y se buscaron genes eucariotas similares a CP, encontrando para la CP del grupo
de micovirus de dsRNA bipartitos no clasificados similares a ThBMV1 un gen de hongo candidato a
haberse transferido desde el huésped al virus, siendo la causa de la diferenciacién de este grupo de
virus ThBMV1-like. Ambas proteinas conservan un parecido significativo a nivel estructural y de
secuencia.
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