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Desenvolupament d'un sistema de filogenia

virica en Python

Anna Folch Salvador

Resum—Els avencos cientifics de la metagendmica han portat al descobriment d'un gran nombre d'organismes i les seves
relacions evolutives. Uns d’ells sén els bacteriofags que, a pesar de ser els organismes més abundants de la biosfera, encara
no estan completament descrits. No obstant aixo gracies a |'analisi filogenética s'han realitzat grans descobriments relatius a
I'origen evolutiu de les especies viriques. A més, el brot de pandémia ocasionada pel SARS-CoV-2 ha fet incrementar els
esforcos de recerca en aquesta area. Aquest projecte s'ha centrat en el desenvolupament d'un programa informatic,
anomenat ViPhy, per a I'alineament de sequéncies de proteines i la generacié d'arbres filogenétics de bacteriofags. ViPhy
també es pot aplicar a altres taxons i, a diferéncia d'altres programes, no limita el nombre de seqiiéncies a alinear i és de codi
obert.

Paraules clau—Arbres filogenétics, Filogendmica, Bacteridofags, Aminoacids, SARS-CoV-2

Abstract—Scientific advances in metagenomics have led to the discovery of a significant number of organisms and their
evolutionary relationships. One of them are bacteriofages that, despite being the most abundant organisms in the biosphere,
are not yet fully characterized. However, thanks to the phylogenetic analysis, significant discoveries have been made regarding
the evolutionary origin of the viral species and outbreak of the SARS-CoV-2 pandemics has increased the research efforts in
this area. This project has focused in the development of a computer program, called ViPhy, for the alignment of protein
sequences and the generation of bacteriophage phylogenetic trees. ViPhy can also be applied to other taxons and, unlike

other programs, does not limit the number of sequences to be aligned and is open code.

Index Terms—Phylogenetic tree, Phylogenomics, Bacteriophage, Amino acids, SARS-CoV-2
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1 INTRODUCCIO - CONTEXT DEL TREBALL

L'anélisi filogenetica ens permet coneixer les relacions

evolutives entre especies, el que ens facilita trobar un
ancestre comu entre elles i, alhora, poder realitzar una
classificacié real dels organismes, en una estructura en
forma d'arbre. De fet, la filogenetica, com una disciplina
de la biologia evolutiva, ha demostrat ser una eina amb
gran eficiencia per descobrir els origens de les malalties i
l'estudi de la seva futura propagacio6 [1].

Els bacteriofags, o virus que infecten bacteris, sén els
organismes més abundants de la Terra, amb una
estimaci6 de més de 10°" particules viriques, el qual
equival a una quantitat deu vegades superior al total de
bacteris existents a la biosfera [2]. A diferéncia d'altres
éssers vius, l'evolucié dels bacteriofags (o "fags") no és
determinada tinicament per una herencia vertical (i.e. de
pares a fills) siné també per la transferéncia horitzontal o
“Horizontal gene transfer” (HGT), a partir d'altres
bacteriofags, plasmidis i cromosomes bacterians.

Els métodes d'inferencia filogenética molecular classica es
basen en 11s de gens marcadors. Aixo vol dir que, per
exemple en bacteris, és comu fer servir el gen de la
subunitat 16S de I'RNA ribosomic com a marcador
universal. El motiu és que aquest gen és essencial en tots
els bacteris i es pot utilitzar la seva seqiiéncia,
adequadament alineada, per inferir com han evolucionat
els diferents organismes i quina és la seva afinitat
filogenetica [3] [4]. Per contra, en els fags, tot i que es
poden trobar alguns gens amb funcions més rellevants,
com ara la terminasa, cap d'ells és realment essencial. A
més, donat que els virus intercanvien gens constantment,
la historia d'un dels seus gens dificilment recapitula la
seva evoluci6 al complet. Tot aix0 fa necessaria la recerca
de nous enfocaments, basats en 'analisi de genomes virals
sencers, que permetin inferir la seva filogenia.

Les técniques de "DNA-DNA hybridization" (DDH) sén
utilitzades per estimar la similitud general entre genomes.
Malauradament, sén tedioses i amb una alta propensié a
errors, per tant, poden ser substituides o complementades
per procediments “in silico”, realitzats mitjancant una
simulacié6 computacional [5]. Amb el temps, per poder
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estudiar l'evoluci6 dels fags (i d'altres virus, com el
SARS-CoV-2), shan desenvolupat tecniques de filogenia,
basades en el genoma complet dels virus [6], que alineen
fragments dels genomes dels fags i computen la distancia
entre ells. Una de les eines més utilitzades per realitzar un
alineament de seqiiencies és el “Basic Local Alignment
Search Tool” (BLAST) [7]. Aquest software és capag de
trobar les millors coincidéncies o hits entre les seqiiéncies
comparades. Les seves capacitats son utilitzades tant per
inferir en relacions funcionals o evolutives entre
seqliencies, com per ajudar a identificar la familia a la
qual pertany cada gen.

Aquest projecte s’ha centrat en el desenvolupament d'una
eina per a la classificaci6 i construccié6 d'arbres
filogenetics virics, basat en l'alineament de genomes
préviament seleccionats per 1'usuari.

2 OBJECTIUS

L'objectiu principal del projecte ha estat la generaci6
d'una pipeline de codi obert, anomenada ViPhy, per a
l'analisi filogenetic de genomes virals complets a partir
del llenguatge de programacié Python. Sha pres com a
model la coneguda eina web VICTOR [2], focalitzant-se
en els bacteriofags i resolent les limitacions presents en el
servei web.

Els objectius secundaris han estat els segiients:

o Implementacié dels processos de transcripcié i
traducci6 in silico d'una seqtiéncia de nucleotids a
proteines.

e Integraci6 del programari existent com PHYML i
BLAST [7] per lalineament de seqiiéncies i
l'estimaci6 de filogenies.

e Desenvolupament de biblioteques de funcions,
capaces de suportar el calcul de distancies entre
genomes.

e Desenvolupament de biblioteques pel suport
estadistic via bootstrap.

e Validaci6 de la pipeline utilitzant grups
taxonomics establerts de bacteriofags i altres
virus com el SARS-CoV-2.

e Redaccié d'un manual d'usuari de la pipeline

3 ESTAT DE L'ART

Tal com s'’ha comentat en 'apartat anterior, el servei web
independent conegut com a VICTOR és un dels més
utilitzats per alineament de seqiiencies i generaci
d’arbres filogenetics de tota mena d'éssers vius.
Tanmateix, = VICTOR presenta unes limitacions
importants. Dues de les més destacables és que no és
“open source” i només pot comparar fins a un maxim de
100 genomes o seqiieéncies proteiques [2]. A més, presenta
problemes en el cas de treballar amb genomes no anotats,
i fa necessari pujar manualment la seqiiéncia de DNA o
RNA a l’eina. Aquesta opci6, pero, no és de gaire utilitat
en el cas de virus, a causa de la gran variabilitat que
presenten les seqiiencies de DNA o RNA.

Tanmateix, aquest projecte ha desenvolupat una eina que
supera algunes de les mancances de VICTOR
anomenades. Aixi, no estableix cap limitacié en el nombre
de genomes a analitzar i, com sha mencionat
anteriorment, és de codi lliure i facilment accessible des
de la plataforma Github [8].

4 MEeToDOLOGIA

4.1 Analisi de requeriments

4.1.1 Determinacio de plataformes de
desenvolupament

El programa ViPhy s’ha desenvolupat en el llenguatge
Python versi6 3.8.3, utilitzant les biblioteques necessaries
per poder dur a terme i suportar la computacié biologica
o filogenetica necessaria. Per tal d'evitar problemes de
dependencia amb la versié de Python s'ha creat, amb les
biblioteques utilitzades, un entorn virtual independent a
partir de Conda, que també es pot trobar al repositori
Github anteriorment mencionat.

També s'ha fet servir Biopython, un software de codi
obert escrit en el mateix llenguatge de programacié que la
resta del projecte, que disposa d'un conjunt d'eines de
gran utilitat en la computacié biologica i la bioinformatica
[10]. De la mateixa manera, entre les seves funcionalitats
es troba una interficie per generar i interpretar una gran
varietat d'arxius, entre els quals es troben els fitxers de
tipus fasta i genbank, els dos formats d'entrada acceptats
pel programa.

Els genomes dels bacteriofags necessaris per elaborar
l'analisi filogenetica s'han extret de la web del “National
Center for Biotechnology Information” (NCBI) [9], divisié
de la “National Library of Medicine” (NLM). El NCBI
alberga un conjunt de bases de dades de gran rellevancia
en camps com la biotecnologia, biomedicina, bioquimica,
biologia molecular o genética. Una mostra d'aixo és
GenBank, una base de dades ptblica amb milions de
seqliencies de nucleotids i anotacions bibliografiques i
biologiques de suport [11] comunament referenciada en
estudis en aquests ambits.

Respecte als arbres filogenetics, “Neighbor Joining” (NJ) i
“FastME” sén dos metodes que permeten la seva
construccié amb certa rapidesa, sent especialment efectius
per estudis a gran escala o analisis bootstrap [12]. A pesar
de l'eficiencia de FastME i de que és utilitzat per VICTOR,
el programa desenvolupat en aquest projecte utilitza NJ
per minimitzar les dependencies externes.

4.1.2 Fitxer de configuracio

L’eina ViPhy inclou un fitxer de configuraci6, escrit en
format “JavaScript Object Notation” (JSON), en el qual
cada usuari pot indicar les seves especificacions. A la
Figura Suplementaria 1 es pot veure una mostra del
contingut del fitxer JSON, seguint una estructura
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clau-valor.

En el fitxer de configuracié [SON es troben els segiients
camps:

e Tipus d’analisi a realitzar segons les dades
d’entrada. Les opcions disponibles sén, per una
banda, “protein” o “amino acid” i, per l'altre,
“nucleic acid” o “nucleotide”.

e Correu identificatiu per accedir a la base de
dades de NCBI i descarregar els fitxers
seleccionats.

e Noms dels directoris, amb els seus path, on es
volen emmagatzemar les dades d’entrada i
sortida, aixi com altres dades temporals creades
durant la mateixa execuci6 del programa.

® Seqiiéncies especifiques que es volen obtenir
accedint directament de les bases de dades de
NCBL

e Altres parametres de caracter numeric que
permeten concretar el valor del parametre e-value
(valor que indica el nombre d’encerts que
s’esperen trobar per casualitat en alinear dues
seqliencies) i el nombre de repliques de bootstrap.

e Foérmula de distancia seleccionada per l'usuari.
Entre les opcions es troben “d0”, “d4” 1 “d6”, sent
la darrera la funcié definida per defecte.

e Conjunt de booleans que permeten decidir les
sortides que es pretenen obtenir un cop
finalitzada 'execuci6 del programa.

4.2 Definici6 del workflow

El programa ViPhy s’executa en diferents etapes
successives. La primera és el preprocessament, en el que
es produeix la recollida de les seqiiéncies i, si és necessari,
la traduccié a proteina i la conversié en un format comu
de totes les dades.

A continuaci6é es construeix una base de dades de tipus
BLAST i es realitza un alineament per cada parell de
seqliencies disponible. El resultat és un vector de
cobertura anomenat coverage vector. Utilitzant aquest
vector es pot calcular la distancia genetica per cada gen i
obtenir el total de repliques de bootstrap indicades al fitxer
de configuraci6é. L'dltim pas consisteix en la generacié
d’arbres consens a partir de les dades anteriorment
processades.

4.3 Preprocessament

Aquesta primera fase estandarditza les seqiiéncies de
nucleotids o proteines (extretes de fitxers en format fasta
i/o genbank) per evitar futurs problemes de format
durant I'execucié de la resta del procés. En la Figura
Suplementaria 2 es mostren els fluxos que el codi realitza
internament segons la configuracié establerta per 1'usuari.
Com es pot veure a la Figura, els processos divergeixen
segons si s’analitzen nucleotids o proteines. En el primer
cas, la seqiiencia de nucleotids es tradueix a aminoacids,
en el segon cas aixd no es requereix.

En el cas dels bacteriofags és més recomanable realitzar

un alineament d'aminoacids que de nucleotids, donat que
la seqiiéncia proteica presenta menys variabilitat
evolutiva que la nucleotida. Efectivament, moltes
mutacions sobre la seqiiencia de DNA sén silencioses i no
provoquen canvis en la proteina corresponent.

4.3.1 Transcripci6 i traduccio

Biologicament, el procés de transcripcié precedeix al de
traducci6é. Aquest terme fa referéncia al procés de sintesi
d'RNA, prenent com a motlle una cadena de DNA [13].
La transferéncia de la informaci6é d'una seqiiéncia a l'altra
es realitza seguint les regles de complementarietat de les
bases nitrogenades, amb la diferéncia que en aquesta
nova seqiiencia resultant s’incloura el nucleotid conegut
com a uracil (U), en els casos en que abans hi havia una
timina (T). La transcripcié no ha estat implementada en el
codi com si ho ha estat la traducci6.

Durant la traduccié es llegeix una molécula anomenada
“messenger RNA” (mRNA) en grups de tres bases
(codons), els quals s'utilitzen per sintetitzar una proteina
fent servir una taula de traduccié. Que el codi geneétic es
llegeixi en grups de tres parells de bases significa que, en
una molecula de DNA de doble cadena, poden obrir-se
fins a 6 possibles marcs de lectura (3 per cada sentit de la
lectura).

Com es mostra al diagrama de flux de la Figura
Suplementaria 3, en el programa ViPhy la traduccié es
realitza en dos passos: primer es calculen els tres primers
marcs de lectura i, seguidament els tres restants. Més tard,
com indica la Figura Suplementaria 2, aquests 6 marcs
obtinguts es combinaran com una tunica seqiiéncia i
finalitzara el preprocessament.

4.4 Alineament de seqiiéncies

Durant aquesta fase té lloc l'alineament i creacié del
vector de coverage. El primer pas consisteix a crear una
base de dades amb tots els proteomes acceptats i
obtinguts durant 'etapa anterior. A continuacié, s’aplica
BLAST per alinear localment cada una de les seqiiencies
d’aminoacids sobre la base de dades acabada de crear [6].
En el projecte s'aplica especificament BLASTp, el qual
compara les seqiiencies de proteines individuals amb la
base de dades de proteomes creada pel programa.

BLAST busca un hit d’alta puntuacié o “high-scoring
segment pair” (HSP), que s’expandeix el maxim possible
tant per la dreta com per 1'esquerra. Aquest representa el
nivell de similitud entre dues seqiiéncies geneétiques
alineades. Un cop finalitzat el procés d'alineament,
s'extreu la informacié continguda en aquests HSP i es
guarda en el vector de coverage. El vector generat té la
mateixa longitud que la seqiiéncia alineada amb la base
de dades i indica les posicions on s’ha trobat aquestes
coincidencies. Seguidament, i fent ts d'aquest vector, es
calcula la distancia genoma a genoma mitjancant una
férmula de distancia especifica [11].

4.5 Calcul de distancies
Existeixen diverses maneres per calcular la distancia entre
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dues seqtiiencies, per exemple “Genome BLAST Distance
Phylogeny” (GBDP) utilitza un total de 10 férmules
diferents amb petites diferencies entre elles [15]. D’entre
aquestes s’han escollit 3 (concretament d0, d4 i d6) perque
l'usuari pugui comparar els resultats.

La férmula d0 calcula la proporcié del genoma que
cobreix el HSP (1). Per fer-ho, té en compte la mida dels
HSPs i la longitud total del vector de coverage. Per altra
banda, d4 computa el nombre total de parells de bases
idéntiques o identitats en un HSP, en relacié6 amb la
cobertura total d’aquest HSP (2). Una de les
caracteristiques que distingeix d4 de les altres dues
férmules analitzades és que no té en compte la longitud
total dels genomes, fet que la fa més robusta en el cas de
trobar-se amb genomes incompletament seqiienciats [15].

A pesar de tot, la principal férmula que s'ha implementat
en el programa ViPhy ha estat d6 (3), que consisteix en
una combinacié entre d0 i d4. En efecte, per calcular la
distancia entre dues seqliencies, d6 té en compte el
nombre total de parells de bases identiques, perd en
relaci6 amb la longitud total dels dos proteomes, al
contrari que en el cas de d0.

H + Hy x
d(,(X,Y):l—% (1)
Q*I\y
d(X,Y)=1— ——— (2)
! ) Hxy + Hyx
2% Iy
d(i(X-.Y) =1- A(X—‘XY—Y) (3)

o XY: Execucié de BLAST del genoma Y (query)
contra el genoma X (db).

e YX: Aplicaci6 de BLAST de X (db) contra Y
(query).

e H,,: Posicions del vector de coverage cobertes pels
HSPs trobats al alinear una seqiiencia Y sobre X.

e A, Suma de les longituds totals dels vectors de
coverage obtinguda en alinear la seqiiéncia Y amb
X,ialainversa.

e I,,: Nombre d'identitats en els HSPs, és a dir,
nombre de bases iguals trobades en un
alineament de seqiiéncies. Per resoldre les
situacions en que es produeix una superposicié o
overlapping, és calculat utilitzant la formula (4),
que barreja la informacié de tots dos HSPs.

Z(l/fﬂ)

vzl

> (vy)

vyl

(4)

Ixy = 5

El resultat d'aplicar una de les férmules és una matriu en
que apareixen totes les distancies calculades de
l'alineament de cada possible parell de seqiiencies.

4.5.1 Bootstrap

El bootstrapping és una tecnica de remostreig comunament
utilitzades en estadistica i en els estudis filogenetics per
poder estimar la importancia de les branques d'un arbre,
ja que permeten realitzar nous calculs significatius amb
un nombre limitat de dades. El nombre de mostres pel
bootstrap, definit per defecte al programa ViPhy, és de 100
repliques. La duraci6 del procés s’incrementara en relacié
amb la quantitat de repliques indicades, pero alhora
també augmenta la fiabilitat de les dades. Si després de
realitzar el procés un nombre elevat de vegades es troba
que, a vegades, es tornen a obtenir els valors inicials, aixo
implica un major suport a aquell resultat [16].

Donat el vector de coverage i segons el nombre de
répliques préviament seleccionades en el fitxer de
configuracié (Figura Suplementaria 1), es realitzen la
mateixa quantitat de mostres de bootstrap. Les repliques
son mostrejos amb reemplacament de les dades originals
per crear conjunts de dades ficticies, perd amb la mateixa
longitud de la seqiiencia inicial [14].

Per crear cada una d’aquestes mostres es fa servir la
funcié que es pot veure a la Figura Suplementaria 4. En
aquest fragment del codi del programa ViPhy es mostra
que, a partir d'un diccionari on es recullen els vectors de
coverage per cada parell de seqiiéncies, es pot calcular un
altre vector de la mateixa longitud, pero amb els valors en
posicions diferents. De fet, es pot veure que el fragment
de codi utilitza un generador de nombres aleatoris per
calcular quin sera el valor a copiar del vector de coverage
original a una posici6 concreta d’un nou vector.

L'usuari pot indicar si vol rebre com a sortida la matriu de
distancia de l'arbre original, aixi com de cada una
d’aquestes matrius creades per cada replicat de bootstrap.
Com més properes son dues seqiiencies genéticament,
menor sera la distancia entre elles, per tant, 0 simbolitza
una completa similitud i 1 una diferencia total entre elles.

4.6 Arbres filogenétics

Entre les possibles maneres de representar arbres
filogenetics, en aquest projecte se n'han aplicat dues
realitzables mitjancant el modul Phylo de Biopython.
L'usuari té 1'opcié de seleccionar si prefereix una d'elles,
cap d’elles o totes dues.

La primera opcié permet crear un arbre amb valors (o
“support”) a les seves branques, donat un conjunt de
repliques de bootstrap. Per aquest fi sutilitza com a model
un arbre inicial i es calculen un conjunt de mostres via
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bootstrap del vector de coverage. La comparacié dels
resultats, per cadascun dels replicats, resulta en uns
valors per cada branca. El codi encarregat de realitzar
aquest procés es recull a la Figura Suplementaria 5.

Per altra banda, també existeix la possibilitat de crear un
arbre de consens mitjancant la comparacié directa de les
mostres de bootstrap obtingudes. Com es pot veure en el
codi d’aquest procés (Figura Suplementaria 6), es pot
indicar un llindar minim pels valors de les branques.
D’aquesta manera si una branca no supera el llindar
establert, no es mostrara la unié de dues seqiiéncies, a
pesar d’haver similitud entre elles.

Un cop finalitzada I'dltima etapa del codi es creara, per
cada arbre, un document en format newick, perque
l'usuari pugui visualitzar-los de la manera que cregui
convenient.

5 RESULTATS

5.1 Test amb resultats controlats

Per validar el funcionament del programa, la primera
prova realitzada ha estat partir de dades controlades i fer
servir la formula de distancia d6. En concret, s’han
utilitzat quatre seqtiencies curtes d’aminoacids (amb els
noms “Original_seq”, “Test_seq_1”, “Test_seq_2” i
“Test_seq_3"), no existents a la natura, per poder calcular
i comprovar manualment el resultat (Figura 1).

En primer lloc es van comparar les seqiiéncies amb elles
mateixes (Figura 1A), i es va trobar un tnic alineament
(HSP) de la mateixa mida del vector de coverage, tal com
s'esperava. Les coincidencies eren del 100% i les
distancies 0.

(A) Original_seq - Original_seq
MKALTARQQEVFDLIRDHISQTGHMP* EGAGTQRRY* NCFRRITRDSSVA* KR * RPGHKACL I SSVITSARQVCRKKAL ARKGYIEIVSGASRGIRLLQ
ESVNGQATRGW " SHP* SHQPDRYAVRRRWHAKALLKLFPAHHAGFVCCLOQTHPA® CAGNNFNNAFACORLLTAYLSG=CDHG™DQTPLVAUPLTLSC
NRRIPRDAPETISITPLRASAFLRHTCLADVITDETKHLLLPGR*RFHATDES Q*RLCVPA 1*SRMRSNTSCCLAVNAF

(B) Original_seq - Test_seq_1
FIKALTAROQEVFOLIRDHISOTGNE * E GAGTQRR Y " NCFRRITRDSSVA” KR * RPGHKRCLI S5VITSARQVCRKKALARKGYIEIVSGASRGIRLLQ
ESVNGQATRGV*SHP* * CAGHNFHNAFACQRLLTAYLSG* COHG*DQTPLVAWPLTLSC
NRRIPRDAPETISITPLRASAFLRHTCLADVITDEIKHLLLPER*RFHATDESRVHRRKQFQ*RLCVPAPSYGIPVILIM*SRIRSNTSCCLAVNAF

Test_seq_1l - Original_seq

EIKSRENNLTNACKWTPCFFMQAYVAPMASGITSKSF FRGS TRPQL EQS ENRALTARGUEVFDETRDRISOTGHPS THWHYNKSNENTTARLIPIFYF
WHWHCHMRLQVHRCEHCCDEFQUEYQNT AQCEVLPILDQPWRWKIISWAGILCDRIGQHP
VKQVWTSIYALVLQPTACNCFRRITRDSSVA®KR

(C) Original_seq - Test_seq_2

HMKALTARQQEVFDL IRDHISQTGHMP* EGAGTQRRY*NCFRRITRDSSVA* KR * RPGHKRCLISSVITSARQVCRKKALARKGYIEIVSGASRGIRLLQ
ESVNGQATRGV*SHP * SHQPDRY AVR R RIFAKALLKLFFARRAGFVCCLOQTHPA * CAGHNFNNAFACGRLLTAYLSG*CDHG*DQTPLVALPLTLSC
NRRIPRDAPETISITPLRASAFLRHTCLADVITDEIKHLLLPGR*RFHATDESRVHRRKQFQ*RLCVPAPSYGIPVILM*SRIRSNTSCCLAVNAR

Test_seq_2 - Original_seq

1YSFLMQWVFGWSPMEYQUPYRNL EDYVL DNHAEVLLKLFPAHHAS FUTCLDOT TRACF KGCSRPVIRSCSVGCYKGTOHIINYNNVC IRY INMYNAN
KATNTILYWSLAAKSSGGQAARERIVGDHKSFYYAHRYSAPHWTVE ETHQRF YRY FHSHQPDRYAVRRRWHAKAL LKL FPAHHAHDIHRRT EAWSICE
QDWKCSAG

(D) Original_seq - Test_seq_3

HMKALTARQQEVEDL IRDHISQTGHP* EGAGTQRRY* NCFRRITRDSSVAKR* RPGHKACLTSSVITSARQVCRKKALARKGYIETVSGASRGIRLLO
ESVNGQATRGV*SHP* SHQPDRY AVRRRUHAKAL LKLFPAHHAGFVCCLQQTNPA* CAGHNFHNAF ACQRLLTAY LSG*CDRG*DQTPLVAUPLTLSC
NRRIPRDAPETISITPLRASAFLRHTCLADVITDEIKHLLLPER*RFHATDESRVHRRKQFQ* RLCVPAPSYGIPVILMSRIRSNTSCCLAVNAR

Test_seq_3 - Original_seq
LCSMKQUWMRAYAKEIMKCFRPNWPKDVFGDEWFFITIVEGEVGHMQFNDTDNI LHSKKINTNYRGS SOVSDHGCKFGRIFFMQRHENTFLYIFCTNEIP
TYCWPHYSTTPEIFNCNMHGRHCAKTDWHESKCIKMPKWDGWLWLQRPQETLVNIKLDY LISCSDWTRKMWDPMHVTHAYGEEYTMPCGEWYPPQGAT
FPKMFTPQYHFGYNNLRWRPGMTSMQEMLMRVQCGSATVGDGF YRKTCCESESR
Figura 1: Representacié grafica del resultat d'un alineament
amb dades controlades entre parells de seqiiéncies. Els HSPs
de les seqiiencies estan marcats en diferents colors per cada
HSP i cas analitzat. En el cas (A) es compara una seqiiencia
amb ella mateixa. Només es troba un HSP que s’indica en
verd. (B) recull l'alineament de dues seqiiencies amb petites
regions de similitud, alhora que també presenta alguna

mutacié en el HSP amb un blau més fosc. A (C), es mostra un
cas d'overlapping entre dos HSPs, marcant aquesta
superposicié amb color taronja. Per ultim, en el cas (D) es
compara la seqiiéncia original amb una segona generada de
forma aleatoria.

A continuaci6 es varen alinear seqiiéncies diferents. En el
cas de “Original_seq” i “Test_seq_1” (Figura 1B), es
poden observar tres HSPs diferents, tant en alinear la
primera seqiiéncia contra la segona, com a la inversa, a
pesar que hi ha una petita mutaci6 en el HSP. La distancia
entre elles calculada a partir de la férmula d6, és de 0.89.

En el cas de “Original_seq” i “Test_seq_2” (Figura 1C), hi
ha una superposicié o overlapping. Quan succeeix aixo,
s’aplica l'algoritme de coverage, en el que es fusiona la
informaci6 dels dos HSPs. A la Figura 2 es pot observar el
vector de coverage generat a causa de l'overlapping. La
formula de distancia dona com a resultat un valor de
0.89435.

Figura 2: Vector de coverage resultant de comparar les
seqiiencies “Original_seq” i “Test_seq_2”. La zona marcada
en color taronja implica que s’ha produit un overlapping,
mentre que els altres dues zones ressaltades amb altres colors
representen els trossos dels HSPs que no s’han superposat.

Si en comptes d’utilitzar l'algoritme de coverage es fes
servir greedy-with-trimming el resultat seria diferent, ja que
aquest algoritme elimina la regié en la qual es produeix la
superposicié, disminuint el nombre total d’identitats
(veure apartat 4.5). La distancia obtinguda en aplicar
aquest segon algoritme seria de 0.91768. Com es pot veure
el valor resultant seria superior al calculat anteriorment,
per tant, les seqliencies es considerarien més distants. El
programa ViPhy fa servir exclusivament l'algoritme de
coverage i no el greedy-with-trimming per evitar aquest
tipus d’efectes.

Finalment, en alinear seqiiencies completament dispars
(Figura 1D), ja que entre elles no existeix cap mena de
similitud, no es troba cap HSP i la distancia entre elles és
1 exactament, és a dir, el maxim possible; tal com
s’esperava.

5.2 Test proteina vs DNA traduit

A continuaci6, el programa Viphy es va provar amb
seqliencies reals de bacteriofags. El test va comparar les
diferencies produides en alinear directament proteines o
DNA traduit (Figura 1). Aquesta opcid, tal com s’ha
indicat en apartats anteriors, esta a disposicié de l'usuari
al fitxer de configuraci6, aixi com 1’eleccié de la férmula
de la distancia.

En aquest primer test es van fer servir un total de 15
seqliencies de la familia dels fags Tectiviridae, extretes de
la base de dades del NCBI. Aquestes seqiiencies havien
estat analitzades anteriorment [17], trobant-se 1’arbre
filogenetic que es presenta a la Figura Suplementaria 7.
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Figura 3: Arbres filogeneétics generats per el programa ViPhy, partir del genoma complet de 15 bacteriofags de
la familia dels Tectiviridae. A cada fila es mostra els arbres resultants d’aplicar una férmula diferent per calcular
la distancia. Segons la columna, es poden diferenciar segons el tipus de dades d’entrada (A, C, E, alineaments
basats en DNA. B, D, F, alineaments basats en proteina. A-B, alineaments amb d0; C-D, d4; E-F, d6). Els colors,
per la seva part, diferencien els geéneres de la familia dels tectiviridae (Alphatectivirus (blau); Betatectivirus,
(vermell); Gammatectivirus, (marrd) i Deltatectivirus (verd)) de la mateixa manera que succeeix a la Figura

Suplementaria 7.

A la Figura 3 es presenten els arbres filogenetics generats
pel programa ViPhy a partir d’aquestes 15 seqtiiencies. Els
arbres estan separats en dues columnes segons el tipus de
test previament seleccionat per l'usuari, és a dir,
‘nucleotide" (esquerra) o "protein" (dreta). Segons les dades
d’entrada les longituds de les branques varien, sent
generalment molt més llargues si es parteix de seqiiencies
de nucledtids. Es de destacar que aixo succeeix pel fet que
ViPhy, a diferéncia del programa VICTOR, genera 6
seqliencies d'aminoacids a partir d'una seqiiéncia de
DNA, que després concatena. L’increment de la longitud
de la seqiiencia d’aminoacids afecta la distancia final de la
seqliencia analitzada, la qual varia, mentre que els HSPs
poden o no mantenint la mateixa mida ja que tenen més
espai per expandir-se. Aix0 es fa més evident en el genere
dels Alphatectivirus (Figura 3). En canvi, els arbres basats
en proteines, generats pel programa ViPhy (Figura 3 B, D,
F), presenten unes branques més curtes que en el cas del
DNA. Aquest fet també és pales en la publicacié original
(Figura 9).

A la figura també es presenten els arbres obtinguts segons
la férmula aplicada. De forma inesperada, per 40 les
distancies entre espécies calculades a partir de proteines i
DNA s6n les que menys varien (Figura 3A i B). A més, els
arbres generats al aplicar aquesta férmula sén els més
semblants respecte al previament publicat (comparar
Figures 3 A, B amb Figura Suplementaria 7). En canvi, en el
cas de d4 i d6 la longitud de les branques es dispara si els
arbres es calculen amb nucleotids, tal com s’esperava.

Aixo es deu al fet que, quan s’incrementa la longitud total
de la seqiiencia, els HSPs poden seguir expandint-se,
juntament amb el nombre d’identitats. A pesar de tot, les
identitats son de menor qualitat, és a dir, que a pesar de
créixer a l’alineament es troba un percentatge menor de
bases identiques.

En el cas de d4, per a seqiiéncies de nucleotid, les
agrupacions d’espécies varien respecte a les calculades
amb aminoacids. Tanmateix, els valors a les branques sén
molt més baixos, generalment per sota del 70% (Figura
3C). Els valors que superen aquest llindar apareixen en
branques que destaquen sobre la resta pel baix nivell de
canvi genetic que presenten i que es compleixen també en
la resta d’arbres de la Figura 3. En canvi, en aplicar d4 en
seqliencies d'aminoacids (Figura 3D) es visualitza una
lleugera reorganitzaci6 de les especies i alhora
s’incrementen aquests valors de suport de les branques.

Finalment, la férmula d6 és la que déna els arbres més
dispars segons si es parteix de seqiiencies de nucleotids o
de proteines. Presenta aquestes variacions significatives
entre resultats a causa de l'increment de la longitud de la
seqliencia de nucleotids en ser traduida, que fa que les
branques de l'arbre filogenetic es distanciin visiblement
(comparar Figura 3E amb 3F), perd sempre respectant
I'ancestre comu més recent entre les espécies alineades.

L’eina VICTOR resol els overlappings aplicant I'algorisme
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de greedy-with-trimming i construeix l'arbre filogenetic a
partir del software FastME, que segons altres estudis ha
demostrat tenir una major precisié topologica que NJ [12].
Aixo resulta en distancies diferents a les calculades per
ViPhy. Amb tot, els seus arbres filogenetics resultants
(Figura 4), presenten poques diferéncies al comparar-los
amb els arbres de la Figura 3 pels alineaments realitzats a
partir de seqiiencies de proteines (comparar Figures 3B, D

Do
") ‘

D6
(D)

i E amb Figures 4B, D i E).

En ambdues figures les férmules d0 i d6 recolzen la idea
que els fags WheeHeim (“MK305890”) i Forthebois
(“MK620900”) sén generes dins de la familia dels
tectiviridae, tal com indica l’article d’on s’ha extret la
Figura Suplementaria 7.

Figura 4: Arbres filogenetics, obtingut a partir del software VICTOR del genoma complet de 15 bacteriofags de la
familia dels Tectiviridae. Verticalment es distingeixen tres files en les que es separen els arbres segons la férmula
de la distancia aplicada (A-B, alineaments amb d0; C-D, d4; E-F, d6). Per cada columna, els arbres es diferencien
segons el tipus de dades d’entrada (A, C, E, alineaments basats en DNA; esquerra. B, D, F, alineaments basats
en proteina; dreta). Els colors, diferencien els generes de la familia dels tectiviridae (Alphatectivirus (blau);
Betatectivirus, (vermell); Gammatectivirus, (marrd) i Deltatectivirus (verd)) de la mateixa manera que succeeix

a les Figures 3 i Suplementaria 7.

5.3 Test amb més de 100 seqiiéncies

En aquesta prova es va demostrar que el programa ViPhy
supera el limit de 100 seqiiéncies que permet analitzar
VICTOR, gracies al fet que és capag d’escalar quan resulta
necessari.

Es van utilitzar un total de 176 seqiiencies, extretes de
l'article “Evidence for shared ancestry between
Actinobacteria and Firmicutes bacteriophages” [18].
Seguint amb les pautes establertes per VICTOR, van
definir-se 100 repliques de bootstrap utilitzat la férmula d6
per calcular la distancia i es va indicar un e-value de 0,1.

El resultat es pot veure a la figura 5, en la que es presenta
un arbre filogenétic amb un alt suport de bootstrap a les
seves branques. A l'arbre es pot veure, per exemple,
proximitat entre un dels fags que infecten Firmicutes (FP
Oengus) i els fags que infecten Gordonia, Rodococcus,
Streptomyces i fins i tot els Arthrobacters. Aquest fet
suggereix que, entre ells, existeix un ancestre comu
relativament proper. De fet, el fag Oengus FP comparteix
més contingut genétic amb altres grups esmentats si que
amb altres espécies del seu mateix genere, un fet que ja
s’havia observat préviament (18).
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Figura 5: Arbre filogenetic arrelat format a partir de 167 'seqiiéncies genetiques i generat a partir de 1'eina
iTOL[20]. Es mostren els suports de les banques per a 100 replicats de bootstrap. Els colors denoten els géneres
Firmicutes (gris), Arthrobacter (vermell), Rodococcus (groc), Streptomyces (blau clar) i Gordonia (morat).

5.4 Test SARS-Cov2

A causa de la pandémia global ocasionada per la
COVID-19 s'ha cregut convenient realitzar un quart test
amb l'objectiu de crear un arbre filogeneétic a partir de
l'alineament de les seqiiéncies que pertanyen a la familia
dels Coronaviridae.

Per identificar 1'origen dels patogens és imprescindible
realitzar estudis filogenetics [19]. Amb aquesta idea i,
després de realitzar un seguit d’analisis de recombinaci6 i
identificacié de les diferents regions del genoma, es va
indicar que el SARS-CoV-2 no és un recombinant de cap
sarbecovirus, siné que té una forta relacié6 amb els virus
dels ratpenats, amb un suport del 95%, aixi com dels
pangolins.

L’arbre filogenetic generat amb el programa ViPhy es
mostra a la figura 6. La branca corresponent a la soca de
Wuhan es troba més propera a altres soques que també
son especies de “Severe Acute Respiratory Syndrome”
(SARS), com per exemple la soca de Kenya (amb
identificador “KY352407”) amb un valor superior al 90%.
Aixi i tot, I'elevat suport que es mostra en altres branques
ens permet suposar que el SARS-CoV-2 pugui compartir
ancestres comuns amb els virus que tenen ratpenats com
amfitrions. De fet, entre les seqiiencies que no sén de la
mateixa especie que el SARS, el seu ancestre calculat
comi més recent és el “Bat coronavirus BM46” amb
identificador “GU190215” (Figura 6).

Per validar els resultats de ViPhy respecte a la similitud
del SARS de Wuhan i el seu ancestre calculat més proper
de ratpenats, s’ha fet servir el software “Mauve”. Donat
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que aquesta eina permet comparar la similitud entre
multiples seqliencies, s’ha afegit un altre SARS
(especificament la soca de Kenya). Com es veu a la imatge
de la Figura Suplementaria 8, es repeteixen els resultats
préviament obtinguts amb ViPhy.
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Figura 6: Arbre filogenetic del SARS-CoV-2 amb suport a les branques aplicant la férmula de distancia d6 i amb
un e-value de 0.001. En vermell es marca la branca de la soca de Wuhan (“MN908947”) i en blau el virus dels
ratpenats (“UG19215”) més proper al SARS-CoV-2

a VICTOR.
6 CONCLUSIONS

S’ha desenvolupat un nou programa de codi lliure,
anomenat ViPhy, que permet alinear seqiiéncies de
proteina per obtenir arbres filogenetics. El programa es
va inspirar en el servei web independent conegut com

S’ha validat el programa ViPhy amb diversos tests,
incloent-hi la generacié d'un arbre genealogic de fags i
seqliencies viriques com és el cas del SARS-Cov-2, i

s’ha trobat que els arbres resultants s’apropen
considerablement a arbres préviament publicats.
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S’ha demostrat que el programa ViPhy supera algunes
limitacions del software VICTOR, com poder comparar
més de 100 seqiiencies i ser open source.

Per a futures actualitzacions, seria possible afegir els
algoritmes de greedy i greedy-with-trimming com a
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APENDIX

A1. ACRONIVS | SIGLES

BLAST

DDH
DNA
GBDP
HGT
HSP
JSON
NCBI
NJ
NLM
RNA
SARS

VICTOR

Basic Local Alignment Search Tool

DNA-DNA Hybridization
Deoxyribonucleic acid

Genome BLAST Distance Phylogeny
Horizontal Gene Transfer
High-scoring segment pair
JavaScript Object Notation

National Center for Biotechnology Information
Neighbor Joining

National Library of Medicine
Ribonucleic acid

Severe Acute Respiratory Syndrome

Virus Classification and Tree Building Online Resource

A2. GRAFICS, DIAGRAMES, CODI | FIGURES

Figura Suplementaria 1: Mostra del contingut del fitxer de configuracié JSON. En aquest fitxer es recullen els
directoris, els accessions o noms dels fitxers que es volen descarregar de NCBI, com aquest cas “KC545383.1”
(Betacoronavirus Erinaceus), i altres camps a omplir segons les intencions de 1'usuari. La major part de les
variables que es visualitzen contenen el seu valor per defecte, en canvi, en el camp “genome_accessions” es

{
“analysis type": “"protein®,
"user email": "A.N.Other@example.com”,
“input feldexr™  “inputs";
"working folder™ : "WorkingFolder"™,
"output_ folder" : "“Outputs",
“gonome accessions™: [[MEE545383.1"11,
e malue®: 0:1;
"distance function": "de",
"replicates"™: 100,
ocuEtoEE™: BT,
“majority ot support tree®: "both",
"get origindl nmewick tree™: “ITrpoe",
“get original distance matrix": "True™
"get bootstrap distance matrix™: "“"True®
}

presenta una mostra real del seu format.
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Figura Suplementaria 2: Diagrama de flux de la fase de preprocessament del projecte en el que es detallen tots
els possibles estats pels que pot passar el codi. Segons el tipus d’analisi seleccionat per 1'usuari el procés es
divideix en nucleotids (esquerra) o proteines (dreta).

Figura Suplementaria 3: Diagrama de flux que detalla els passos que segueix al realitzar el procés de traduccié
que previament s’havia indicat a la Figura 2
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def bootstrap(dict):
for key in dict.keys():
length = len(dict[key])
aux_list = []
for i in range(@, length):
position = randrange(length)
aux_list.append(dict[key][position])
dict[key] = aux_list
return dict

Figura Suplementaria 4: Fragment del codi en qué es recull la funci6 encarregada de generar les répliques de
bootstrap. Esta format per un bucle exterior que calcula la longitud del vector de coverage i un bucle interior on es
reorganitzen el contingut d’aquest de forma aleatoria.

def get_support_tree(original_tree, trees, output_folder):
print("Support tree: ")
tree_with_support = Consensus.get_support(original_tree, trees)
Phylo.write(tree_with_support, output_folder + "/support_consensus_tree.nwk", "newick")
Figura Suplementaria 5: Fragment del codi on es genera un arbre amb suport a les branques. Per fer-ho, es fa is
d’una funci6 proporcionada per la llibreria Phylo anomenada “get_support” a la que se li ha de passar com a

parametre un arbre en format newick, sobre el que s'escriura el suport calculat, i una llista d’arbres generat a
partir de répliques de bootstrap. El resultat d’aquest procés es guarda a la carpeta de sortida del projecte.

def majority_consensus_tree(tree_list, cutoff):
print("Majority consensus tree: ")
majority_tree = Consensus.majority_consensus(tree_list, cutoff)
Phylo.write(majority_tree, output_folder + "/majority_consensus_tree.nwk", "newick")

Figura Suplementaria 6: Fragment del codi on es genera un arbre de consens segons les regles de la majoria. La
llibreria Phylo ens proporciona una funcié anomenada “majority_consensus” que, a partir d’una llista d’arbres,
originats via bootstrap, i un llindar entre 0 i 1, permet calcular un arbre consensuat. L’arbre generat es desa,
juntament amb la resta de resultats, a la carpeta de sortida del projecte.
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Figura Suplementaria 7: Arbre filogenetic extret de 'article “A Novel Genus of
[17]. Els colors denoten els generes tectiviridae (Alphatectivirus, en blau;

Actinobacterial Tectiviridae”
Betatectivirus, en vermell;

Gammatectivirus, en marro) i Deltatectivirus (verd), el nou genere que proposen a l'article.
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Figura Suplementaria 8: Visualitzacié de l'alineament de tres espeécies de coronavirus mitjancant 1'analisi
“Prograssive Mauve” proporcionat per l’eina software amb el mateix nom. L’alineament s’ha realitzat a partir
de deus soques dels SARS, concretament la de Wuhan i la de Kenya, juntament amb la seqiiéncia “Bat

coronavirus MB48”.



