FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS

UNIVERSIDAD NACIONAL DE ROSARIO

“Anotaciéon automatica GO de productos génicos en
SARS-CoV-2”

Bioq. Elizabeth Chiacchiera

TRABAJO FINAL PARA OPTAR AL TITULO DE ESPECIALISTA EN
BIOINFORMATICA

Director: Dr. Flavio E. Spetale

2023



“Anotacion automatica GO de productos génicos en SARS-CoV-2”
Chiacchiera, Elizabeth
Bioquimica - UNR

Este trabajo final es presentado como parte de los requisitos para optar al grado
académico de Especialista en Bioinformética, de la Universidad Nacional de Rosa-
rio y no ha sido previamente presentada para la obtenciéon de otro titulo en ésta
u otra Universidad. El mismo contiene los resultados obtenidos en investigaciones
llevadas a cabo en CIFASIS-CONICET-UNR, durante el periodo comprendido entre
septiembre de 2021 y abril de 2023 bajo la direccion del Dr. Flavio E. Spetale.

Biog. Chiacchiera Elizabeth Dr. Flavio E. Spetale

Defendida: «.oovvvvvieeiieiini de 2023.



Agradecimientos

Este trabajo estd dedicado a todas las victimas de la enfermedad producida por
el virus del Covid 19, en especial a mi colega y papa Norberto Chiacchiera que lo
extrano mucho.

A la Universidad publica, en especial a la UNR, a mis companeros de especialidad y
su cuerpo docente. Estoy infinitamente agradecida con el lujo de director que estuvo
a cargo que se involucr6 para que esto se concrete superando mis expectativas.

A mi familia, que es el motivo de mi existencia.

Confio plenamente en Dios y espero que este aporte al conocimiento generado cumpla
un prop6sito mayor.



Publicaciones y Presentaciones a Congresos

» Chiacchiera E., Tapia E. Spetale F.E. “Automatic GO prediction of proteins on
SARS-CoV-27. XI CAB2C. Argentina, 2021.

= Spetale F.E., Chiacchiera E., Iglesias N., Tapia E., Ponce S., Bulacio P. “Auto-
matic GO annotation of gene products in SARS-CoV-2". XXIV Argentino de
Bioingenieria y XIII Jornadas de Ingenieria Clinica - SABI 2023 (en revision).



Abreviaturas y Simbolos

GO: Gene Ontology

FGGA: Factor Graph GO Annotation
SVM: Miquinas de Vectores Soporte
BP: Procesos Biologicos

MF': Funciones Moleculares

CC: Componente o localizacion Celular



Resumen

La anotacion de funcionalidades biologicas de productos génicos, RNA y protei-
nas, es una tarea critica en el desarrollo de proyectos de secuenciacion genémica. En
el caso de proyectos de genomas virales, estas anotaciones infieren el rol molecular
de estos productos virales de interés durante la infecciéon a sus células diana, indi-
cando aquellos procesos biologicos en los que estdn involucrados y constituyen una
herramienta 1til para el desarrollo y mejoramiento de tratamientos antivirales. La
velocidad actual a la que se generan nuevas secuencias de RNA y proteinas a partir
de proyectos de secuenciacion genémica genera un cuello de botella para los méto-
dos de anotacion tradicionales, basados en estudios experimentales exhaustivos. Este
cuello de botella puede resolverse parcialmente mediante métodos computacionales
de anotaciéon. Es de interés global el estudio de virus y en particular, SARS-CoV-2,
que causa la enfermedad COVID-19 y representa atin una amenaza para la salud
mundial. Los esfuerzos para desarrollar medicamentos y vacunas eficaces frente a
nuevas variantes se ven obstaculizados por el conocimiento limitado de los detalles
moleculares de como el SARS-CoV-2 infecta y se propaga. En particular, en es-
te trabajo se aborda el problema de anotaciéon funcional automética de productos
génicos para SARS-CoV-2 a través de ontologias y aprendizaje computacional. La
ontologia funcional de genes utilizada es Gene Ontology (GO) y el método de apren-
dizaje computacional utilizado se llama Factor Graph GO Annotation (FGGA). Este
método de clasificacion jerarquico toma como entrada un conjunto de atributos, ca-
racteristicas, extraidos desde las secuencias y devuelve un grafo consistente en los
tres subdominios de GO. El proceso de extraccion de atributos desde las secuencias
se lo denomina caracterizacion. En este trabajo, se considera una caracterizacion
bésica que consiste en propiedades fisicoquimicas y una caracterizacion enriquecida,
desarrollada en este proyecto, que agrega atributos virales. La incorporacion de es-
tos contribuye a mejorar la especificidad de prediccién de las funcionalidades GO.
Finalmente, se evalta el rendimiento de las predicciones GO obtenidas y se compara
los resultados obtenidos sobre 31 productos génicos anotados en forma experimental
en Jungreis et al. (2021). Estos resultados validaron de forma exitosa las anotaciones
existentes curadas manualmente y también generaron nuevas anotaciones in-silico
que fueron avaladas por diversas fuentes bibliogréaficas disponibles en la actualidad.

Palabras clave: Funciones Biolégicas, Aprendizaje Computacional, SARS-CoV-2



Abstract

The annotation of biological functionalities of gene products, RNA and proteins,
is a critical task in the development of genomic sequencing projects. In the case
of viral genome projects, these annotations infer the molecular role of these viral
products of interest during the infection of their target cells, indicating the biological
processes in which they are involved and constitute a useful tool for the development
and improvement of antivirals treatments. The current rate at which new RNA and
protein sequences are generated from genomic sequencing projects creates a bottle-
neck for traditional annotation methods, based on extensive experimental studies.
This bottleneck can be partially resolved by computational annotation methods.
The study of viruses is of global interest and, in particular, SARS-CoV-2, which
causes the disease COVID-19 and still represents a threat to global health. Efforts
to develop effective drugs and vaccines are hampered by limited knowledge of the
molecular details of how SARS-CoV-2 infects cells. In particular, this paper ad-
dresses the problem of automatic functional annotation of gene products for SARS-
CoV-2 through ontologies and computational learning. The functional gene ontology
used is Gene Ontology (GO) and the computational learning method used is called
Factor Graph GO Annotation (FGGA). This hierarchical classification method takes
as input a set of attributes, characteristics, extracted from the sequences and returns
a graph consisting of the three GO subdomains. The process of extracting attributes
from the sequences is called characterization. In this work, a basic characterization
is considered, which consists of physicochemical properties, and an enriched char-
acterization, developed in this project, which adds viral attributes. The inclusion
of these attributes contributes to improving the specificity of GO functionality pre-
dictions. Finally, the performance of the obtained GO predictions is evaluated and
compared with the results obtained for 31 gene products experimentally annotated
in Jungreis et al. (2021). These results successfully validated existing hand-curated
annotations and also generated new in-silico annotations that were supported by
various currently available literature sources.
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1. Introducciéon

En esta seccion se describiran los conceptos fundamentales para la realizacion
del presente trabajo. En primer lugar, se realizard un breve estado del arte de la
anotacion de funciones biolégicas en virus, particularizando en "SARS-CoV-2". En
segundo lugar, se definiré la ontologia Gene Ontology que seran las funciones biolo-
gicas a predecir. Por ultimo, se detallaré la metodologia de analisis computacional
utilizada para la prediccion automaética.

1.1. Anotaciéon de funciones biolégicas en virus

Los avances de las tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento (NGS) ocurri-
dos durante la tiltima década han impulsado el desarrollo de proyectos de secuencia-
cion en una gran diversidad de organismos (Reuter et al., 2015; Kircher and Kelso,
2010). Durante este periodo, los costos y tiempos de estos proyectos han experimen-
tado una reduccion exponencial. Pero este éxito es parcial, solo una fraccion reducida
de los datos generados por estos proyectos puede ser interpretada desde alguna di-
mension biologica. Esto implica que para la mayoria de las secuencias obtenidas s6lo
es posible acceder de forma réapida a su potencial codificante y que sus anotaciones
especificas (funcion biolégica, ubicacion celular o participacion en algin proceso bio-
logico) deben esperar estudios experimentales complementarios y/o curado experto
por literatura. Esta situacion se acenttia en proyectos de secuenciacion de organis-
mos no modelo. En soja (Glycine mazx), el porcentaje de anotacion de genes que
codifican para proteinas solo alcanza el 65% (Brown et al., 2020). La situacion se
repite en proyectos de secuenciacion de genomas virales, criticos para la comprension
de mecanismos de infeccién y progresion de enfermedades que tienen como agentes
etiologicos virus (Zhang et al., 2019), este entendimiento es clave para el posterior
desarrollo de vacunas o tratamientos antivirales eficaces. La forma mas precisa para
anotar genes/proteinas virales es la realizacion de ensayos experimentales. No obs-
tante, estos requieren mucho tiempo y dinero. Ademas, por las limitaciones de las
complejas técnicas de laboratorio, se pueden omitir algunos genes que se expresan
s6lo en condiciones especificas del hospedador dificiles de replicar in vitro. En este
contexto, los métodos computacionales para la anotaciéon automéatica viral desempe-
nan un rol fundamental como instrumentos de asistencia y referencia en los procesos
de anotacion experimental. De forma estandar, los métodos computacionales para la
anotacion automatizada de genes que codifican proteinas cominmente se basan en
busquedas de similitud de secuencia (Altschul et al., 1990; Dong and Strous, 2019)
o de motivos (Lee et al., 2007; Blum et al., 2020). Sin embargo, la aplicacion de
este tipo de métodos para secuencias virales altamente divergentes es probleméti-
ca, especialmente por las tasas de mutacién inherentemente altas de algunos tipos
virales como los virus de genoma de ARN (Skewes-Cox et al., 2014). Las tasas de
mutacion de estos estan en el rango de 10-3 a 10-6 errores de copia por nucledtido
incorporado en el producto de ARN incipiente (Domingo et al., 2021). Por ende, se
deben considerar estrategias alternativas. Una opcion es la utilizaciéon de técnicas
6micas de alto rendimiento para identificar de redes humano-virus de interacciéon de
proteinas (PPI) para luego inferir las anotaciones funcionales faltantes (Szklarczyk
et al., 2020; Lian et al., 2020). Sin embargo, estos métodos requieren interacciones
altamente fiables junto a datos de anotacion de base experimental (Lian et al., 2021).
Estas dificultades motivan el desarrollo de métodos de anotacién basados en técni-
cas del aprendizaje computacional que explotan ontologias biologicas como Gene



Ontology (GO) (Ashburner and et al, 2000) para la prediccion de funcionalidades
partiendo de sus secuencias proteicas (Jain and Kihara, 2018; Huerta-Cepas et al.,
2018; Kieft et al., 2020). Estas ontologias, de caracter esencialmente jerarquico, se
presentan bajo la forma de grafos aciclicos dirigidos (DAG) donde los nodos reflejan
las funcionalidades admisibles para cada producto génico y las conexiones reflejan
las relaciones entre ellos. Los métodos actuales de anotacion automatica GO en vi-
rus se basan en métodos de filogenia. Debe notarse, sin embargo, que a pesar de la
enorme cantidad de datos genémicos que se recopilan en todo el arbol de la vida,
la inferencia filogenética esté restringida solo a una pequena parte de estos datos.
Brevemente, las limitaciones de estos métodos obedecen principalmente a fallas en
el modelado de caracter analitico o biologico. Las fallas en el modelado analitico
afectan a la reconstruccion filogenética y se reflejan en la eleccién de criterios de
optimalidad inadecuados, en el muestreo insuficiente de taxones y en violaciones de
los supuestos en los modelos de evolucion de las secuencias (Som, 2014). Por otro
lado, las fallas en el modelado biologico causan incongruencia entre filogenias y se
reflejan en violaciones de la ortologia entre secuencias causada por la clasificacion
incorrecta de linajes, paralogia oculta y transferencia horizontal de genes. También
pueden ocurrir errores estocasticos o sesgo en el muestreo de caracteres relacionado
con la longitud de los genes y errores sistematicos debido a la presencia de una senal
no filogenética en los datos (Som, 2014; Smith and Hahn, 2021). En conjunto, estas
limitaciones motivan al desarrollo de métodos computacionales especificos para la
anotacion automatica de secuencias en proyectos genémicos virales. En esta propues-
ta se plantea abordar la prediccion automatica de funciones biolégicas de productos
génicos virales. Mas especificamente, del Coronavirus 2 del Sindrome Respiratorio
Agudo Grave (SARS-CoV-2).

Debido a su rapida transmision de persona a persona por la falta de inmunidad
poblacional y de una terapia antiviral efectiva, el COVID-19 ha causado una pan-
demia con més de 661 millones de casos y mas de 6,7 millones de muertes en todo
el mundo !. El contexto mundial de pandemia era el principal factor condicionante
para la seleccion del mismo, pero no el tnico. En particular: i) las herramientas
actuales para la anotacion funcional de secuencias genémicas no se han disenado es-
pecificamente para el analisis de genomas virales como SARS-CoV-2 (Chiara et al.,
2020), ii) su contenido genético no se ha resuelto por completo con varios marcos
de lectura abierta (ORF) cuya funcion o incluso estado de codificacion de las pro-
teinas se desconoce (Jungreis et al., 2021), y iii) no existe un recurso sisteméatico
para interpretar el impacto funcional de las mutaciones del SARS-CoV-2 y priorizar
los impulsores candidatos que pueden subyacer a las diferencias fenotipicas entre las
variantes (Jungreis et al., 2021). Los estudios realizados sobre variantes indican que
pueden constituir diferencias importantes en la funcién o el potencial de plegamiento
del producto proteico (Dimonaco et al., 2021). Por tultimo, la anotacion actual de
SARS-CoV-2 de las seis proteinas accesorias (3a, 6, 7a, 7b, 8 y 10, NC_045512.2) sus
funcionalidades no se han confirmado experimentalmente (Finkel et al., 2021). Estas
consideraciones, motivaron al siguiente objetivo general de investigacion: Prediccion
automdtica de funcionalidades bioldgicas sobre SARS-CoV-2 a partir de secuencias
de productos génicos.

Thttps://covid19.who.int



1.2. SARS-CoV-2

Es un virus, un parasito intracelular obligado, que se comporta como una organela
extracelular y por ende se lo considera un organismo no vivo. Es un agente infeccioso
de células permisivas donde dirige la replicacién de su genoma y la sintesis de los
componentes del virion (forma extracelular, funcionalmente inactiva) utilizando el
aparato biosintético celular (Gardiol, 2011). SARS-CoV-2 pertenece a la familia Co-
ronaviridae, género Betacoronavirus, subgénero Sarbecovirus. Es un virus envuelto,
que posee un genoma que consiste en una molécula de ARN de sentido positivo (5'-
3’) monocatenario de aproximadamente 29.900 nucleotidos (secuencia de referencia
NCBI: NC 045512.2) dispuesta en 14 marcos de lectura abierta (ORF) que codi-
fican 31 proteinas. Entre ellas, cuatro proteinas son estructurales: membrana (M),
espiga (S), envoltura (E), que forman parte de la envoltura viral y nucleocapside
(N) que contiene el genoma ARN, y ademads proteinas no estructurales y accesorias,
para traducirlas utiliza la maquinaria biosintética de la célula huésped (Hogue and
Machamer, 2007). ORFla y ORF1lab codifican poliproteinas que se dividen proteo-
liticamente dando lugar a 16 proteinas no estructurales (nspl - nsp16). En la Figura
1 se muestra a qué nivel actian las proteinas virales nsp del coronavirus inhibiendo
la respuesta inmune del hiesped.
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Figura 1: Descripcion general de las proteinas no estructurales del SARS-CoV-2 que contribuyen al
escape inmunitario del huésped (en recuadros rojos). (A) Los patrones moleculares asociados a pa-
togenos (PAMP) del virus son reconocidos por varias células inmunitarias (macrofagos, monocitos,
neutrofilos, células dendriticas y epiteliales). Tras la infeccion, estas células inmunitarias reconocen
antigenos y moléculas virales extrafios (PAMP) a través de receptores de reconocimiento de patro-
nes (PRR), como los receptores tipo Toll (TLR) y los receptores tipo RIG-I (RLR), estimulando
asi las citoquinas y los IFN, y posteriormente induciendo respuestas inmunitarias del huésped. (B)
Los IFN de tipo I y tipo III se producen y se unen a sus receptores de IFN de superficie celular
especificos, lo que activa la senalizacion JAK/STAT para promover genes estimulados por IFN
(ISG) para lograr respuestas antivirales (Low et al., 2022).

La proteina espiga o spike (S) esté codificada por ORF2, sobre (E) por ORF4,
membrana (M) por ORF5 y nucleocépside (N) por ORF9. 9 ORF adicionales codifi-
can proteinas accesorias: ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORFS8, ORF9b,
ORF9c y ORF10 (ver Figura 2). El genoma del coronavirus es tunico entre los ni-
dovirus porque codifica un nimero variable de proteinas accesorias cuya funciéon
no parece esencial para la replicacion del virus, pero parece desempenar un pa-
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pel relevante en la patogénesis. Ademas, se han observado mutaciones en proteinas
accesorias como ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF8 o ORF10 en las variantes de preo-
cupacion que circulan actualmente, contribuyendo potencialmente al aumento de la
patogénesis y la transmisibilidad en estas cepas del SARS-CoV-2 (Redondo et al.,
2021). Muchas de las proteinas detalladas anteriormente no poseen funcionalidad
demostrada experimentalmente.

Genoma: SARS COV 2 (29903bp)
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Figura 2: Organizacién genémica SARS-CoV-2. Las proteinas del SARS-CoV-2 comprenden dos
grandes poliproteinas: ORFla y ORFlab que se divide por una proteasa codificada por virus en
proteinas no estructurales complejas de replicacion individual para formar 16 proteinas no estructu-
rales (nsp 1-16) involucradas en la replicacion del genoma y la regulacion de la respuesta inmune.La
replicacion del ciclo de vida del SARS-CoV-2 comienza en las vesiculas de doble membrana indu-
cidas por virus derivadas del reticulo endoplasmico (ER), que finalmente se integran para formar
elaboradas redes de membranas enrevesadas. Aqui, el genoma de la cadena positiva entrante sir-
ve como plantilla para el ARN de cadena negativa de longitud completa y el ARN subgenémico
(sg). La traduccion del ARN sg da como resultado tanto proteinas estructurales como proteinas
accesorias (Redondo et al., 2021)

1.3. Gene Ontology

La ontologia Gene Ontology (GO) se desarrolld para describir sistematicamente
las propiedades funcionales de los productos génicos entre especies y para facilitar la
prediccion computacional de la funcion génica (Ashburner and et al, 2000). Debido
a que GO se actualiza de forma rutinaria, sirve como estandar y es hoy en dia la
principal fuente de conocimiento en genoémica funcional. GO esta formada por tres
subdominios, sub-ontologias, que se corresponden con tres aspectos diferentes de la
biologia celular: i) Procesos Biologicos (BP), i) Funciones Moleculares (MF) y i)
Componente o localizacién Celular (CC).

= Procesos Biologicos: son una serie conocida de eventos o funciones moleculares
con un principio definido y final.

= Funciones Moleculares: son las tareas que hacen o las “habilidades” que tiene un
producto génico. Los individuos (productos génicos) tienen diferentes habilida-
des o tareas (funciones) y trabajan en forma conjunta para alcanzar diferentes
objetivos (procesos).

= Componentes Celulares: describe lugares en los niveles de las estructuras sub-
celulares y complejos macromoléculares. Ademés, incluye enzimas de multiples
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subunidades y otros complejos de proteinas pero no proteinas individuales o
acidos nucleicos.

En la Figura 3, se muestra la estructura GO, por ejemplo, para la subontologia
Procesos Biologicos. Los nodos, también llamados términos GO, representan los
procesos biolégicos relacionados con la inmunidad donde se encontraria actuando
un gen codificante determinado y se identifican con un tnico término GO:xxxxxxx
asociado al nombre de dichos procesos biol6gicos. Por otro lado, la relacién existente
entre los términos GO indica que el nodo hijo es un subtipo de sus nodos padres.

Proceso
biolégico

Regulacion
biologica
Proceso del
sistema inmune
Regulacion del

Regulacion del
proceso biologico
proceso del

sistema inmune

Regulacion
negativa del
proceso biolégico |

Regulacién negativa
del proceso del
sistema inmune

Figura 3: Subgrafo GO Biological Process donde GO:xxxxxxx representa los procesos biolégicos y
los enlaces representan las relaciones entre ellas.

Los términos se relacionan jerarquicamente: Un término més genérico ("término
padre") puede tener asociados uno o méas términos mas especificos ("términos hijo").
Un término mas especifico ("término hijo") puede tener asociados uno o mas tér-
minos menos especificos ("términos padre"). Siguiendo con el ejemplo de la subon-
tologia BP, un nodo padre podria ser: regulaciéon biologica. Un nivel mas abajo
(especifico) podria ser: regulacion de procesos biologicos. Mas especifico, podria ser
que dicho producto génico en cuestion involucre: regulacion negativa del proceso del
sistema inmunologico.

1.4. Meétodo computacional FGGA utilizado

La prediccion automatica se realizé6 mediante un método computacional llamado
FGGA -Factor Graph GO Annotation- disenado para anotar genes que codifican
para proteinas de organismos no modelo (Spetale et al., 2016, 2018). Brevemente,
este método de clasificacion jerarquica para la anotacién automatica de genes codi-
ficantes es del tipo ensamble, i.e. existen un conjunto de clasificadores basados en
aprendizaje computacional que trabajan en forma conjunta para resolver un pro-
blema de clasificacién donde las funciones bioldgicas a predecir estan relacionadas.
La Figura 4 muestra el diagrama de bloques del método FGGA donde la entrada
es una secuencia de proteina y el grafo GO de referencia y la salida es un subgrafo
GO consistente. El bloque de caracterizacién no forma parte del método y consis-
te en calcular un ntmero fijo de atributos, caracteristicas, a partir de la secuencia
proteica. El bloque FG model genera un modelo grafico de factores en base al grafo
GO de referencia. El bloque de clasificadores individuales, en nuestro caso: Maqui-
nas de Vectores Soporte (SVM), genera un modelo de prediccion para cada funcion
biologica. El bloque de Suma-Producto se encarga de obtener un subgrafo GO pre-
dicho consistente en base al modelo FG y las predicciones individuales de los SVMs
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Figura 4: Método de ensamble jerarquico para la anotaciéon automética de secuencias de genes
codificantes. Factor Graph GO Annotation (FGGA)

mediante una version modificada del algoritmo de pasaje de mensajes (Kschischang
et al., 2001). Finalmente, esta metodologia fue incorporada en un paquete de R
llamado fgga y se encuentra disponible en el repositorio de Bioconductor (Spetale,
2022).

2. Objetivos

A continuacion se detalla el objetivo general y los objetivos especificos para este
trabajo final.
Objetivo general de investigacion: Prediccion automdtica de funcionalidades biolo-
gicas sobre SARS-CoV-2 a partir de secuencias de productos génicos.

Objetivos especificos:

1. Base de datos y asociaciéon de funciones GO. Construccion de una base de
datos de productos génicos de SARS-COV-2, secuencias y sus correspondientes
anotaciones GO. Ademés, se propone relacionar las funcionalidades anotadas
en Jungreis et al. (2021) para 31 productos génicos con las funciones de GO.

2. Caracterizacion de datos. Generaciéon de un conjunto de atributos fijos re-
lacionados con funciones virales a partir de las secuencias para enriquecer el
modelo computacional.

3. Prediccion de productos génicos. Aplicacion del conjunto de datos carac-
terizados en un modelo de clasificacion jerarquico basado en grafo de factores.

4. Validacioén in-silico. Comparacion del rendimiento sobre la predicciéon de los
31 productos génicos contra las anotaciones obtenidas en Jungreis et al. (2021).
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3. Materiales y Métodos

Esta seccion estara dividida en dos subsecciones. La primera presenta la cons-
truccion de la base de conocimiento. La segunda presenta el desarrollo de dos carac-
terizaciones de los datos, una general y otra enriquecida para virus.

3.1. Construccion de la base de conocimiento

Las secuencias proteicas de SARS-CoV-2, en formato fasta, fueron extraidas des-
de la base de datos Uniprot (Consortium, 2020) y sus anotaciones GO desde Gene
Ontology (Ashburner and et al, 2000). Luego, se realizé una limpieza de las secuen-
cias eliminando a todas aquellas que eran idénticas pero tenian diferentes nombres,
Ids y/o poseian el caracter "X"; también fueron seleccionadas solo aquellas anota-
ciones GO que tenfan tipo de evidencia?: electrénica, de similaridad o experimental.
Los codigos de evidencia experimental considerados son: Inferencia Experimental
(EXP), Inferencia de Ensayo Directo (IDA), Inferencia de Interaccion Fisica (IPI),
Inferencia de Fenotipo Mutante (IMP), Inferencia de Interaccion Genética (IGI)
e Inferencia de Patron de Expresion (IEP). Mientras que los codigos de eviden-
cia computacional considerados son: Inferencia de Secuencia o Similitud estructural
(ISS), Inferencia de Ortologia de la Secuencia (ISO), Inferencia de Alineacion de
la Secuencia (ISA) e Inferencia del Modelo de la Secuencia (ISM). Posteriormente,
se seleccionaron aquellas funciones biolégicas (GOs) cuya cantidad de anotaciones
sea superior a 50 de forma garantizar una minima cantidad de ejemplos positivos
en cada clasificador individual (SVM). Finalmente, para ensamblar los conjuntos de
datos de entrenamiento binarios convenientemente balanceados (Wei and Dunbrack,
2013), las secuencias de proteinas con anotaciones positivas se complementaron con
contrapartes de proteinas con anotaciones negativas utilizando la politica de sepa-
racion inclusiva (Eisner et al., 2005). Este proceso da como resultado una base de
datos curada de 3173 secuencias de SARS-CoV-2 con 211 funciones biologicas y se
encuentra disponible en repositorio ptiblico®.

Por otro lado, se construy6é una segunda base de conocimiento, FiloDB, basada en
los 32 productos génicos mencionados en Jungreis et al. (2021) para la comparacion
con el método computacional FGGA. Esta base de datos contiene por una lado, la
secuencia proteica extraida desde la informacion suplementaria 2 del paper* y por
otro, las funciones GO fueron curadas manualmente por la autora de este trabajo.
El proceso de curacion consistié en asociar las funcionalidades expresadas dentro de
Jungreis et al. (2021) y vincularlas con funcionalidades GO en los tres subdominios
que maés se aproximaran desde el punto de vista biologico (ver Anexo I). Estas fun-
cionalidades extraidas de Jungreis et al. (2021) fueron anotadas bajo el siguiente
proceso. Primero, se detectaron las firmas evolutivas de codificaciéon de proteinas y
se distinguieron las regiones que evolucionan bajo la restriccién de codificacion de
proteinas a través de la herramienta PhyloCSF (Lin et al., 2011). Brevemente, esta
herramienta compara las sustituciones de codones y las frecuencias en alineaciones
de genomas relacionados con modelos de evolucion codificantes y no codificantes
entrenados con datos del genoma completo, i.e., explota principalmente dos carac-
teristicas principales de las firmas evolutivas de genes que codifican proteinas a lo
largo del tiempo evolutivo: i), la preferencia por sustituciones sinénimas que pre-
servan la traduccién de aminoacidos y cambios conservativos de aminoécidos que

2http://geneontology.org/page/guide-go-evidence-codes
Shttps:/ /www.cifasis-conicet.gov.ar/bioinformatica,/dxCOVID.csv
https://static-content.springer.com/esm/art %3A10.1038 %2Fs41467-021-22905-7/MediaObjects /41467 _2021_22905_ MOESMS5_ESM.txt
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preservan las propiedades biofisicas y i) la evasion de codones de parada y las in-
serciones o eliminaciones que no sean multiplos de tres, ya que interrumpirian el
marco de lectura de la traduccion. Especificamente, se cuantifico la restriccion de
codificaciéon de proteinas calculando los valores del PhyloCSF para cada intervalo
de tres nucledtidos en los tres marcos de lectura del genoma del SARS-CoV-2 uti-
lizando 44 alineaciones del genoma completo de Sarbecovirus. Luego, se suavizaron
estos valores utilizando un modelo oculto de Markov y se detectaron las regiones
codificantes. Finalmente, para cada region detectada se consideraron las funciones
biologicas existentes en SARS-CoV-2 dentro de la base de datos de Uniprot con
cualquier tipo de evidencia. El proceso de curacién manual arrojé como resultado
final un total de 31 productos génicos debido a que se descarté el ORF2b ya que
no hay una fuente confiable que proporcione la secuencia aminoacidica poniendo en
evidencia la complejidad biolégica y evolutiva que poseen los virus. Esta proteina
accesoria posee una longitud de 39 codones y esta codificada en un marco de lectura
diferente (+1: el marco +1 indica que los codones se desplazan un nucle6tido), en
la direccion de 3’ de los codones en el ORF principal (méas grande), que ocupa el
marco +0. Por tltimo, a este conjunto de validacion se lo dividié en: proteinas no
estructurales, estructurales y accesorias.

3.2. Caracterizacion de Datos

Esta etapa fue dividida en dos partes: 1) caracterizacion general y ii) caracteriza-
cion enriquecida. La caracterizacion general utiliza caracteristicas, atributos basicos
de las secuencias proteicas, mientras que, la caracterizaciéon enriquecida incorpora
caracteristicas relacionadas con los virus.

Caracterizacion general
A partir de las secuencias de proteinas se determina un nimero fijo de caracteris-
ticas utilizando dos métodos de caracterizacion llamada PhyChe™: i) Signal™ y i)
fisicoquimica.
La caracterizacion Signal®™ contiene 11 atributos extraidos desde la herramienta Sig-
nalP (Teufel et al., 2022) relacionados con la presencia de senales peptidicas y la
ubicaciéon de sus sitios de clivaje. Esta nueva version del SignalP utiliza redes neu-
ronales profundas para estimar sus predicciones.
La caracterizacion fisicoquimica estima 48 propiedades fisicoquimicas (Lee et al.,
2009),(Chou and Fasman, 1974), 8 sefiales peptidicas obtenidas desde la herramien-
ta SignalP (Teufel et al., 2022), 2 de estructura secundaria y la frecuencia de los
aminoacidos la tomamos de forma individual y de a pares. En la practica, esta ca-
racterizacion fue desarrollada por el grupo de investigacion en el lenguaje R y utiliza
funciones del paquete Peptides (Osorio et al., 2015) para el célculo de las propieda-
des fisicoquimicas. Este proceso dio como resultado una matriz de 3173 secuencias
de SARS-CoV-2 con 479 atributos.

Caracterizaciéon enriquecida
Para poder enriquecer la caracterizacion con atributos relacionados con virus se reali-
z6 en primera instancia un anélisis de las herramientas disponibles para determinar
cuales son las més aptas para cumplir con la premisa que los atributos calculados
puedan estar asociado a funciones biologicas. En la segunda instancia, se disend un
método que es capaz de extraer informacion de esas herramientas seleccionadas y
transformarlo en un vector de atributos fijo que sera incorporado a la matriz de la
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caracterizacion general.
A continuacion se realiza una breve descripcion conceptual de las herramientas
analizadas.

1. NetCorona 1.0 (Kiemer et al., 2004): Esta herramienta predice sitios de cli-
vaje en proteinas de la proteasa 3CLpro del coronavirus (C30 endopeptidasa
o Mpro) basada en redes neuronales artificiales a partir de secuencias de ami-
noacidos. La proteasa de tipo 3C es la principal proteasa de los coronavirus,
corresponde a la proteina no estructural 5 (nspb) y es capaz de escindir ca-
taliticamente un enlace peptidico entre una glutamina en la posicion P1 y un
pequeno aminoacido (serina, alanina o glicina) en la posicion P1’. Esta he-
rramienta fue descartada porque solamente genera salidas en la poliproteina
PODTC1 y PODTDI1, las proteinas de SARS-CoV-2 que utilizaremos incluyen
aquellas que son el resultado de la escision de las antes mencionadas (ver Figura
5).
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Figura 5: Poliproteinas SARS-CoV-2 codificadas por ORFla y ORF1lab. Representacion esqueméa-
tica de los marcos de lectura abiertos la y lab, que codifican las poliproteinas ppla y pplab. Se
muestran las proteinas que componen cada poliproteina: (ns) indica proteinas no estructurales; La
ARN polimerasa y la helicasa dependientes de ARN se indican mediante (RdRp) y (Hel), respec-
tivamente. Los sitios proteoliticos escindidos por PLpro y Mpro se indican con flechas amarillas y
verdes, respectivamente (Lam-Cabanillas et al., 2021).

2. CPH models 3.2 (Nielsen et al., 2010): Esta herramienta es capaz de predecir
la estructura 3D de protefnas con un modelo de estructura 3D desconocido
donde el reconocimiento se basa en la alineacion perfil-perfil guiado por la
estructura secundaria y las predicciones de exposicion. Esta herramienta fue
descartada porque esta discontinuada.

3. NetTurnP 1.0 (Petersen et al., 2010): Esta herramienta predice si un aminoa-
cido se encuentra en una vuelta 5 o no, y discrimina los giros  en 9 tipos (I, T’,
I1, IT’, IV, VIal, VIa2, VIb y VIII) basados en dngulos ¢, ¥, junto con una cate-
gorfa IV miscelanea definidas en Hutchinson and Thornton (1994). NetTurnP
es un método de aprendizaje computacional basado en 3 diferentes de redes
neuronales artificiales (ANNs): giro 8 G (general), giro 3 S (especifico) y giro
S P (propension). El método giro 5 G predice si un aminoacido se encuentra
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en una region de giro 5 o no. El método giro S S predice si un aminoacido
pertenece a alguno de los 9 tipos. El método giro 5 P predice si un aminoacido
se encuentra en la posiciéon 1, 2, 3 o 4 en un giro . Cabe mencionar que al-
gunos aminoacidos pueden ser asignados a miltiples posiciones dentro de una
vuelta (. Esta herramienta fue seleccionada debido al rol importante que juega
la formacion de giros [ en el plegamiento, la estabilidad de las proteinas y los
procesos de reconocimiento molecular. Se ha descubierto una alta correlacion
entre la tendencia de una secuencia a formar un giro beta y la reactividad de
las proteinas a los anticuerpos antipéptidos, y ademés se ha demostrado que
hay una sobrerrepresentacion de los giros beta en los epitopos de las células B
(Petersen et al., 2010). Nota, la version en linea permite correr hasta 500 se-
cuencias por envio; mientras la version de escritorio requiere descargar e instalar
adicionalmente dos bases de datos de aproximadamente 4GB.

. DeepLoc 2.0 (Thumuluri et al., 2022): Esta herramienta predice la(s) loca-
lizacion(es) subcelular(es) de proteinas eucariotas. Las 10 localizaciones que
pueden ser clasificada son diferentes: ntcleo, citoplasma, extracelular, mitocon-
dria, membrana celular, reticulo endoplasmico, cloroplasto, aparato de Golgi,
lisosoma/vacuola y peroxisoma. DeepLoc esta basado en algoritmo de apren-
dizaje profundo entrenado con proteinas Uniprot que contienen evidencia ex-
perimental de sus localizaciones subcelulares, i.e., el modelo puede predecir si
una proteina puede estar en una o varias localizaciones dentro de la célula eu-
cariota partiendo de su secuencia. Las posiciones en la secuencia con un alto
valor de probabilistico se consideran més relevantes para la predicciéon. Esto no
significa que un aminoacido en particular sea muy importante para la predic-
cion sino que una region en la vecindad de esas posiciones tiene mas peso en
la prediccion final del modelo. Esta herramienta fue seleccionada debido a su
capacidad predecir localizaciones subcelulares en distintos compartimentos de
la célula infectada. Nota, la version en linea permite correr hasta 500 secuencias
por envio; mientras la version de escritorio requiere un minimo de 32GB RAM
para funcionar. También la secuencia bajo estudio debe ser mayor que 10 y
menor que 6000 aminoacidos.

. BepiPred 3.0 (Clifford et al., 2022): Esta herramienta predice epitopos de
células B tanto lineales como discontinuos a partir de secuencias de proteinas.
BepiPred esta basado en un algoritmo de aprendizaje profundo que utiliza
representaciones numéricas del modelo de lenguaje de proteinas ESM-2 para
la generacion de aminoacidos epitopos y no epitopos determinados a partir
de estructuras cristalinas. El epitopo de células B de la proteina de superficie
viral puede unirse especificamente al receptor de antigeno de células B del
huésped e inducir al cuerpo a producir anticuerpos protectores y una respuesta
inmunitaria humoral. Este modelo fue entrenado basdndose en un conjunto
de datos epitopedos validados experimentalmente derivados de 649 estructuras
cristalinas antigeno-anticuerpo del Banco de Datos de Proteinas (PDB) Berman
et al. (2000). Esta herramienta fue seleccionada porque el descubrimiento de
epitopos es tutil para el desarrollo de la vacuna contra el SARS-CoV-2 y la
comprension de la patogénesis del mismo Lon et al. (2020). Nota, la version
en linea permite correr hasta 50 secuencias por envio; mientras la version de
escritorio requiere un minimo de 32GB RAM para funcionar y puede correr en
CPU como en GPU. También la secuencia bajo estudio debe ser mayor que 10 y
menor que 6000 aminoacidos, sin embargo, si es mayor que 1023 son truncadas
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a esa longitud.

6. NetSurfP 3.0 (Hoie et al., 2022): Esta herramienta predice la accesibilidad del
solvente, la estructura secundaria, el desorden estructural y los angulos diedros
¢ /1 de los aminoécidos en una secuencia proteica. NetSurfP esté basado en una
red neuronal convolucional profunda que utiliza representaciones numeéricas del
modelo de lenguaje de proteinas ESM-1b. El modelo fue entrenado con un
conjunto de datos secuencias de 12185 estructuras cristalinas del PDB cuya
resolucion sea superior a 2,5 A. Esta herramienta fue seleccionada porque es
capaz de predecir la composiciéon estructural del viriéon siendo la particula viral
madura consiste basicamente de un bloque de material genético rodeado de
proteinas que lo protegen del medio ambiente y le sirven como vehiculo para
permitir su transmision de una célula a otra. Nota, la version en linea permite
correr hasta 10000 secuencias o 10MB del archivo fasta por envio; mientras
la version de escritorio requiere un minimo de 64GB RAM para funcionar y
puede correr en CPU como en GPU. También la secuencia bajo estudio debe
ser mayor que 10 y menor que 5000 aminoécidos.

viralFE: Método de caracterizacién para secuencias virales

En este trabajo se disené e implementé un método de caracterizacion, viralF'E,
que toma secuencias de proteinas virales y las transforma en un vector de atributos
fijo utilizando las herramientas antes mencionadas. El método viralF'FE une las salidas
de 6 funciones generadas donde cada una de ellas esta asociada a una herramienta.
A continuacion, se detallan las funciones, algoritmos, desarrolladas:

1. NetTurnP 1.0: Esta funcién toma como entrada el archivo generado por la
herramienta y retorna una matriz de nz20 donde n son la cantidad de proteinas
evaluadas y 20 son los atributos generados. Estas 20 variables se dividen en dos
grupos de 10 atributos para ser calculados. Cada grupo considera el giro 8 y sus
9 tipos: I, I’, 11, IT’, TV, VIal, VIa2, VIb y VIII. El grupo 1 cuenta la cantidad
de giro 8 y de sus 9 tipos dentro de toda la secuencia proteica; mientras que el
grupo 2 estima la cantidad de aminoacidos involucrados en cada una de estas 10
clases y luego la divide por la longitud de la secuencia. De esta forma obtenemos
informacion sobre la existencia del giro 5 o de sus 9 tipos més su proporcion
dentro de la secuencia que se ve involucrada. La Tabla 1 muestra la cantidad
de giros [ y sus 9 tipos en 5 proteinas. Nota, esta herramienta en linea demora
aproximadamente 8 horas para 50 secuencias.

Tabla 1: Cantidad de giros 8 y sus 9 tipos en 5 proteinas luego de aplicar la funcién generada a
NetTurnP

d #B  H#1 HT # 1O D H#IV | #VIial  #Via2  #VIb  #VII
AOA6M3A2H9 1 2 1 1 0 1 1 1 2 3
AOAB6M3A2I0 5 7 6 36 289 0 0 285 7 234
AOAG6M3A2I7 13 10 5 6 7 12 4 3 7 10
AOAGM3A2K2 2 1 0 0 0 1 1 0 2 3
AOA6M3A2J3 82 63 45 45 62 75 5 71 38 62

2. Deeploc 2.0: Esta funciéon toma como entrada el archivo generado por la
herramienta y retorna una matriz de nxz10 donde n son la cantidad de proteinas
evaluadas y 10 son las probabilidades asociadas a cada de las 10 localizaciones
celulares definidas. La Tabla 2 muestra los resultados obtenidos en 5 proteinas
a aplicar la funcién generada.
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Tabla 2: Resultados obtenidos luego de aplicar la funcién generada a Deeploc en 5 proteinas. Lo-
calizaciones: nicleo (Nu), citoplasma (Ci), extracelular (Ex), mitocondria (Mi), membrana celular
(Me-Ce), reticulo endoplasmico (Re-En), cloroplasto (Cl), aparato de Golgi (Go), lisosoma,/vacuola
(Li/Va) y peroxisoma (Pe)

1d Nu Ci Ex Mi Me-Ce Re-En Cl Go Li/Va Pe
AO0A6M3A2H9 0.41 0.48 0.10 0.54 0.22 0.16 0.12 0.17 0.06 0.08
AO0A6M3A2I0 0.41 0.56 0.33 0.54 0.27 0.11 0.25 0.15 0.04 0.02
AO0A6M3A2I7 0.37 0.54 0.24 0.55 0.36 0.08 0.34 0.16 0.03 0.03
AO0A6M3A2K2 0.41 0.48 0.110 0.54 0.22 0.16 0.12 0.17 0.06 0.08
AOA6M3A2J3 0.45 0.56 0.31 0.47 0.24 0.11 0.21 0.14 0.03 0.03

4.

3. Bepipred 3.0: Esta funciéon toma como entrada el archivo generado por la

herramienta y retorna una matriz de nx2 donde n son la cantidad de proteinas
evaluadas y 2 son los atributos generados. El primer atributo indica el promedio
de todas aquellas probabilidades superiores a 0.15 y el segundo atributo indica
la proporcién de la secuencia que se ve afecta a un epitope.

Tabla 3: Resultados obtenidos luego de aplicar la funcion generada a Bepipred en 5 proteinas.

1d mean(Probabilidad) %epitope
AOA6M3A2H9 0.18 0.29
AO0A6M3A210 0.18 0.22
AO0A6M3A2I7 0.18 0.23
AOA6M3A2K2 0.18 0.29
AOA6M3A2J3 0.18 0.18

La Tabla 3 muestra los resultados obtenidos en 5 proteinas a aplicar la funciéon
generada.

. NetSurfP 3.0: Esta funcion toma como entrada el archivo generado por la he-

rramienta y retorna una matriz de nx25 donde n son la cantidad de proteinas
evaluadas y 25 son los atributos generados. El atributo RSA indica la accesi-
bilidad relativa al solvente promedio; ASA indica la accesibilidad absoluta al
solvente promedio; ¢ indica el promedio de los angulos diédricos ¢ para cada
aminoacido normalizado por la longitud de la secuencia; v indica el promedio
de los dngulos diédricos 1) para cada aminodcido normalizado por la longitud
de la secuencia; desorden (DO) indica el desorden promedio. Los atributos re-
lacionados con las estructuras secundarias se dividen en dos grupos de acuerdo
a Kabsch and Sander (1983). El grupo 1 considera los 3 estados generales de
las estructuras secundarias: hélice (H), hebra (E) y espiral (C); mientras que el
grupo 2 considera la extension de los 8 estados posibles de las estructuras secun-
darias: 319 hélice (G), hélice a(H), hélice 7(I), hebra extendida en conformacion
paralela y/o anti-paralela (E), lamina § (B), giro de puente de hidrogeno (T),
doblez (S) y espiral (C). En ambos grupos se calculan la cantidad de estados
existentes y la proporcion que ocupa cada estado dentro de la secuencia. La
Tabla 4 muestran los resultados obtenidos en 5 proteinas a aplicar la funcién
generada sin considerar los 8 estados posibles de estructuras secundarias.

Resultados y Discusiéon

Esta seccion estara dividida en tres subsecciones. La primera presenta las métricas

de rendimiento utilizadas en el trabajo para evaluar la calidad de las predicciones
obtenidas. La segunda presenta los resultados obtenidos utilizando el método FGGA
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Tabla 4: Resultados obtenidos luego de aplicar la funcién generada a NetSurfP en 5 proteinas.

1d RSA ASA [ P DO #H avg(H) #E avg(E) #C avg(C)
AOA6M3A2H9 0.25 0.36 -0.51 0.03 0.03 2 0.05 5 0.64 7 0.31
AOA6M3A210 0.22 0.37 -0.58 -0.01 0.03 4 0.61 2 0.06 6 0.33
AOA6M3A2I7 0.23 0.36 -0.55 0.04 0.04 4 0.58 2 0.06 6 0.36
AOA6M3A2K2 0.25 0.36 -0.51 0.03 0.03 5 0.64 2 0.05 7 0.31
AOA6M3A2J3 0.22 0.40 -0.62 0.08 0.00 4 0.59 2 0.06 6 0.35

con las caracterizaciones general y enriquecida en datos de test. La tercera presenta
los predicciones obtenidas utilizando el método FGGA con la caracterizacion general
en datos de validaciéon y su comparacion con la base de datos FiloDB.

4.1. Meétricas de rendimiento

Teniendo en cuenta las relaciones jerarquicas entre los términos GO objetivo, es
necesario considerar métricas de rendimiento de clasificacion especificas (Kiritchen-
ko et al., 2005). Los errores de prediccion cerca de la raiz de la jerarquia deberian
castigarse con mas severidad que aquellos en niveles méas profundos (Kosmopoulos
et al., 2015). Con este objetivo, las métricas de rendimiento de la clasificacion je-
rarquica como las medidas de precision jerarquica (HP), la exhaustividad jerarquico
(HR) y el F-score jerarquica (HF) (Verspoor et al., 2006) reconocen adecuadamente
las clasificaciones parcialmente correctas y penalizan en consecuencia los errores més
distantes o mas superficiales. Las formulas de las métricas jerarquicas se muestran
a continuacion:

1 . tentyql
HP(s) = ———— max —————
| 1I(Pg(s)) | qez(%(s)) c€l(Ca(s)) 1 q
1 . [tentq]
HR(s) = —————— max ————
) = et ce(%s)) elPals) T
2-HP-HR
AFG) = gpian

donde s es una secuencia de producto génico, G es el subgrafo GO, Pg(s) C G es el
subgrafo GO predicho de s, Cg(s) C G es el subgrafo GO real de s, I[(Pg(s)) es el
conjunto de hojas de Ps(s) y I(Ci(s)) es el conjunto de hojas de Ci(s). Ademas, 1 ¢
es el conjunto de ancestros de un nodo ¢ perteneciente a Pg(s), y 1 ¢ es el conjunto
de ancestros de un nodo ¢ perteneciente a Cgo(s). Se utilizaron métricas planas
(no jerarquicas) de precision promedio, exhaustividad promedio y F-score prome-
dio de rendimiento. Especificamente, para cada secuencia de producto génico s, la

.. , tp(s) tp(s)
precision P(s) se calculé como OISOk la exhaustividad R(s) como T OMTIOL la
exactitud Acc(s) como O ;5 ((;))1;2((‘:)) gy ¥ €l F-score F (s) como % donde

tp es el namero de términos GO predichos correctamente como positivos (verda-
deros positivos), fp es el nimero de términos GO predichos incorrectamente como
positivos (falsos positivos), fp es el ntimero de términos GO predichos correctamente
como negativos (verdaderos negativos) y fn es el ntimero de términos GO predichos
incorrectamente como negativos (falsos negativos).

Adicionalmente, se utilizo el test no paramétrico de Friedman para determinar si
los métodos de caracterizacion propuestos son significativos, mientras que se utilizo
el test no paramétrico de prueba de suma de rangos de Wilcoxon con correccion de
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Bonferroni para comparar los resultados obtenidos en las métricas individuales en
tres funcionalidades GO virales.

4.2. Rendimiento de las predicciones GO en datos de test

Las predicciones de SARS-CoV-2 utilizando FGGA con la caracterizacion gene-
ral, PhyChe™, se evaluaron utilizando un enfoque de validacion cruzada con k = 5
y métricas de rendimiento jerarquicas HP, HR y HF'. Para el conjunto de 479 térmi-
nos GO (BP-CC-MF) analizados, se obtuvo un 90 %, 93% y 91 en HP, HR y HF,
respectivamente. Dichos resultados fueron publicados en el congreso XI Chiacchiera
et al. (2021).

La Tabla 5 muestra los resultados promedio de HP, HR, HF, P, R, F y Acc
obtenidos aplicando el método FGGA con las caracterizaciones general y enriqueci-
da. En primer lugar, se puede observar que la caracterizaciéon combinada, viralFE +
PhyChe™, presenta la leve mejora respecto de la caracterizacion individual PhyChe™
aunque estos resultados no presentan una relevancia significativa (p < 0.01; prueba
de Friedman). Sin embargo, debido a que la base de conocimiento no contiene funcio-
nes GO virales por la falta de secuencias en SARS-CoV-2 no pudimos ver si nuestra
caracterizacion combinada realmente mejora en este tipo de funciones especificas co-
mo se preveia. Por tal motivo, se realizaron pruebas adicionales sobre funciones GO
virales utilizando organismos cercanos al SARS-CoV-2 como: Coronavirus de mur-
ciélago, Coronavirus de roedor, Coronavirus de paloma-dominante y Coronavirus de
pato-dominante. Tres funcionalidades GO, GO:0039694, GO:0046813 y GO:0075509,
fueron seleccionadas a partir de las anotaciones mas especificas obtenidas en la base
de datos FiloDB.

Tabla 5: Resultados obtenidos por el método FGGA utilizando las diferentes caracterizaciones

Caracterizacién HP HR HF P R F Acc

PhyCheT 0.94 0.95 0.95 0.94 0.95 0.94 0.96
viralFE 0.90 0.90 0.90 0.91 0.94 0.92 0.92
viralFE + PhyChet 0.95 0.96 0.95 0.96 0.95 0.96 0.97

Por ejemplo, la Figura 6 muestra que la funciéon biologica GO:0039694, replicacion
del genoma de ARN viral, seleccionada es una anotaciéon especifica de los virus en
el subdominio BP. Esto dio como resultado un nuevo conjunto de datos de 443
secuencias con 3 funciones GO virales para los ejemplos positivos y con funciones
GO generales para los ejemplos negativos. Luego este conjunto fue caracterizado con
ambos métodos y aplicado a un clasificador SVM binario para evaluar la influencia
de la caracterizacion combinada en los niveles de exactitud, precision, exhaustividad
y F-score en el rendimiento del clasificador.

Los resultados observados en la Tabla 6 confirman la hipétesis anterior de la
incorporacion de caracteristicas atribuibles a virus mejora la predicciéon en funcio-
nalidades GO virales.

4.3. Rendimiento de la predicciones GO en datos de validaciéon

La Tabla 7 muestra los resultados de las predicciones obtenidas con el método
FGGA y las anotaciones GO curadas obtenidas desde Jungreis et al. (2021). A
continuacién, se hace un andlisis comparativo de las predicciones obtenidas con

Shttps://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/G0:0039694
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Figura 6: Grafo GO correspondiente a la funcionalidad replicaciéon del genoma de ARN viral
(GO:0039694) en el subdominio BP®.

el FGGA y las funciones GOs curadas manualmente divididas segin la categoria
definida en 3.1.

4.3.1. Proteinas no estructurales

1. ORFla: Poliproteina multifuncional que esta involucrada en la transcripcion,
en la replicacion del ARN viral y contiene a las proteinas responsables de su
clivaje. De las predicciones obtenidas por el FGGA, nos enfocaremos en las
funciones GO:0003968 (actividad polimerasa de ARN dependiente de ARN) y
G0:0004175 (actividad endopeptidasa). Estas dos funciones predichas incluyen
a las funciones GO experimentales GO:0032774 (proceso de biosintesis de ARN)
y GO:0008233 (actividad de peptidasa), i.e., son predicciones mas especificas
(ver Figuras 7 y 8).

La funcionalidad GO:0003727 (unién de ARN monocatenario) predicha podria
considerarse como correcta ya que su definicion incluye el sustrato ARN propia
de este proceso.

2. ORF1ab: Poliproteina multifuncional mas grande, que esté involucrada en la
transcripcion y en la replicacion del ARN viral y contiene las proteinasas res-
ponsables de las escisiones de la poliproteina. De las predicciones obtenidas, nos
enfocaremos en las funciones GO:0003968 (actividad polimerasa de ARN depen-
diente de ARN) y GO:0004175 (actividad endopeptidasa). Estas dos funciones
predichas incluyen a las funciones GO experimentales GO:0032774 (proceso de
biosintesis de ARN) y GO:0008233 (actividad de peptidasa), i.e., son prediccio-
nes mas especificas (ver Figuras 7 y 8). Las funciones GO:0001960 (regulacion
negativa de la via de senalizacion mediada por citoquinas) y GO:0002832 (res-
puesta negativa al estimulo bidtico) predichas involucradas con la desactiva-
cién de las defensas del huésped coinciden con la bibliografia O’Donoghue et al.
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Tabla 6: El promedio de la Precision (Prec), el exhaustividad (Rec), el F-score (Fscore) y la
exactitud (Acc) de SVM método con kernel radial. Los términos GOs son: GO:0039694, GO:0046813
y GO:0075509. Las caracterizaciones son PhyChe*, viralFE y PhyChet 4 ViralFE. Para cada
término GO y caracterizacion, el método con mejor rendimiento segin la prueba de suma de
rangos de Wilcoxon con correccion de Bonferroni (pyqiue = 0,01) se muestra en negrita.

Término GO Caracterizacion Acc Prec Rec Fscore
G0O:008969/ PhyCheT 0.89 0.96 0.91 0.94
viralFE 0.92 0.93 0.98 0.95
PhyChet + viralFE 0.94 0.96 0.97 0.97
GO:0046813 PhyCheT 0.93 0.95 0.98 0.97
viralFE 0.94 0.94 1.00 0.97
PhyChet 4+ viralFE 0.96 0.98 0.98 0.98
GO:0075509 PhyCheT 0.93 0.96 0.96 0.96
viralFE 0.94 0.94 1.00 0.97
PhyChet + viralFE 0.96 0.98 0.99 0.98
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Figura 7: Grafo predicho para la proteina ORF1a. La funcionalidad mas especifica (GO:0003968)
se encuentra identificada con un circulo verde. La funcionalidad GO experimental (GO:0032774)
se encuentra identificada con circulo rosa.
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Tabla 7: Anotacion GO de SARS-CoV-2 con FGGA

Id Términos GOs esperados Términos GOs hoja predichos
ORFlab | GO:0032774, GO:0008233 | GO:0001960, GO:0002832, GO:0003724, GO:0003727, GO:0003968,
G0:0004175, GO:0004482, GO:0004483, GO:0004519, GO:0004532,
G0:0004843, GO:0005198, GO:0005216, GO:0005515, GO:0032559,
G0:0035639
ORF3a | G0O:0039656, GO:0019076, | GO:0001172, GO:0001510, GO:0004519, GO:0005737, GO:0006351,
G0:0005216, GO:0039707, | GO:0006370, GO:0006401, GO:0009896
G0:0097194
ORF6 | GO:0030683 G0:0001960, GO:0006955, GO:0008408, GO:0008757, GO:0019222,
G0:0048518
ORF7a | GO:0019079 G0:0001172, GO:0001960, GO:0002682, GO:0005737, GO:0006914,
G0:0008757, GO:0009057, GO:0009896
ORF7b | - G0:0001172, GO:0001960, GO:0002682, GO:0009896
ORF8 | GO:0005515 G0:0005524, GO:0009896, GO:0016788, GO:0043170, GO:0044238
ORF9b | GO:0005515 G0:0004519, GO:0004532, GO:0005524, GO:0009896
ORF9c | GO:0005515 G0:0001959, GO:0016070, GO:0044249, GO:0048518, GO:1901576
ORF10 | - G0:0001959, GO:0003824, GO:0016070
S1 G0:0046790, GO:0061025 | GO:0001172, GO:0001960, GO:0002151, GO:0005737, GO:0006370,
G0:0006402, GO:0006508, GO:0006811, GO:0006897, GO:0006914
) G0:0006897 G0:0001172, GO:0001960, GO:0002151, GO:0005737, GO:0006402,
G0:0006508, GO:0006811, GO:0006897, GO:0009894, GO:0048518
S’ G0:0075509, GO:0006508 | GO:0001172, GO:0001960, GO:0002151, GO:0005737, GO:0006402,
G0:0006508, GO:0006811, GO:0006897, GO:0009894
nspl G0:0039604, GO:0042783, | GO:0001959, GO:0003824, GO:0009059, GO:0010467,GO:0016070,
G0:0019080 G0:0018130, GO:0048518
nsp2 G0:0033554 G0:0001960, GO:0002832, GO:0003724, GO:0003727, GO:0003968,
G0:0004482, GO:0004483, GO:0004532, GO:0005198, GO:0005216,
G0:0005515, GO:0008234, GO:0032553, GO:0035639, GO:0101005
nsp3 G0:0016579, GO:0140526, | GO:0001172, GO:0001960, GO:0002832, GO:0003727, GO:0004483,
G0:0019783, GO:0001960, | GO:0004519, GO:0004540, GO:0005216, GO:0005515, GO:0008234,
G0:0008233, GO:0039503 | GO:0019783, GO:0030554, GO:0035639, GO:0036265, GO:0097367
nspd G0:0140526 G0:0001172, GO:0004519, GO:0004527, GO:0006370, GO:0016772,
G0:0042221, GO:0044260, GO:0090503
nusp5 G0:0004180, GO:0072570 | GO:0001960, GO:0003968, GO:0004527, GO:0006370, GO:0036094,
G0:0043168, GO:0048518, GO:0090503, GO:1901265
nsp6 G0:2000786, GO:1901096 GO:0001172, GO:0001959, GO:0004527
nsp7 G0:0019079, GO:0003968 | GO:0001959, GO:0003824, GO:0009058, GO:0010467, GO:0016070
nusp8 G0:0019079, GO:0003968 | GO:0001960, GO:0002832, GO:0003724, GO:0003727, GO:0003968,
G0:0004197, GO:0004482, GO:0004483, GO:0004519, GO:0004532,
G0:0004843, GO:0005198, GO:0005216, GO:0005515, GO:0005524
1usp9 G0:0003727, GO:0019079 | GO:0009059, GO:0010467, GO:0016070, GO:0016787, GO:0018130,
G0:0019221, GO:0060759
nspl0 G0:0019083, GO:0036451 | GO:0001172, GO:0001959, GO:0003824, GO:0048518
nspll - G0:0001959, GO:0003824, GO:0016070
nspl2 G0:0019083, GO:0019079, | GO:0003727, GO:0003968, GO:0006952, GO:0006955, GO:0008168,
G0:0003968 G0:0008270
nspl3 G0:0004336 G0:0001172, GO:0003723, GO:0005216, GO:0006370, GO:0006955,
G0:0007049, GO:0007166, GO:0044260, GO:0048583
nspld G0:0004532, GO:0004482 | GO:0006950, GO:0007049, GO:0007154, GO:0008234, GO:0048518,
G0:0051716
nspl5 G0:0008663 G0:0009966, GO:0016070, GO:0016787, GO:0019221, GO:0060759
uspl6 G0:0008168, GO:0042783 | GO:0001959, GO:0003824, GO:0016070
E G0:0019069, GO:0039707, | GO:0000175, GO:0001172, GO:0001510, GO:0001960, GO:0002151,
G0:0060139 G0:0002683, GO:0009893, GO:0030554
M G0:0019069 G0:0001172, GO:0001960, GO:0002151, GO:0002682, GO:0004519),
G0:0004527, GO:0005737, GO:0009893
N G0:0019068, GO:0003723, | GO:0002376, GO:0003727, GO:0005793, GO:0005886
G0:0019083, GO:0019079
(2021). La funcionalidad GO:0003727 (unién de ARN monocatenario) predicha
podria considerarse como correcta ya que su definicion incluye el sustrato ARN
propia de este proceso.
3. nspl:

Inhibe la traduccién del huésped al interactuar con la subunidad ribosomal 40S,
facilita la expresion génica viral eficiente en las células infectadas y la evasion
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Figura 8: Grafo predicho para la proteina ORF1la. La funcionalidad mas especifica (GO:0004175)
se encuentra identificada con un circulo verde. La funcionalidad GO experimental (GO:0008233)
se encuentra identificada con circulo rosa.
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Figura 9: Grafo experimental de nspl. La funcionalidad predicha GO:0016070 (proceso metabolico
del ARN) esta identificada con circulo verde. La funcionalidad GO experimental GO:0016071
(proceso metabolico del ARNm) esta identificada con circulo rosa.

de la respuesta inmunitaria del huésped. De las predicciones obtenidas, nos en-
focaremos en la funcion GO:0016070 (proceso metaboélico del ARN) predicha
que esté incluida en la funcion GO experimental GO:0016071 (proceso meta-
bolico del ARNm), i.e., es una prediccién mas general (ver Figura 9). Por otro
lado, el GO:0039604 (supresion por virus de la traduccion del huésped) experi-
mental contiene los GO predichos GO:0048518 (positiva del proceso biologico),
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Figura 10: Grafo experimental de nspl. Las funcionalidades predichas (G0:0048518, GO:0016070,
GO0:0010467, GO:0009059) estan identificadas con circulos verdes. La funcionalidad GO experi-
mental (GO:0039604) esté identificada con circulo rosa.

GO:0016070 (proceso metabolico del ARN), GO:0010467 (expresion génica) y
G0:0009059 (proceso biosintético de macromoléculas) como se observa en la Fi-
gura 10. En la Figura 11 puede verse la funcionalidad en comun, GO:00500896,
entre el grafo experimental GO:0042783 y el grafo predicho GO:0001959. El
G0:0010467 (expresion génica) predicho es una anotacion valida con evidencia
experimental.

4. nsp2:

Puede desempenar un papel en la modulacion de la via de senalizacion de super-
vivencia de la célula huésped al interactuar con las proteinas PHB y PHB2 del
huésped. Estas dos proteinas desempenan un papel en el mantenimiento de la
integridad funcional de las mitocondrias y en la proteccion de las células frente
a diversos tipos de estrés. En este caso, podemos mencionar que la coincidencia
entre el GO experimental, respuesta celular al estrés (G0O:0033554) y el GO
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G0:0008150

Figura 11: Grafo experimental de nspl. La funcionalidad predicha regulacion de la via de senaliza-
cion mediada por citoquinas (GO:0001959) comparte respuesta a estimulos (GO:00500896) iden-
tificada en la grafica con circulo verde, con la funcionalidad experimental evasion de la respuesta
inmune del huésped (G0:0042783) que esté identificada con circulo rosa.
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Figura 12: Grafo experimental para nsp2. La funcion GO:0050896 identificada en verde es comun
a la funcionalidad GO:0002832 predicha y al GO:0033554 experimental identificado con un circulo
rosa.

predicho, regulacion negativa de la respuesta al estimulo bidtico (GO:0002832)
es escasa, (ver Figura 12) solamente comparten el GO:0050896 (respuesta al
estimulo).

D. nsp3:

Es responsable de los clivajes localizados en el extremo N-terminal de la polipro-
teina replicasa y participa junto con el gen codificante nsp4 en el ensamblaje
de vesiculas citoplasmaticas de doble membrana inducidas por virus necesa-
rias para la replicacion viral. Las funcionalidades GO:0019783 (actividad de
proteina peptidasa similar a la ubiquitina) y GO:0001960 (regulacion negati-
va de la via de senalizacion mediada por citoquinas) coinciden con los GO
experimentales. Las funciones GO:0048585 (regulacion negativa de la respues-
ta al estimulo) y GO:0008233 (actividad peptidasa) predichas estan incluidas
en los GO:0002832 (regulacion negativa de la respuesta al estimulo biotico) y
GO:0008234 (actividad de peptidasa tipo cisteina) experimentales respectiva-
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Figura 13: Grafo predicha de nsp3. La funcionalidad predicha G0:0048585 (regulacion negativa
de la respuesta al estimulo), identificada en verde esta incluida en la funcionalidad experimen-
tal identificado con un circulo rosa GO:0002832 (regulacion negativa de la respuesta al estimulo
bidtico).
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Figura 14: Grafo experimental para nsp3. La funcionalidad predicha GO:0008233 (actividad pep-
tidasa) esta identificada con circulo verde y la funcionalidad experimental GO:0008234 (actividad
de peptidasa tipo cisteina) esta identificada con circulo rosa.

mente, i.e., son predicciones mas generales (ver Figuras 13 y 14).

6. nsp4:

Participa en el ensamblaje de vesiculas de doble membrana citoplasmaticas
inducidas por virus necesarias para la replicacion viral. En este caso, los GOs
predichos no se encuentran incluidos en el GO:0140526 experimental, ya que,
los términos relacionados con la organizacién de componentes o biogénesis no
estan presentes en la base de conocimiento del modelo entrenado.

7. nspd:

Reconoce sustratos que contienen una secuencia especifica (Zhang et al., 2020)
y también es capaz de unirse a un ADP-ribosa-1"-fosfato (ADRP). La funcion
GO:0043168 (union de aniones) predicha esté incluida en el GO:0072570 (unién
de ADP-D-ribosa) experimental, i.e., es una prediccién mas general (ver Figura
15). Por otro lado, se sabe que esta proteina antagoniza la produccion de IFN-
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Figura 15: Grafo experimental para nsp5. La funcionalidad predicha union de aniones (GO:0043168)
esté identificada con circulo verde y la funcionalidad GO experimental unién de ADP-D-ribosa
(GO:0072570) esta identificada con circulo rosa.

B, ya que, cliva a NEMO en multiples sitios (E152, Q205 y Q231) debido a que
es un modulador esencial de NF-kf3, factor de transcripciéon primario de accion
rapida, i.e., primer respondedor ante un estimulo de dano celular que genera
cambios muy rapidos en la expresion de distintos genes (Chen et al., 2022). Esta
definicion estaria contenida en el GO:0001960 (regulacion negativa de la via de
senializacion mediada por citoquinas) predicho. Ademaés, experimentalmente la
sobreexpresion de la proteina nsp5 promueve la replicacion del virus (YZheng
et al., 2022), suponiendo que puede estar incluida la prediccion GO:0048518
(regulacion positiva del proceso biologico). Finalmente, nsp5 también interactia
con el factor epigenético del huésped histona desacetilasa 2 (Naik et al., 2022) y
esto hace suponer que la prediccion GO:0036094 (unién de moléculas pequenas)
es correcta.

8. nspb:

Desempena un papel en la induccion inicial de autofagosomas desde el reticulo
endoplasmico del huésped. En este caso, los GOs predichos no se encuentran
incluidos en los GO:1901096 y GO:2000786 experimentales. Sin embargo, nsp6
puede reducir la fosforilacion de IRF3, lo que lleva a un efecto inhibitorio sobre
la actividad del promotor de IFN-5 (Low et al., 2022); esto sugiere que la
funcionalidad GO:0001959 (regulacion de la via de senalizacion mediada por
citoquinas) predicha es correcta.

9. nsp7:

Forma un hexadecamero con nsp8 y puede participar en la replicacion viral ac-
tuando como primasa. La funcion GO:0016070 (proceso metabolico del ARN)
predicha esta incluida en el GO:0003968 (actividad de polimerasa de ARN
dependiente de ARN) experimental, i.e., es una prediccion mas general (ver
Figura 16). Existen estudios que demuestran nsp7 junto con nsp8 funciona co-
mo un cofactor esencial que se une a nspl2 y forma un complejo que estabiliza
el dominio de la polimerasa facilitando el reconocimiento de la plantilla y la
polimerizacién de nucledtidos (Low et al., 2022). Ademas, se observa un an-
tagonismo de la senalizaciéon IFN-a por SARS-CoV nsp7, esto coincide con la
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Figura 16: Grafo experimental para nsp7. La funcionalidad predicha proceso metaboélico del ARN
(G0O:0016070) esta identificada con circulo verde y la funcionalidad GO experimental actividad de
polimerasa de ARN dependiente de ARN (G0O:0003968) esta identificada con circulo rosa.

funcionalidad GO:0001959 (regulacion de la via de senalizacion mediada por
citoquinas) predicha.

10. nspé:

Forma un hexadecdmero con nsp7 y puede participar en la replicaciéon viral
actuando como primasa. En este caso, los GOs predichos no se encuentran in-
cluidos en el GO:0019079 experimental, ya que, los términos relacionados con
el ciclo de vida viral no estan presentes en la base de conocimiento del modelo
entrenado por falta de anotaciones en SARS-COV-2. Sin embargo, la funcio-
nalidad GO:0003968 (actividad de polimerasa de ARN dependiente de ARN)
predicha coincide con el GO experimental. Por otro lado, nsp8 puede supri-
mir las respuestas antivirales dependientes de MAVS (Yang et al., 2020). Esto
sugiere que la funcionalidad G0O:0001959 (regulacion de la via de senalizacion
mediada por citoquinas) predicha seria correcta. En te Velthuis et al. (2012)
se demuestra que el hexadecamero nsp(7+8) es la conformacion mas proba-
ble de la segunda polimerasa SARS-CoV, dada la asociacién casi completa de
nsp7 y nsp8 cuando se mezcla 1:1 en solucion; esto sugiere que la funcionalidad
GO:0005515 (unién a una proteina) predicha es correcta. Ademas, se encontrd
que este complejo es capaz de unir moléculas de dsRNA y es capaz de extender
parcialmente moldes de ARN doble cadena, por lo tanto, sugiere que la fun-

30



cionalidad GO:0003727 (unién de ARN monocatenario) predicha es correcta.
Finalmente, en el desarrollo de la actividad de la polimerasa es necesario agre-
gar el nucledtido ATP, lo que propone que la prediccion GO:0005524 (unién a
ATP) es correcta.

11. nsp9: Puede participar en la replicaciéon viral al actuar como una proteina de
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Figura 17: Grafo experimental para nsp9. La funcionalidad predicha proceso metaboélico del ARN
(GO:0016070), esta identificada con circulo verde y esté incluida en la funcionalidad experimental
replicacion de ARN (G0:0039703), identificada con circulo rosa.

12.

13.

union a ssRNA. En este caso, los GOs predichos no se encuentran incluidos en
el GO, replicacion del genoma viral (GO:0019079), ya que, los términos relacio-
nados con el ciclo de vida viral no estan presentes en la base de conocimiento
del modelo entrenado por falta de anotaciones en SARS-CoV-2. Sin embargo,
replicacion de ARN (GO:0039703) incluye la prediccioén proceso metabolico del
ARN (G0O:0016070). Los términos GOs predichos no pueden ser descartados,
ya que, actualmente no hay evidencia que contradiga esas funcionalidades.

nspl0:

Desempena un papel fundamental en la transcripcion viral al estimular las ac-
tividades de exoribonucleasa 3’-5’ en nspl4 y 2’-O-metiltransferasa en nspl6;
i.e., juega un papel esencial en la metilacién de la caperuza de los ARNm vira-
les. La funcionalidad GO:0001172 (transcripciéon con molde de ARN) coincide
con el GO experimental. Los términos GOs restantes predichos no pueden ser
descartados debido a que actualmente no hay evidencia que contradiga esas
funcionalidades.

nspll:

No posee términos GO experimentales. Desde el punto de vista bioldgico, las
funcionalidades GO:0001959 (regulacion de la via de senalizacion mediada por
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14.

15.

16.

17.

citoquinas), GO:0003824 (actividad catalitica) y GO:0016070 (proceso meta-
bolico del ARN) predichas pueden ser viables, sin embargo, no se encontro
evidencia experimental reciente que pueda vincularlas.

nspl2:

Responsable de la replicacion y transcripcion del genoma del ARN viral. La fun-
cionalidad GO:0003968 (actividad de polimerasa de ARN dependiente de ARN)
predicha coincide con el GO experimental. El resto de los GOs predichos no
se encuentran incluidos en los GOs experimentales GO:0019079 y GO:0019083,
ya que, los términos relacionados con el proceso viral no estan presentes en la
base de conocimiento del modelo entrenado por falta de anotaciones en SARS-
COV-2. La funcionalidad GO:0003727 (uni6on de ARN monocatenario) predicha
podria considerarse como correcta en vista de que su definiciéon incluye el sus-
trato ARN en el proceso de transcripcion del genoma. Por otro lado, se sabe que
nspl2 suprime las respuestas antivirales del huésped y atenta la activacion del
promotor del IFN tipo I inducida por el virus al inhibir la translocacién nuclear
de IRF3 (Wang et al., 2020). Esto sugiere que las funcionalidades GO:0006952
(respuesta de defensa) y GO:0006955 (respuesta inmune) pueden ser correctas.
El resto de los términos GOs predichos no pueden ser descartados, ya que,
actualmente no hay evidencia que contradiga esas funcionalidades.

nsplsy:

Presenta actividad de desenrollado de duaplex de ARN y ADN con polaridad
de 5" a 3’. En este caso, los GOs predichos no se encuentran incluidos en el GO
experimental GO:0004386. Sin embargo, en Jang et al. (2020) se demuestra
que la acumulacion de complejos duplex de ARN/nspl3 aumenté a medida
que aumentaba la concentraciéon de nspl3, esto sugiere que la funcionalidad
GO predicha GO:0003723 (union de ARN) es correcta. El resto de los términos
GOs predichos no pueden ser descartados, ya que, actualmente no hay evidencia
que contradiga esas funcionalidades.

nsply:

Actiia como una exoribonucleasa correctora para la replicacion del ARN, lo
que reduce la sensibilidad del virus a los mutédgenos del ARN y la N7-guanina
metiltransferasa. En este caso, los GOs predichos no se encuentran incluidos en
los GO:0004532 y GO:0004482 experimentales debido a que los términos rela-
cionados con la actividad catalitica que actia para modificar el ARN no estan
presentes en la base de conocimiento del modelo entrenado por falta de anota-
ciones en SARS-CoV-2. Los términos (GOs predichos no pueden ser descartados,
ya que, actualmente no hay evidencia que contradiga esas funcionalidades.

nsp15: Enzima especifica de uridilato dependiente de Mn(2+), que deja fosfatos
ciclicos 2’-3’ 5" al enlace escindido. La funcién GO:0016787 (actividad hidrolasa)
predicha esta incluida en el GO:0008663 (actividad de 2’,3’-nucledtido ciclico
2’-fosfodiesterasa) experimental, i.e., es una prediccion méas general (ver Figura
18). Por otro lado, se sabe que la endoribonucleasa especifica de uridina nsp15
puede eliminar la region de 5'-poliuridina del ARN viral de cadena negativa
(ARN de la PUN) para evitar ser detectado por sensores de dsRNA citosolico,
incluidos MDA5, PKR y OAS/RNasaL. Por lo tanto, desempena un papel fun-
damental en el bloqueo de los primeros eventos de la deteccion de antivirales del
huésped Kasuga et al. (2021). Esto sugiere que las funcionalidades GO:0009966
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Figura 18: Grafo experimental para nspl5. La funcionalidad actividad hidrolasa (GO:0016787)
predicha esta identificada con circulo verde y la funcionalidad GO experimental actividad de 2’,3’-
nucledtido ciclico 2’-fosfodiesterasa (GO:0008663) esté identificada con circulo rosa.

(regulacion de la transduccion de senales), GO:0016070 (proceso metabolico del
ARN), GO:0019221 (via de senalizacion mediada por citoquinas) y GO:0060759
(regulacion de la respuesta al estimulo de citoquinas) pueden ser anotaciones
validas.

18. nsp16: Posee actividad de metiltransferasa y evasion de la respuesta inmune
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Figura 19: Grafo experimental para nspl6. La funcionalidad actividad catalitica (GO:0003824)
predicha esté identificada con circulo verde y la funcionalidad GO experimental actividad de la
metiltransferasa (GO:0008168) est4 identificada con circulo rosa.

del huésped. La funcion GO:0003824 (actividad catalitica) predicha esté inclui-
da en el GO:0008168 (actividad de la metiltransferasa) experimental, i.e., es
una prediccion mas general (ver Figura 19). Por otro lado, se sabe que nspl6
al regular la 2’-O-metilacion del ARN viral, esencial para el limite de 5, evita
la activacion de sensores antivirales como MDADS y las proteinas de la familia
[FIT27 (Kasuga et al., 2021). Esto sugiere que las funcionalidades GO:0016070
(proceso metabolico del ARN) y GO:0001959 (regulacion de la via de senaliza-
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19.

20.

21.

cion mediada por citoquinas) pueden ser anotaciones validas.

4.3.2. Proteinas estructurales

E:

Juega un papel central en la morfogénesis y el ensamblaje del virus; actia co-
mo una viroporina y se autoensambla en las membranas del huésped formando
poros pentaméricos de proteinas y lipidos que permiten el transporte de iones.
También juega un papel en la induccién de la apoptosis. En la Figura 20 puede
verse la funcionalidad en comin regulacion del proceso celular (GO:0050794),
entre el grafo experimental inducciéon por virus del proceso apoptotico del hués-
ped (GO:0019051) y el grafo predicho regulacion negativa de la via de senali-
zacion mediada por citoquinas (GO:0001960). Aqui, se puede mencionar que el
modelo no es capaz de alcanzar dicho GO debido a la falta de funcionalidades
relacionadas con la muerte celular producto de una cantidad pequenas de ano-
taciones en SARS-CoV-2. Un estudio reciente comparé la respuesta al estrés
de las células infectadas con SARS-CoV con las células infectadas con SARS-
CoVoE utilizando un enfoque basado en microarrays y se demostr6 que el virus
que carecia de E induce una respuesta al estrés mucho méas robusta que el virus
de tipo salvaje. Por tanto, el virus que carece de E también caus6 un mayor
grado de apoptosis en comparacion con el virus de tipo salvaje (DeDiego et al.,
2011). Esto sugiere que la funcionalidad GO:0002683 (regulacion negativa del
proceso del sistema inmunolégico) puede ser correcta.

M:

Juega un papel central en la morfogénesis y ensamblaje del virus a través de
sus interacciones con otras proteinas virales. En este caso, los GOs predichos
no se encuentran incluidos en el GO experimental GO:0019079, puesto que, los
términos relacionados con el ciclo de vida viral no estan presentes en la base de
conocimiento del modelo entrenado por falta de anotaciones en SARS-CoV-2.
Por otro lado, se demostré que la proteina de la membrana SARS-CoV (M)
mitiga la formacion del complejo activador NF-kB (TANK)-TBK1/IKKe aso-
ciado a los miembros de la familia TRAF3-TRAF, impidiendo asi la activacion
de IRF3/IRFT7 aguas abajo y la produccién de IFN. Mecanicamente, la region
TM1 (1-38 aminoécidos) de la proteina M es critica para su localizacion en
el aparato de Golgi, donde M interactiia con proteinas inmunes innatas co-
mo RIG-I, TBK1, IKKe y TRAF3, bloqueando las cascadas de senalizacion
antiviral aguas abajo. Ademas, se mostré que el SARS-CoV-2 M suprime la
produccion de IFN de tipo I y I y que podria unirse directamente a moléculas
esenciales de la via de deteccion de ARN viral citosolico, como RIG-I, MDAS5,
MAVS y TBK1, y prevenir su interaccion (Kasuga et al., 2021). Esto sugiere
que las funcionalidades GO:0002682 (regulacion del proceso del sistema inmu-
nologico) y GO:0001960 (regulacion negativa de la via de senalizacion mediada
por citoquinas) serian correctas.

N:

Juega un papel fundamental durante el ensamblaje del virion a través de sus
interacciones con el genoma viral y la proteina M de membrana. Ademas, un
rol importante en la mejora de la eficiencia de la transcripcion del ARN vi-
ral subgenémico como asi como la replicaciéon viral. La funcion GO:0003727
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Figura 20: Grafo experimental para E. La funcionalidad més especifica (GO:0019051) se encuentra
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22.

(unién de ARN monocatenario) predicha incluyen a la funcion GO experimen-
tal GO:0003723 (union de ARN), i.e., es prediccion més especifica (ver Figura
21). Por otro lado, la bibliografia define a la proteina N como un excelente
epitopo inmunogénico para el sistema inmunitario adaptativo y, en particular,
es objetivo de las células T CD8+ citotoxicas (Szeto et al., 2021). Adicional-
mente, N desempenia un papel fundamental en la supresion de la inmunidad
innata del huésped. Estudios con SARS-CoV mostraron que el N suprime la
produccion de IFN (Kasuga et al., 2021). Ambas puede justificar la prediccion
que la involucra con el proceso del sistema inmune (GO:0002376).

S1: Une el virion a la membrana celular al interactuar con el receptor del hués-
ped, iniciando la infeccion (por similitud). La union al receptor ACE2 humano y
la internalizacion del virus en los endosomas de la célula huésped induce cambios
conformacionales en la glicoproteina Spike. También utiliza TMPRSS2 humano
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23.

24.

25.

para el cebado de células pulmonares humanas, que es un paso esencial para
la entrada viral. Las funcionalidades GO:0006897 (endocitosis) y GO:0006508

(protedlisis) predichas coinciden con los GO experimentales.

S2: Media la fusion del virién y las membranas celulares al actuar como una
proteina de fusién viral de clase I. Segtun el modelo actual, la proteina tiene
al menos tres estados conformacionales: estado nativo previo a la fusiéon, esta-
do intermedio anterior a la horquilla y estado posterior a la fusiéon. Durante
la fusion de la membrana viral y de la célula diana, las regiones de la bobina
enrollada (repeticiones de heptada) adoptan una estructura de trimero de hor-
quillas, colocando el péptido de fusion muy cerca de la region C-terminal del
ectodominio. La formacién de esta estructura parece impulsar la aposicion y la
subsiguiente fusion de las membranas de las células virales y diana. La funcio-
nalidad GO:0006897 (endocitosis) predicha coincide con el GO experimental.

S27: Acttia como un péptido de fusion viral que se desenmascara después de la
escision S2 que ocurre con la endocitosis del virus. La funcionalidad GO:0006508
(protedlisis) predicha coincide con el GO experimental. La funcion GO:0006897
(endocitosis) predicha esta incluida en el GO experimental GO:0075509 (endo-
citosis implicada en la entrada viral en la célula huésped), i.e., es una prediccion
més general (ver Figura 22).

4.3.3. Proteinas accesorias

ORF3a: Forma canales i6nicos homotetraméricos en las membranas de las cé-
lulas huésped sensibles al potasio (viroporina), modula la liberacion del virus,
induce la apoptosis en cultivo celular, regula el aumento de la expresion de las
subunidades de fibrinogeno FGA, FGB y FGG en las células epiteliales del pul-
mon huésped, y regula negativamente el receptor de interferén tipo 1 al inducir
la fosforilacion de serina dentro del motivo de degradacion de la subunidad 1
del receptor de IFNa (IFNAR1) y aumenta la ubiquitinacion de IFNAR1. En
la Figura 23 puede verse la funcionalidad en comin, proceso metabdlico macro-
molécula (GO:0043170), entre el grafo experimental modulacion por el virus de
la expresion génica del huésped (G0O:0039656) y el grafo predicho transcripcion
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Figura 22: Grafo experimental para S2’. La funcionalidad experimental (GO:0075509) mas especi-
fica se encuentra identificada con un circulo rosa. La funcionalidad GO predicha (GO:0006897) se
encuentra identificada con un circulo verde.

26.

27.

con plantilla de ARN (GO:0001172). En Bianchi et al. (2021) se evidencia que
la supresion genoémica de ORF3a redujo la replicacion del virus en organismos
modelos de animales. Esto sugiere que la funcionalidad GO:0001172 (trans-
cripciéon con plantilla de ARN) predicha seria correcta. El resto de los GOs
predichos no se encuentran incluidos en los GOs experimentales GO:0019076,
G0O:0005216, GO:0039707 y GO:0097194 debido a que los términos relaciona-
dos con el proceso biolégico implicado en la interaccién con el huésped y el
ciclo de vida viral no estan presentes en la base de conocimiento del modelo
entrenado por falta de anotaciones en SARS-CoV-2.

ORF6: Es determinante para la virulencia del virus, ya que, cuando se expresa
en una cepa JHM atenuada de coronavirus murino y puede aumentar drastica-
mente su letalidad. La funcion GO:0006955 (respuesta inmune) predicha esta
incluida en el GO experimental GO:0075528 (modulacién por virus de la res-
puesta inmune del huésped), i.e., es una prediccién mas general (ver Figura 24).
Por otro lado, se ha demostrado experimentalmente que ORF6 puede bloquear
la expresion de genes estimulados por interferéon como por ejemplo ISG15 que
tienen actividad antiviral (O’Donoghue et al., 2021). Esto sugiere que la fun-
cionalidad GO:0001960 (Regulacion negativa de la via de senalizacion mediada
por citoquinas) predicha seria correcta.

ORF7a: Es prescindible para la replicacion del virus en cultivo celular. La fun-
cionalidad GO:0001172 (transcripcion con molde ARN) predicha coincide con
el GO experimental. Por otro lado, se demostré que la unién de ORF7a a los
monocitos CD14+ condujo a una disminuciéon significativa en las moléculas
HLA-DR/DP/DQ en los monocitos CD14+ sugieriendo que ORF7a puede su-
primir la capacidad de presentaciéon de antigenos de estos monocitos. Ademas,
La coincubaciéon del SARS-CoV-2 ORF7a con monocitos desencadena la regu-
lacion ascendente significativa de multiples citocinas proinflamatorias, lo que
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Figura 23: Grafo experimental para ORF3a. La funcionalidad més especifica modulaciéon por el
virus de la expresion génica del huésped (GO:0039656) se encuentra identificada con un circulo
rosa. La funcionalidad GO predicha comtn (GO:0043170) se encuentra identificada con un circulo
verde. Esta funcionalidad proviene del grafo predicho (G0:0001172).

indica que ORF7a podria ser un factor clave en la progresion de la tormen-
ta de citoquinas en COVID-19 (Qin et al., 2020). En conjunto, la capacidad
inmunomoduladora potencial del SARS-CoV-2 ORF7a en los monocitos huma-
nos sirve como una estrategia de escape inmune viral (Zhou et al., 2021). Esto
sugiere que las funcionalidades GO:0001960 (regulacion negativa de la via de
senalizacion mediada por citoquinas) y GO:0002682 (regulacion del proceso del
sistema inmunologico) predichas serian correctas.

28. ORF7h: Carece de GO experimentales. Desde el punto de vista biolégico, las
funcionalidades GO:0001172 (transcripcion con molde de ARN), GO:0001960
(regulacion negativa de la via de sefnializacion mediada por citoquinas), GO:0002682
(regulacion del proceso del sistema inmunologico) y GO:0009896 (regulacion po-
sitiva del proceso catabolico) predichas pueden ser viables, sin embargo, no se
encontré evidencia experimental reciente que pueda vincularlas.
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Figura 24: Grafo experimental para ORF6. La funcionalidad mas especifica modulacién por virus
de la respuesta inmune del huésped (GO:0075528) se encuentra identificada con un circulo rosa.
La funcionalidad GO predicha respuesta inmune (GO:0006955) se encuentra identificada con un
circulo verde.

29. ORF8&: Puede desempenar un papel en la interaccion huésped-virus. En este ca-
so, la funcionalidad GO:0005524 (unién a ATP) predicha comparte solamente el
término GO:0005488 (unién) del GO experimental GO:0005515 (union a protei-
nas) debido a que esta funcion es muy general (ver Figura 25). Por otro lado, en
Zhang et al. (2021) se ha demostrado que la proteina ORF8 emplea sutilmente
la via de la autofagia que generalmente funciona como una estrategia antiviral
para alcanzar su proposito. Esto sugiere que las funcionalidades GO:0044238
(proceso metabolico primario), GO:0043170 (proceso metabdlico macromolé-
cula), GO:0009896 (regulacion positiva del proceso catabdlico) y GO:0016788
(actividad hidrolasa actuando sobre enlaces éster) predichas serian correctas.

30. ORF9b: Desempena un papel en la interaccion huésped-virus. En este caso,

la funcionalidad G0O:0005524 (unién a ATP) predicha comparte solamente el
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Figura 25: Grafo experimental para ORF8. La funcionalidad més especifica unién a proteinas
(GO:0005515) se encuentra identificada con un circulo rosa. La funcionalidad GO predicha comun
(GO:0005488) se encuentra identificada con un circulo verde. Esta funcionalidad proviene del grafo

predicho GO:0005524 (unién a ATP).

31.

32.

5.

término GO:0005488 (unién) del GO experimental GO:0005515 (union a protei-
nas) debido a que esta funcion es muy general (ver Figura 25). Por otro lado, se
sabe que la expresion transitoria de ORF9b condujo a una fuerte inducciéon de
la autofagia en las células mediadas por ATG5, un regulador critico de la auto-
fagia (Chong-Shan et al., 2014). Esto sugiere que la funcionalidad GO:0009896
(regulacion positiva del proceso catabdlico) predicha seria correcta.

ORF9c: Desempena un papel en la interaccion huésped-virus. En este caso, to-
dos los GOs predichos son del subdominio "Proceso Biol6gico"mientras que el
GO:0005515 experimental es una funcién muy general y del subdominio "Fun-
cion Molecular". Por otro lado, existe evidencia que la proteina ORF9c inter-
actia con los receptores Sigma que estan implicados en la remodelacion de los
lipidos y la respuesta al estrés ER; y que también interactia con las moléculas
relacionadas con NF-kB (Gordon et al., 2020). Esto sugiere que las funcio-
nalidades GO:0044249 (biosintético celular), GO:0048518 (regulacion positiva
de procesos biologicos) y GO:1901576 (biosintéticos de sustancias orgénicas)
predichas serian correctas. Ademés, ORF9c suprime la respuesta antiviral. En
particular, la expresion de ORF9c impide la senalizacién de interferén, el pro-
cesamiento y la presentacion de antigenos, la senalizacion de complemento y
de IL-6 inducida (Dominguez et al., 2020). Esto sugiere que la funcionalidad
GO:0001959 (regulacion de la via de senalizacion mediada por citoquinas) pre-
dicha seria correcta.

ORF'10: No posee hasta el momento GO experimentales. Desde el punto de vis-
ta biologico, las funcionalidades GO:0001959 (regulacion de la via de senaliza-
cion mediada por citoquinas), GO:0003824 (actividad catalitica) y GO:0016070
(proceso metabolico del ARN) predichas pueden ser viables, sin embargo, no
se encontrd evidencia experimental reciente que pueda vincularlas.

Conclusiones

En la era de la secuenciacion de proxima generacion, las tecnologias de secuencia-
cion de alto rendimiento se estan explotando continuamente para producir una can-
tidad masiva de datos de secuenciacion novedosos y no caracterizados. La anotacion
manual de dichos datos es una tarea compleja, laboriosa y que requiere mucho tiempo
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y que solo puede ser realizada por biocuradores experimentados. En tal sentido, en
este trabajo se abordoé la prediccion automatica de funcionalidades biol6gicas sobre
SARS-CoV-2 a partir de secuencias de productos génicos. Los resultados obtenidos
cumplieron satisfactoriamente los objetivos especificos planteados. En particular,
se construyeron dos bases de datos piblicas de productos génicos de SARS-COV-
2 compuesta de las secuencias de aminoacidos y sus correspondientes anotaciones
GO. Se desarroll6 un nuevo método de caracterizaciéon basados en secuencias virales
que permiti6 aumentar las métricas de rendimiento en funcionalidades GO especi-
ficas cuando se las combina con otros organismos virales. Asimismo, la prediccion
de los productos génicos de SARS-COV-2 obtenidas con FGGA superaron en to-
das las medidas jerarquicas el 90 % y esto nos permitioé confirmar que el modelo de
clasificacién automatica creado exclusivamente con secuencias de SARS-COV-2 es
bueno. Por tltimo, se validé el modelo generado con 31 productos génicos extraidos
desde Jungreis et al. (2021) con anotacion GO experimental, FiloDB, y se logro
la verificaciéon de muchas funcionalidades biologicas GO. Ademas, esta validacion
permitié generar nuevas anotaciones in-silico que cuenta con evidencia bibliografica.
Aqui debemos notar que la escasa evidencia experimental disponible hasta el mo-
mento sobre algunos productos génicos de SARS-CoV-2 no permitié validar muchas
funciones biologicas predichas que a priori serian validas.

Como linea futura de trabajo se plantea continuar con la inclusién de nuevas
herramientas de estimacion de pardmetros virales partiendo de secuencias dentro del
método desarrollado de caracterizacion pero que incluya varios organismos virales.
También, se pretende colocar la herramienta en predicciéon automética en un servidor
web para dar acceso a la comunidad.
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Anexo 1

Tabla 8: Base de conocimiento, FiloDB, basada en Jungreis and et al (2021)

Proteina Secuencia

GOs

ORFlab MESLVPGFNEKTHVQLSLPVLQVRDVLVRGFGDSVEEVLSEARQHLKDGTCGLVEVEK

GVLPQLEQPYVFIKRSDARTAPHGHVMVELVAELEGIQYGRSGETLGVLVPHVGEIPVA
YRKVLLRKNGNKGAGGHSYGADLKSFDLGDELGTDPYEDFQENWNTKHSSGVTRELM
RELNGGAYTRYVDNNFCGPDGYPLECIKDLLARAGKASCTLSEQLDFIDTKRGVYCCR
EHEHEIAWYTERSEKSYELQTPFEIKLAKKFDTFNGECPNFVFPLNSIIKTIQPRVEKKK
LDGFMGRIRSVYPVASPNECNQMCLSTLMKCDHCGETSWQTGDFVKA

GO:0032774,
GO:0008233

ORF3a

MDLFMRIFTIGTVTLKQGEIKDATPSDFVRATATIPIQASLPFGWLIVGVALLAVFQSAS
KIITLKKRWQLALSKGVHFVCNLLLLFVTVYSHLLLVAAGLEAPFLYLYALVYFLQSINF
VRIIMRLWLCWKCRSKNPLLYDANYFLCWHTNCYDYCIPYNSVTSSIVITSGDGTTSPIS
EHDYQIGGYTEKWESGVKDCVVLHSYFTSDYYQLYSTQLSTDTGVEHVTFFIYNKIVDE
PEEHVQIHTIDGSSGVVNPVMEPIYDEPTTTTSVPL

GO0:0039656,
G0:0019076,
GO0:0005216,
G0:0039707,
GO0:0097194

ORF6

MFHLVDFQVTIAEILLIIMRTFKVSIWNLDYIINLIIKNLSKSLTENKYSQLDEEQPMEID

GO:0030683

ORF7a

MKIILFLALITLATCELYHYQECVRGTTVLLKEPCSSGTYEGnspFHPLADNKFALTCEST
QFAFACPDGVKHVYQLRARSVSPKLFIRQEEVQELYSPIFLIVAAIVFITLCFTLKRKTE

GO:0019079

ORF7b

MIELSLIDFYLCFLAFLLFLVLIMLIIFWFSLELQDHNETCHA

ORF8

MKFLVFLGIITTVAAFHQECSLQSCTQHQPYVVDDPCPIHFYSKWYIRVGARKSAPLIEL
CVDEAGSKSPIQYIDIGNYTVSCLPFTINCQEPKLGSLVVRCSFYEDFLEYHDVRVVLDFI

GO:0005515

ORF9b

MDPKISEMHPALRLVDPQIQLAVTRMENAVGRDQNNVGPKVYPIILRLGSPLSLNMARK
TLNSLEDKAFQLTPIAVQMTKLATTEELPDEFVVVTVK

GO:0005515

ORF9c

MLQSCYNFLKEQHCQKASTQKGAEAAVKPLLVPHHVVATVQEIQLQAAVGELLLLEWL
AMAVMLLLLCCCLTD

GO:0005515

ORF10

MGYINVFAFPFTIYSLLLCRMNSRNYIAQVDVVNFENLT

S1

SQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVFRSSVLOSTQDLFLPFFSNVIWFHAILVS
GTNGTKRFDNPVLPFNDGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVC
EFQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQPFLMDLEGKQGNFKNL
REFVFKNIDCYFKIYSKHTPINLVRDLPQGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTP
GDSSSGWTAGAAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTVE
KGIYQTSNFRVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLY
NSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDD
FTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFN
CYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNENFNG
LTGTGVLTESNKKFLPFQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTS
NQVAVLYQDVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAGCLIGAEHVNNSYECD
IPIGAGICASYQTQTnspRRAR

G0:0046790,
G0:0061025

S2

SVASQSITAYTMSLGAENSVAYSNNSIAIPTNFTISVTITEILPVSMTKTSVDCTMYICGDST
ECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQEVFAQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILP
DPSKPSKRSFIEDLLFNKVTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTD
EMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIGVTQNVLYENQKLIAN
QFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDVVNQNAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLDK
VEAEVQIDRLITGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDFCGK
GYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAICHDGKAHFPREGVFVSNGTHW
FVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGNCDVVIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSP
DVDLGDISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKWPWYIWLGFIA
GLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDEDDSEPVLKGVKLHYT

GO:0006897

S2’

NCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAGCLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASY
QTQTnspRRARSVASQSIIAYTMSLGAENSVAYSNNSIAIPTNFTISVITEILPVSMTKTSV
DCTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQEVFAQVKQIYKTPPIK
DFCGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNKVTLADAGFIKQYCGDCLGDIAARDLICAQKFEN
GLTVLPPLLTDEMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIGVTQN
VLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDVVNQNAQALNTLVKQLSSNFGAISS
VLNDILSRLDKVEAEVQIDRLITGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLG
QSKRVDFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAICHDGKAHFPREG
VFVSNGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGNCDVVIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEEL
DKYFKNHTSPDVDLGDISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKW
PWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDEDDSEPVLKGVKLH
YT

G0:0075500,
G0:0006508
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Tabla 8: (Continuaciéon) Base de conocimiento, FiloDB, basada en Jungreis and et al (2021)

Proteina Secuencia

GOs

nspl

MESLVPGFNEKTHVQLSLPVLQVRDVLVRGFGDSVEEVLSEARQHLKDGTCGLVEVEK
GVLPQLEQPYVFIKRSDARTAPHGHVMVELVAELEGIQYGRSGETLGVLVPHVGEIPVA
YRKVLLRKNGNKGAGGHSYGADLKSFDLGDELGTDPYEDFQENWNTKHSSGVTRELM
RELNGG

GO:0039604,
GO:0042783,
GO:0019080

nsp2

AYTRYVDNNFCGPDGYPLECIKDLLARAGKASCTLSEQLDFIDTKRGVYCCREHEHEIA
WYTERSEKSYELQTPFEIKLAKKFDTFNGECPNFVFPLNSIIKTIQPRVEKKKLDGFMG
RIRSVYPVASPNECNQMCLSTLMKCDHCGETSWQTGDFVKATCEFCGTENLTKEGAT
TCGYLPQNAVVKIYCPACHNSEVGPEHSLAEYHNESGLKTILRKGGRTIAFGGCVFSYV
GCHNKCAYWVPRASANIGCNHTGVVGEGSEGLNDNLLEILQKEKVNINIVGDFKLNEEI
AIILASFSASTSAFVETVKGLDYKAFKQIVESCGNFKVTKGKAKKGAWNIGEQKSILSPL
YAFASEAARVVRSIFSRTLETAQNSVRVLQKAAITILDGISQYSLRLIDAMMFETSDLATNN
LVVMAYITGGVVQLTSQWLTNIFGTVYEKLKPVLDWLEEKFKEGVEFLRDGWEIVKFI
STCACEIVGGQIVTCAKEIKESVQTFFKLVNKFLALCADSIIIGGAKLKALNLGETFVTHS
KGLYRKCVKSREETGLLMPLKAPKEIIFLEGETLPTEVLTEEVVLKTGDLQPLEQPTSE
AVEAPLVGTPVCINGLMLLEIKDTEKYCALAPNMMVTNNTFTLKGG

GO:0033554

nsp3

APTKVIFGDDTVIEVQGYKSVNITFELDERIDKVLNEKCSAYTVELGTEVNEFACVVAD
AVIKTLQPVSELLTPLCIDLDEWSMATYYLFDESCEFKLASHMYCSFYPPDEDEEECGDC
EEEEFEPSTQYEYGTEDDYQGKPLEFGATSAALQPEEEQEEDWLDDDSQQTVGQQDG
SEDNQTTTIQTIVEVQPQLEMELTPVVQTIEVNSFSGYLKLTDNVYIKNADIVEEAKKVK
PTVVVNAANVYLKHGGGVAGALNKATNNAMQVESDDYIATNGPLKVGGSCVLSGHNL
AKHCLHVVGPNVNKGEDIQLLKSAYENFNQHEVLLAPLLSAGIFGADPIHSLRVCVDTV
RTNVYLAVFDKNLYDKLVSSFLEMKSEKQVEQKIAEIPKEEVKPFITESKPSVEQRKQD
DKKIKACVEEVTTTLEETKFLTENLLLYIDINGNLHPDSATLVSDIDITFLKKDAPYIVGD
VVQEGVLTAVVIPTKKAGGTTEMLAKALRKVPTDNYITTYPGQGLNGYTVEEAKTVL
KKCKSAFYILPSIISNEKQEILGTVSWNLREMLAHAEETRKLMPVCVETKAIVSTIQRKY
KCIKIQEGVVDYCARFYFYTSKTTVASLINTLNDLNETLVTMPLGYVTHGLNLEEAARY
MRSLKVPATVSVSSPDAVTAYNGYLTSSSKTPEEHFIETISLAGSYKDWSYSGQSTQLGI
EFLKRGDKSVYYTSNPTTFHLDGEVITFDNLKTLLSLREVRTIKVFTTVDNINLHTQVVD
MSMTYGQQFGPTYLDGADVTKIKPHNSHEGKTFYVLPNDDTLRVEAFEYYHTTDPSFL
GRYMSALNHTKKWKYPQVNGLTSIKWADNNCYLATALLTLQQIELKFNPPALQDAYY
RARAGEAANFCALILAYCNKTVGELGDVRETMSYLFQHANLDSCKRVLNVVCKTCGQ
QQTTLKGVEAVMYMGTLSYEQFKKGVQIPCTCGKQATKYLVQQESPFVMMSAPPAQY
ELKHGTFTCASEYTCNYQCGHYKHITSKETLYCIDGALLTKSSEYKGPITDVFYKENSY
TTTIKPVTYKLDGVVCTEIDPKLDNYYKKDNSYFTEQPIDLVPNQPYPNASFDNFKFVC
DNIKFADDLNQLTGYKKPASRELKVTFFPDLNGDVVAIDYKHYTPSFKKGAKLLHKPIV
WHVNNATNKATYKPNTWCIRCLWSTKPVETSNSFDVLKSEDAQGMDNLACEDLKPVS
EEVVENPTIQKDVLECNVKTTEVVGDIILKPANNSLKITEEVGHTDLMAAYVDNSSLTIK
KPNELSRVLGLKTLATHGLAAVNSVPWDTIANYAKPFLNKVVSTTTNIVTRCLNRVCT
NYMPYFFTLLLQLCTFTRSTNSRIKASMPTTIAKNTVKSVGKFCLEASFNYLKSPNFSKL
INIIIWFLLLSVCLGSLIYSTAALGVLMSNLGMPSYCTGYREGYLNSTNVTIATYCTGSIPC
SVCLSGLDSLDTYPSLETIQITISSFKWDLTAFGLVAEWFLAYILFTRFFYVLGLAAIMQL
FFSYFAVHFISNSWLMWLIINLVQMAPISAMVRMYIFFASFYYVWKSYVHVVDGCNSST
CMMCYKRNRATRVECTTIVNGVRRSFYVYANGGKGFCKLHNWNCVNCDTFCAGSTFI
SDEVARDLSLQFKRPINPTDQSSYIVDSVTVKNGSIHLYFDKAGQKTYERHSLSHFVNLD
NLRANNTKGSLPINVIVFDGKSKCEESSAKSASVYYSQLMCQPILLLDQALVSDVGDSAE
VAVKMFDAYVNTFSSTFNVPMEKLKTLVATAEAELAKNVSLDNVLSTFISAARQGFVD
SDVETKDVVECLKLSHQSDIEVTGDSCNNYMLTYNKVENMTPRDLGACIDCSARHINAQ
VAKSHNIALIWNVKDFMSLSEQLRKQIRSAAKKNNLPFKLTCATTRQVVNVVTTKIALK
GG

GO:0016579,
G0:0140526,
G0:0019783,
G0:0001960,
G0:0008233,
G0:0039503

nsp4

KIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVOIVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIASTD
TCFANKHADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFL
HFLPRVFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGS
VAYESLRPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTS
GRWVLNNDYYRSLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLA
YYFMRFRRAFGEYSHVVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDV
SFLAHIQWMVMFTPLVPFWITIAYIICISTKHFYWFFSNYLKRRVVFNGVSFSTFEEAAL
CTFLLNKEMYLKLRSDVLLPLTQYNRYLALYNKYKYFSGAMDTTSYREAACCHLAKAL
NDFSNSGSDVLYQPPQTSITSAVLQ

GO:0140526

nspb

SGFRKMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDVVYCPROVICTSEDMLNPNYEDL
LIRKSNHNFLVQAGNVQLRVIGHSMQNCVLKLKVDTANPKTPKYKFVRIQPGQTFSVLA
CYNGSPSGVYQCAMRPNFTIKGSFLNGSCGSVGFNIDYDCVSFCYMHHMELPTGVHAG
TDLEGNFYGPFVDRQTAQAAGTDTTITVNVLAWLYAAVINGDRWFLNRFTTTLNDEN
LVAMKYNYEPLTQDHVDILGPLSAQTGIAVLDMCASLKELLQNGMNGRTILGSALLEDE
FTPFDVVRQCSGVTFQ

G0O:0004180,
GO:0072570

nsp6

SAVKRTIKGTHHWLLLTILTSLLVLVQSTQWSLFFFLYENAFLPFAMGIIAMSAFAMMEV
KHKHAFLCLFLLPSLATVAYFNMVYMPASWVMRIMTWLDMVDTSLSGFKLKDCVMYA
SAVVLLILMTARTVYDDGARRVWTLMNVLTLVYKVYYGNALDQAISMWALIISVTSNY
SGVVTTVMFLARGIVFMCVEYCPIFFITGNTLQCIMLVYCFLGYFCTCYFGLFCLLNRYF
RLTLGVYDYLVSTQEFRYMNSQGLLPPKNSIDAFKLNIKLLGVGGKPCIKVATVQ

G0O:2000786,
G0O:1901096
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Tabla 8: (Continuacién) Base de conocimiento, FiloDB, basada en Jungreis and et al (2021)

Proteina Secuencia

GOs

nsp7

SKMSDVKCTSVVLLSVLQQLRVESSSKLWAQCVQLHNDILLAKDTTEAFEKMVSLLSVL
LSMQGAVDINKLCEEMLDNRATLQ

G0O:0019079,
G0O:0003968

nsp8

PSTQYEYGTEDDYQGKPLEFGATSAALQPEEEQEEDWLDDDSQQTVGQQDGSEDNQT
TTIQTIVEVQPQLEMELTPVVQTIEVNSFSGYLKLTDNVYIKNADIVEEAKKVKPTVVV
NAANVYLKHGGGVAGALNKATNNAMQVESDDYIATNGPLKVGGSCVLSGHNLAKHCL
HVVGPNVNKGEDIQLLKSAYENFNQHEVLLAPLLSAGIFGADPIHSLRVCVDTVRTNVY
LAVFDKNLYDKLVSSFLEMKSEKQVEQKIAEIPKEEVKPFITESKPSVEQRKQDDKKIKA
CVEEVTTTLEETKFLTENLLLYIDINGNLHPDSATLVSDIDITFLKKDAPYIVGDVVQEG
VLTAVVIPTKKAGGTTEMLAKALRKVPTDNYITTYPGQGLNGYTVEEAKTVLKKCKS
AFYILPSIISNEKQEILGTVSWNLREMLAHAEETRKLMPVCVETKAIVSTIQRKYKGIKIQ
EGVVDYGARFYFYTSKTTVASLINTLNDLNETLVTMPLGYVTHGLNLEEAARYMRSLK
VPATVSVSSPDAVTAYNGYLTSSSKTPEEHFIETISLAGSYKDWSYSGQSTQLGIEFLKRG
DKSVYYTSNPTTFHLDGEVITFDNLKTLLSLREVRTIKVFTTVDNINLHTQVVDMSMTY
CQQFGPTYLDGADVTKIKPHNSHECKTFYVLPNDDTLRVEAFEYYHTTDPSFLGRYMS
ALNHTKKWKYPQVNGLTSIKWADNNCYLATALLTLQQIELKFNPPALQDAYYRARAG
EAANFCALILAYCNKTVGELGDVRETMSYLFQHANLDSCKRVLNVVCKTCGQQQTTLK
GVEAVMYMGTLSYEQFKKGVQIPCTCGKQATKYLVQQESPFVMMSAPPAQYELKHGT
FTCASEYTGNYQCGHYKHITSKETLYCIDCGALLTKSSEYKGPITDVFYKENSYTTTIKPV
TYKLDGVVCTEIDPKLDNYYKKDNSYFTEQPIDLVPNQPYPNASFDNFKFVCDNIKFAD
DLNQLTGYKKPASRELKVTFFPDLNCDVVAIDYKHYTPSFKKCAKLLHKPIVWHVNNA
TNKATYKPNTWCIRCLWSTKPVETSNSFDVLKSEDAQGMDNLACEDLKPVSEEVVENP
TIQKDVLECNVKTTEVVGDIILKPANNSLKITEEVGHTDLMAAYVDNSSLTIKKPNELSR
VLGLKTLATHGLAAVNSVPWDTIANYAKPFLNKVVSTTTNIVTRCLNRVCTNYMPYFF
TLLLQLCTFTRSTNSRIKASMPTTIAKNTVKSVGKFCLEASFNYLKSPNFSKLINIITWFLL
LSVCLGSLIYSTAALGVLMSNLGMPSYCTGYREGYLNSTNVTIATYCTGSIPCSVCLSGL
DSLDTYPSLETIQITISSFKWDLTAFGLVAEWFLAYILFTRFFYVLGLAAIMQLFFSYFAV
HFISNSWLMWLIINLVQMAPISAMVRMYIFFASFYYVWKSYVHVVDGCNSSTCMMCYK
RNRATRVECTTIVNGVRRSFYVYANGGKGFCKLHNWNCVNCDTFCAGSTFISDEVAR
DLSLQFKRPINPTDQSSYIVDSVTVKNGSIHLYFDKAGQKTYERHSLSHFVNLDNLRANN
TKGSLPINVIVFDGKSKCEESSAKSASVYYSQLMCQPILLLDQALVSDVGDSAEVAVKMF
DAYVNTFSSTFNVPMEKLKTLVATAEAELAKNVSLDNVLSTFISAARQGFVDSDVETKD
VVECLKLSHQSDIEVTGDSCNNYMLTYNKVENMTPRDLGACIDCSARHINAQVAKSHNI
ALIWNVKDFMSLSEQLRKQIRSAAKKNNLPFKLTCATTRQVVNVVTTKIALKGGKIVNN
WLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIASTDTCFAN
KHADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPRV
FSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESL
RPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLN
NDYYRSLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAYYFMRF
RRAFGEYSHVVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQ
WMVMFTPLVPFWITIAYIICISTKHFYWFFSNYLKRRVVFNGVSFSTFEEAALCTFLLNK
EMYLKLRSDVLLPLTQYNRYLALYNKYKYFSGAMDTTSYREAACCHLAKALNDFSNSG
SDVLYQPPQTSITSAVLQSGFRKMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDVVYCPR
HVICTSEDMLNPNYEDLLIRKSNHNFLVQAGNVQLRVIGHSMQNCVLKLKVDTANPKTP
KYKFVRIQPGQTFSVLACYNGSPSGVYQCAMRPNFTIKGSFLNGSCGSVGFNIDYDCVS
FCYMHHMELPTGVHAGTDLEGNFYGPFVDRQTAQAAGTDTTITVNVLAWLYAAVING
DRWFLNRFTTTLNDFNLVAMKYNYEPLTQDHVDILGPLSAQTGIAVLDMCASLKELLQ
NGMNGRTILGSALLEDEFTPFDVVRQCSGVTFQSAVKRTIKGTHHWLLLTILTSLLVLV
QSTQWSLFFFLYENAFLPFAMGIIAMSAFAMMFVKHKHAFLCLFLLPSLATVAYFNMVY
MPASWVMRIMTWLDMVDTSLSGFKLKDCVMYASAVVLLILMTARTVYDDGARRVWT
LMNVLTLVYKVYYGNALDQAISMWALIISVTSNYSGVVTTVMFLARGIVFMCVEYCPIF
FITGNTLQCIMLVYCFLGYFCTCYFGLFCLLNRYFRLTLGVYDYLVSTQEFRYMNSQGL
LPPKNSIDAFKLNIKLLGVGGKPCIKVATVQSKMSDVKCTSVVLLSVLQQLRVESSSKLW
AQCVQLHNDILLAKDTTEAFEKMVSLLSVLLSMQGAVDINKLCEEMLDNRATLQAIASE
FSSLPSYAAFATAQEAYEQAVANGDSEVVLKKLKKSLNVAKSEFDRDAAMQRKLEKMA
DQAMTQMYKQARSEDKRAKVTSAMQTMLFTMLRKLDNDALNNIINNARDGCVPLNIIP
LTTAAKLMVVIPDYNTYKNTCDGTTFTYASALWEIQQVVDADSKIVQLSEISMDnspNLA
WPLIVTALRANSAVKLQ

G0:0019079,
GO0:0003968

nsp9

NNELSPVALRQMSCAAGTTQTACTDDNALAYYNTTKGGRFVLALLSDLQDLKWARFP
KSDGTGTIYTELEPPCRFVTDTPKGPKVKYLYFIKGLNNLNRGMVLGSLAATVRLQ

GO:0003727,
GO:0019079

nspl0

AGNATEVPANSTVLSFCAFAVDAAKAYKDYLASGGQPITNCVKMLCTHTGTGQAITVT
PEANMDQESFGGASCCLYCRCHIDHPNPKGFCDLKGKYVQIPTTCANDPVGFTLKNTV
CTVCGMWKGYGCSCDQLREPMLQ

GO:0019083,
GO:0036451

nspll

SADAQSFLNRVCG
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Tabla 8: (Continuaciéon) Base de conocimiento, FiloDB, basada en Jungreis and et al (2021)

Proteina Secuencia

GOs

nspl2

SADAQSFLNRVCGVSAARLTPCGTGTSTDVVYRAFDIYNDKVAGFAKFLKTNCCRFQE
KDEDDNLIDSYFVVKRHTFSNYQHEETTYNLLKDCPAVAKHDFFKFRIDGDMVPHISRQ
RLTKYTMADLVYALRHFDEGNCDTLKEILVTYNCCDDDYFNKKDWYDFVENPDILRV
YANLGERVRQALLKTVQFCDAMRNAGIVGVLTLDNQDLNGNWYDFGDFIQTTPGSGV
PVVDSYYSLLMPILTLTRALTAESHVDTDLTKPYIKWDLLKYDFTEERLKLFDRYFKYW
DQTYHPNCVNCLDDRCILHCANFNVLFSTVFPPTSFGPLVRKIFVDGVPFVVSTGYHFR
ELGVVHNQDVNLHSSRLSFKELLVYAADPAMHAASGNLLLDKRTTCFSVAALTNNVAF
QTVKPGNFNKDFYDFAVSKGFFKEGSSVELKHFFFAQDGNAAISDYDYYRYNLPTMCD
IRQLLFVVEVVDKYFDCYDGGCINANQVIVNNLDKSAGFPFNKWGKARLYYDSMSYED
QDALFAYTKRNVIPTITQMNLKYAISAKNRARTVAGVSICSTMTNRQFHQKLLKSIAAT
RGATVVIGTSKFYGGWHNMLKTVYSDVENPHLMGWDYPKCDRAMPNMLRIMASLVL
ARKHTTCCSLSHRFYRLANECAQVLSEMVMCGGSLYVKPGGTSSGDATTAYANSVENI
CQAVTANVNALLSTDGNKIADKYVRNLQHRLYECLYRNRDVDTDFVNEFYAYLRKHFS
MMILSDDAVVCFNSTYASQGLVASIKNFKSVLYYQNNVFMSEAKCWTETDLTKGPHEF
CSQHTMLVKQGDDYVYLPYPDPSRILGAGCFVDDIVKTDGTLMIERFVSLAIDAYPLTK
HPNQEYADVFHLYLQYIRKLHDELTGHMLDMYSVMLTNDNTSRYWEPEFYEAMYTPH
TVLQ

GO:0019083,
G0:0019079,
GO0:0003968

nspl3

AVGACVLCNSQTSLRCGACIRRPFLCCKCCYDHVISTSHKLVLSVNPYVCNAPGCDVTD
VTQLYLGGMSYYCKSHKPPISFPLCANGQVFGLYKNTCVGSDNVTDFNAIATCDWTNA
GDYILANTCTERLKLFAAETLKATEETFKLSYGIATVREVLSDRELHLSWEVGKPRPPL
NRNYVFTGYRVTKNSKVQIGEYTFEKGDYGDAVVYRGTTTYKLNVGDYFVLTSHTVM
PLSAPTLVPQEHYVRITGLYPTLNISDEFSSNVANYQKVGMQKYSTLQGPPGTGKSHFA
IGLALYYPSARIVYTACSHAAVDALCEKALKYLPIDKCSRIIPARARVECFDKFKVNSTLE
QYVFCTVNALPETTADIVVFDEISMATNYDLSVVNARLRAKHYVYIGDPAQLPAPRTLL
TKGTLEPEYFNSVCRLMKTIGPDMFLGTCRRCPAEIVDTVSALVYDNKLKAHKDKSAQ
CFKMFYKGVITHDVSSAINRPQIGVVREFLTRNPAWRKAVFISPYNSQNAVASKILGLPT
QTVDSSQGSEYDYVIFTQTTETAHSCNVNRFNVAITRAKVGILCIMSDRDLYDKLQFTSL
EIPRRNVATLQ

GO:0004386

nspl4

AENVIGLFKDCSKVITGLOPTQAPTHLSVDTKFKTEGLCVDIPGIPKDMTYRRLISMMG
FKMNYQVNGYPNMFITREEAIRHVRAWIGFDVEGCHATREAVGTNLPLQLGFSTGVNL
VAVPTGYVDTPNNTDFSRVSAKPPPGDQFKHLIPLMYKGLPWNVVRIKIVQMLSDTLK
NLSDRVVFVLWAHGFELTSMKYFVKIGPERTCCLCDRRATCFSTASDTYACWHHSIGF
DYVYNPFMIDVQQWGFTGNLQSNHDLYCQVHGNAHVASCDAIMTRCLAVHECFVKRV
DWTIEYPIIGDELKINAACRKVQHMVVKAALLADKFPVLHDIGNPKAIKCVPQADVEW
KFYDAQPCSDKAYKIEELFYSYATHSDKFTDGVCLFWNCNVDRYPANSIVCRFDTRVLS
NLNLPGCDGGSLYVNKHAFHTPAFDKSAFVNLKQLPFFYYSDSPCESHGKQVVSDIDYV
PLKSATCITRCNLGGAVCRHHANEYRLYLDAYNMMISAGFSLWVYKQFDTYNLWNTF
TRLQ

G0:0004532,
GO0:0004482

nspld

SLENVAFNVVNKGHFDGQQGEVPVSIINNTVYTKVDGVDVELFENKTTLPVNVAFELW
AKRNIKPVPEVKILNNLGVDIAANTVIWDYKRDAPAHISTIGVCSMTDIAKKPTETICAP
LTVFFDGRVDGQVDLFRNARNGVLITEGSVKGLQPSVGPKQASLNGVTLIGEAVKTQF
NYYKKVDGVVQQLPETYFTQSRNLQEFKPRSQMEIDFLELAMDEFIERYKLEGYAFEHI
VYGDFSHSQLGGLHLLIGLAKRFKESPFELEDFIPMDSTVKNYFITDAQTGSSKCVCSVID
LLLDDFVEIKSQDLSVVSKVVKVTIDYTEISFMLWCKDGHVETFYPKLQ

GO:0008663

nspl6

SSQAWQPGVAMPNLYKMQRMLLEKCDLQNYGDSATLPKGIMMNVAKYTQLCQYLNT
LTLAVPYNMRVIHFGAGSDKGVAPGTAVLRQWLPTGTLLVDSDLNDFVSDADSTLIGD
CATVHTANKWDLIISDMYDPKTKNVTKENDSKEGFFTYICGFIQQKLALGGSVAIKITE
HSWNADLYKLMGHFAWWTAFVTNVNASSSEAFLIGCNYLGKPREQIDGYVMHANYIF
WRNTNPIQLSSYSLFDMSKFPLKLRGTAVMSLKEGQINDMILSLLSKGRLIIRENNRV VIS
SDVLVNN

GO:0008168,
GO:0042783

MYSFVSEETGTLIVNSVLLFLAFVVFLLVTLAILTALRLCAYCCNIVNVSLVKPSFYVYSR
VKNLNSSRVPDLLV

GO:0019069,
G0:0039707,
GO0:0060139

MADSNGTITVEELKKLLEQWNLVIGFLFLTWICLLQFAYANRNRFLYIIKLIFLWLLWPV
TLACFVLAAVYRINWITGGIATAMACLVGLMWLSYFIASFRLFARTRSMWSFNPETNILL
NVPLHGTILTRPLLESELVIGAVILRGHLRIAGHHLGRCDIKDLPKEITVATSRTLSYYKL
GASQRVAGDSGFAAYSRYRIGNYKLNTDHSSSSDNIALLVQ

GO:0019069

MSDNGPQNQRNAPRITFGGPSDSTGSNQNGERSGARSKQRRPQGLPNNTASWETALTQ
HCGKEDLKFPRGQGVPINTNSSPDDQIGYYRRATRRIRGGDGKMKDLSPRWYFYYLGTG
PEAGLPYGANKDGITWVATEGALNTPKDHIGTRNPANNAAIVLQLPQGTTLPKGFYAE
GSRGGSQASSRSSSRSRNSSRNSTPGSSRGTSPARMAGNGGDAALALLLLDRLNQLESKM
SGKGQQQQGQTVTKKSAAEASKKPRQKRTATKAYNVTQAFGRRGPEQTQGNFGDQE
LIRQGTDYKHWPQIAQFAPSASAFFGMSRIGMEVTPSGTWLTYTGAIKLDDKDPNFKD
QVILLNKHIDAYKTFPPTEPKKDKKKKADETQALPQRQKKQQTVTLLPAADLDDFSKQ
LQQSMSSADSTQA

GO:0019068,
GO0:0003723,
G0:0019083,
G0:0019079
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