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RESUMEN

Una de las principales caracteristicas de los genomas procariotas es la proporcién
en que las bases Guanina-Citosina se utilizan en sus secuencias genomicas. Esto se
conoce como el contenido de GC gendmico y varia ampliamente, desde valores tan
pequefios de 13% hasta valores tan grandes de 74%. Diversos estudios en
microorganismos han demostrado que el contenido de GC gendmico influye en la
composicién de aminoéacidos de sus proteinas a nivel de su estructura primaria. Desde
Sueoka?!, se ha observado que el sesgo que impone el contenido de GC gendmico es
particularmente importante en la composicion de aminoacidos codificados por codones
altos y bajos en contenido de GC, como Ala, Gly y Pro, y como Lys, Asn e lle,
respectivamente. En nuestro estudio, ampliamos estos resultados considerando el efecto
del contenido de GC gendmico en las estructuras secundarias de las proteinas. El
presente estudio se realizé a través de un analisis bioinformatico cuyos resultados se
presentan y discuten en cuatro partes. Primero, a partir de un primer grupo de 192
procariotas con contenido de GC gendmico del 20% al 74% se observo la distribucion
filogenética, obteniendo caracteristicas propias de cada filo estudiado. Segundo, con los
genomas y proteomas del primer grupo de estudio, y basados en los parametros
conformacionales de Chou y Fasman?3, encontramos que la tendencia de un aminoéacido
a formar parte de una estructura secundaria de proteinas no es absoluto, sino que varia
segun el contenido de GC gendmico. Tercero, se identificd que la composicion de las
estructuras secundarias de los proteomas del primer grupo de estudio varia en relaciéon
con el contenido de GC gendmico; esto es, a medida que aumenta el contenido gendémico
de GC los lazos aumentan, mientras que las hélices alfa y las hojas beta disminuyen.
Cuarto, a partir de un segundo grupo de 1,544 procariotas se realiz6 un estudio donde
se impusieron criterios estrictos de agrupacién de proteinas ortélogas y descubrimos
gue, para algunos COGs el contenido de GC de los genes sesga la composicion de las

estructuras secundarias de las proteinas que codifican.
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ABSTRACT

One of the main characteristics of prokaryotic genomes is the ratio in which
Guanine-Cytosine bases are used in their genomic sequences. This is known as the
genomic GC content and varies widely, from values as small as 13% to values as large
as 74%. Several studies in microorganisms have demonstrated that the genomic GC
content influences the amino acid composition of their proteins at their primary structural
level. Since Sueoka?, it has been observed that the bias imposed by genomic GC content
is particularly important in the composition of amino acids encoded by codons high and
low in GC, such as Ala, Gly, and Pro, and such as Lys, Asn, and lle respectively. In our
study, we extend these results by considering the effect of the genomic GC content on
the secondary structure of proteins. The present study was conducted through a
bioinformatics analysis whose results are presented and discussed in four parts. First,
from the first group of 192 prokaryotes with a genomic GC content of 20 to 74%, the
phylogenetic distribution was observed, obtaining characteristics of each phylum studied.
Second, with the genomes and proteome of the first study group and based on studies of
Chou and Fasman's conformational parameters?3, we found that the tendency of an
amino acid to form part of a secondary structure of proteins is not absolute but varies
according to the genomic GC content. Third, it was identified that the composition of the
secondary structures of the proteomes of the first study group varies in relation to the
genomic GC content; that is, as the genomic GC content increases, coils increase, while
alpha-helices and beta-sheets decrease. Four, from a second group of 1,544 prokaryotes,
we did a study where were imposed strict criteria of orthologous protein clustering and
we found that, for some COGs the GC content of genes biases the composition of

secondary structures of the proteins for which they code.
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1. INTRODUCCION

El contenido de GC (composicion de Guanina-Citosina) es un parametro clave de
la variacion genémica en todos los organismos*. Es bien conocido que el contenido de
GC gendmico en procariotas varia marcadamente. Los estudios demuestran que la
variacion en el contenido de GC de los genomas de microorganismos actualmente

secuenciados va del 13% al 75%, aproximadamente®*,

Las causas de la gran diferencia en el contenido de GC gendmico de procariotas
alin no se conocen con certeza, pero se han correlacionado con el tamarfio del genoma’#,
el estilo de vida (simbiontes o de vida libre)®1°, los habitats ambientales (como ambientes
extremos)!~13, las condiciones ambientales (como temperatura y pH,)**5, la relacion

filogenética'®, la presién mutacional*’-1%, entre otras variables.

Ha sido ampliamente documentado que la variacion del contenido de GC
genomico es uno de los principales contribuyentes de la arquitectura proteémica en un
organismo®1229-23 ya que impacta directamente en los aminoacidos de sus proteinas a
nivel estructural primario. Los aminoé&cidos principalmente afectados son aquellos

codificados por codones altos y bajos en contenido de GC.

Un aspecto aun no considerado, y que es la base de este proyecto de
investigacion, es el estudio de la relacion de la variacion del contenido de GC gendmico
y la composicién de las estructuras secundarias de las proteinas.

Los aminodacidos tienden a ser parte de los diferentes elementos de estructuras
secundarias de las proteinas?*2°. Esto ha sido determinado en base a la frecuencia con
la que los aminoéacidos estan presentes en dichos elementos, siendo consistentes con
sus propiedades fisicoquimicas y confiriendo estabilidad?22¢. Dicha tendencia ha sido
establecida con valores numéricos conocidos como parametros conformacionales y
pueden usarse para clasificar a los aminoacidos como formadores, indiferentes e

interruptores de las estructuras secundarias de las proteinas?3.
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Nuestro estudio muestra por primera vez el impacto del contenido de GC
gendmico en las estructuras secundarias de las proteinas de organismos procariotas.

Los resultados se presentan y discuten en diferentes niveles:

e Taxondmico, analizando la distribucion del contenido de GC gendmico en

diferentes clados filogenéticos.

e Protedmico, evaluando el impacto del contenido de GC gendmico sobre la
tendencia de los aminoacidos a formar parte de los elementos de estructura

secundaria de las proteinas (pardmetros conformacionales);

e Protedmico, estimando el impacto del contenido de GC gendmico sobre las

frecuencias relativas de las estructuras secundarias de las proteinas;

e Evolutivo-funcional, analizando el efecto del contenido de GC de los genes
ortdlogos en las frecuencias relativas de las diferentes estructuras secundarias de

las proteinas a las que codifican.

2. ANTECEDENTES

Durante muchas décadas ha resultado atractivo conocer cémo la variaciéon en el
contenido de GC de los genomas de microorganismos impacta en las proteinas que
conforman al proteoma. En el presente proyecto mencionaremos los principales trabajos
gue se han realizado en relacion con el contenido de GC gendmico y la composicion de
las proteinas a nivel estructural primario, los problemas que han resuelto, sus

aportaciones, asi como la relacion que tiene con otras caracteristicas bioldgicas.

Otro tema que también se abordara es la estructura secundaria de las proteinas,

en la cual los aminoacidos forman a estos elementos. Detallaremos los principales

16



trabajos que han sido referencia en la descripcion de la preferencia de los aminoacidos

a formar parte de los diferentes tipos de estructuras secundarias de las proteinas.

2.1 Influencia del contenido de GC gendmico en el uso de codones

de los aminoacidos de las proteinas

Debido a que el cddigo genético es altamente degenerado?’?2, 18 de los 20
aminoécidos son codificados por mas de un codon. En consecuencia, hay aminoacidos
como Ala, Gly Pro y Arg que son codificados por codones altos en GC, mientras que
otros como Tyr, Lys, Ans e lle son codificados por codones altos en AT92L,

Es bien sabido que no todos los codones y aminoacidos son igualmente utilizados
por los organismos. Diversos estudios demuestran que existe una preferencia por el uso
de codones que se correlaciona linealmente con el contenido de GC gendmico a través
de los filos y con el contenido relativo de aminoacidos de sus correspondientes

proteomast316.29,

En relacion a lo anterior, para determinar el impacto de la variacion del contenido
de GC gendmico en el uso de codones de los aminoacidos®, se ha estudiado el
contenido de GC de cada posiciéon de los codones'®?°. Estudios previos demuestran
consistencia en el hecho de que GC de la tercera posicidon de un codon aminoacidico
incrementa rapidamente con el incremento del contenido de GC genomico. Esto es que
el GC de la tercera posicién del codén cambia mas rapido en comparacion con el GC de
la primera y segunda posicion del codén y no depende directamente del aminoacido que

codifical6:17.31,
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2.2 Estudios del sesgo del GC gendmico en la frecuencia de

aminoacidos de las proteinas a nivel estructural primario

El genoma y su contenido de GC ha sido centro de atencion para explicar la

influencia directa sobre el contenido de aminoacidos de las proteinas (proteoma) de

organismos representantes en los tres dominios de la vida: Bacteria, Arquea y

Eucariotal?. Ha sido ampliamente abordado que los aminoacidos con codones altos o

bajos en GC son mas sensibles a la variacion del contenido de GC genémico?'16:20.22.31,

La siguiente Tabla 1 clasifica a los 20 amino&cidos en tres grupos: con alto, neutro y bajo

contenido de GC en sus codones.

Tabla 1. Clasificacién de los aminoéacidos del Cédigo Genético con respecto al contenido de GC de

sus codones. Los aminoacidos (referidos en cédigo de tres letras), los codones y el contenido

de GC de los codones son clasificados en tres grupos.

Aminoacido Secuencia de codones %GC

lle ATT ATA ATC 11.1

S Asn AAT AAC 16.7

8 3 Lys AAA  AAG 16.7
S8 Tyr TAT  TAC 16.7
Ss Phe TTT  TTC 16.7
o Met ATG 33.3
Leu TTA  TIG CTT CTA CTC CTG 38.9

Ser TCT TCA TCC TCG AGT AGC 50.0

) Glu GAA  GAG 50.0
@3 Cys TGT TGC 50.0
S c Gln CAA CAG 50.0
53| T ACT ACA ACC ACG 50.0
©c Asp GAT  GAC 50.0
© His CAT  CAC 50.0
Val GTT GTA GTC GTG 50.0

° Trp TGG 66.7

§ G Arg AGA AGG CGT CGA CGC CGG 72.2
S 3 Pro CCT CCA CcCcC CCG 83.3
Ss Gly GGT GGA GGC GGG 83.3
o Ala GCT GCA GCC GCG 83.3

Los nucledtidos G y C son resaltados en rojo. El contenido de GC de los codones son expresados como
porcentaje en la Ultima columna. Los 20 aminoacidos estandar fueron clasificados segun el nimero de
nucleétidos G o C, dividido por el nUmero de nucleétidos en sus respectivos codones.
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Desde 1961 Sueoka fue pionero en realizar estudios sobre la influencia del GC a
partir de secuencias gendémicas en los aminoacidos. Sueoka encontrd una correlacion
positiva en algunos aminoacidos como Ala, Arg, Gly y Pro, y una correlacion negativa en
lle, Lys y Asn con respecto al incremento del contenido de GC genomico de los

organismos de estudio?.

Otro trabajo que ha validado el descubrimiento de Sueoka es el estudio de Lobry
en 1997. Este estudio se bas6é en ver como influia los diferentes contenidos de GC
genomico de 59 especies microbianas (bacterias y arqueas) en dos grupos de proteinas:
las proteinas integrales de membranas y las proteinas periféricas. Lobry encontro, en
ambos grupos de proteinas, que cuando el GC gendmico incrementaba, la frecuencia de
los aminoécidos Ala, Gly, Pro y Arg de los proteomas tendian a aumentar, mientras que

las de Tyr, Lys, Ans e lle tendian a disminuir?2.

El estudio de Singer y Hickey en el 2000 abarco diferentes contenidos de GC a
partir de secuencias gendémicas bacterianas, de levadura y de protozoarios y registro la
influencia que ejercia en la composiciéon de aminoacidos clasificados en dos grupos:
aquellos con codones ricos en GC (Gly, Ala, Arg, Pro) y con codones ricos en AT (Phe,
Tyr, Met, lle, Asn, Lys), encontrando que, a mayor contenido de GC gendmico la
presencia de aminoacidos con codones ricos en GC incrementaba, observando un

comportamiento contrario en el grupo con codones ricos en AT,

Otro estudio importante por mencionar es de Lightfield y colaboradores en el 2011.
Su grupo de estudio fueron especies representativas de cinco filos bacterianos con
diferente contenido de GC gendmico. Entre los resultados observados fue que, cuando
aumentaba el contenido de GC gendmico, aumentaba el uso de codones sinénimos de
un aminoacido que empiezan con G 6 C (e.g. Arg, es codificada con cuatro codones que
empiezan con C: CGU, CGC, CGA, CGG) y disminuia con aquellos que empiezan con A

(e.g. Arg, es codificada con dos codones que empiezan con A: AGA, AGG)?.
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2.3 Relacién del contenido de GC gendmico y la longitud del

genoma

Una caracteristica abordada en varios estudios, consecuente de la variacion del
contenido de GC gendmico, es el tamafio de genoma. El genoma procariota varia
considerablemente y puede ser tan pequefio®3? y simple como el genoma de 109
kilobases de Candidatus Nasuia deltocephalinicola®33, o tan grande y complejo como el

genoma de 16 megabases de Minicystis rosea®34.

Uno de los trabajos mas actualizados en estudiar la relacion del contenido de GC
genomico bacteriano con el tamafio del genoma y sus plasmidos fue el de Almpanis y
colaboradores, en el 2018. Ellos encontraron que los genomas mas largos tienden a
tener contenidos de GC mas grandes. Un patron similar adoptaban sus plasmidos:
plasmidos mas grandes tuvieron contenidos de GC mas grandes, ademas encontraron
una correlacion positiva entre el contenido de GC de los plasmidos y el contenido de GC

gendmico de su bacteria hospedera®.

2.4 Propuestas para explicar las variaciones en el contenido de GC

gendémico

Para explicar la variacion en el contenido de GC gendmico se han formulado
varias teorias e hipotesis que resultan importante de mencionar. Los factores que han
influenciado esta variacién han sido debatidos desde hace 60 afios*#8151835-39.40-42 | a5
principales teorias que se establecen son la teoria de mutacion direccional y la teoria de

la fuerza selectiva, las cuales se explicaran a continuacion.

La teoria de la presién de mutacion direccional, propuesta en 1962 por Sueoka,
se basa en que el efecto de la mutacidbn sobre el genoma no es azaroso y tiene
direccionalidad hacia el mas alto o el mas bajo contenido de GC del genoma. Esta teoria

también considera el aspecto filogenético explicando la amplia variaciéon en el contenido
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de GC gendmico entre diferentes bacterias y su pequefia heterogeneidad dentro de

especies bacterianas individuales'®38,

En contraste, la teoria de la fuerza selectiva nos habla del rol de la seleccion para
determinar la composicion GC del genoma. Debido a que los genomas bacterianos estan
compuestos principalmente por genes que codifican proteinas, la fuerza selectiva actia
sobre cada gen para aumentar su contenido de GC y asi influye acumulativamente en la

composicion general de bases genémicas®®.

En relacién a las teorias antes mencionadas, el trabajo de Wu y colaboradores?,
resume las siguientes hipotesis para explicar las variaciones del contenido de GC

gendémico en procariotas:

e De resistencia a UV: Alto contenido de GC gendémico ofrece una ventaja selectiva
a organismos que viven en ambientes que son susceptibles a la luz solar directa
e intensa*l. Ejemplos de estos organismos son representantes de los géneros

Actinoplanes, Cellulomonas, Streptomyces, Micromonospora, entre otros.

e De adaptacion térmica: Organismos termofilos demuestran una tendencia a tener
alto contenido de GC gendmico debido a que la termo-estabilidad y termo-labilidad
de los aminoécidos son reguladas por codones ricos y bajos en contenido de GC,

respectivamente’ 1. Thermus thermophilus como caso de estudio.

e De fijacion de Nitrogeno: Hay contenido de GC gendmico significativamente mas
alto en los miembros del género que fijan nitrdgeno que en aquellos que no tienen
la habilidad de fijarlo*2. Ejemplo de las bacterias fijadoras de nitrégeno con mas
alto GC gendmico son del género Aquaspirilum: A. fasciculus, A. itersonii, A.
magnetotacticum, A. peregrinum; como del género Vibrio: V. diazotrophicus, V.

natriegens, V, pelagius.

21



e De requerimiento de Oxigeno: Procariotas aerobios presentan un incremento
significativo en el contenido de GC gendmico en relacion con los organismos
anaerobios®’. Un ejemplo de ellos son las bacterias pertenecientes al género
Microbacterium: M. imperiale, M. lacticum y M. laevaniformans; del género
Micrococcus, Halobacterium, Aquaspirillum, entre otros.

e De la DNA polimerasa lll: La variacion del contenido de GC es gobernada por los
mecanismos de replicacion y reparacion del DNA. De acuerdo a la combinacion
dimérica de las subunidades alfa de la DNA pol 1ll, el contenido de GC de los
genomas de eubacterias son divididos en tres grupos con distinto espectro de
contenido de GC, dnaE1l (espectro completo), dnaE2/E1 (alto GC), y polC/dnaE3
(bajo GC)*25. Como caso de estudio, representantes del género Deinococcus y

Thermus fueron evaluadas.

2.5 Las proteinas y su segundo nivel de organizacion estructural

El conjunto de proteinas codificadas por el genoma constituye el proteoma de un
organismo. A su vez, las proteinas tienen organizacion de caracter jerarquizado:

estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria®3.

Desde 1951, Paulin y Corey (in Pirovano & Heringa, 2010) sugirieron la existencia
de conformaciones regulares dependientes de la secuencia de aminoacidos en las
proteinas?®. Sus estudios apuntaban a dos conformaciones particularmente estables que
dan lugar a patrones estructurales repetitivos: hélice alfa y hoja beta. Mas tarde, en
algunas partes de la proteina, aparecieron pliegues menos regulares. Esta tercera clase
de regiones menos estructuradas se conoce cominmente como lazo?>#*y junto con las
hélices alfa y hojas beta conforman a los elementos de estructura secundaria de una

proteina.

La importancia de los aminoacidos y su secuencia radica en que han sido la

esencia para predecir las estructuras secundarias de las proteinas?*, donde llegan a
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tener una eficiencia de hasta 80%. Del mismo modo, la distribucion de hélices alfa, hojas
beta y lazos han sido base en la estructura de las proteinas para clasificarlas segun la

forma y predecir posible funcion?®,

2.6 Aminoacidos formadores e interruptores de las estructuras

secundarias de las proteinas

Trabajos como el de Chou y Fasman, asi como el de Lewis son considerados
pioneros por determinar que los aminoacidos tienden a formar o interrumpir los diferentes

elementos de estructura secundaria en las proteinas?34°,

En 1974 Chou y Fasman observaron la frecuencia que ciertos aminoacidos tenian
con respecto a las hélices alfa, hojas beta, asi como de los lazos. Ellos encontraron que
hay aminoacidos formadores, indiferentes e interruptores y esto dependia del valor
conocido como Pardmetro Conformacional (PC)%3. Un ejemplo es el aminoacido Pro,
considerado un fuerte interruptor en hélices alfa (PC =0.59) y hojas beta (PC = 0.62), y

de alta ocurrencia en lazos (PC = 1.45).

Otro trabajo apoyado en las investigaciones de Chou y Fasman, fue el de Argos 'y
Palau. Este estudio habla, en términos porcentuales, de la composicion de los
aminoacidos en hélices alfa y hojas beta, ademas mencionan a los aminoacidos

encontrados en los lazos, previos y posteriores de tales estructuras?®.
Los parametros conformacionales de los aminoacidos han sido descritos e

idealizados como valores invariantes en todos los organismos. Ademas han sido

referidos en muchas estudios de prediccién de estructura secundaria de las proteinas?®.
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3. JUSTIFICACION

Nuestro estudio se centra en el andlisis de microorganismos debido a su
diversidad, abundancia y su enorme importancia basica y aplicada®®. La razén de
estudiar el contenido de GC gendmico en procariotas es por el tamafio pequefio de sus
genomas, amplia variacion del contenido de GC en genoma y el progresivo incremento
y accesibilidad de los genomas y proteomas. Adicionalmente, distintas bases de datos
se siguen enrigueciendo con una gran cantidad de informacién nucleotidica,
aminoacidica y estructural*’-%°, asi como han surgido varias herramientas de apoyo para

su analisis®9-53,

Un aspecto importante que nuestro proyecto trata, y del cual no hay precedente,
es la influencia del contenido de GC gendmico a nivel estructural secundario de las
proteinas. En este sentido, nuestros resultados aportan nuevas evidencias y robustecen
el hecho de que el contenido de GC gendmico es una caracteristica muy importante y
esencial de los organismos, ya que contribuye fuertemente en la arquitectura protedmica,
influyendo no solo en la estructura primaria (aminoacidos) sino en las estructuras

secundarias (hélice alfa, hoja beta y lazo) de las proteinas.

Por tanto, aun falta un largo camino para comprender la importancia de conocer
hasta donde el contenido de GC gendmico puede intervenir, y de qué forma, en ventajas
biolégicas y/o evolutivas es un camino largo por recorrer. Este proyecto de investigacion
avanzara una parte del camino, y al mismo tiempo, abrira paso a nuevas preguntas de

investigacion.
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4. HIPOTESIS

El contenido de GC gendmico de los organismos procariotas impone un sesgo en
los elementos de estructura secundaria de sus correspondientes proteinas. Este sesgo

se veré reflejado en:

i. Variacion en la tendencia de un aminoacido a formar parte de una

estructura secundaria;

ii. Cambios en los valores de los pardmetros conformacionales de

aminodcidos de las estructuras secundarias de las proteinas del proteoma;

iii.  Lacomposicion de los elementos de estructura secundaria de las proteinas

del proteoma: hélice alfa, hoja beta y lazo;

iv.  El contenido de las estructuras secundarias de las proteinas ortélogas.

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar, mediante un andlisis in silico, el posible sesgo que introduce el contenido
de GC genomico sobre las estructuras secundarias de las proteinas en bacterias y

arqueas.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar el contenido de GC genomico a partir de organismos cuya
secuencia gendmica haya sido totalmente secuenciada y sean representativos Unicos a

nivel filogenético de especie.
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b) Establecer la posible relacion del contenido de GC gendémico de los

organismos de estudio con su origen filogenético.

C) Analizar la frecuencia relativa de los aminoacidos en las estructuras
secundarias de las proteinas de los organismos de estudio en relacién con el contenido

de GC gendmico.

d) Determinar los parametros conformacionales de los aminoacidos de todas
las proteinas de los organismos de estudio en relacién con la variacion del contenido de

GC gendmico.

e) Evaluar la relacion de la frecuencia relativa de las estructuras secundarias
(hélice alfa, hoja beta y lazo) de las proteinas de los organismos de estudio con el

contenido de GC gendmico.

f) Generar grupos de proteinas ortélogas (COGs) de procariotas
representativos a nivel género y determinar la frecuencia relativa de las estructuras
secundarias (hélice alfa, hoja beta y lazo) de sus proteinas ortélogas en relacién con el
contenido de GC de los genes que las codifican.

0) Identificar qué partes de las estructuras secundarias de las proteinas de

cada COG son las mas afectadas por el contenido de GC de los genes que las codifican.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Grupo de datos gendmicos y protedGmicos

Los datos de secuencias gendmicas y protedmicas se dividen en dos grandes

grupos de estudio:

El primero consiste en un conjunto de 4,655 especies procariotas no redundantes
extraidas de la base de datos KEGG GENOME en mayo de 2022 (Anexo 1). Para
evitar la sobrerrepresentacién de un contenido de GC dado, se seleccionaron un
total de 192 organismos con contenidos de GC gendmico que fueran lo mas
diferente posible, oscilando entre el 20% a 74% y abarcé los dominios Bacteria y
Arquea. La secuencia de aminodacidos, usados para el estudio de estructuras
secundarias de las proteinas de los organismos seleccionados, también se obtuvo

de la misma base de datos.

El segundo grupo fue usado para nuestro analisis de proteinas ortélogas. Un
conjunto de 1,544 procariotas representativos no redundantes a nivel género
también fue obtenido de la base de KEGG GENOME. Asimismo, este segundo
grupo fue caracterizado en términos de su contenido de GC y la estructura

secundaria de sus proteinas.

6.2 Clasificacion taxondmica

La asignacion taxonomica de nuestros grupos de organismos de estudio fue

llevada a cabo de acuerdo con la base de datos KEGG GENOME>

(https://www.genome.jp/kegg/genome/).
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6.3 Evaluacion del contenido de GC gendémico

El proposito de este estudio es el analisis de las estructuras primarias y
secundarias de las proteinas en relacion con el contenido de GC del genoma en el que
estan codificadas. Teniendo en cuenta eso, para las evaluaciones del contenido de GC
genomico solo se consideraron las regiones gendmicas correspondientes a los genes
gue codifican proteinas. Las coordenadas gendmicas de los genes que codifican
proteinas se tomaron de la base de datos KEGG GENES*
(https://www.genome.jp/kegg/genes.html).

Se calculé el contenido de GC gendmico de la region codificante para cada uno

de los 192 organismos seleccionados usando la siguiente formula:

GC
GCG _ ZgEP(G) (g)
ZgEG |g|

donde G es el genoma de interés, P(G) son los genes que codifican proteinas de G (el
proteoma de G), g es un gen dado que codifica a una proteina, |g| es su longitud, y GC(g)

es el numero de nucleétidos G o C en g.

6.4 Clasificacion de los aminoacidos de acuerdo con el contenido de

GC de sus codones

Se clasificaron los 20 aminoacidos del Cédigo Genético segun el contenido de GC
de sus codones en tres grupos (Tabla 1). El primer grupo tiene 5 aminoéacidos con alto
contenido de GC en sus codones: Ala, Gly, Pro, Arg y Trp; el segundo tiene 8
aminoéacidos con contenido neutro de GC en sus codones: Val, His, Asp, Thr, GIn, Cys,
Glu y Ser; y el tercer grupo tiene 7 aminoacidos con bajo contenido de GC en sus

codones: Leu, Met, Phe, Tyr, Lys, Asn e lle.
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6.5 Evaluaciéon de la frecuencia de aminoacidos en los proteomas

Para cada proteoma de nuestros 192 organismos de estudio se evalud la

frecuencia relativa de cada uno de los 20 aminoé&cidos usando la siguiente férmula:

¢ _ Zper@ p(ad)|
P(@| 7

aa

donde G es el genoma de interés, P(G) es su proteoma, aa es un aminoacido dado, p es
una proteina, |p(aa)| es el nimero de veces que el aminoécido aa aparece en la proteina

p, Y |P(G)| es el numero total de aminoacidos en el proteoma P de G.

6.6 Prediccion de las estructuras secundarias de las proteinas

Los elementos de estructura secundaria de las proteinas, hélices alfa, hojas beta
y lazos, se predijo usando PSSPRED®® version 4
(https://seg2fun.dcmb.med.umich.edu//PSSpred/).

6.7 Evaluacion de la frecuencia de aminoacidos en las estructuras

secundarias de los proteomas

Se analiz6 el contenido de los aminoacidos en las diferentes estructuras
secundarias de las proteinas de nuestro primer grupo de estudio, compuesto por 192

procariotas, usando las siguientes férmulas:

¢ _ Zper |a(p,aa)]
“ Yper la®@)]

¢ _ Zper@ |B(p,ad)]
ad, =
P Yper 1B
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¢ _ Zper@) Y (p,aa)l
Vo Yper) lY(®) |

donde G es el genoma de interés, P(G) su proteoma, aa es un aminoacido dado, p es
una proteina, |ss(p,aa)| es el numero de veces que aa aparece en la estructura
secundaria ss (puede ser a: hélice alfa, B8: hoja beta o y: lazo) en una proteina p, y [ss(p)|

es la longitud de la estructura secundaria ss en la proteina p.

6.8 Analisis del efecto del sesgo del contenido de GC gendmico en
los parametros conformacionales de los aminoacidos en la

estructura secundaria de las proteinas

Para cada una de las 192 secuencias protedmicas consideradas en el primer
grupo de estudio, se evaluaron los parametros conformacionales de los aminoacidos
para las estructuras secundarias usando el procedimiento original descrito por Chou y
Fasman?. Es importante describir dos variables. La primera es la frecuencia de cada
residuo de aminod&cido presente en las estructuras secundarias (hélice alfas, hoja beta y

lazos) en relacion con la frecuencia de tales aminoacidos en el proteoma:

ZpEP(G)lSS(p: aa)|
Yper(c) Ip(aa)|

aa —
Fss* =

donde G es el genoma de interés, P(G) es su proteoma, aa es un aminoacido dado, p es
una proteina, |ss(p,aa)] es el nUmero de veces que aa aparece en la estructura
secundaria ss (puede ser a: alfa-hélice, B: hoja beta 6 y: lazo) en una proteina p, y |p(aa)|

es el numero de veces que aa aparece en la proteina p.
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La segunda variable es la frecuencia relativa de los aminoacidos por cada estructura
secundaria (hélice alfa, beta plagada y lazo) con relacion al niumero de aminoacidos en
el proteoma:

o Dperolss@)l
SSs — |P(G)| )

donde G es el genoma de interés, P(G) es su proteoma, |P(G)| es su longitud, p es una
proteina, y |ss(p)| es la longitud de la estructura secundaria ss (puede ser a: alfa-hélice,

B: hoja beta 6 y: lazo) en la proteina p.

Los pardmetros conformacionales (PC) fueron obtenidos cuando F3¢ es dividido por Fg

como se ve la siguiente formula:

aa
_ B

PC = .
Fss

Los valores asi obtenidos fueron graficados con respecto al contenido de GC de

sus correspondientes secuencias genomicas.

6.9 Evaluacion de las frecuencias de estructuras secundarias de los

proteomas

Las frecuencias en las que los diferentes elementos de estructura secundaria,
hélices alfa, hojas beta o lazos, representados en los proteomas fueron evaluados

usando las siguientes férmulas, respectivamente:

ZpEP(G) |(Z(p)|

G —
Al =="pr
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G _ ZpeP(G) |ﬁ(p)|

Beta )
|P(G)|

Coil6 = Yper) Y (D)
PG|

donde G es el genoma de interés, P(G) es su proteoma, |P(G)| es el nimero total de
aminoacidos en el proteoma, p es una proteina dada del proteoma P(G), a(p) es el
namero de aminoacidos encontrados en hélices alfa, B(p) es el nUmero de aminoacidos

en hojas beta y y(p) es el numero de aminoacidos que forman parte de los lazos.
6.10 Agrupacion de proteinas en COGs

A partir de la base de datos KEGG GENOME®4, un conjunto de 1,544 procariotas
representativo a nivel género fue elegido como el segundo grupo de estudio. Las
proteinas de este conjunto de organismos fueron agrupadas en COGs (Clusters of
Orthologous Genes)®® mediante un andlisis computacional de un algoritmo de cuatro

pasos:

e Primero, para un COG dado en la base de datos COG de NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/research/cog), se obtuvieron todas las proteinas

correspondientes.

e Segundo, para cada conjunto de grupos COG, se alinearon las proteinas usando
el programa MUSCLE®’.

e Tercero, para cada COG, un modelo oculto de Markov (HMM) fue construido

usando el programa de hmmerbuild del paguete HMMER®S,
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Cuarto, usando las matrices generadas con HMM para cada COG, se evaluaron
todas las secuencias de proteinas en nuestro grupo de organismos para identificar

los dominios de proteinas que mejor corresponden al modelo.

6.11 Seleccion de secuencias de proteinas representativas por COGs

En el grupo de investigacién del Dr. Merino se cuenta con una asignacion de

COGs hecha con modelos ocultos de Markov (HMM), descritos en el punto 6.10 de esta

seccion. Para seleccionar las secuencias de proteinas ortdlogas que mejor representaran

a cada COG, se obtuvo la distribucién de las longitudes de las proteinas perteneciente a

cada COG vy fueron evaluadas la media y la desviacién estandar. Los criterios son

descritos a continuacion:

Como primer criterio para considerar a una proteina como representante de un
COG para el analisis de estructura secundaria, solo se incluyé aquellas proteinas
cuyas longitudes estuvieran ubicadas a no mas de una desviacion estandar a

partir de la media de la distribucion de longitud correspondiente.

Para el segundo criterio de inclusion, se evalud la distribucion de las longitudes
de los dominios COG identificados en las proteinas utilizando los
correspondientes modelos ocultos de Markov (HMM) para cada COG. Aqui solo
se incluyeron aquellas proteinas cuyas secuencias tuvieran una cobertura de al

menos el 80% del valor promedio de la longitud del dominio COG.

La primera condicion fue usada para excluir proteinas multidominio con regiones

grandes de secuencia que no estuvieran asociadas con el COG a analizar y la segunda

condicion fue usada para descartar proteinas con dominios COG parciales.
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6.12 Evaluacion de las frecuencias de las estructuras secundarias de

las proteinas COG

La estructura secundaria de las proteinas de los COG se predijo utilizando
PSSPRED®® version 4. Con estos datos, se calculd la frecuencia de las estructuras
secundarias: hélices alfa, hojas beta y lazos para cada uno de los 4,511 COGs de nuestro

estudio, utilizando las siguientes férmulas:

la(p)]
COGY = ,
* Ipl
1B(p)]
COGP = ——,
g Ipl
ly(p)l
COGy = ———,
Ip|

donde p es una proteina dada, |p| es la longitud de la secuencia de la proteina, y |ss(p)|
es el numero de aminoacidos predichos a estar presentes en una de las tres principales

estructuras secundarias de proteinas (a: hélice alfa, 8: hoja beta, y: lazos).

6.13 Alineamientos multiples de los elementos de estructura
secundaria de proteinas ortologas

Las estructuras secundarias de las proteinas se representaron como un codigo de
tres letras, H, E y C para representar los elementos de hélice alfa, hoja beta y lazo,
respectivamente. Los elementos de la estructura secundaria de cada COG fueron
alineados usando el programa MUSCLE®’.
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6.14 Lenguaje de programacion usados

El pipeline generado para acceder y procesar los datos de la base de datos KEGG

y los resultados obtenidos por el programa PSSPRED®® fueron escritos en Perl, Python

3 y Ry estan disponibles en https://biocomputo.ibt.unam.mx/gcto2d/programs/. Para el
andlisis de los datos se usaron las paqueterias Pandas®® y Numpy®® de Python 3, para

el andlisis estadistico se uso format.value de la paqueteria base de R.

En el laboratorio del Dr. Merino se desarroll6 el servicio web GCto2D
(https://biocomputo.ibt.unam.mx/gcto2d/) para poner a disposiciéon de la comunidad

cientifica nuestros resultados sobre el efecto del contenido de GC de los genes en las
estructuras secundarias de las proteinas ortologas. La pagina web GCto2D fue
desarrollada usando HTML5/CSS como interfaz y se complement6 con una combinacion
de vanilla JavaScript, PHP, Perl y MySQL para el backend y asi garantizar una
interaccion rapida con los navegadores web modernos. El servicio de implementacion

esta alojado en una instancia del servidor Apache HTTPD v2.4.

7. RESULTADOS

7.1 Diversidad del contenido de GC gendmico a través de filos

procariotas

A partir del primer grupo de estudio, el cual estaba conformado por 4,655
secuencias genémicas no redundantes de especies procariotas, se seleccionaron 192
basadas en su contenido de GC gendmico, de las cuales 178 secuencias corresponden
a bacterias y 14 a arqueas. El rango del contenido de GC gendmico de estos organismos
de estudio fue amplio, del 20 al 74% (Fig 1).

Los valores del contenido de GC gendmico de nuestros 192 organismos de

estudio fueron agrupados en 32 filos, de los cuales 28 eran de bacteria y solo 4 de

35


https://biocomputo.ibt.unam.mx/gcto2d/programs/
https://biocomputo.ibt.unam.mx/gcto2d/

arqueas (Tabla S1). En la Fig 1 se pueden observar claras tendencias especificas para

algunos filos:

Actinobacteria fue el filo con contenido de GC gendmico mas alto, con una media
de 70.42%, con miembros como Cellulomonas fimi ATCC 484 presentando el
valor de contenido de GC de 74.6%. Acidobacteria también presenté un contenido

de GC alto, con una media de 62.64% entre sus miembros.

Fusobacteria y Tenericutes fueron los filos que presentaron valores con bajo
contenido de GC gendmico, con una media de 29.69% y 26.64%,

respectivamente.

El filo Proteobacteria merece una mencion especial debido a que cuenta con el
namero mas grande de organismos representativos secuenciados y con el rango
del contenido de GC genémico mas amplio. Se observo variacion en la media del
contenido de GC gendmico entre las principales cuatro clases de Proteobacteria:
Alpha, Beta, Delta y Gamma con valores de 54.41%, 58.67%, 57.37% y 45.53%,

respectivamente.
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Figura 1. Distribucion del contenido de GC gendmico de 192 procariotas de estudio. Los boxplots
muestran los resultados de 12 filos con al menos tres organismos con respecto a su contenido de GC
genomico. El primer boxplot corresponde a los valores de contenido de GC genémico de todos los
microorganismos de estudio, que van del 20 al 74%. Los boxplots fueron ordenados de mayor a menor de
acuerdo con los valores de contenido de GC genémico del primer cuartil.
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7.2 El contenido de GC genomico impone un sesgo en la frecuencia
de aminoacidos del proteoma y las estructuras secundarias de

sus proteinas

Debido a los diferentes contenidos de GC de los codones utilizados para codificar
cada uno de los 20 aminoacidos, se ha documentado ampliamente que las frecuencias
relativas de los aminoacidos de los proteomas varian a medida que fluctia el contenido

de GC genémico?!16:19-22,

Diversos estudios han agrupado a los aminoacidos segun el contenido de GC de
los codones que los codifican y fueron analizadas sus frecuencias en los proteomas con
respecto al GC gen6émicot®192022 Es decir, con el incremento del contenido de GC

genomico, la composicion de los aminoacidos codificados por codones con alto
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contenido de GC tendieron a incrementar (Ala, Gly y Pro), mientras que aquellos

codificados por codones con bajo contenido de GC tendieron a disminuir (Lys, Ans e lle).

En el presente estudio se categorizé a los aminoacidos en tres grupos: aquellos
codificados por codones con contenido de GC alto, neutro y bajo (Tabla 1) y se realizé
un estudio similar a los mencionados anteriormente utilizando un conjunto de 192
genomas procariotas, obteniendo resultados concordantes (Fig 2a, c, e y Fig S1). Para
la mayoria de los aminoacidos, se observé una relacion lineal entre el contenido de GC
de sus codones y las frecuencias relativas con la cual son encontradas en los proteomas,
mientras que algunos otros, tal como GIn y Met, los modelos de regresion polinomial mas

complejos se ajustan mejor a la curva (Fig S1 h.1, m.1, respectivamente).

En las graficas de lado izquierdo de la Fig 2, la relacién de la frecuencia de cada
uno de los 20 aminoacidos, con respecto al contenido de GC gendmico de 192

procariotas, mostro lo siguiente:

e Una regresion lineal con pendiente positiva (Fig 2a y Fig S1 a.1 - d.1, Tabla S2)
para los aminoacidos codificados por codones ricos en contenido de GC (Ala, Gly,
Pro, Argy Trp; Tabla 1).

e Los aminoacidos codificados por codones neutros en contenido de GC (His, Asp,
Thr, Cys, Glu y Ser; Tabla 1) parecen no estar afectados de manera importante

por el contenido de GC gendmico (Fig 2cy Fig S1f.1-g.1,i.1 — k.1, Tabla S2).

e Unaregresion lineal con pendiente negativa (Fig 2e y S1 n.1 —qg.1, Tabla S2) para
los aminoacidos codificados por codones bajo en contenido de GC (Phe, Tyr, Lys,
Asn e lle; Tabla 1).

Cabe sefalar que Val y Leu presentan un comportamiento inusual en sus
pendientes con respecto al grupo de aminoacidos al que pertenecen. Esto es, Val

(aminoacido con codones neutros en contenido de GC) presenta una correlacion positiva
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con respecto al incremento del contenido de GC genomico (Fig S1 e.1 y Tabla S2),
mientras que Leu (aminoacido con codones bajos en contenido de GC) también presenta

tendencia positiva (Fig S1 1.1 y Tabla S2).

Otro punto importante por mencionar es que debido a las propiedades
fisicoguimicas de los aminoacidos, estos presentan tendencias especificas que
previenen (interruptores), contribuyen (formadores) o tienen un efecto neutral
(indiferentes) en la formacién de las estructuras secundarias de las proteinas®3244561,
En este sentido, repetimos el analisis descrito anteriormente para las secuencias del
proteoma, pero consideramos de forma independiente los aminoacidos presentes en los
elementos de estructuras secundarias. Este analisis se muestra como gréficas de la Fig
2b, d, fy Fig S1 a.2 — q.2, ademés se reportaron los datos de regresion lineal como Tabla
S3.
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Figura 2. Efecto del sesgo del contenido de GC gen6mico sobre las frecuencias de los aminoacidos
en el proteomay las estructuras secundarias de proteinas. Las gréficas representan a las frecuencias
relativas de los aminoacidos en los proteomas (a, c, €) 0 en las estructuras secundarias de las proteinas
(b, d, f) de 192 procariotas. Los amino&cidos de las figuras fueron elegidos considerando sus tendencias
a ser parte de cada una de las estructuras secundarias de las proteinas (b, formador fuerte en hélices alfa;
d, indiferente en las tres estructuras secundarias; f, formador fuerte en hojas beta) o considerando el
contenido de GC de los codones por los que estan codificados (a, ¢, e, aminoacidos con codones alto,
neutro y bajo contenido de GC, respectivamente). Como referencia, las lineas de regresion de la frecuencia
de aminoacidos obtenidas en el andlisis del proteoma son mostradas en morado (b, d, f). Los parametros
conformacionales de los aminoéacidos descritos por Chou y Fasman?2 son mostrados en la parte superior
de cada gréfica.

En la Fig 2b, d, f se muestran tres ejemplos de la relacion entre la frecuencia de
un amino&cido en una estructura secundaria en especifico con respecto al contenido de
GC genodmico de nuestros 192 procariotas de estudio y observamos tres principales

caracteristicas:

e Los aminoacidos que tienden a contribuir a la formacién (formadores) de una
estructura secundaria especifica de las proteinas presentaron valores de
pendiente méas altos que la pendiente de la linea de regresion del proteoma.

e Por otro lado, los aminoacidos que tienden a prevenir (interruptores) la formacion
de estructuras secundarias de las proteinas presentan valores de pendiente mas

bajos con respecto a la pendiente de la linea de regresion del proteoma.
e Adicionalmente, aquellos aminoacidos con un efecto neutral (indiferentes) en la
formacion de las estructuras secundarias presentaron valores de pendientes de

linea de regresioén similares a los obtenidos en el andlisis del proteoma completo.
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Un ejemplo representativo de la explicacion anterior es el caso del aminoacido
Ala, donde la pendiente mas alta de la linea de regresion se presenta en la estructura
secundaria hélice alfa (linea roja, Fig 2b), quedando por arriba de la pendiente de linea
de regresion obtenida por el proteoma (linea morada, Fig 2b). Esto es indicativo de la
preferencia de este aminoacido por encontrarse en este tipo de estructura secundaria,
mientras que las pendientes mas pequefas para hoja beta y lazo (lineas verde y azul,
respectivamente, Fig 2b) indican la baja propensién de Ala a formar parte de las

estructuras secundarias antes mencionadas.

7.3 Analisis del efecto del sesgo del contenido de GC gendmico en
los parametros conformacionales de los aminoacidos en la

estructura secundaria de proteinas

Las tendencias de los amino&cidos a formar parte de una estructura secundaria
especifica han sido caracterizadas desde 1974 por Chou y Fasman y se expresan como
parametros conformacionales (PC), estos son valores asignados que van de 0 a 223, En

tales estudios, los PC fueron evaluados considerando dos variables:

e Las frecuencias de cada uno de los aminoacidos presentes en las hélices alfa,
hojas beta y lazos en relacion con las frecuencias de dichos aminoacidos en el

proteoma.

e Las frecuencias relativas de los aminoacidos para cada estructura secundaria en

relacion con el numero de aminoacidos en el proteoma.

Cabe destacar que el numero de proteinas utilizadas en el estudio pionero de
Chou y Fasman? fue de solo 15. A diferencia del estudio mencionado, en el presente
estudio, actualizamos estos valores conformacionales considerando las secuencias de
aminoacidos de 192 proteomas completos que se seleccionaron en funcién del contenido
de GC de sus secuencias gendmicas correspondientes. Inesperadamente, observamos

gue los valores conformacionales de algunos aminoacidos no eran constantes. Es decir,
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nuestros PC calculados presentaron variaciones pequefas, pero estadisticamente

significativas en funcion de los valores de contenido de GC gendmico (Fig 3).
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Figura 3. Efecto del contenido de GC gendmico sobre los valores de los parametros
conformacionales de aminoacidos. Los valores de PC para Gly, Pro, Tyr, lle y Ser en hélices alfa
(circulos rojos), hoja beta (circulos verdes) y lazos (circulos azules) fueron evaluados en funcion del
contenido de GC gendmico. Las lineas de regresién de las estructuras secundarias estan representadas
por lineas continuas, mientras que los valores de PC reportados por Chou y Fasman?? estan representados
por lineas punteadas.
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De acuerdo con los resultados obtenidos en nuestro estudio, los aminoacidos
cuyos valores de PC que presentan mayor diferencia significativa a medida que varia el
contenido de GC genomico son: Gly y Pro encontrados en lazos (Fig 3a-b,
respectivamente); Tyr, lle, Ala, Asn y Leu en hojas beta (Fig 3c-d y Fig S2 a-c,
respectivamente); y Ser en hélices alfa (Fig 3e). El resto de las figuras de aminoacidos
se muestran en la Fig S2, y los datos de regresion lineal de todos los aminoacidos se

presentan en la Tabla S4.

7.4 Elcontenido de GC genémico de organismos procariotas impone un sesgo

en las frecuencias de estructuras secundarias de los proteomas

Considerando que el contenido de GC gendmico en 192 procariotas: (a) puede
variar de manera importante de acuerdo con la filogenia de los organismos (Fig 1), (b)
afecta las frecuencias totales de los aminoacidos de los proteomas y en sus
correspondientes estructuras secundarias (Fig 2), y (c) impone un sesgo en los
parametros conformacionales de aminodacidos (Fig 3). Aqui analizamos si las frecuencias
totales de cada estructura secundaria de las proteinas en los proteomas varian en

funcion del contenido de GC de los genomas por los que estan codificados (Fig 4).

Nuestros resultados indican que la composicion de estructuras secundarias de los
proteomas no es universal, sino que presenta variaciones que se correlacionan con el
contenido de GC gendmico. A medida que aumenta el contenido de GC de los genomas,
las frecuencias relativas de los lazos tienden a aumentar, mientras que las frecuencias
relativas de las hélices alfa y las hojas beta tienden a disminuir (Fig 4, los datos de

regresion lineal en Tabla S5).
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Figura 4. Frecuencia relativa de las estructuras secundarias de los proteomas en funcion del
contenido de GC gendmico. Las frecuencias relativas de las estructuras secundarias: hélice alfa, hoja
beta y lazo en nuestros organismos de estudio fueron evaluadas y graficadas con respecto a su
correspondiente contenido de GC gendmico. Se obtuvo una regresion lineal para cada uno de los
elementos de estructura secundaria. El valor de la pendiente (m) para cada regresion lineal se indica en
parte superior de la figura.
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7.5 EIl contenido de GC de los genes impone un sesgo en las
estructuras secundarias de algunas familias de proteinas
ortélogas (COGSs)

Los cambios pequefios, pero estadisticamente significativos en la frecuencia
relativa de las estructuras secundarias de los proteomas en funcién del contenido de GC
genomico, identificado y mostrado en la Fig 4, pueden explicarse por al menos tres

razones diferentes:

a. Por la presencia de diferentes proteinas en los proteomas;

b. Por un cambio en las frecuencias relativas de las estructuras secundarias en

proteinas ortélogas; o

c. Por una combinacién de las posibilidades anteriores.

Con el fin de determinar cual de estas posibilidades (a., b., 6 c.) es la mas
acertada, repetimos nuestro andlisis del efecto de sesgo del contenido de GC en la
estructura secundaria de las proteinas considerando diferentes conjuntos de genes
ortdlogos. Para tener mas confianza en nuestros analisis, ampliamos el conjunto inicial
de organismos de referencia para incluir 1,544 procariotas representativas a nivel de

género.

En este nuevo andlisis, las proteinas ortélogas se agruparon teniendo en cuenta
la clasificacion de la base de datos COG®®. Para garantizar que las comparaciones entre
proteinas se restringieran principalmente a dominios homoélogos, utilizamos criterios de
inclusién estrictos para la seleccion de proteinas en los grupos COG (Materiales y
Métodos).

Las graficas del contenido de GC de genes ortélogos contra las frecuencias

relativas de sus estructuras secundarias revelaron que, para la mayoria de los COGs, no
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hubo una variacion significativa en las estructuras secundarias, tal como se muestra en
el COGO0002 (Fig. 5a, los datos de regresion lineal en la Tabla S6).

En contraste con el resultado anterior, nuestro estudio también mostré que casi el
5% de las secuencias COG analizadas presentaban variaciones pequefas, pero
estadisticamente significativas, en las estructuras secundarias de sus proteinas a medida
gue variaba el contenido de GC de sus genes correspondientes. Un ejemplo de este tipo
se presenta en el COG3228 (Fig 5b y los datos de regresion lineal en la Tabla S6).

C0G0002 COG3228

65 o Alpha% o Beta% o Coll% 65 o Alpha% oBeta% o Coll%

()
-
S

55

45

35

25

%Estructuras secundarias
%Estructuras secundarias

16 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 15 20

%GC de genes %GC de genes

Figura 5. Regresidn lineal comparativa entre COGs, sin y con sesgo impuesto por el contenido de
GC de sus respectivos genes. a) COG0002: Acetilglutamato semialdehido deshidrogenasa y b)
C0OG3228: Proteina no caracterizada conservada en bacterias. Las lineas de regresiéon para cada

estructura secundaria se muestran como lineas soélidas.

Ademas de los resultados presentados en la Fig 5, representamos las hélices alfa,
las hojas beta y los lazos con las letras H, E y C, respectivamente, y realizamos
alineamientos multiples de las estructuras secundarias de las proteinas ortdlogas. Esto
se hizo con el motivo de observar qué parte de la secuencia de proteinas ortélogas es

mayormente sesgado por el contenido de GC de los genes que las codifican.
Las secuencias alineadas muestran una conservacion significativa de la

estructura secundaria en la mayoria de los grupos de proteinas ortélogas (COGSs), este

efecto es independiente de las importantes diferencias en los contenidos de GC de sus
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respectivos genes que codifican proteinas, como se observa en los alineamientos

multiples de las estructuras secundarias del COG0002 (Fig S3).

Por otro lado, también mostramos los alineamientos multiples de secuencias del
COG3228 como un ejemplo de proteinas ortélogas que presentd variaciones en sus
estructuras secundarias a medida que variaba el contenido de GC de sus genes (Fig S4).
Para este tipo de COGs, observamos que los extremos amino- y carboxi- terminal de sus
proteinas son las regiones mas propensas a variaciones en la longitud y composicion de

sSus estructuras secundarias.

El conjunto completo de gréaficos para todos los COGs analizados y sus
alineamientos multiples de estructura secundaria de proteinas, estan disponibles en

nuestro servidor web GCto2D (https://biocomputo.ibt.unam.mx/qcto2d/).

8. CONCLUSIONES

Una de las principales caracteristicas de los genomas de los organismos
procariotas es la gran variacion en la frecuencia con la que se utilizan las bases Guanina-
Citosina (GC) en sus secuencias de DNA gendmico. Estudios pioneros han demostrado
el impacto del contenido de GC gendémico en la distribucién filogenética y en la frecuencia

relativa de aminoéacidos en los proteomas de los organismos?!16:19-22,

Como primer punto, nuestro trabajo enriquecié estudios sobre la variacién del
contenido de GC gendmico a través de diferentes filos procariotas, usando bases de
datos actualizadas. Se observo que algunos filos no solo comparten un origen evolutivo,
sino que estan compuestos por microorganismos con caracteristicas en comun como el

contenido de GC gendmico, como es el caso de las Actinobacterias y Tenericutes.

Después de varias décadas de los primeros informes, el presente estudio da un
paso mas y analiza el efecto del contenido gendmico de GC en la estructura secundaria

de las proteinas. Como segundo punto demostramos, a través de un estudio
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bioinformético, que la tendencia de un aminoacido a formar parte de una estructura
secundaria varia en funcion del contenido de GC gendémico. Ademas, como tercer punto,
nuestro estudio muestra que los parametros conformacionales de los aminoacidos en las
estructuras secundarias de las proteinas: hélices alfa, hojas beta y lazos, no son
constantes como se esperaba en un principio, sino que presentan variaciones

estadisticamente significativas segun el contenido de GC gendmico.

Dado lo encontrado en el péarrafo anterior, podemos decir que los parametros
conformacionales de Chou y Fasman han sido la referencia fundamental en cientos de
estudios para predecir las estructuras secundarias de las proteinas. Sin embargo, estos
parametros conformacionales pueden ser visto faltos de rigurosidad al no tomar en
cuenta otras caracteristicas importantes como la composicion total de proteinas

(proteoma) y la influencia de su contenido de GC gendmico de un organismo.

Adicionalmente, como punto cuatro, encontramos que la composicion de las
estructuras secundarias de los proteomas varia en relacion con el contenido de GC
gendmico: los lazos aumentan a medida que aumenta el contenido de GC gendmico,
mientras que las hélices alfa y las hojas beta presentan una relacion inversa. Con
respecto a que los lazos de las proteinas aumentan al incrementar el contenido de GC
genomico, se espera que las proteinas serdn mas propensas a tener regiones 0

proteinas intrinsecamente desordenadas (IDR o IDP, respectivamente).

Finalmente, como quinto punto, descubrimos que para la mayoria de los grupos
de proteinas ortologas la composicion de estructuras secundarias parece mayormente
invariante a pesar de que el contenido de GC de los genes que las codifican presenten
variaciones. No obstante, identificamos que para algunos grupos particulares de
proteinas ortélogas, el contenido de GC de los genes impone un sesgo en la composicion

de las estructuras secundarias de las proteinas que codifican.
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9. PERSPECTIVAS

Recapitulando, el contenido de GC gendmico es una caracteristica biolégica
importante en todos los organismos, capaz de influenciar en rasgos esenciales como lo
es el tamafio del genoma, los elementos genéticos (plasmidos), la relacién filogenética,
la adaptacion a un ambiente, la composicion de la estructura primaria y secundaria de
las proteinas (nuestro proyecto), entre otras. De aqui se deriva la relevancia de seguir
incrementando el conocimiento del efecto del contenido de GC gendémico en otras
propuestas abordando diferentes niveles estructurales de las proteinas.

Nuestro estudio del efecto del contenido de GC gendmico puede ser
complementado con un arbol filogenético que muestre los ambientes de los cuales
provienen los organismos de estudio, el estilo de vida al que pertenecen, el tamafio del
genoma y otras caracteristicas distintivas. Ademas, ya que se cuenta con la prediccion
de estructuras secundarias, el contenido de GC gendmico también puede ser extendido

analizando el uso coddnico de los aminoacidos de los procariotas de estudio.

Apoyandonos de la premisa de que el GC gendmico impacta en una minoria de
grupos de proteinas ortdlogas, nuestro trabajo puede ampliarse, de manera que se
estudie el contenido de GC y el posible impacto en los elementos del pangenoma: genes

nucleo, genes dispensables y genes (inicos®?.

Otra manera que puede ser abordado el estudio del GC gendémico es utilizando
herramientas de prediccion estructural de proteinas (como AlphaFold®3). De esta manera
se visualizaria mejor qué partes de las proteinas, hablando en términos de estructura

primaria y secundaria, se ve principalmente afectado por el contenido de GC gendémico.
Finalmente, nuestro trabajo al estudiar el sesgo del GC gendmico en las

estructuras secundarias de las proteinas, abre la posibilidad de abarcar nuevas

preguntas de investigacion en los niveles superiores de organizacion de las proteinas:
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estructura terciaria (influencia en zonas internas y externas) y cuaternaria (influencia en

monomeros y zonas de contacto entre monémeros).
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11. MATERIAL COMPLEMENTARIO

Tablas Complementarias

Tabla S1. Clasificacion taxondmica de 192 procariotas con su contenido de GC gendmico. El

dominio, filo y especie es mostrado en la primera, segunda y tercera columna, respectivamente. El ID

KEGG es encontrado en la cuarta columna. Los organismos de estudio estan en orden ascendente con

respecto al contenido de GC gendmico (quinta columna).

Dominio Filo Especie ID_KEGG | %GC genémico
Bacteria Bacteroidetes Candidatus Sulcia muelleri PSPU smup 20.8321°
Bacteria Bacteroidetes Candidatus Sulcia muelleri CARI sum 20.9465
Bacteria Proteobacteria Buchnera aphidicola BCc, endosymbiont of Cinara cedri bece & 21.4278
Bacteria Unclasiffied Bacterium AB1 baab 22.0578
Bacteria Proteobacteria Candidatus Purcelliella pentastirinorum OLIH ppet & 22.2156
Bacteria Tenericutes Candidatus Hepatoplasma crinochetorum Av her 22.7287
Bacteria Proteobacteria Candidatus Portiera aleyrodidarum AF-CAI plie 23.4017
Bacteria Proteobacteria Wigglesworthia glossinidia (Wigglesworthia brevipalpis), endosymbiont of Glossina brevipalpis wbr & 23.6454
Bacteria Tenericutes Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae 9231-Abomsa mcac 24.0394
Archaea Nanoarchaeota Candidatus Nanopusillus acidilobi naa 24.1400
Bacteria Tenericutes Candidatus Phytoplasma ziziphi Jwb-nky pzi 245311
Bacteria Tenericutes Spiroplasma floricola 23-6 sfz 24.7916
Bacteria Proteobacteria Candidatus Profftella armatura ssdc ® 25.3511
Bacteria Tenericutes Ureaplasma parvum serovar 3 ATCC 700970 uur 25.7104
Bacteria Tenericutes Ureaplasma urealyticum serovar 10 ATCC 33699 uue 25.9949
Bacteria Tenericutes Spiroplasma kunkelii CR2-3x skn 25.9949
Bacteria Fusobacteria Streptobacillus moniliformis DSM 12112 smf 26.1605
Bacteria Proteobacteria Buchnera aphidicola USDA, endosymbion of Myzus persicae bapu & 26.3736
Bacteria Proteobacteria Wigglesworthia glossinidia endosymbiont of Glossina morsitans morsitans wgl & 26.6267
Bacteria Tenericutes Mesoplasma tabanidae BARC 857 mtab 26.9512
Bacteria Bacteroidetes Blattabacterium sp. Bge, endosymbiont of Blattella germanica bbl 27.2471
Bacteria Bacteroidetes Blattabacterium sp. (Mastotermes darwiniensis) MADAR, endosymbiont of Mastotermes darwiniensis bmm 27.5994
Bacteria Firmicutes Paeniclostridium sordellii AM370 psor 28.1833
Bacteria Proteobacteria Candidatus Babela massiliensis BABL1 (delta proteobacterium BABL1) dpb 28.2811
Bacteria Fusobacteria Sneathia amnii Sn35 sns 28.4298
Bacteria Proteobacteria Arcobacter nitrofigilis DSM 7299 ant 28.6183
Bacteria Tenericutes Candidatus Mycoplasma girerdii VCU_M1 mgj 28.7858
Bacteria Firmicutes Parvimonas micra KCOM 1535 pmic 28.9066
Bacteria Thermotogae Marinitoga piezophila KA3 mpz 29.1024
Bacteria Tenericutes Acholeplasma palmae J233 apal 29.1959
Bacteria Fusobacteria Fusobacterium mortiferum ATCC 9817 fmo 29.5523
Bacteria Spirochaetes Borrelia turicatae 91E135 btu 29.8880
Bacteria Firmicutes Clostridioides difficile 630 (Clostridium difficile 630) cdf 30.0737
Bacteria Firmicutes Clostridium saccharoperbutylacetonicum N1-4(HMT) csr 30.2976
Bacteria Tenericutes Mesoplasma syrphidae YJS msyr 30.4348
Bacteria Tenericutes Spiroplasma eriocheiris DSM 21848 seri 30.5609
Bacteria Firmicutes Gottschalkia acidurici 9a (Clostridium acidurici 9a) cad 30.6765
Bacteria Proteobacteria Ehrlichia canis Jake ecn? 30.9901
Bacteria Proteobacteria Campylobacter coli OR12 ccoo 31.1465
Archaea Euryarchaeota Methanothermococcus okinawensis 1H1 mok 31.2872
Archaea Crenarchaeota Acidianus manzaensis YN-25 aman 31.3988
Bacteria Firmicutes Gemella sp. oral taxon 928 got 31.5735
Bacteria Firmicutes Clostridium ljungdahlii DSM 13528 clj 31.7764
Bacteria Proteobacteria Francisella halioticida DSM 23729 fha & 31.8845
Bacteria Firmicutes Finegoldia magna ATCC 29328 fma 32.2942
Bacteria Proteobacteria Allofrancisella guangzhouensis (Francisella guangzhouensis 08HL01032) fgus 32.5550
Bacteria Proteobacteria Rickettsia sp. MEAM1 (Bemisia tabaci) ric? 32.7790
Bacteria Firmicutes Melissococcus plutonius DAT561 mpx 32.9302
Bacteria Cyanobacteria Candidatus Atelocyanobacterium thalassa (Cyanobacterium UCYN-A) cyu 33.0668
Bacteria Cyanobacteria Geminocystis sp. NIES-3708 gee 33.4436
Bacteria Dictyoglomi Dictyoglomus thermophilum H-6-12 dth 33.8117
Archaea Thaumarchaeota Candidatus Nitrosopumilus adriaticus NF5 nin 33.9370
Bacteria Nitrospirae Thermodesulfovibrio yellowstonii DSM 11347 tye 34.1596
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Tabla S1. Continuacion...

Dominio Filo Especie ID_KEGG | %GC genémico
Bacteria Ignavibacteriae Ignavibacterium album JCM 16511 ial 34.3083
Bacteria Fusobacteria Sebaldella termitidis ATCC 33386 str 34.6157
Bacteria Bacteroidetes Winogradskyella sp. J14-2 wij 34.9474
Bacteria Firmicutes Turicibacter sp. H121 tur 35.3083
Bacteria Proteobacteria Wolbachia sp. wRi, endosymbiont of Drosophila simulans wri 2 35.4029
Bacteria Firmicutes Thermoanaerobacterium saccharolyticum JW/SL-Y S485 tsh 35.5487
Bacteria Firmicutes Bacillus thuringiensis HD-789 btn 35.7603
Bacteria Deferribacteres Calditerrivibrio nitroreducens DSM 19672 cni 35.9156
Bacteria Firmicutes Anaerococcus prevotii DSM 20548 apr 36.0897
Bacteria Firmicutes Caldicellulosiruptor hydrothermalis 108 chd 36.5166
Bacteria Bacteroidetes Formosa sp. Hel3_Al_48 foh 36.9274
Bacteria Bacteroidetes Pseudopedobacter saltans DSM 12145 (Pedobacter saltans DSM 12145) psn 37.1201
Bacteria Bacteroidetes Arachidicoccus sp. KIS59-12 ark 37.2681
Archaea Euryarchaeota Methanohalobium evestigatum Z-7303 mev 37.5836
Bacteria Cyanobacteria Stanieria sp. NIES-3757 stan 37.7091
Bacteria Firmicutes Lactobacillus heilongjiangensis DSM 28069 Ihi 37.8905
Bacteria Bacteroidetes Fermentimonas caenicola pbt 38.1817
Bacteria Firmicutes Listeria monocytogenes 07PF0776 (serotype 4b) Imp 38.5580
Bacteria Firmicutes Lactobacillus amylovorus GRL1118 lay 38.8181
Bacteria Bacteroidetes Capnocytophaga sp. ChDC 0S43 capn 39.1228
Bacteria Firmicutes Leuconostoc citreum KM20 Ici 39.4209
Bacteria Chlamydiae Chlamydia psittaci 84/55 cpsb 39.6117
Bacteria Proteobacteria Helicobacter pylori 2018 hpw 39.9743
Archaea Euryarchaeota Methanosalsum zhilinae DSM 4017 mzh 40.3322
Bacteria Elusimicrobia Elusimicrobium minutum Peil91 emi 40.6903
Bacteria Proteobacteria Pseudoalteromonas translucida KMM 520 ptne 40.8837
Archaea Euryarchaeota Pyrococcus furiosus COM1 pfi 41.1008
Bacteria Proteobacteria Pseudoalteromonas spongiae UST010723-006 pspo & 41.5243
Bacteria Proteobacteria Candidatus Paracaedibacter acanthamoebae PRA3 paca ? 41.9552
Bacteria Proteobacteria Cycloclasticus sp. P1 cyq 8 42.4815
Bacteria Firmicutes Lentibacillus amyloliquefaciens LAM0015 lao 42.8933
Bacteria Proteobacteria Coxiella burnetii RSA 331 chs & 43.2978
Bacteria Bacteroidetes Bacteroides caecimuris 148 bcae 43.6398
Bacteria Cyanobacteria Nostocales cyanobacterium HT-58-2 ncn 43.7823
Archaea Crenarchaeota Caldivirga maquilingensis 1C-167 cma 43.9167
Bacteria Bacteroidetes Odoribacter splanchnicus DSM 20712 osp 44.3467
Bacteria Firmicutes Bacillus subtilis subsp. spizizenii TU-B-10 bst 44.5173
Archaea Euryarchaeota Ferroglobus placidus DSM 10642 fpl 44.7096
Bacteria |Candidatus Saccharibacteria Candidatus Saccharibacteria oral taxon TM7x SOX 44.9521
Bacteria Proteobacteria Shewanella putrefaciens CN-32 spc & 45.3007
Bacteria Synergistetes Aminobacterium colombiense DSM 12261 aco 45.7533
Bacteria Verrucomicrobia Methylacidiphilum infernorum V4 min 45.8507
Bacteria Calditrichaeota Caldithrix abyssi DSM 13497 caby 46.0097
Bacteria Chlorobi Chloroherpeton thalassium ATCC 35110 cts 46.1385
Bacteria Actinobacteria Atopobium parvulum DSM 20469 apv 46.3081
Bacteria Bacteroidetes Saprospira grandis Lewin sgn 46.4727
Bacteria Firmicutes Bacillus infantis NRRL B-14911 bif 46.9142
Bacteria Proteobacteria Desulfotalea psychrophila LSv54 dps ¢ 47.4956
Bacteria Chloroflexi Dehalococcoides mccartyi DCMB5 dmd 47.8840
Bacteria Proteobacteria Helicobacter heilmannii ASB1.4 hhm 48.2185
Bacteria Cyanobacteria Pseudanabaena sp. PCC 7367 pseu 48.5366
Bacteria Proteobacteria Shewanella sp. MR-4 she & 48.9649
Bacteria Bacteroidetes Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 pgn 49.4097
Bacteria Firmicutes Paenibacillus swuensis DY 6 pswu 49.7223
Archaea Euryarchaeota Methanothermobacter wolfeii SIV6 mwo 49.9596
Bacteria Firmicutes Clostridium bolteae ATCC BAA-613 chol 50.0545
Bacteria Proteobacteria Bdellovibrio bacteriovorus Tiberius bbat 50.3736
Bacteria Proteobacteria Desulfomonile tiedjei DSM 6799 dti ¢ 50.6788
Bacteria Firmicutes Acidaminococcus intestini RyC-MR95 ain 51.0016
Bacteria Firmicutes Selenomonas ruminantium subsp. lactilytica TAM6421 sri 51.2020
Bacteria Chloroflexi Herpetosiphon aurantiacus DSM 785 hau 51.4149
Bacteria Proteobacteria Mariprofundus aestuarium CP-5 maes 51.9917
Bacteria Firmicutes Christensenella minuta DSM 22607 cmiu 52.3041
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Tabla S1. Continuacion...

Dominio Filo Especie ID_KEGG | %GC genémico
Bacteria Proteobacteria Cellvibrio japonicus Uedal07 cjas 52.6590
Bacteria Firmicutes Lactobacillus fermentum F-6 Iff 52.9948
Bacteria Proteobacteria Granulosicoccus antarcticus IMCC3135 gai ¢ 53.3986
Bacteria Verrucomicrobia Coraliomargarita akajimensis DSM 45221 caa 53.9251
Bacteria Proteobacteria Citrobacter sp. CFNIH10 cir & 54.0723
Bacteria Chloroflexi Anaerolinea thermophila UNI-1 atm 54.3740
Bacteria Proteobacteria Magnetococcus marinus MC-1 mgm ? 54.7933
Bacteria Proteobacteria Serratia fonticola GS2 sfg & 55.0409
Bacteria Armatimonadetes Chthonomonas calidirosea T49 ccz 55.1617
Bacteria Planctomycetes Rhodopirellula baltica SH 1 (Pirellula sp. strain 1) rba 55.4576
Bacteria Proteobacteria Haematospirillum jordaniae H5569 hjo 2 55.9861
Bacteria Proteobacteria Enterobacter hormaechei subsp. xiangfangensis LMG27195 exf & 56.4948
Bacteria Chrysiogenetes Desulfurispirillum indicum S5 din 56.7991
Bacteria Proteobacteria Serratia plymuthica PRI-2C sply & 57.0459
Archaea Crenarchaeota Aeropyrum camini SY1 = JCM 12091 acj 57.3136
Bacteria Proteobacteria Desulfohalobium retbaense DSM 5692 drt ¢ 57.8989
Bacteria Proteobacteria Cronobacter malonaticus CMCC45402 (Cronobacter sakazakii CMCC 45402) csi® 58.1391
Bacteria Proteobacteria Klebsiella pneumoniae 30684/NJST258_2 kps & 58.2669
Bacteria Verrucomicrobia Akkermansia glycaniphila APytT agl 58.5367
Bacteria Acidobacteria Granulicella mallensis MPSACTX8 gma 58.7453
Bacteria Proteobacteria Pseudomonas cichorii JBC1 pci & 59.0336
Bacteria [Candidatus Peregrinibacteria) Candidatus Peribacter riflensis prf 59.2436
Bacteria Firmicutes Kyrpidia tusciae DSM 2912 bts 59.5610
Bacteria Proteobacteria Dechloromonas aromatica RCB dar ® 59.8727
Bacteria Proteobacteria Desulfomicrobium orale DSM 12838 doa ¢ 60.0706
Bacteria Proteobacteria Agrobacterium rhizogenes K599 aro? 60.5231
Archaea Euryarchaeota Methanoculleus sp. MAB1 mema 60.8900
Bacteria Proteobacteria Serratia marcescens WW4 smw & 61.0617
Archaea Euryarchaeota Methanopyrus kandleri AV19 mka 61.1975
Bacteria Cyanobacteria Gloeobacter kilaueensis JS1 dlj 61.3675
Bacteria Proteobacteria Halothiobacillus sp. LS2 haz & 61.5751
Bacteria Acidobacteria Chloracidobacterium thermophilum B ctm 61.8880
Bacteria Acidobacteria Candidatus Solibacter usitatus Ellin6076 sus 62.4283
Bacteria Proteobacteria Sinorhizobium meliloti Rm41 smi? 62.7275
Bacteria Proteobacteria Sinorhizobium americanum CFNEI 73 same ® 63.0290
Bacteria Proteobacteria Martelella mediterranea DSM 17316 MACL11 mmed ? 63.1697
Bacteria Proteobacteria Mesorhizobium opportunistum WSM2075 mop ? 63.5854
Bacteria Proteobacteria Chromobacterium rhizoryzae JP2-74 crz® 64.0046
Bacteria Chloroflexi Thermomicrobium roseum DSM 5159 tro 64.1814
Bacteria Verrucomicrobia Opitutaceae bacterium TAV5 obt 64.4881
Bacteria Proteobacteria Sulfitobacter sp. AM1-D1 suam ® 65.0155
Bacteria Chloroflexi Candidatus Promineofilum breve Cfx-K pbf 65.2923
Bacteria Proteobacteria Dyella japonica A8 dja e 65.5524
Bacteria Proteobacteria Novosphingobium resinovorum SA1 nre ? 65.7624
Bacteria Proteobacteria Paracoccus zhejiangensis J6 pzh? 66.0626
Bacteria Proteobacteria Pseudomonas aeruginosa PA38182 paeu & 66.3909
Archaea Euryarchaeota Salinigranum rubrum GX10 srub 66.6672
Bacteria Proteobacteria Roseateles depolymerans KCTC 42856 rdp ® 67.0588
Bacteria Actinobacteria Rubrobacter radiotolerans RSPS-4 rrd 67.2519
Bacteria Acidobacteria Luteitalea pratensis abac 67.5117
Bacteria Proteobacteria Variovorax paradoxus B4 vpd ® 67.6780
Bacteria Proteobacteria Orrella dioscoreae LMG 29303 odi® 68.0388
Bacteria Chloroflexi Sphaerobacter thermophilus DSM 20745 sti 68.3435
Bacteria Actinobacteria Stackebrandtia nassauensis DSM 44728 sna 68.6585
Bacteria Actinobacteria Kibdelosporangium phytohabitans KLBMP1111 kphy 68.9564
Bacteria Cyanobacteria Cyanobium sp. NIES-981 cyi 69.0785
Bacteria Firmicutes Symbiobacterium thermophilum IAM 14863 sth 69.2860
Bacteria Proteobacteria Vulgatibacter incomptus DSM 27710 vin ¢ 69.4201
Bacteria Firmicutes Limnochorda pilosa HC45 Ipil 69.9349
Bacteria Actinobacteria Alloactinosynnema sp. L-07 alo e 70.0457
Bacteria Deinococcus Deinococcus ficus CC-FR2-10 dfc 70.4350
Bacteria Actinobacteria Actinoplanes friuliensis DSM 7358 afs e 70.8156
Bacteria Actinobacteria Streptomyces davaonensis JCM 4913 (Streptomyces davawensis JCM 4913) sdv e 71.0467
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Tabla S1. Continuacion...

Dominio Filo Especie ID_KEGG [ %GC genémico
Bacteria Actinobacteria Nakamurella multipartita DSM 44233 nml e 71.2232
Bacteria Proteobacteria Sorangium cellulosum So ce56 scl @ 71.5924
Bacteria Actinobacteria Sanguibacter keddieii DSM 10542 ske o 72.0986
Bacteria Actinobacteria Nonomuraea sp. ATCC 55076 noa e 72.3458
Bacteria Actinobacteria Frankia sp. Eullc frie 72.6910
Bacteria Actinobacteria Conexibacter woesei DSM 14684 cwo e 72.9344
Bacteria Actinobacteria Plantactinospora sp. KBS50 plk e 73.0400
Bacteria Actinobacteria Streptomyces cattleya NRRL 8057 = DSM 46488 scy o 73.2316
Bacteria Proteobacteria Anaeromyxobacter sp. Fw109-5 afw ¢ 73.5390
Bacteria Actinobacteria Cellvibrio gilvus ATCC 13127 (Cellulomonas gilvus ATCC 13127) cga e 73.8365
Bacteria Actinobacteria Geodermatophilus obscurus DSM 43160 gob e 74.1259
Bacteria Actinobacteria Kineococcus radiotolerans SRS30216 kra e 74.3394
Bacteria Actinobacteria Cellulomonas fimi ATCC 484 cfie® 74.6389"

e Grupo de Actinobacteria con mayor contenido de GC gendmico.
* Candidatus Sulcia muelleri PSPU (smup) es el Bacteroidete endosimbionte con contenido de GC
genémico mas pequefo en este estudio.

Cellulomonas fimi ATCC 484 (cfi) es la Actinobacteria con més alto contenido de GC gendmico.
a Especies bacterianas incluidas dentro de la clase Alphaproteobacteria, ellos presentan un promedio de
contenido de GC gendmico de 54.41%.
b Especies bacterianas incluidas dentro de la clase Betaproteobacteria, ellos presentan una media de
contenido de GC gendmico de 58.66%.
d Especies bacterianas incluidas dentro de la clase Deltaproteobacteria, tienen un promedio de contenido
de GC gendmico de 57.37%
9 Especies bacterianas incluidas dentro de la clase Gammaproteobacteria, ellos presentan una media de
contenido de GC gendmico de 45.53%.
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Tabla S2. Regresioén lineal de 20 aminoacidos en el proteoma de 192 procariotas con respecto
a su contenido de GC gendémico. La m (pendiente), b (intercepto), R (correlacion), R2 (coeficiente de

determinacion) y p-value son presentados a partir de la segunda a la sexta columna, respectivamente.

Aminoécido m b R R2 p-value
AH 0.1942 -0.6453 0.9740 0.9487 < 0.001
G* 0.0837 3.1541 0.9435 0.8902 < 0.001

0.0712 0.8446 0.945 0.893 <0.001

0.1131 -0.0751 0.9545 0.9112 <0.001

0.0164 0.3779 0.8017 0.6427 < 0.001

0.0666 3.7122 0.8138 0.6622 < 0.001

0.0140 1.2715 0.6139 0.3769 < 0.001

0.0147 4.6611 0.3622 0.1312 <0.001

0.0188 4.3333 0.4717 0.2225 <0.001

Q *** 0.0072 3.0399 0.1255 0.0157 0.0831

-0.0024 1.0792 -0.1410 0.0199 0.0519

-0.0180 7.1860 -0.2939 0.0864 < 0.001

-0.0309 7.4957 -0.6623 0.4387 < 0.001

0.0254 8.9142 0.5032 0.2532 < 0.001

o -0.0032 2.4477 -0.1257 0.0158 0.0816

-0.0467 6.4165 -0.8737 0.7634 < 0.001

-0.0534 5.8465 -0.9054 0.8198 < 0.001

Kt -0.1870 14.9165 -0.9590 0.9196 < 0.001

Nt -0.1214 10.1984 -0.9506 0.9037 < 0.001

It -0.1622 14.8264 -0.9558 0.9135 < 0.001

T

40O I<SXTTU

<T1Zrouomao

H aminoacidos con codones altos en contenido de GC y con valores absolutos de pendiente més altas.
L aminoacidos con codones bajos en contenido de GC y con valores absolutos de pendiente mas altas.
** = Met en el proteoma se ajusta mejor a una regresion polinomial de orden 2,

y =-0.0013x2 + 0.1206x - 0.2143 con una R2 = 0.4648.

** = Gln en el proteoma se ajusta mejor a una regresion polinomial de orden 3,

y =-4E-05x3 + 0.0045x2 - 0.1001x + 3.1997 con una Rz = 0.2178.
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Tabla S3. Regresion lineal de 20 aminoéacidos en la estructura secundaria de 192 proteomas
con respecto a su contenido de GC gen6mico. Los datos de m, b, R, R2, and p-value son presentados
para hélices alfa (de la segunda a la sexta columna), hojas beta (a partir de la séptima a la onceava
columna) y lazos (a partir de doceava a la decimosexta columna).

SS Alfa hélice Beta plegada Lazo
Aminoécido m b R R2? p-value m b R R2? p-value m b R R? p-value
A 0.2549 -1.0588 0.9764 0.9534 < 0.001| 0.1150 1.0392 0.9727 0.9462 <0.001| 0.1639 -1.1763 0.9623 0.9261 < 0.001
G 0.0608 1.1557 0.9371 0.8782 <0.001| 0.0275 2.4659 0.8364 0.6996 <O0.001| 0.1162 6.6287 0.9021 0.8137 < 0.001
P 0.0364 0.4430 0.9612 0.9238 < 0.001| 0.0238 0.4431 0.9397 0.8830 <0.001| 0.1185 2.0880 0.9383 0.8803 < 0.001
R 0.1303 -0.2981 0.9539 0.9099 < 0.001| 0.1039 -0.1822 0.9639 0.9292 < 0.001| 0.0987 0.1640 0.9419 0.8872 < 0.001
w 0.0189 0.4129 0.7859 0.6177 <0.001| 0.0232 0.3234 0.8154 0.6649 <0.001| 0.0116 0.3145 0.7857 0.6173 < 0.001
\% 0.0717 3.0501 0.8280 0.6855 < 0.001| 0.1522 7.0687 0.8304 0.6896 < 0.001| 0.0349 2.5419 0.7823 0.6121 < 0.001
H 0.0135 1.0495 0.6113 0.3737 <0.001| 0.0169 1.1402 0.7232 0.5231 <0.001| 0.0126 1.6268 0.5102 0.2603 < 0.001
D 0.0094 3.7357 0.2815 0.0793 < 0.001| 0.0070 2.6965 0.3628 0.1316 < 0.001| 0.0153 7.0147 0.2578 0.0665 < 0.001
T 0.0120 3.7068 0.3718 0.1382 < 0.001| 0.0337 4.7445 0.5966 0.3560 < 0.001| 0.0181 4.9897 0.4138 0.1713 < 0.001
Qrxx 0.0087 3.5658 0.1270 0.0161 0.0794 | 0.0099 2.0761 0.2375 0.0564 < 0.001| 0.0059 2.7649 0.1124 0.0126 0.1211

-0.0023 0.9390 -0.1396 0.0195 0.0519 | -0.0025 1.3918 -0.1142 0.0130 0.1132( -0.0026 1.1149 -0.1381 0.0191 0.0562
-0.0211 8.4565 -0.2932 0.0860 < 0.001( -0.0053 4.9624 -0.1437 0.0207 0.0467 | -0.0171 6.5451 -0.2770 0.0768 < 0.001
-0.0422 7.2902 -0.7831 0.6133 <0.001( -0.0173 5.5095 -0.4763 0.2269 < 0.001| -0.0289 8.8344 -0.5580 0.3113 < 0.001
0.0430 11.2351 0.6348 0.4030 <0.001| 0.0566 8.7165 0.6934 0.4808 < 0.001| 0.0071 5.5615 0.2356 0.0555 < 0.001
-0.0028 2.6296 -0.0874 0.0076 0.2268 [ 0.0003 1.9860 0.0104 0.0001 0.8929 | -0.0050 2.4248 -0.2509 0.0629 < 0.001
-0.0557 7.2703 -0.8850 0.7832 <0.001( -0.0470 7.9721 -0.7548 0.5697 < 0.001| -0.0324 4.5541 -0.8513 0.7246 < 0.001
-0.0566 6.0155 -0.9184 0.8435 <0.001( -0.0620 7.6860 -0.8296 0.6883 < 0.001| -0.0438 4.7411 -0.9073 0.8231 < 0.001
-0.2016 15.9689 -0.9554 0.9128 <0.001( -0.1283 10.5723 -0.9571 0.9161 < 0.001| -0.1957 15.6069 -0.9562 0.9143 < 0.001
-0.1001 8.2248 -0.9486 0.8998 < 0.001( -0.0549 5.0262 -0.9229 0.8517 < 0.001| -0.1814 15.0854 -0.9527 0.9076 < 0.001
-0.1773 16.2073 -0.9591 0.9198 < 0.001 [ -0.2527 24.3623 -0.9492 0.9009 < 0.001| -0.0958 8.5740 -0.9343 0.8729 < 0.001

—ZX'<'I'I%I_(/‘JITIO

ss =estructura secundaria, puede ser hélice alfa, hoja beta o lazo.

** —Met se ajusta mejor a una regresion polinomial de orden 2;

para hélice alfa 'y = -0.0016x2 + 0.1532x - 0.7225 con una Rz = 0.4722,

para hoja beta y = -0.0013x2 + 0.1212x - 0.6137 con una R2 = 0.4684,

para lazo y = -0.0009x2 + 0.0832x + 0.5283 con una Rz = 0.4374.

*** —G|n se ajusta mejor a una regresion polinomial de orden 3;

los datos para hélice alfa 'y = -5E-05x3 + 0.0054x2 - 0.1224x + 3.8258 con una R2 de 0.2115,
los datos para hoja beta y = -3E-05x3 + 0.0036x2 - 0.0899x + 2.5725 con una R2 = 0.2363,
los datos para lazo y = -4E-05x3 + 0.0035x2 - 0.0604x + 2.4027 con una Rz = 0.2352.
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Tabla S4.

Regresion lineal de los Pardmetros Conformacionales de los aminoacidos a partir

de 192 proteomas con respecto a su contenido de GC gendmico. Los datos de m, b, R, R2, y p-value

son presentados para hélices alfa (de la segunda a la sexta columna), hojas beta (de la séptima a la

onceava columna) y lazos (de la doceava a la decimosexta columna).

| Alfa hélice Beta plegada Lazo

Aminoécido m b R R2  p-value m b R R2  p-value m b R R2  p-value
Ala 0.0006 1.2552 0.3217 0.1035 <0.001 | -0.0044 0.9955 -0.8513 0.7247 <0.001| 0.0019 0.6678 0.6105 0.3727 <0.001
Gly 0.00207 0.4627 0.6741 0.4543 <0.001|-0.00237 0.6495 -0.7516 0.5649 <0.001( -0.0040 1.9042 -0.7383 0.5452 <0.001
Pro 0.00015 0.5080 0.0794 0.0063 0.2739 |-0.00057 0.4027 -0.3352 0.1124 <0.001|-0.00297 1.9810 -0.6417 0.4117 <0.001
Arg 0.0010 1.0572 0.5577 0.3111 <0.001 | 0.00057 0.8694 0.2466 0.0608 <0.001|-0.00117 0.9776 -0.5949 0.3539 <0.001
Trp 0.00041 1.1108 0.1376 0.0189 0.0569 | 0.00257 1.1012 0.4180 0.1747 <0.001|-0.00073 0.7866 -0.2146 0.0460 0.0028
Val 0.0014 0.8658 0.6295 0.3963 <0.001| 0.0014 2.0106 0.2513 0.0632 <0.001 |-0.00087 0.6541 -0.6550 0.4291 <0.001
His 0.0008 0.8326 0.3116 0.0971 <0.001| 0.00138 0.9386 0.3993 0.1594 <0.001|-0.00193 1.2462 -0.5250 0.2757 <0.001
Asp -0.0004 0.8001 -0.2448 0.0599 <0.001|-0.00028 0.5803 -0.1474 0.0217 0.0414 |-0.00095 1.4902 -0.3248 0.1055 <0.001
Thr -0.0006 0.8473 -0.3217 0.1035 <0.001| 0.00211 1.1116 0.6199 0.3843 <0.001 |-0.00063 1.1493 -0.3785 0.1433 <0.001
Gin 0.0001 1.1701 0.0681 0.0046 0.3490 | 0.0011 0.7045 0.3027 0.0916 <0.001|-0.00017 0.9078 -0.0776 0.006 0.2847
Cys -0.0002 0.8637 -0.0352 0.0012 0.6285| 0.00092 1.2866 0.1204 0.0145 0.0961 |-0.00022 1.0427 -0.0279 0.0008 0.7006
Glu 0.0000 1.1796 -0.0141 0.0002 0.8456 | 0.00133 0.6848 0.4747 0.2253 <0.001 | -0.00012 0.9086 -0.0537 0.0029 0.4592
Ser -0.0026 0.9969 -0.803 0.6448 <0.001|0.00111 0.726 0.3739 0.1398 <0.001(0.001629 1.1635 0.624 0.3893 <0.001
Leu 0.0010 1.2660 0.5042 0.2542 <0.001 | 0.00275 0.9944 0.7337 0.5383 <0.001 | -0.00076 0.6192 -0.6006 0.3607 <0.001
Met** 0.00027 1.0709 0.1001 0.01 0.1671| 0.00138 0.8039 0.4755 0.2261 <0.001|-0.00082 0.9985 -0.2288 0.0524 0.0014
Phe -0.0010 1.1481 -0.5594 0.3129 <0.001| 0.00433 1.1732 0.7443 0.5541 <0.001|0.000333 0.7034 0.1976 0.0391 0.0060
Tyr -0.0009 1.0430 -0.5199 0.2703 <0.001| 0.00473 1.2261 0.7325 0.7325 <0.001 | -0.00029 0.8166 -0.171 0.0292 0.0178
Lys -0.0007 1.0862 -0.3143 0.0988 <0.001| 0.00249 0.6435 0.6783 0.4601 <0.001 |-0.00035 1.0591 -0.1582 0.025 0.0285
Asn -0.0010 0.8259 -0.4352 0.1894 <0.001| 0.0028 0.4312 0.7456 0.556 <0.001(-0.00156 1.5242 -0.5493 0.3018 <0.001
lle 0.0001 1.0892 0.064 0.0041 0.3775] 0.00458 1.5438 0.7936 0.6299 <0.001 | -0.00048 0.5845 -0.3379 0.1142 <0.001

** —Met se ajusta mejor a una regresion polinomial de orden 2;
para hélice alfa y = -0.0001x2 + 0.0109x + 0.8428 con una R? = 0.3061,
para hoja beta y = -6E-05x2 + 0.007x + 0.6833 con una R2 = 0.2985,
para lazo y = 0.0001x2 - 0.0152x + 1.3077 con una R2 = 0.3633.

Tabla S5.

Regresion lineal de las estructuras secundarias de 192 proteomas con respecto a

su contenido de GC gendmico. Los datos de m, b, R, R2 y p-value para hélice alfa, hoja beta y lazo son

presentadas.
Estructura secundaria] m b R R2  p-value
Alfa hélice -0.0626 47.9061 -0.3602 0.1297 < 0.001
Beta plegada -0.0222 17.6894 -0.2745 0.0754 < 0.001
Lazo 0.0849 34.4046 0.5900 0.3481 < 0.001
Tabla S6.

Regresion lineal de las estructuras secundarias de las proteinas en el COG0002 y

COG3228 con respecto al contenido de GC de sus genes. Los datos de m, b, R, R2 y p-value para

hélice alfa, hoja beta y lazo en COG0002 (sin sesgo) y COG3228 (con sesgo) son presentadas.

Estructura secundaria

COG0002
m b R R?2  p-value

COG3228
m b R R2  p-value

Alfa hélice
Beta plegada
Lazo

-0.0064 33.2253 -0.0668 0.0045 0.0758
0.0045 20.7689 0.0807 0.0065 0.0318
0.0019 45.9894 0.0179 0.0003 0.6348

-0.1321 61.044 -0.5251 0.2757 <0.001
0.0062 9.9318 0.0705 0.0050 0.2780
0.1258 29.011 0.4958 0.2458 <0.001
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S1 Figure. Sesgo del contenido de GC gendémico sobre las frecuencias de aminoéacidos del
proteomay sobre las estructuras secundarias de las proteinas. La frecuencia de los aminoacidos del
proteoma, asi como el contenido de GC de sus codones (a.1-q.1) y la frecuencia de los amino&cidos en
las estructuras secundarias de las proteinas, asi como los pardmetros conformacionales descritos por
Chou y Fasman??® (a.2-g.2) son presentados.
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S2 Figure. Sesgo del contenido de GC gendmico sobre los parametros conformacionales (PC) de
los aminoacidos por estructura secundaria de los proteomas. Los valores de PC de los aminoacidos
en hélice alfa (circulos rojos), hoja beta (circulos verdes) y lazos (circulos azules) son evaluados en funcion
al contenido de GC gendmico. Las lineas de regresion de las estructuras secundarias son representadas
por lineas solidas, mientras que los valores de PC reportados por Chou y Fasman?3 son representados
por lineas punteadas (en rojo para hélice alfa, en verde para hoja beta y azul para lazo).
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|

9

20_smg-SMGHSS_110
26_bhy-BHWA1_ 00539

27_bapu-BUMPUSDE CDS00541

28_cdf-CDE30_20340
29 icp-ICMP_025
30_dtn-DTL3_1460
31_amar-AMEN 0325
32_erg-ERGA CD5_08180
33_csr-Cspa_c07530
34_elv-FNIIJ_ 111
35_aman-BEFS4_08265
36_apib-GBC43_08245
37_cst-CLOST_0139
38_bths-CNY&2_02780
39_iag-Igag_l754
40_acd-ROLE_08265
41 aar-RAcear 1552
42 cdiv-CPM 0548
43_enn-FRE64_00255

44 aalg-RREALGSMST_00303

45_bcl-RBC2558
4€_acy-Rnacy 2677
47_ava-Rva_ 3516
48 _bif-N28&_07475
45 elim-B2M23 17620
50_bbe-BBRAT_53030
51_amr-EM1_0609
52_alr-D5731_18710
53_atm-2NT_12400
54_caby-Cabys_314%8
55_ghn-NCTC12125 04811
56_enc-ECL_05030
57_aqgg-HRUS7_04435
8_aprs-BI36d_03645
59 _cag-Cagg_ 3596
60_cap-CLDAP 16510
€l_adg-Rdeg_ 1233
62_ddt-RRYS1_ 01845
63_ahy-AHML 03040
64 _max-MMRALYV 06140
65_boh-RKI359 02530
66_axy-RNYL_00663
67_nbg-DV70&6_0T7695
68_azl-BAZL_al0330
€9_gbac-LuPra_00731
70_ach-&chl_1497
71_aey-CDGE1_09890
T2_amyy-YIM 31455
T3_brx-BHT08_07090
74_ank-EnasK 0130
75_agg-CINT1_09310
T6_atl-Athai_ 30770
77_mcab-HEZ27_20325

N-terminal

—————————— CEEEEEECCCCHHHHHHEHHHHHCCCEEEEEEEE——-CCCCCCEHH-—-H
—————————— CEEEEEECCCCHHHHHHEHHHHHCCCEEEEEEEE---COCCCCEHH-—-H
—————————— CCEEEEECCCCHARHHHRHHHEHCCCCEEEEEEEECCCCOCCCCEHH-—-H
———————— CCCEEEEEECCCCHHHHRRHHEHRNCCCEEEEEEEE———COCCCCERHE-——-H
—————————— CEEEEEECCCCHHHHHHEHHHHHCCCCEEEEEEEECCCCCCCCEHH-—-H
——————————— CEEEEECCCCHHHHHHEHHHHHCCCEEEEEEEE——-COCCCCEHH-—-H
——————————— CEEEEECCCCHHHHHHRRHHEACCCCEEEEEE-—--COCCCCEHH---H
——————— CCCCEEEEEECCCCHHRRHHENRNAHCCCEEEEEEEE———-COCCCCEHHHEHCH
—————————— CEEEEEECCCCHHHHHHEHHHHHCCCEEEEEEEE ——-COCCCCEHHHEHCH
—————————— CCEEEEECCCCHHHHHHEHHHHHCCCEEEEEEEC---COCCCCEHH---H
—————————— CCEEEEECCCCHARHHHRHHHEHCCCEEEEEEEE---COCCCCEHH-—-H
———————— CCCEEEEEECCCCHHHHEHHHHHHHCCCEEEEEEEE———CCCCCCEHH-—-H
—————————— CCEEEEECCCCHHHHHHEHHHHHCCCEEEEEEEE---COCCCCEHHHEHCH
——————————— CEEEEECCCCHHHHHHAHHHHHCCCEEEEEEEE---COCCCCEHH---H
———————— CCCEEEEEECCCCHHHHRRHHEHRNCCCEEEEEEEE-—-COCCCCERH-—-H
—————————— CEEEEEECCCCHHHHHHHHHHHHCCCEEEEEEEC---CCCCCEEHH-—-H
—————————— CEEEEEECCCCHHHHHHEHHHHHCCCEEEEEEEE---COCCCCEHH-—-H
—————————— CEEEEEECCCCHHHHHHAHHHHHCCCEEEEEEEE---CCOCCCCEHH---H
-CCCCCCEEEEEECCCCHERHHHENRNHHCCCEEEEEEEE-—-COCCCCERH-—-1
—————————— CCEEEEECCCCHHHHHHEHHHHHCCCEEEEEEEE——-CCCCCCEHH-—-H
——————————— CEEEEECCCCHHHHHHEHHHHHCCCEEEEEEEE——-COCCCCEHH-—-H

CEEEEEECCCCHARHHHRHHHEHCCCEEEEEEEE---COCCCCEHH-—-H
————— CCCCCCEEEEEECCCCHHHHHHHHHHHHCCCEEEEEEEE -—-CCCCCEEHH-—-H
—————————— CEEEEEECCCCHHHHHHHHHHHHCCCEEEEEEEEECCCCCCCCCHHEHCH
———————— CCEEEEEEECCCCHHHHEHHHHHEHCCCEEEEEEEE-——-CCCCCCERH-——-H
———————— CCCEEEEEECCCCHHHHRRHHEHRNCCCEEEEEEEE-—-COCCCCERH-—-H
—————————— CCEEEEECCCCHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEEEECCCCCCCCEEHH-—-H
—————————— CEEEEEECCCCHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEEEECCCCCCCCEEHH-—-H
CCEEEEEECCCCHHHHAHHHHHAHCCCEEEEEEEE---CCCCCCERH-—-H
-—-CCCCCCCCEEEEEEECCCCHHEHRHHHEHRNCCCEEEEEEEE - COCCCCERRE-——-H
————————— CCEEEEEECCCCHHHHHHHHHHHHCCCEEEEEEEE———CCCCCEEHH-——H
—————————— CCEEEEECCCCHHHHHHEHHHHHCCCEEEEEEEC---COCCCEEHH-—-H
—————————— CEEEEEECCCCHARHHHRHHHEHCCCEEEEEEEE---COCCCCEHH-—-H
————————— CCEEEEEECCCCHHHHRRHHEHRNCCCEEEEEEEC-—-COCCCEERHE-—-H
—————————— CEEEEEECCCCHHHHHHEHHHHHCCCCEEEEEEEECCCCCCCCEHH-—-H
CCEEEEEECCCCHHHHEHHHHHRHCCCEEEEEEEE———-CCCCCOCHE-——-H
-—-CCCCCCCCEEEEEECCCCHHHHRHHHEHRNCCCEEEEEEEE - COCCCCERRE-—-H
———CCCCCCCCEEEEEECCCCHHEHRHHHEHRNCCCEEEEEEEE———COCCCEERHE——-H
————— CCCCCCEEEEEECCCCHHHHHHRHHHHHCCCEEEEEEEE ——-COCCCCEHH-—-H
CCCCCCCCCOCEEEEEECCCCHHRHHHHHRHHHCCCEEEEEEEE——-CCCCOCCEHHHACH

——————— C-CCEEEEEECCCCHHRRHHENRNRHCCCEEEEEEEE-—-COCCCCERH-—-1
————— CCCCCCEEEEEECCCCHHHHHHHHHHHHCCCEEEEEEEE——-CCCCCCEHH-—-H
————————— CCEEEEEECCCCHHHHEHHHHHRHCCCEEEEEEEE - CCCCCCERH-——-H
————————— CCEEEEEECCCCHHHHAHHHHHAHCCCEEEEEEEE---CCCCCCERH-—-H
————————— CCEEEEEECCCCHHHHRRRHEHRNCCCEEEEEEEC-—-COCCCCCHE-—-H
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HCCCCCCCCCC-———-CCC-—CCHHHEHCCCEEEECCCCHHHHHRHHRAAC——--COCEEEC
HCCCCCCCCCC-——CCC-—CHHHHHHCCCEEEECCCCHHHHHHHHEHAE--H-CCEEEEC
HCCCCCCCCCCEECCCC--HEHHHECCCCEEEECCCCHHRHHEHHEHAE--H-CCEEEEC

w
w

20_smg-5MEWS5_110
26_bhy-BHWAL 00539
27_bapu-BUMFUSDA_CDS00541

w
-1 &

w

58  28_cdf-CDE30_20340 HCCCCCCCCCC-———-CCC-—CCHHHEHCCCEEEECCCCHHHHHRHHEHAR --H-CCEEEEC
59 29 icp-ICMP_023 HOCCCCCCCCCEEECCC--CHEHHENCCCEEEECCCCHERHHEHHEHAR--H-CCEEEEC
g0  30_dcn-DTL3_1440 HCCCCCCCCCC-EECCC-—CHHHHEHCCCEEEECCCCHHHHHRHHEHAR --H-CCEEEEC
61  31_amar-AMBN 0325 HCCCCCCCCCE-EECCC-—-CHHHHHHCCCEEEECCCCHHHHHHHHEHAR--H-CCEEEEC
62  32_erg-ERGA CDS_081:0 HHCCCCCCCCC-——-CC--CCHHHENCCCEEEECCCCHHHHHEHHEHAE--H-CCEEEEC
83  33_csr-Cspa_c079%0 HHCCCCCCCCC——————- CHHHEHHHCCCEEEECCCCHHHHHHHHAHHHE--H-CCEEEEC
64 34 _elv-FNIIJ_ 111 HCCCCCCCCCC——————- CCHHHHHCCCEEEECCCCHHHHHHHHAHHAE--—-CCEEEEC

35_aman-BEFS4_05265
36_apib-G8C43_03245
37_cst-CLOST_0139
38_bths-CNYe2_02780
39 _iag-Igag 1754

HOCCCCCCCCC-EECCC--CHEHHENCCCEEEECCCCHERHHRHHEHAR--H-CCEEEEC
HCCCCCCCCCC-——-CCC-———HHHECCCCEEEECCCCHHHHHRHHEHAR --HCCCEEEED
HCCCCCCCCCC--CCCC-—CCHHHEHCCCEEEECCCCHHHHHHHHEHAR--H-CCEEEEC
HCCCCCCCCCCEEECCC--CHEHHENCCCEEEECCCCHERHHRHHENAR--H-CCEEEEC
HCCCCCCCCCCEEECCC-—-CHHHHEHCCCEEEECCCCHHHHHRHHEHAR --H-CCEEEED

HCCCCCCCCCCEECCCC-——-HHHHHCCCEEEECCCCHHHHHHHHEHAR--H-CCEEEEC
HCCCCCCCCCC-EECCC--CHHHHECCCCEEEECCCCHHRHHEHHEHAE--H-CCEEEEC
HCCCCCCCCCE-EECCC-—-CHHHHEHCCCEEEECCCCHHHHHRHHEHAR--H-CCEEEED
HCCCCCCCCCC-EECCC-—-CHHHHHHCCCEEEECCCCHHHHHHHHEHAR--H-CCEEEEC
HCCCCCooCCC-—-C0C-——-HHHECCCCEEEECCCCHHHHHEHHEHAE--BCCCEEEED

70  40_acd-ROLE 03265

71 4l _aar-hcear 1552

72 42 _cdiv-CPM 0543

73  43_enn-FRE64_00255

74  44_aalg-RRELLGSMST_00208

75 45_bcl-RBC2558

46_acy-Rnacy_2677
47 _ava-Ava_351é
48_bif-N288_07475
45 elim-B2M23_17620
50_bbe-BBR4T7_53030
51_amr-AM1_0&09
52_alr-D5731_18710
53_atm-ANT_12400
54_caby-Cabys 3145
56_enc-ECL_05030
57_aqgg-HRUET_04435
8_apra-BI364_ 03645
59_cag-Cagg_359¢
&0_cap-CLDAP_16510
6l _adg-ARdeg 1833
©3_ahy-AHML 03040
&4 max-MMRLV 06140
&65_boh-AKT39 02980
66_any-AKYL 00663
&7_nbg-DVT06_07695
68_azl-RAZL_a00330
&9 _abac-LuPra_ 00731
T0_ach-Achl 1457
T1_aey-CDGEEL_059830
T2_amyy-YIM 31485
T3_brx-BHT08_07090
T4_ank-Anask_ 0120
75_agg-CIN71_09310
T6_atl-Athai_30770
T7_mcab-HEZ27_ 20325

HCCCCCCCCCC-———-CCCCCCHHHHEHCCCEEEECCCCHHHHHRHHEHAR --H-CCEEEEC
HCCCCCCCCCE-EECCC--CHHHHECCCCEEEECCCCHHHHHHHHEHAR--H-CCEEEEC
HCCCCCCCCCC-EEECC-—-CHHHHECCCCEEEECCCCHHHHHRHHEHAR--H-CCEEEEC
ECCCCCCCCCCCCCCCC-—CHHHHECCCCEEEECCCCHHHHHRHHEHAR-—-H-CCEEEEC
HCCCCCCoCCC-CoCCC-—-CHHHHENCCCEEEECCCCHHHHHEHHENAE--H-CCEEEEC
HCCCCCCCCCC-CCCCC-—CHHHHECCCCEEEECCCCHHHHHRHHEHAR --H-CCEEEEC
HCCCCCCCCCE-EECCC-—-CHHHHHHCCCEEEECCCCHHHHHHHHEHAR--H-CCEEEEC
HCCCCCCoCCC-CoCCC-—-CHHHHENCCCEEEECCCCHHHHHEHHENAE--H-CCEEEEC
HCCCCCCCCCEEECC—-——— HHHECCCCEEEECCCCHHHHHHHHEHAR--H-CCEEEEC
HCHHHCCCCCC-ECCCC————- HHHCCCCEEEECCCCHHHHHHHHHHAA--C-CCEEEEC
HCHHERCCCCCCEEECCC--CHHHHENCCCEEEECCCCHHRHHEHHENAR--H-CCEEEEC
HCCCCCCCCCC-——CCCC-—CCHHHEHCCCEEEECCCCHHHHHRHHEHAR -—--CCEEEED
HCHHCCCCCCCEECCCC-——-HHHHHCCCEEEECCCCHHHHHHHHEHAR--H-CCEEEEC
HCCCCCCCCEE-EECC--——- HHHECCCCEEEECCCCHHHHHEHHENAR--H-CCEEEEC
HCCCCCCCCCC-——-CCC-—CCHHHECCCCEEEECCCCHHHHHRHHEHAR --H-CCEEEEC
HCCCCCCCCCC-ECCCC——CHHHHHHCCCEEEECCCCHHHHHHHHEHAE-——H- CCE.E'.EECI
HCHHERCCCCCCEEECCCHHEHHHHENCCCEEEECCCCHHRHHEHHENAR--H-CCEEEEC
HCCCCCCCCCC-ECCCC-—-C--HHEHCCCEEEECCCCHHHHHRHHEHAE--H-CCEEEEC
HCCCCCCCCCCEECCCC-——-HHHHHCCCEEEECCCCHHHHHHHHEHAR--H-CCEEEEC
HCCCCCCCCCCEECCCC-——-HHHEHCCCEEEECCCCHHHHHEHHEHAE--H-CCEEEEC
HCCCCCCCCCC——-CCC-———HHHECCCCEEEECCCCHHHHHHHHEHAR--H-CCEEEEC
HCCCCCooCCC-—-C0C-——-HHHEHCCCEEEECCCCHHRHHEHHEHAR----COCEEEC
CCCCCCCCCCCEECCCC-———HHHEHCCCEEEECCCCHHHHHRHHEHAE --H-CCEEEEC
HCCCCCCCCCC--CCCC-—CCHHHEHCCCEEEECCCC-HHHHHHHEHAR--H-CCEEEEC
HCCCCCCCCCC--CoCC-—-COHHHENCCCEEEECCCC - HHHEHHEHAE--C-CCEEEEC
HCCCCCCCCCCECCCCC———-HHHEHCCCEEEECCCCHHHHHRHHEHAR -—--CCEEEEC
HCCCCCCCCCC-CCCCC-—C-HHHHHCCCEEEECCCCHHHHHHHHEHARCCC-CCEEEEC
HCCCCCCCCCCEEECCC-——-HHHHEACCCEEEECCCCHERHHEHHEHAR--BCCCEEEED
HCCCCCCCCCCEECCCC-———HHHEHCCCEEEECCCCHHHHHRHHEHRAC-——--CCEEEEC
HCCCCCCCCCCEEECCC-——-HHHHHCCCEEEECCCCHHHHHHHHEHAR-—--CCEEEEC
HCCCCCCCCCE-ECCCC-——-HHHEHCCCEEEECCCCHARHHEHHEHAR----CCEEEEC
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136

138
139
140

148

20_smg-5MGWSS_110 CCCCCCCCHHEHHHHHHCCOCCC—————————————
26_bhy-BHWA1_00539 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHARHACCCECCCOCC——-C0C:
27_bapu-BUMPUSDA_CDS00541 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHRRE-——————
28 _cdf-CDE30_20340 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHRRE-——————
29 icp-ICMP 025 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHHAR-——————
30_dtn-DTL3_14&0 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCCHHEHC-
31_amar-AMRN_0825 CCCCCCC——-HHHHHHHHCCCCCHEHBRE ———————
32_erg-ERGA CDS 08130 CCCCCCCCHHHHHHHRCCCCCHHHACC-————————
33 _csr-Cspa_c07990 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCCHHACC———————
34_elv-FNIIJ 111 CCCCCCCCHEEHEHCCCCOOI——— e
35_aman-BEF34_03265 CCCCCCCCHHHHRHHRCCCCCCHHHRRE-——————
36_apib-G8C43_08245 CCOCCCCCHHHHHHOOOCO0CC-———————————
37_cst-CLOST_0139 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHHAR-——————
38_bths-CNY&2_02730 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHRRH-——————
39_iag-Igag_l754 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHHHH-

40 _acd-ROLE 08265 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHRRE-——————
41 aar-Roear 1552 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHHAC———————
42 cdiv-CBM 05483 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHRRH-——————
43_enn-FREE4_00255 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHRRH-——————
44 aalg-RRELLGEM3T 00803 L O 5
45 bcl-RBC2558 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHHAR-——————
46 _acy-Rnacy 2677 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHRAH-——————
47 _ava-Rva_3516 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHRRH-——————
45 bif-N285_07475 CCCCCCCCHHHHHHE-CCCCCCHHHHHE-——————
49 £1im-B2M23 17620 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHHAR-——————
50_bbe-BBR47 53030 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHHHH-
51_amr-AM1_ 0608 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHRRH-——————
52_alr-DS731_18710 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHRRE-——————
53 _atm-ANT 12400 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHHAR-——————
54 caby-Cabys_ 3149 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHHAR-——————
56_enc-ECL_05030 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHRRH-——————
57_agg-HRUAT_04435 CCCCCCCCHHHHHHHACCOOCC-—————————————
8 aprs-BI364_ 03645 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHHAR-——————
59_cag-Cagg_3596 CCCCCCCCHHHHAHHACCCCCCHHHARE-——————
§0_cap-CLORF 16910 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHHHH-
61_adg-Adeg_1833 CCCCCCCCHENEEHERCCOCCCHEEERE———————
63_ahy-RHML_ 03040 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHHAR-——————
64 _max-MMRLV 06140 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHHAR-——————
65_boh-RKI39_ 02930 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHRRH-——————
£6_axy-BXYL 00663 CCCCCCCCHHHHHHHRCCCCCCCHHRHE-——————
€7 _nbg-DVT06_0T7695 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCHHHAAR-————————
€8_azl-RZL a00330 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHHAR-——————
69_abac-LuPra_00731 CCCCCCCCHHHHHHHACCCC--HHHHHH-——————
70_ach-Achl 1487 CCCCCCCCHHHHHHHHCCCCCT

71 _aey-CDGE1_ 09830 CCCCCCCCHHHHHHHHCCCCCT

T72_amyy-YIM 31455 CCCCCCCCHHEHHHHHHCCOCCC—————————————
T3_brx-BHT0E_070580 CCCCCCCCHHHHHHHACCCOCCC - ————————————
74 _ank-REnaek 0180 CCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCHHHRRE-——————
75_agg-CI1NT1_08310 CCCCCCCCHHHHHHHACCOOCC-—————————————
76_atl-Athai_ 30770 CCCCCCCCHHEHHHHARCCOCCC———— —————————
77 mcab-HXZ2T 20325 CCCCCCCCHHHHHHHACCCOCCC - ————————————
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20_smg-5MGWS5_110
26_bhy-BHWAL_00539

27_bapu-BUMPUSDA CD300541

28_cdf-CDE30_20340
29_icp-ICMP_025
30_dtn-DTL3_1460
31_amar-ZMBN 0825

32_erg-ERGL CDS_08180

33_csr-Cspa_c07990
34 _elv-FNIIJ 111
35_aman-BEF34_03265
36_apib-G3C43_03245
37_cat-CLOST_0135
38_bths-CNY&2 02780
39 _iag-Igag 1754
40_acd-ROLE 03265

41 aar-Rcear 1552
42_cdiv-CEM 0543
43_enn-FRE&4_00255

44 aalg-RRERLGSMST 00302

45_bcl-ABC2558
46_acy-Rnacy 2677
47_awva-RAva_3516
48 _bif-N235&_ 07475
49 _elim-B2M23 17620
50_bbe-BBR47_53030
51_amr-AM1 0605
52_alr-D5731_18710
53_atm-ANT_12400
54_caby-Cabys_3145
5&_enc-ECL_05030
57_agg-HRUS7_04435
&_aprs-BI364_ 03845
589_cag-Cagg_359¢
60_cap-CLDAP 16910
61_adg-Adeg 1833
63_ahy-AHML 03040
64 max-MMALV 06140
65_boh-AKI39_ 02980
66_axy-AXYL 00663
67_nbg-DV706_07655
8_azl-RZL_a00330
69_abac-LuPra_00731
70_ach-Achl 1457
71_aey-CDGE1_05350
T2_amyy-YIM 31485
73_brx-BHT03_07050
T4_ank-AnaeK 0130
75_agg-C1N71_05310
T6_atl-Athai_ 30770
77_mcab-HKZ27 20325

CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH---COCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCHHAT
HCCEEECCCCHHHHEHHHHHHHHE--CCCOCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCHHEHC
CCCEEECCCCHHHHEHHHHHHHHEH-CCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCC————— C
CCCEEECCCCHHHHEHHHHHHRHEE--CCCOCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCOCCCHEHT
CCCEEECCCCHHHHEHHHHHHHHEH-CCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCOOCC—-C
CCCEEECCCCHHHHEHHHHHHRHE--CCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCOCCHHEAT
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH---CCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCHHEC
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHHEH--CCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCOCCHHATD
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH--CCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCOCCCCCT
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH---COCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCOCCHHAT
CCCEEECCCCHHHHEHHHHHHRHE--CCCCCCCEEEEEEEECCCCCCCCCCCOCCCHEHT
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH---CCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCHHHEAC
CCCEEECCCCHHHHEHHHHHHRHEE--CCCOCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCOCCCHEHT
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH---—-CCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCOCCCCCT
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHHEH--CCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCHECHHHATD
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCOCC——-C
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH--CCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCHHAT
CCCEEECCCCHHHHEHHHHHHRHE---COCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCOCCCHEHT
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH--CCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCHHAT
CCCEEECCCCHHHHEHHHHHHRHE---COCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCOCCCHEHT
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH--CCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCOCCCCCT
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHHEH--CCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCOCCHHATD
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH--CCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCHHEC
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH--CCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCHHAT
CCCEEECCCCHHHHEHHHHHHRHE--CCCCCCCEEEEEEEECCCCCCCCCCCOCCCHEHT
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH--CCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCHHAT
CCCEEECCCCHHHHEHHHHHHRHEE--CCCOCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCOCCCHEHT
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH-CCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCOCC——-C
CCCEEECCCCHHHHAHHHHHHHHAH-CCCCCCCCEEEEEEEECCCCCCCCCCCOCCHHATD
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH--CCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCHHHEC
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH-CCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCOOCCC—-C
CCCEEECCCCHHHHEHHHHHHRHE--CCCOCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCOCCCHEHT
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH--CCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCOCHHHEAT
CCCEEECCCCHHHHEHHHHHHRHEN-CCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCOCCCHEHT
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHHEH---CCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCHHEC
CCCEEECCCCHHHHAHHHHHHAHHAH--CCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCOCCHHAT
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH-CCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCOCC——-C
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH---COCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCOCCHHAT
CCCEEECCCCHHHHRRRHHHHHHEACCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCOOCCHEHT
CCCEEECCCCHHHHEHHHHHHHHEHCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCOOCCHHAT
CCCEEECCCCHHHHRRHHHHHRHEN-CCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCOCCCHEHE
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH--CCCCCCCEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCHHAC
CCCEEECCCCHHHHAHHHHHAHHAH---CCOCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCOCCHHATD
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH--CCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCHHHEH
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH--CCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCHHHHAT
CCCEEECCCCHHHHRHRHHHHRHE---COCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCOOCCHEHT
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH--CCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCOCHHHEAT
CCCEEECCCCHHHHRHHHHHHRHE---COCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCOCCHHEAT
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH--CCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCHHER
CCCEEECCCCHHHHRHHHHHHRHE--CCCCCCCEEEEEEEECCCCCCCCCCCOCCCHEHE
CCCEEECCCCHHHHHHHHHHHHHEH--CCCCCCCEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCHHAC
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211
212
203
214
205
216
217

234
235
236
237
238
238
240
241
242
243
244
245

248

20_smg-SMEWSS_110
26_bhy-BHWA1_ 00539

27_bapu-BUMPUSD& CD500541

25_cdf-CDE30_20340
29_icp-ICMP_ 025
30_dtn-DIL3_146&0
31_amar-ZMRN_0325
32_erg-ERGA CDS_08180
33_csr-Cspa_c07330
34 _elv-FNIIJ_111
35_aman-BEF24_ 08265
36_apib-G3C43_08245
37_cst-CLOST_0139
38_bths-CNY&2_02780
39_iag-Igag_l754
40_acd-ROLE 08265
41 aar-Acear_ 1552
42_cdiv-CEM 0548
43_enn-FRE&4_00255

44 aalg-ARERLGSMST7_00803

45_bcl-ABC2558
46_acy-Rnacy 2877
47_awva-Lva_351¢
4% _bif-W288_07475
49_elim-B2M23_ 17620
50_bbe-BBR47_53030
51_amr-BM1_ 0603
52_alr-D5731_18710
53_atm-ANT_12400
54 caby-Cabys_3149
56_enc-ECL_05030
57_agg-HRUST7_04435
&_apra-BI364_03645
59_cag-Cagg_359%6
60_cap-CLDAF_ 16510
€1_adg-Rdeg_1833
63_ahy-BHML 03040
64 _max-MMALV 06140
65_boh-BEI39_02520
66_axy-REYL 00663
£7_nbg-DVT06_07695
68_azl-AZL_a00330
€9_abac-LuPra 00731
70_ach-Achl_1437
71_aey-CDGE1_09890
T2_amyy-TIM 31455
73_brx-BHT0E_07090
T74_ank-AnasE 0130
75_agg-C1NT1_09310
T6_atl-Athai_ 30770
77_mcab-HEZ27_20325

CCoCC-——-CCoCCCCCHHHEHHRNAR-ACCCCCEEEEEEEEECCCCCEEEEEEEE ———
CCCCE-———-CCCCCCCCHHHHHARHAAR--COCCCEEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEE——
CCCCCHHHHCCCCCCCCHHHHHHEH-——-————— CCCEEEEEEECCCCCCEEEEEEEEE—-
CCCEE----CCCCCCCCCHHEHHRNAR--HCCCCEEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEE——
CCCCC----CCCCCCCCCHHEHABHE-—————— CCCEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEE—-
CCoCC--—-CCoCCCCCHHHEHHRHAAR--COCCCEEEEEEEEECEECCEEEEEEEEE -~
CCCCC-———-CCCCCCCCHHHHHARNAAR - - COCCCEEEEEEEEEECCCCEEEEEEEEC——
CCCEE-—--CCOCCCCCCCHHRHHAHHAE-ACCCCCEEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEE——
CCCCE----CCCCCCCCHHHEHHRHAR--COCCCEEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEE——
CCCCE-———-CCCCCCCCHHHHHAHHAAR-HCCCCCEEEEEEEEECEECCEEEEEEEE ——

COCCC——--CCOCCCCCCCHHEHHAHHAE--HCOCCCEEEEEEEEECCEEEEEEEEEEEE ——

CCCCC-——-CCCCCCCOCHHEHHRHHEE--CCCCCEEEEEEEEECCED

EEEEEEE-——-

CCCCE-——-CCCCCCCCCHHHHHHHHRE--CCCCCEEEEEEEEEECCT

FEEEEEEEE-—

CCCCE-—-—-CCCCCCCCCHHRHARHARE-—COCCCEEEEEEEEEECCD

EEEEEE--—-

CCCCC----CC0CCCCCHHHRHARNANA--COCCCEEEEEEEEECCEEEEEEEEREEE -~

CCCCCCEECCCCCCCCCHHHRHARHARACCCCCCCEEEEEEEEECCCCCEEEEEREREE —-
COCCC——--CCOCCCCCCHHHAHAARHAE-—CCOCCCEEEEEEEEEECCCCEEEEEEEEE——
CCoCC-—--CCoCCCCCCHHEHHRHAAR--COCCCEEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEE——
CCCCC-———CCCCCCCCCHHHHAHHAAR - COCCCEEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEE——
COCCC——--CCOCCCCCCHHHAHAARAAE-—-CCOCCCEEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEE——
CCCEE----CCCCCCCCCHHEHHRHAAR---COCCCEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEE——
COCCC——--CCOCCCCCCHHHAHAARAAE-—-CCOCCCEEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEE——
CCoCC-—--CCoCCCCCHHHEHHRRAAR--CCCCCEEEEEEEEEECCCCEEEEEEEEE -~
CCCCC-———CCCCCCCCCHHHHAHHAAR - COCCCEEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEE——
CCCEE-—--CCOCCCCCCCHHAHHAHHAE-—CCOCCCEEEEEEEEECCECCEEEEEEEEE——
CCoCC--—-CCoCCCCCHHHEHHRHAAR--HCCCCEEEEEEEEEECCCCEEEEEEEEE——
CCCCC-———-CCCCCCCCCHHHHAHHAAR - - COCCCEEEEEEEEEEEECCEEEEEEEEE——
CCCCC----ECCCCCCCCHHHHHBEHH-—————— EEEEEEEEECEECCEEEEEEEEE-——
CCCCC----CCCCCCCCHHHEHARE - —————— CCCCEEEEEEEECCECCEEEEEEEEE--

CCCCC----CCCCCCCCHHHRAARAC - -——-COCCCEEEEEEEEEREECCCEEEERERE -~

CCCCC---—-CCCCCCCCCHHHHEEH. CCCEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEE—-
CCCEE----CCCCCCCCCHHEHHRHAR-HHCCCCEEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEE——
CCCCC-———-CCCCCCCCCHHHHAHHAAR--HOCCCEEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEC——
CCCCC----CCCCCCCCHHHHAARH——————— CCCCEEEEEEECCCCCCEEEEEEEEE--
CCCEE----ECCCCCCCHHHEHHRHNARHACCCCCEEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEE——
CCCCC-———CCCCCCCCCHHHHAHHAAR - COCCCEEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEE——
CCCCC----CCCCCCCCCHHEAAEH——————— CCCCEEEEEEEECEECCCEEEEEEEE——
CCoCC-—--CCoCCCCCCHHEHHRHAAR--COCCCEEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEE——
CCCEE-—--CCOCCCCCCHHHAHHARHAE-—CCCCCEEEEEEEEEECCCCEEEEEEEEE——
CCCCE----CCoCCCCCHHHEHHRNAR--HCCCCEEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEE——
CCCCC-———CCCCCCCCCHHHHAHE ——————— CCEEEEEEEEEEEECCEEEEEEEEE—-
CCOCEE-—--CCOCCCCCCHHHAHHAHHAE-—CCOCCCEEEEEEEEEEEECCEEEEEEEEE——
CCCCC----CCCCCCCCHHHEHARE - ——————— EEEEEEEEECEECCEEEEEEEEE--
CCCCC-———-CCCCCCCCCHHHHAHHAAR-HCCCCCEEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEE——
CHHHEC-—--CCCCCCCCHHHAHAARHAE-—CCOCCCEEEEEEEEECCECCEEEEEEEEE——
CCCEE----CCCCCCCCCHHEHHRHAR-ACCCCCEEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEE——
CCCEE-———CCCCCCCCCHHHHAHHHARHRCCCCCCEEEEEEEEECCCCEEEEEEEEE——
COCCC——--CCOCCCCCCHHHAHAARHAE-—CCOCCCEEEEEEEEECEECCEEEEEEEEE——
CCHHH----CCCCCCCCCHHEHHRHAR-ACCCCCEEEEEEEEECEECCEEEEEEEEC——
CCCCC-———CCCCCCCCCHHHHARE —————— CCCEEEEEEEEECCECCEEEEEEEEE—-
CCCCC----CCCCCCCCHHHEHAEH-———————— CCCEEEEEEEEECCCCEEEEEEEEE—-




Fig S3. Continuacion...

20_smg-SMGWSS_110
26_bhy-BHWAL_00539

27_bkapu-BUMPUSDE CDS00541

28_cdf-CD630_20340
25_icp-ICMF 025
30_dtn-DTL3_14&0
31_amar-ZMRN 0325
32_erg-ERGA CD5_08180
33_csr-Cspa_c07590
34_elv-FNIIJ 111
35_aman-BEF24_08265
36_apib-G3C43_08245
37_cst-CLOST_0139
38_bths-CNY&2_02780
39_iag-Igag_l1754
40_acd-ROLE 08265
41 aar-Rcear 1552
42 cdiv-CPM 0548
43_enn-FRE&4_00255

44 @aalg-RARERLGEMST_00308

45_bcl-BBC2558
46_acy-Inacy_ 2677
47_ava-hva_3514
48_bif-N288_07475
459 elim-B2M23_ 17620
50_bbe-BBR47_ 53030
51_amr-BM1_0&09
52_alr-D5731_18710
53_atm-ANT_12400
54 caby-Cabys_3149
56_enc-ECL_05030
57_aqgg-HRUST_04435
&_apra-BI364_03645
59 _cag-Cagg_3596
60_cap-CLDAE 16510
61_adg-Rdeg_1833
63_ahy-BHML. 03040
64_max-MMRLYV 0&140
65_boh-RKI3S 02580
66_axy-BEYL 00663
67_nbg-DVT06_07695
68_azl-RZIL_al0330
€9_abac-LuPra 00731
T0_ach-Achl_ 1497
T1_aey-CDEE1_09890
T2_amyy-¥IM 31455
T3_brx-BHT0E_07090
T4_ank-RnasE 0180
75_agg-C1NT71_09310
Té_atl-Athai 30770
T7_mcab-HEZ27_ 20325

-CCCCCHHRHHEHARHARCCCCEEEE ————-
-CCCCCHHEHHHHHHHHRCCCCCEEEE -
-CCCCC-——-HHHHHHHHACCCCCEEE—————-
-CCCCCHHEHHHHHHHHHCCCCCEEE—————

-CCCCCHHRHHEHARHHRICCCCEEE—————-
-CCCCCHHEHHHHAHHARCCCCEEEEC———-COCCCCCHHHCCCCCEEEEEEEEE———-C

-CCCCCHHEHHHHHHHHHCCCCEEEE ————- {CCCCCCCHHHCCCCCEEEEEEEEE-——-C
-CCCCCHHRHHEAARHHRCCCCCEEEECC--COCCCCCHHHCCCCCEEEEEEEEE—-—-C
-CCCCCHHEHHHHAHHHACCCCCEEEE———-COCCCCCHHHCCCCCEEEEEEEE ————— C

-CCCCCHHEHHHAAHHARCCCCCEEEE———-COCCCCCHHHCCCCCEEEEEEEEE———-C
-CCCCCHHEHHHHHHHHHCCCCCEEEECCCCCCCCCCCHHHCCCCCEEEEEEEEC———-C
CCCCCCHHRRHEAARNHRCCCCCEEEE-——-COCCCCCHHEHCCCCCEEEEEEEEE--—-C
-——CCCHHEHHHHHHHHACCCCCEEE —————- CCCCCCHHHCCCCCEEEEEEEEE—————
-CCCCCHHEHHHHHHHHHCCCCEEEEC———-CCOCCCCCHHHCCCCCEEEEEEEEE———-C
CCCCCCHHRRHHHARNHRCCCCCEEEE--—-COCCCCCHHEHCCCCCEEEEEEEEC--—-C
CCCCCCHHEHHHHHHHHRCCCCCEEEE———-COCCCCCHHHCCCCCEEEEEEEEC———-C
-CCCCCHHEHHHHHHHHACCCCEEEEE ———-CCOCCCCCHHHCCCCCEEEEEEEEE———-C
-CCCCCHHRRHEHARHHRCCCCCEEE————- CCCCCCCHRACCCCCCEEEEEEEC--—-C
-CCCCCHHRHHHAAHHHRCCCCCEEEE———-COCCCCCHHHHCCCCEEEEEEEEE ———-C
CCCCCCHHEHHHHHHHHRCCCCCEEEE———-COCCCCCHHHCCCCCCEEEEEEEC———-C
-CCCCCHHEHHHHHHHHHCCCCEEEE —————- CCCCCCHHHCCCCCCEEEEEEEC-——--C
-CCCCCHHRHHEAARHHECCCCCEEEECCCCCCOCCCCCHHHCCCCCEEEEEEEEE--—-C
-CCCCCHHEHHHAAHHHRCCCCCEEEECCCCCCCCCCCHHHCCCCCEEEEEEEEC———-C
-CCCCCHHEHHHHHHHHHCCCCCEEEE————- CCCCCCHHHCCCCCEEEEEEEEE—————
-CCCCCHHRHHEHARHARCCCCCEEEE————- CCCCCCHEACCCCCCEEEEEEEE--—-C
-CCCCC-—-HHHHAHHHRCCCCCEEEE———-COCCCCCHHHCCCCCEEEEEEEEE———-C
-CCCCCHHEHHHHHHHHHCCCCCEEEECCCCCCCCCCCHHHCCCCCEEEEEEEEE————C
-CCCCCHHRHHEHARHHECCCCCEEEE-——-COCCCCCHHHCCCCCCEEEEEEEECCOCC
-CCCCCHHEHHHAAHHARCCCCCEEEE———-COCCCCCHHHCCCCCEEEEEEEEE———-C
-CCCCCHHEHHHHHHHHRCCCCCEEE—————- CCCCCCHEHCCCCCCEEEEEE-—————— C
-CCCCCHHEHHHHHHHHHCCCCCEEE——————— CCCCCHHHCCCCCEEEEEEEEE————-
-CCCCCHHRHHEAARHHRCCCCEEEEC--—-COCCCCCHHHCCCCCCEEEEEEEE—-—-C
-CCCCCHHEHHHHHHHHRCCCCCEEEE———-COCCCCCHHHCCCCCCEEEEEEEE———-C
-CCCCCHHEHHHHHHHHHCCCCCEEEECCCCCCCCCCCHHHCCCCCEEEEEEEEE————C
-CCCCCHHRHHEHARHHRCCCCCEEEE-——-COCCCCCHHHCCCCCEEEEEEEEE—-—-C
-CCCCCHHEHHHHHHHHRCCCCCEEE————— CCCCCCCHHHCCCCCEEEEEEEEE-——-—-C
-CCCCCHHEHHHHHHHHHCCCCEEEEE ———-CCOCCCCCHHHHCCCCCEEEEEEEE———-C
-CCCCCHHRHHERARHHRCCCCCEEEE-——--COCCCCCHHHCCCCCCEEEEEEEE--—-C
-CCCCCHHEHHHHAHHHRCCCCCEEEE———-COCCCCCHHHHCCCCCEEEEEEEE———-C
-CCCCCHHEHHHAAHHARCCCCCEEEE———-COCCCCCHHHCCCCCEEEEEEEEE———-C
-CCCCCHHEHHHHHHHHHCCCCCEEE————— {CCCCCCCHHHCCCCCCEEEEEEEE-CCCC
-CCCCCHHRHHEHARHHRCCCCCEEEE-——-COCCCCCHHHCCCCCEEEEEEEEE—-—-C
-CCCCCHHEHHHHAHHHRCCCCCEEEE———-COCCCCCHHHHCCCCCEEEEEEEE———-C
—-——CCCHHEHHHHHHHHHCCCCCEEEE———-CCOCCCCCHHHHCCCCCEEEEEEEC———-C
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Fig S3. Continuacion...

315

350

20_smg-SMGWSS_110
26_bhy-BHWAL_00539
27_bapu-BUMFUSDA CDS5003541
28_cdf-CDe30_20340
29_icp-ICMP 025
30_den-DTL3_ 1460
31_amar-AMEN 0325
32_erg-ERGR CD5_08180
33_csr-Cspa_c07950
34_elv-FNIIJ_1l1
35_aman-BeF34_08265
36_apib-GEC43_08245
37_cat-CLOST_0139
38_bths-CHY&2_02780
39 _iag-Igag 1754
40_acd-ROLE 08265
41 aar-Lcear_ 1552
42_cdiv-CFM 0548
43_enn-FRE64_00255
44 aalg-RARERLGSMS7 00803
45_bcl-ABC2558
46_acy-Rnacy 2677
47 _ava-Bva 3516
45_bif-N288_07475
49 elim-B2M23_17620
50_bhe-BBR47T_53030
51_amr-AM1_06&0%
52_alr-D5731_18710
53_atm-ANT_12400
54_caby-Cabys_3145
56_enc-ECL_05030
57_aqgg-HRUST_044335
g_aprs-BI364_03643
58_cag-Cagg_359¢
60_cap-CLDAF_16910
61 _adg-hdeg 1833
63_ahy-AHML 03040
64 _max-MMRLV 06140
65_boh-RKI3S_ 02580
66_axy-RAXYL 00663
67_nbg-DVT0&_0T7&695
68_azl-RZL_al0330
€9_abac-LuPra_00731
T0_ach-Achl 14497
71_aey-CDGE1_09390
72_amyy-YIM 31485
73_brx-BH708_07090
74_ank-ZnaskK 0120
75_agg-C1N71_0%310
T76_atl-Athai_30770
77 mcab-HEZ27 20325

—CCEEEEEECCCCCCCHHHHHHHHAHHHRHCCCHHACCCCCCCCC———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHHHAHHHHHCCCHEACCCCCCCCC ———

-CCEEEEEECCCCCCCHHHHRHHARRE-—-——- HHHCCCCCCCCC--——
-CCEEEEEECCCCCCCHHHARHHARHHARRCCCHERCCCCCCCCC————
-CCEEEEEECCCCCCCHHHHHHHAARE - ————- HHHCCCCCCCCC-———

CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHEHHHEAHACCCHHHCCCCCCCOC-———
-CCEEEEEECCCCCCCHHHHHHHHHAHHHRHCCCHHHCCCCCCCCC———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHEHHHEHHHCCCHHHCCCCCCCC————
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHHEHHHEHHHCCCHHHCCCCCCCCC-———
-CCEEEEEECCCCCCCHHHARHHARHHARRCCCHERCCCCCCCCC————
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHERHHEARACCCHHRCCCCCCCC0C-——
~CCEEEEEECCCCCCCHHHERHHERHERRHCCCHERCCCCCOCCCC———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHEHHHEAHACCCHHHCCCCCCCOC-———
CCCEEEEEEECCCCCCHHHHHHEHHHEAHHCCCHHHCCCCOCCOC-————
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHHEHHHHHHHCCCHHHCCCCCCCCOC-——
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHHEHHHEHHHCCCHHHCCCCCCCCC-———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHHHHHEAHHCCCHHHCCCCCCCOC-———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHERHHEARACCCHHRCCCCCCCC0C-——
CCCEEEEEECCCCCCCHHNHHERHHEHHACCCHHRCCCCOCCC0C-———
-CCEEEEEECCCCCCHHHHARHHERHHARHCCCHRACCCCCCCCC———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHEHHHEAHACCCHHHCCCCCCCOC-———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHHEHHHEHHHCCCHHHCCCCCCCCC-———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHHEHHHEHHHCCCHHHCCCCCCCCC-———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHHEHHHEAHHCCCHHHCCCCCCCOC-———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHERHHEARACCCHHRCCCCCCCC0C-——
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHERHHEARACCCHHRCCCCCCCCC--——
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHEHHHEAHACCCHHHCCCCCCCOC-———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHHHHHAAHAC-————- CCCCCCCCC——-
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHEHHHHHHHCCCHHHCCCCCCCCOC-———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHHEHHHHHHHCCCHHHCCCCCCCCOC-——
—CCEEEEEECCCCCCCHHHHHHHHAHE-————- HHHCCCCCOCCCC-———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHERHHEARACCCHHRCCCCCCCCC--——
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHERHHEARACCCHHRCCCCCCCCC--——
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHEHHHEAHACCCHHHCCCCCCCOC-———

CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHEHHHE -————— HHHCCCCCCCCC-———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHHHAHHHHHCCCHHEACCCCCCCCC-————
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHHHHHE-————— HHHCCCCCCCCC-———

—CCEEEEEEECCCCCCHHHHHHHHHHHHAHCCCHHHCCCCCCCCC———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHERHHEARACCCHHRCCCCCCCCC--——
CCCEEEEEEECCCCCCHHHHHHRHHEARACCCHHRCCCCCCCCC--——
CCCEEEEEECCCCCCCHHEHHHERHHERHHCCCHRHCCCCCOCCCOOCCCC
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHEHHHEAHACCCHHHCCCCCCCOC-———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHEHHHE -————— HHHCCCCCCCCC-———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHHEHHHEHHHCCCHHHCCCCCCCCC-———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHHEHHHEHHHCCCHHHCCCCCCCCC-———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHHHHHEAHHCCCHHHCCCCCCCOC-———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHERHHEARACCCHHRCCCCCCCCC--——
CCCEEEEEECCCCCCCHHEHHHERHHERHACCCHHRCCCCOCCCC0C-——
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHEHHHEAHACCCHHHCCCCCCCOC-———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHEHHHEAHACCCHHHCCCCCCCOC-———
CCCEEEEEECCCCCCCHHHHHHHEHHHEHHHCCCHHHCCCCCCCCC-———

C-terminal

Fig S3. Alineamiento multiple de los elementos de estructura secundaria de las proteinas del
COGO0002 con respecto al contenido de GC de sus genes. El formato de alineamiento se divide en dos
partes: la primera parte de lado izquierdo refleja el valor (orden ascendente) del contenido de GC de los
genes que codifican a las proteinas del COG, seguido del nombre del gen; la segunda parte muestra el
alineamiento de las secuencias de estructuras secundarias: H para hélice alfa, E para hoja beta, y C para
lazo.

72



N-terminal

27 _tje-TJEJU_2162
28 prn-BW723_ 13825
30_agb-D1818_09550
31 laci-CwW733_06300
36 cep-Cri9333 2611
37 ava-Ava 0677

40 cthe-Chro 1359
41 ptn-PTRA al372

42 zga—-ZOBELLIA 2563
45 rhh-E0Z06 01765
46 pko-PKOR 15130
49 nii-Nit79A3 3401
50 if1-C1H71 04530
53 mpsy-CEK71 12595
57 dal-Dalk 5292

62 pol-Bpro 2870

63 eba-ebA6530

64 adi-B5T 02407

65 haz-A9404 06910
66 bfz-BAUO7 18345
69 csa-Csal 2711

71 pmex-H4W19 15985

Continuacion...

27 tje-TJEJU 2162
28 prn-BW723 13825
30_agb-D1818_ 09550
31 laci-CW733 06300
36 cep-Cri9333 2611
37 ava-Ava 0677

40 cthe-Chro 1359
41 ptn-PTRA al372
45 rhh-E0Z06_01765
49 nii-Nit79A3 3401
50 if1-C1H71 04530
53 mpsy-CEK71 12595
57 dal-Dalk 5292

62 pol-Bpro 2870

63 _eba-ebA6530

64 adi-BS5T_ 02407

65 haz-A9404 06910
66 bfz-BAUO7 18345
69 csa-Csal 2711

71 pmex-H4W19 15985

—-CCCCCHHHHHHHHHHCHHHHCCC-HHHHHHHHHHHHHHHHHCEEEEECCEE-CHHHHHH
-CCCCCHHHHHHHHHHCHHHHCCC-HHHHHHHHHHHHHHHHHCEEEEECCEE-CHHHHHH
CCCCCCCHHHHHHHHHCHHHHCCC-HHHHHHHHHHHHHHHHHCEEEECCCEECCHHHHHH
—CCCCCHHHHHHHHHHCHHEHCCC-HHHHHHEHHHHHHHHHHCEEEEECCEE-CHHHHHH
-CCCCCHHHHHHHHHHCHHHHCCC-HHHHHHHHHHHHHHHHHCEEEECCCEECCHHHHHH
-CCCCCHHHHHHHHHHCHHHCCCC-HHHHHHHHHHHHHHHHHCEEEECCCEECCHHHHHH
—-CCCCCHHHHHHHHHHCHHHCCCC-HHHHHHHHHHHHHHHHHCEEEECCCEECCHHHHHH
-CCCCCHHHHHHHHHHCHHHHCCC-HHHHHHHHHHHHHHHHHCEEEECCCEECCHHHHHH
-CCCCCHHHHHHHHHHCHHHHCCC-HHHHHHHHHHHHHHHHHCEEEECCCEECCHHHHHH
—CCCCCCHHHHHHHHHCHHEHCCC-HHHHHHHHHHHHHHHHHCEEEECCCCCCCHHHHHH
-ACCCCCHHHHHHHHHCHHHHCCC-HHHHHHHHHHHHHHHHHCEEEECCCCCCCHHHHHH
--CCCCHHHHHHHHHHCHHHCCCC-HHHHHHHHHHHHHHHHHCEEEECCCCECCHHHHHH
—-CCCCCHHHHHHHHHHCHHHCCCC-HHHHHHHHHHHHHHHHHCEEEECCCCECCHHHHHH
—-CCCCCHHHHHHHHHHCHHHCCCC-HHHHHHHHHHHHHHHHHCEEEECCCCCCCHHHHHH
-CCCCCHHHHHHHHHHCHHHCCCC-HHHHHHHHHHHHHHHHHCEEEECCCCECCHHHHHH
-CCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCC-HHHHHHHHHHHHHHHHHCEEEECCCEECCHHHHHH
-CCCCCHHHHHHHHHHCHHHCCCC-HHHHHHHHHHHHHHHHHCEEEECCCCECCHHHHHH
-CCCCCHHHHHHHHHHCHHHCCCC-HHHHHHHHHHHHHHHHHCEEEECCCEECCHHHHHH
—-CCCCCHHHHHHHHHHCHHHCCCC-HHHHHHHHHHHHHHHHHCEEEECCCEECCHHHHHH
—-CCCCCHHHHHHHHHHCHHHHCCC-HHHHHHHHHHHHHHHHHCEEEECCCCECCHHHHHH
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Fig S4. Continuacion...

45 27 tje-TJEJU 2162
46 28 prn-BW723 13825
47 30 agb-D1818 09550
48 31 laci-CW733 06300
49 36 cep-Cri9333 2611
50 37 ava-Ava 0677

51 40 cthe-Chro 1359
52 41 ptn-PTRA al372
53 45 rhh-E0Z06_ 01765
54 49 nii-Nit79A3 3401
50 if1-C1H71 04530
53 mpsy-CEK71 12595
57 dal-Dalk 5292

62 pol-Bpro 2870

63 eba-ebA6530

64 adi-B5T 02407

65 haz-A9404 06910
66 _bfz-BAUO7_ 18345
69 csa-Csal 2711

71 pmex-HAW19 15985

Continuacion...

26 27 tje-TJIEJU 2162

7 28 prn-BW723 13825
30 agb-D1818 09550
9 31 laci-CW733_ 06300
36 cep-Cri9333 2611l
37 ava-Ava 0677

40 cthe-Chro 1359
41 ptn-PTRA al372
45 rhh-E0Z06_01765
49 nii-Nit79A3 3401
50 if1-C1H71 04530
53 mpsy-CEK71 12595
57 dal-Dalk 5292

62 _pol-Bpro_2870
63_eba-ebA6530

64 adi-B5T 02407

65 haz-A9404 06910
66 bfz-BAUO7 18345
69 _csa-Csal_ 2711

71 pmex-HAW1S9 15985

P e e )

1

AAAAHHHHHH----CCCCHHHCCCCEEEECCCCCE---ECCEEECCCEEEEECC--ECCC
AAAAHHHHHH----CCCHHHCCCCCEEEECCCCEE---ECCEEECCCCEEECCCC--CCC
AAAAHHHHHH----CCCHHHHCCCCEEEECCCCEE---ECCEEEECCCEECCCCCE-—-—
AAAAHHHHHH----CCCHHHHCCCCEEEECCCCEE---ECCEEECCCCEEEECCC--CCC
AAAAHHHHHH----CCCHHHHCCCCEEEECCCCEE---ECCEEEECCEEECCCCCCCCCC
AAAAHHHHHH----CCCHHHHCCCCEEEECCCCEE---ECCEEEECCCEECCCCCCECCC
AAAAHHHHHH----CCCHHHHCCCCEEEECCCCEE---ECCEEECCCCEEECCCEEECCC
AAAAHHHHHH----CCCHHHHCCCCEEEECCCCEE---ECCEEECCCCEEECCCCEECCC
AAAAHHHHHH----CCCHHHCCCCCEEEECCCCEE---ECCEEEECCCEECCCCCEECCC
AAAAHHHHHH----CCCHHHHCCCCEEEECCCCEE---ECCEEECCCCEEECCCCEECCC
AAAAHHHHHH----CCCHHHHCCCCEEEECCCCEE---ECCEEEECCCEECCCCCEECEE
AAAAHHHHHH----CCCHHHHCCCCEEEECCCCEE---ECCEEEECCCEECCCCCCCCCC
AAAAHHHHHH----CCCHHHCCCCCEEEECCCCCECCCCCCCEECCCCEEEEECCEECCC
AAAAHHHHHH----CCCHHHHCCCCEEEECCCCEE---ECCEEECCCCEEEEECCEECCC
AAAAHHHHHH----CCCHHHHCCCCEEEECCCCEE---ECCEEEECCCEECCCCCCECEE
AAAAHHHHHH----CCCHHHHCCCCEEEECCCCEE---ECCEEEECCCEECCCCCCCCCC
AAAAHHHHHH----CCCHHHHCCCCEEEECCCCEE---ECCEEEECCCEECCCCCCCCEE
AAAAHHHHHH----CCCHHHHCCCCEEEECCCCEE---ECCEEEECCCEECCCCCCCCCE
AAAAHHHHHHCCCCCCCHHHCCCCCEEEECCCCEE---ECCEEECCCCEEEECCCEECCC
AAAAHHHHHH----CCCHHHCCCCCEEEECCCCEE---ECCEEECCCCEEECCCCCCCCC

CCCCCEEEEEHHHHHHHHCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCH-—-—~ H
CCCCCEEEEEHHHHHHHHCCCCCCCCEEHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCH-———~ H
CCCCCCEEEEHHHHHHHHCCCCCCCCEEHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCH-———~ H
CCCCCCEEEEHHHHHHHHCCCCCCCCEEHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCC————~ H
CCCCCCEEEEHHHHHHHHCCCCCCCEEEEHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCC————~ H
CCCCCCEEEEHHHHHHHHCCCCCCCCEEHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCC————— H
CCCCCCEEEEHHHHHH--CCCCCCCCEEHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCC————~ H
CCCCCEEEEEHHHHHHHH--CCCCCCEEEHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCC————~ H
CCCCCCEEEEHHHHHHHHCCCCCCCCEEEHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCC————~ H
CCCCCCEEEEHHHHHHHHHCCCCCCEEEEHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCH-———~ H
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Fig S4. Alineamiento multiple de los elementos de estructura secundaria de las proteinas del
C0OG3228 con respecto al contenido de GC de sus genes. El formato de alineamiento se divide en dos
partes: la primera parte de lado izquierdo refleja el valor (orden ascendente) del contenido de GC de los
genes que codifican a las proteinas del COG, seguido del nombre del gen; la segunda parte muestra el
alineamiento de las secuencias de estructuras secundarias: H para hélice alfa, E para hoja beta, y C para

lazo.
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Anexo

Anexo 1. Seleccién de especies no redundantes. Las cepas de Candidatus Sulcia muelleri existentes
en la base de datos KEGG. El ID de KEGG (columna uno), las cepas (columna 2), el tamafio del genoma

(bp) (columna 3), el nUmero de proteinas (columna 4) y el contenido de GC gendmico (columna 5).

ID_ KEGG cepas Tamafio del genomal# proteinad%GC gendmico
sum Candidatus Sulcia muelleri CARI 276511 246 20.95
smup Candidatus Sulcia muelleri PSPU 285352 251 20.83
smum Candidatus Sulcia muelleri ML 190405 187 23.51
smv Candidatus Sulcia muelleri Sulcia-ALF 190733 188 23.39
smue Candidatus Sulcia muelleri TETUND 270029 247 22.79
sms Candidatus Sulcia muelleri SMDSEM 276984 242 22.49
smub Candidatus Sulcia muelleri BGSS 244618 227 22.24
smg Candidatus Sulcia muelleri GWSS 245530 227 22.17
smh Candidatus Sulcia muelleri DMIN 243933 226 2211

Dos cepas de Candidatus Sulcia muelleri fueron elegidas (sum y smup) por tener tamafios de genomas
grandes (respectivamente), mayor nimero de proteinas y porque contienen el mismo contenido de GC
genomico (de 20%).
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3LIIR52kDG8sCZ5vY19s7INFO+iCca9lu9qVWw9fDxdBZDvVPddKnbTSOqqyn/nF GqV7ZdGErPvagEXOfUzP+cJno30s0E40sZtS3EITJZgZkFTI/c7FHsbMBODDIJJEJsqgLWgtN
CQd/+k332uLXB6qugRsIQEDwyj45vaOvPTjgWSCRHOs9yMNLyfgbwit2y+04UWyNtig==

MARIA DEL RAYO SANCHEZ CARBENTE | Fecha:2023-03-27 16:26:23 | Firmante
Dpn/w3Dv1be/0aFby3PAToHqOJWpU4/NuvABABzC3JJECMnQHxiCOuT5QDUIXKPKrWuatviMay4quQmCsAS5ReFbWCkDEwU50SCJlaQUR2ta3dyal9v5iQrFPNJ2d 4 TGIX99NI
BUT1xcDOh57mpcoteM2+j0yLM+MRS4qHSJGOLWSral/saXUG9RJsXPhW7J50NXgJQAMtbm517/tH6BwOpBzGxKF SzVB+2zwrLMz3Mh/pggjDve6 1+ XwBfOS YaUFHmo+nnjQl
7pQhpzL8XzNCEtECFIU33nnMVsylD2EeXkpY0BnH9cl/GQzQnEly4Btg+JDXAECCB/baWV7HBy5w==

ROSA MARIA GUTIERREZ RIOS | Fecha:2023-04-10 19:12:44 | Firmante

ZwaMzsO/WR1XJVUHT/IBFVEZsGZ34F gF oWXxXnlIHjdF CPoQqL58blyz8XY+0OhLKvUamGi6e30+8GB/kZqEBAEYY dbobuku2Asw80H9btf3bvDSRUhxeL TsE6tkOZsBACpAUjtcG
94e0/s/E4pZaYtGmvTDRs4BCP8ZfadrqyWR0ammEBjuBYyvSX5k4WGBPCQm+8opQ7Afd8hWmgNI558jzS77G50fBuWhIVLHUUNzZXXYNSE39+wCjfazZ3ABv82pKarv9d3MTv8
lygle15ErJjiTuOsSgZeyh9S61JCMIY 1PpIAYTMmODG6R(i3PphKHtWaKOz9Azb7MVMOILIkXUg==

CARMEN NINA PASTOR COLON | Fecha:2023-04-13 17:46:44 | Firmante

SIx8P620+LVkN71Z6W+0oH4B9KLXaGQ1s6WpROWQBrDfaf5 C2LGPopZvL60ztvVXP6S5UyflfooMRL5uk6584+GqJ YahJxMPYhh2SmakhZFE 1n6ZyyXNqqd4w/jROfZbVYZJSSjhC
rR8aR 1buitVLDoPLO+qEwt7hyKkWys+mbLbEKILKgGAEW TypXMd7rjw22AIzn0jwGIWmegxLQmAZtHhe YtdO/TSiYMY|Uypj/9aEIUu3z8m2VigpUE04+sUo4ytY6eqpajoHXOMWTI3
xfOKrhfxkz0tZxsKSilglCtDx8CgQmObt20M73TIMsWsCa+NYwHabnJ2buzSpnEY/Nrw==

VERONICA MERCEDES NARVAEZ PADILLA | Fecha:2023-04-17 12:01:16 | Firmante
qXzgSQ9dj71e8TEPCaplFyxXhiBnnvAAUFC+MhiTSj7HcO5yHaCO0G3HhFiUn3vs7x+34+zgpLe46TU8drpGKdUaCqgeVgvwNY 1sWsWmVPvwogE6mDpenBb6vrM40VQRRJfYbz
URMIXtPWqEjU6XUXKPhzMR/diCnPVg1kqD+NVtylIDGLsJp+OwO5fhjuq8CsE+/PWQCqM67 1kek54sJBz0JSHWIBmMO2I1yVarO8dITJbA8IzgalU 1MtpgtRMtHAWSN6EbiFfNAuNd
79YcepKZAgxs6xiEQCACRmYgGgkyl1g9vAGVvGODcKvV947wW10eNQkCdgbbqcLfe6YplIOAS3TA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

TJ8wk9Mgv

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/3ATzRdyCnkrwIBmWQAv94HbHF qg6RIg3




