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Resumen

Evolucion molecular de Betacoronavirus zoonoticos
asociados con el Sindrome de Distrés Respiratorio
Agudo (SDRA)

Los Betacoronavirus han causado a su paso epidemias mortales, como el brote de SARS-CoV de 2002 y la continua
prevalencia del MERS-CoV que se detectd por primera vez en 2012. A finales de 2019, se inici6 la pandemia de
COVID-19, lo que impulso a los cientificos de todo el mundo a aplicar sus respectivos conocimientos para abordar
como el SARS-CoV-2 infecta a los humanos. La principal estrategia ha sido la implementacion de sistemas
convencionales de vigilancia sanitaria para identificar, intervenir y controlar las infecciones virales causadas por estos
virus emergentes. Aunque el seguimiento de la evolucidn genética del virus ha sido de gran importancia, se desconoce
hasta qué punto es posible la transmision zoonotica entre especies animales susceptibles y no susceptibles, asi como
la eventual funcionalidad de la arquitectura estructural del genoma de RNA de los Betacoronavirus en la
fisiopatologia, principalmente para SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2. Para llenar este vacio de conocimiento
y facilitar el desarrollo de tratamientos eficaces, se realiz6 un estudio amplio de los genomas de los Betacoronavirus
mediante el analisis de 1,252,952 secuencias virales reportadas en bases de datos que han circulado desde el 2002
pasando de reservorios naturales a huésped intermedio y humanos. Este trabajo considera dos enfoques diferentes de
representar la informacion gendmica, como se presentan y discuten en el capitulo 2: Analisis de secuencia. Esta parte
del trabajo presenta un analisis evolutivo de transmision horizontal en las secuencias virales para caracterizar y
describir completamente la variacion intra-hospedera de los Betacoronavirus. Los resultados revelan que cambios de
amino&cidos en la subunidad S1 de la proteina S de SARS-CoV (G > T; A577S), MERS-CoV (C > T; S746Ry C >
T; N762A) y SARS-CoV-2 (A > G; D614G) con sefiales de seleccion positiva son factores fundamentales que
subyacen al posible salto de barrera de los murciélagos al huésped intermedio. El capitulo 3: Andlisis estructural, es
una seccion que explora los Betacoronavirus a nivel estructural como propuesta para descubrir si el plegamiento de
estructuras secundarias de RNA conservadas podrian actuar como loci putativos para procesar RNASs pequefios virales,
con una posible funcién asociada a la patogénesis en proceso de seleccion. Mas del 87.58% de estas estructuras de
RNA indican que 12 regiones portan RNASs pequefios en los Betacoronavirus, sugiriendo la posibilidad de modular la
reprogramacion transcripcional del nuevo huésped después de la infeccion. Los hallazgos de este estudio proporcionan
una serie de significativos patrones moleculares que contribuyen a expandir las fronteras de la terapéutica humanos

en el contexto de la actual crisis sanitaria mundial.

Palabras claves: Betacoronavirus; Evolucidon molecular; Transmision inter-especies; Estructura secundaria de RNA;

Seleccidn positiva; RNA pequefio derivado del virus
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Abstract

Molecular evolution of zoonotic Betacoronavirus
associated with Acute Respiratory Distress Syndrome
(ARDS)

Betacoronavirus have caused earlier deadly epidemics, including the 2002 SARS-CoV outbreak and the ongoing
prevalence of MERS-CoV, which was first detected in 2012. In late 2019, the emergence of the COVID-19 pandemic
encouraged scientists around the globe to apply their respective insights to address how SARS-CoV-2 infects humans.
The main strategy has been the implementation of standard health surveillance systems to identify, manage and control
viral infections caused by these emerging viruses. Even though monitoring the genetic evolution of the virus has been
of high significance, to what extent zoonotic transmission across susceptible and non-susceptible animal species is
possible, as well as eventual functionality the structural architecture of the RNA genome of Betacoronavirus in the
pathophysiology, mainly for SARS-CoV, MERS-CoV and SARS-CoV-2 is unclear. To fill this knowledge gap and
facilitate the development of effective treatments, a comprehensive study of Betacoronavirus genomes was performed
by means of the analysis of 1,252,952 viral sequences reported in databases which have circulated since 2002 from
natural reservoirs to intermediate hosts and humans. This study includes two different approaches to represent genomic
information, as introduced and discussed in Chapter 2: Sequence analyses. This part of the work represents an
evolutionary analysis of horizontal transmission in viral sequences to thoroughly characterize and describe the intra-
host variation and transmission routes of Betacoronavirus. The results reveal that amino acid changes within S protein
S1 subunit of SARS-CoV (G > T; A577S), MERS-CoV (C > T; S746R and C > T; N762A) and SARS-CoV-2 (A >
G; D614G) with signals of positive selection are pivotal factors underlying the possible jumping from bats barrier to
intermediate host. Chapter 3: Structural analyses, is a section that explores Betacoronavirus at the structural level as
a proposal to discover whether the folding of conserved RNA secondary structures may act as putative loci for
processing virus-derived small RNAs, with a potential function associated with pathogenesis in the process of
selection. Over 87.58% of these RNA structures indicate that 12 regions carry small RNAs in Betacoronavirus,
suggesting the possibility of modulation of transcriptional re-programming of the new host upon infection. The
findings of this study provide a collection of significant molecular signatures that contribute to pushing the frontiers

of human therapeutics in the context of the current global health crisis.

Keywords: Betacoronavirus; Molecular evolution; Inter-species transmission; RNA secondary structure; Positive

selection; Virus-derived small RNA.
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Introduccion

1.1 Evolucion de virus de RNA

Se estima que la evolucion temprana de la vida involucrd primero moléculas de RNA que funcionaron
como sistemas de almacenamiento de informacion y como catalizadores (ribozimas) (Bernhardt, 2012).
Posteriormente, se ha planteado la hip6tesis de que la evolucion implicé la formacion de DNA y proteinas.
Sin embargo, pese a la funcion principal que el DNA vy las proteinas tienen en la regulacion del
funcionamiento celular, las moléculas de RNA siguieron siendo fundamentales para portar la informacion
como RNAs mensajeros (MRNAS) e incluso para soportar el proceso de la traduccion de esa informacion:
desde los genes hasta las proteinas. Ademas, diversas funciones reguladoras han sido primordiales en los
procesos de regulacion post-transcripcional asociado a la funcién de los ncRNAs (Nelson & Breaker, 2017).
En el contexto actual, los virus con genomas de RNA, representan la recapitulacién méas cercana que existe
de ese funcionamiento pre-celular y, seguramente, pueden ser considerados una reliquia del mundo
primordial del RNA (Wolf et al., 2018).

Particularmente, los virus tienen las tasas de evolucién mas altas, y especialmente los virus de RNA gozan
de un potencial evolutivo sin precedentes dentro de los cuales, juegan un papel importante en la formacion
de poblaciones virales altamente diversas conocidas como quasiespecies (Domingo et al., 1985). Tal es el
éxito de las quasiespecies que puede explicarse en parte por la catélisis de las polimerasas de RNA
dependientes del RNA (RdRp), la cual replican los genomas virales tipo RNA. A diferencia de muchas
polimerasas de DNA, las RdRp no tienen actividad de exoribonucleasa y, por lo tanto, no pueden corregir
errores durante la replicacién (Duffy et al., 2008). Las excepciones notables son los miembros de la familia
de los Coronaviridae, que tienen cierta capacidad para detectar errores cuando se replican (Smith et al.,

2013; Graepel etal., 2017). Sin embargo, el gran tamafio del genoma de estos virus junto con la baja
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fidelidad de la RdRp (nsp12-RdRp), los hace susceptibles a la aparicion de mutaciones espontaneas durante

su ciclo de vida (Denison et al., 2011; Ferron et al., 2018).

1.2 La biologia natural de los Coronavirus

Los CoVs son virus de genoma tipo RNA de cadena sencilla y sentido positivo (+ sSRNA) con un tamafio
extraordinariamente grande de aproximadamente 26 a 32 kb, en comparacion con otros virus de RNA. Al
igual que todos los demas CoVs, la organizacion del genoma sigue un orden caracteristico: los primeros
dos tercios del 5’UTR del genoma codifican las poliproteinas (ORF1a/b), que se dividen en 16 proteinas
no estructurales, denominadas nspl ~ 16, mientras que un tercio del 3’UTR consta de un conjunto anidado
de mRNA sub-genémicos (sgmRNA) que codifican proteinas estructurales, incluida Spike (S), Envoltura
(E), Membrana (M) y Nucleoproteina (N) (Hussain et al., 2005) (Figura 1.1).

A 0 5 10 15 0 25 30 kb

T T TN NN ST S TN SN NS T T TN [N TN NS Y N N T SO TN SN (N S S N A |

5.UTR ORF 1a ORF 1b 3.UTR

I 7a 8a

S— _- L
sars-cov [N . W, - i

3b 7b 8b 9
vers-cov I . LT
3 4b 5 8b

2t B
S— || i
sars-cov2 | I ==
3a 6 - 10

Spike (8) —————— ¢
Membrana (M) ——m8 ———
ﬁ Nucleocapside (N)
Envoltura (E) ————— RNA Genomico
d Bicapa Lipidica

Figura 1.1 Estructura esquematica de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2.
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(A) Diagrama esquematico de la organizacion gendmica del SARS-CoV, el MERS-CoV y el SARS-CoV-2. Se
comparan las regiones genédmicas o marcos de lectura abierta (ORF). Se indican los ORF1a/b que generan las proteinas
no estructurales, asi como las proteinas de spike (S), de envoltura (E), de membrana (M) y de nucleocépside (N), y las
proteinas accesorias. (B) Estructura esquematica del virion de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 y sus

principales proteinas estructurales. Figura adaptada e interpretada de Wang et al., (2020).

1.3 Transmision zoonodtica de los Beta-CoVs

La mayoria de los Beta-CoVs que han causado enfermedades a los humanos han tenido origen animal,
generalmente reportado desde los murciélagos (Fan et al., 2019). Existe evidencia filogenética que SARS-
CoV y MERS-CoV, se transmitieron directamente a los humanos a partir de murciélagos mediante
intermediarios: los gatos civeta (Paguma larvata) y camellos dromedarios (Camelus dromedarius),
respectivamente (Ye etal., 2020). Sin embargo, no es de sorprender que las primeras comparaciones
genomicas hayan revelado que SARS-CoV-2 también se origina de los murciélagos como ha sido propuesto
por varios grupos de investigacion (Fan et al., 2019; Rabi et al., 2020), aunque existan otro tipo de posibles

origenes, que son polémicos en la prensa y en el mundo cientifico.

Los primeros andlisis del genoma completo del SARS-CoV-2 indicaron una alta similitud genética (96.2%)
con el virus RaTG13, tomado de muestras de murciélagos (Rhinolophus affinis) en China (Andersen et al.,
2020), lo que sugiere que los murciélagos podrian actuar como posibles reservorios naturales. Mas tarde,
se descubrid que los pangolines eran un posible huésped intermedio. La reciente deteccion y el analisis del
SARS-CoV-2, revelaron una identidad de secuencia de 85.5 - 92.4% con el CoV del pangolin malayo
(Manis javanica), que es menor en comparacion con la del murciélago RaTG13 (96.2%). Sin embargo, el
dominio de unién al receptor (RBD), de la proteina S del virus aislado del pangolin, exhibié una similitud
de aminoéacidos del 97.4% con la del SARS-CoV-2, que es mayor en comparacion con la del RaTG13
(89.2%) (Han, 2020). Ademas, el RBD del SARS-CoV-2 comparte cinco residuos claves con el CoV del
pangolin, mientras que con el de RaTG13 solo comparte un residuo (Han, 2020). Este hallazgo sugiere que
los murciélagos actian como el huésped reservorio natural y los pangolines como un huésped intermedio
del SARS-CoV-2 (Gralinski y Menachery, 2020; Lam et al., 2020; Li et al., 2020; Wong et al., 2020; Zhou
et al., 2020). Es probable entonces que los tres Beta-CoVs humanos (SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-
CoV-2) se hayan originado a partir de los murciélagos por mutacion secuencial y recombinacion entre

CoVs, para finalmente saltar de nicho y adquirir la capacidad de infectar a huéspedes humanos.



1.4 Los Beta-CoVs una amenaza para la salud mundial

En las Ultimas dos décadas, han surgido brotes de Beta-CoVs en poblaciones humanosas de todo el mundo,
cada uno con caracteristicas Unicas pero que también comparten varias similitudes. En 2002, el brote de
sindrome respiratorio agudo severo se produjo debido al SARS-CoV en la provincia de Guangdong de
China y répidamente se convirtié en una epidemia en 27 paises, infectando a 8,098 personas con 774
muertes y una tasa de letalidad del 9.5% (Lau et al., 2005). Una década después, el MERS-CoV provoco la
aparicion de un nuevo brote de sindrome respiratorio del Medio Oriente con 2,494 casos confirmados de

infeccion humanosa y 858 muertes, para una tasa de letalidad del 34.4% (Salamatbakhsh et al., 2019).

La reciente aparicion del nuevo brote de COVID-19 por el SARS-CoV-2 (identificado por primera vez el
12 de diciembre de 2019) se detecto inicialmente en Wuhan, provincia de Hubei, China, y ahora se ha
extendido por todo el mundo a un ritmo alarmante que continGa sin control en muchos paises (Lu et al.,
2020). La tasa de transmision del SARS-CoV-2 de persona a persona parece ser mayor que la de los
anteriores brotes de los Beta-CoVs, a través de las gotitas de tos y/o estornudos emitidos por una persona
infectada. Hasta la fecha (22 de enero de 2022), se han registrado 340,543,962 casos confirmados de
infeccion humanosa y 5,570,163 muertes en todo el mundo (World Health Organization (WHQO), 2022).

1.5 Unavista estructural y funcional del genoma RNA viral

El conocimiento de la estructura secundaria de RNA es importante para dilucidar su funcion y mecanismo
de accion (Liu et al., 2009; Sola et al., 2011). En este sentido, es importante distinguir entre la presencia de
una estructura secundaria de RNA conservada y las caracteristicas que pueden tener potencial de seleccion
natural. Una estructura conservada implica que las sustituciones compensatorias (por ejemplo, GC — CG,
o AU — UA), mantienen los patrones de bases pareadas, indicando una seleccién negativa. En cambio, los
eventos de sustitucion que alteran estas bases pareadas, provocando restricciones relajadas en la estructura,
representan una seleccion positiva (Nowick et al., 2019; Piskol & Stephan, 2008; Walter Costa et al.,
2019a). La naturalidad del plegamiento del RNA gendmico de los Beta-CoVs es expuesto en el citoplasma
del huésped durante la replicacion, la cual se asocia con estructuras discretas de RNA con funciones
definidas, como los elementos de replicacion y la iniciacion de la traduccion (Liu et al., 2009; Sola et al.,
2011). En general, estas estructuras presentan pares pareados muy conservados evolutivamente, albergando
estructuras especificas de RNAs pequefios derivados de los virus (vsRNAS) que interactlan con secuencias

de RNA virales y celulares del huésped como se ha reportado para Flavivirus (Hussain & Asgari, 2014),
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pero que no se pueden considerar como microRNAs virales (v-miRs) porgue no se sabe con certeza i

participan en la maquinaria endogenica de un microRNA que requieran las proteinas Argonauta (AGO).

1.6  Funciones bioldgicas de vsRNAs codificados por virus de RNA

Actualmente, la mayoria de los v-miRs conocidos, estan codificados en los genomas de los virus de DNA
o de los virus de RNA con fase nuclear, como los retrovirus, que pueden beneficiarse de la maquinaria de
biogénesis de microRNAs del huésped humanoso (hsa-miRs) (Bernier & Sagan, 2018; Cullen, 2010). Los
hsa-miRs enddgenos, inicialmente poseen loci especificos que son transcritos en largos miRs primarios
(pri-miRs) por la RNA polimerasa Il. Estos pri-miRs son luego procesados en pequefios precursores-miRs
(pre-miRs), con forma de hairpin de ~70 nt mediante Drosha, una enzima RNasa Ill nuclear, para
posteriormente ser exportados al citoplasma por la proteina de membrana nuclear, Exportin5. En el
citoplasma, los pre-miRs son procesados de nuevo por la enzima RNasa Il1, Dicer, en diplex de hsa-miRs
maduros de ~22 nt. Después del corte de Dicer, el hsa-miR maduro se carga en una proteina AGO, un
componente esencial del complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC), y utiliza una de las hebras,
conocida como hebra guia, para dirigirse a la region 3'UTR de sus RNAs mensajeros (MRNA) (Cullen,
2004). La inquietud que se plantea en este trabajo es si los virus de RNA citoplasmaticos como los Beta-
CoVs pueden o no producir sus propios bona fide vsRNASs utilizando la via endogénica durante la infeccion
0 si se encuentran en un proceso evolutivo en el cual se gane este tipo de interaccion virus-huesped.

Hipotesis que ha sido objeto de intensas investigaciones y demurcielagoses.

A pesar de la controversia si los Beta-CoVs codifican sus propios v-miRs, se ha demostrado que algunos
de ellos pueden modular las respuestas inmunes antivirales del huésped, incluyendo la deteccion viral (Z.
Li etal., 2017), la secrecion de citosinas (Mallick et al., 2009; Peng et al., 2011; Dickey et al., 2016; Ma
etal., 2018), y la eliminacion de células T (Peng et al., 2011). Es interesante mencionar que recientemente
se han reportado 3 v-miRs codificados en el genoma del SARS-CoV (Morales et al., 2017) y 1 en SARS-
CoV-2 (Matarese et al., 2020) con funciones de patologia pulmonar. Sin embargo, alin existe un gran vacio
de que posibles vsRNAs puedan utilizar las proteinas AGO como se ha comprobado con los v-miRs y estén
involucrados en el desencadenamiento del Sindrome de Distrés Respiratorio (SDRA) en el huésped.
Aunque la prediccidn in silico de vsRNAs que son codificados por los genomas virales es un enorme reto,
se requiere utilizar una metodologia bien establecida que combine analisis computacionales vy
experimentales para producir resultados confiables y reproducibles. En este trabajo se utilizara un enfoque
computacional que incluye una red neuronal basada en machine learning (ML) y sofisticadas interacciones
RNA — RNA.



Analisis in silico del genoma completo de
Betacoronavirus revela que cambios de aminoacidos
en la subunidad S1 de la proteina S son criticos para la

transmision zoonatica entre especies

2.1 Resumen

La transmision zoondtica de Betacoronavirus desde animales al humanoso puede estar asociada con las
estrategias de adaptacion que estos virus desarrollan para explotar de forma 6ptima las células de la nueva
especie huésped. Este capitulo permite identificar qué caracteristicas moleculares se distinguen de los
genomas virales para impulsar el salto de barrera entre las especies animales estudiadas. Para este proposito,
se empled un enfoque evolutivo de transmision horizontal en las secuencias virales para caracterizar y
describir la variacion genédmica presente en cada huésped del SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2
mediante el analisis de 1,252,952 secuencias virales reportadas en bases de datos que han circulado desde
el 2002, pasando de reservorios naturales a huésped intermedio y humanos. Los analisis filogenéticos
sugieren que los murciélagos son portadores naturales de los Beta-CoVs y que los cambios evolutivos son
evidentes al cambiar de huésped. Las mutaciones de aminoacidos en la subunidad S1 de la proteina S del
SARS-CoV (G > T; A577S), el MERS-CoV (C > T; S746Ry C > T; N762A) y el SARS-CoV-2 (A > G;
D614G) con sefales de seleccion positiva son factores fundamentales que subyacen al posible salto de
barrera de los murciélagos al huésped intermedio. Ademas, nuestros datos sugieren que para que se logre
la entrada del virus a una célula humanosa, se requiere previamente la transmision desde los murciélagos a
un animal intermedio. Los hallazgos destacan la urgente necesidad de realizar estudios de dindmica
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molecular de las sustituciones de aminoacidos y estudios de correlaciones estructura-funcion de la proteina
S para dilucidar posibles interacciones emergentes entre virus-huesped y el desarrollo de tratamientos

terapéuticos.

Palabras claves: Betacoronavirus; Evolucion molecular; Transmision inter-especies; Mutacion; Seleccion

natural.

2.2 Introduccion

En las dos dltimas décadas, el mundo ha experimentado tres brotes de coronavirus (CoVs) con elevadas
tasas de morbilidad, lo que representa una gran amenaza y un reto para la comunidad sanitaria (Sweileh,
2017). Segun sus relaciones filogenéticas, CoVs pertenecen a la subfamilia Orthocoronavirinae en la familia
Coronaviridae y el orden Nidovirales dentro de cuatro géneros: Alphacoronavirus (Alpha-CoVs),
Betacoronavirus (Beta-CoVs), Gammacoronavirus (Gamma-CoVs) y Deltacoronavirus (Delta-CoVs)
(Ashour et al., 2020). Ademas, los Beta-CoVs se dividen en cinco subgéneros: Embecovirus (e.g, HCoV-
0C43, HCoV-HKUL), Hibecovirus (e.g., Murcielagos Hp-betacoronavirus), Merbecovirus (e.g, MERS-
CoV), Nobecovirus (e.g, Rousettus murcielagos coronavirus HKU9), y Sarbecovirus (e.g, SARS-CoV,
SARS-CoV-2 y murcielagos SARS-murcielagosCoV HKU3) (Frutos et al., 2021). Todos ellos consisten
en virus de genoma tipo RNA de cadena sencilla y sentido positivo (+ ssRNA) con un tamafio
aproximadamente de 26 a 32 kb, que supera en tamafio a otros virus de RNA. Los primeros dos tercios del
5’UTR del genoma codifican las poliproteinas (ORF1a/b), que se dividen en 16 proteinas no estructurales,
denominadas nspl ~ 16, mientras que un tercio del 3’UTR consta de un conjunto anidado de mRNA sub-
gendémicos (sgmRNA) que codifican proteinas estructurales, incluida Spike (S), Envoltura (E), Membrana
(M) y Nucleoproteina (N) (Hussain et al., 2005).

Los Beta-CoVs son patdgenos zoondticos que se hospedan principalmente en animales y pueden
transmitirse a los humanos por contacto directo. Se considera que todos los Beta-CoVs que han desatado
epidemias provienen de murciélagos (Fan et al., 2019), lo que hace que el salto de barrera entre especies de
animales y humanosas sea muy probable, dada la interaccién antropogénica que puede producirse por el
efecto de los humanos en los ecosistemas de murciélagos. Sin embargo, en la mayoria de los casos, estos
virus se transmiten a los humanos a través de un huésped animal intermedio. Por ejemplo, el primer brote
que se registré para los humanos debido a la circulacién de Beta-CoVs fue en China en el afio 2002 causado

por el SARS-CoV (tasa de letalidad, 9.6%) y se determino que los gatos civeta (Paguma larvata) eran los
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huéspedes responsables de la transmision humanosa (Guan et al., 2003). Més tarde, en 2012, el MERS-
CoV (tasa de letalidad, 34.7%) caus6 una grave enfermedad respiratoria que surgié en Medio Oriente,
siendo los camellos dromedarios (Camelus dromedarius) la principal fuente de transmision (Conzade et al.,
2018). En diciembre de 2019, se inicid un tercer brote en Wuhan (China) por el SARS-CoV-2, responsable
de la pandemia COVID-19 (Chan et al., 2020; Shang et al., 2020), que ha afectado a mas de 340,543,962
de personas, de las cuales 5,570,163 han perdido la vida (22 de enero de 2022) (World Health Organization
(WHO), 2022). Estos tres virus han sido responsables de tres grandes epidemias en los humanos durante
las Gltimas décadas y pese a su trascendencia en salud humanosa, ain faltan varias piezas en el
rompecabezas para rastrear el origen zoonotico de estos virus y para entender qué procesos evolutivos
subyacen al salto de barreras entre especies, convirtiéndose en un area activa de la investigacion sobre los
Beta-CoVs.

El surgimiento de estos tres virus altamente patogénicos, SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2, son el
resultado final de una secuencia de acontecimientos relacionados con la evolucién y la ecologia viral que,
hasta ahora, se esta descifrando (Abdullahi et al., 2020). Diferentes fuentes de evidencia, han demostrado
que el éxito de la transmisién e infeccion viral entre especies depende de la rapida evolucién resultado de
altas tasas de mutacion, recombinacion y variabilidad genética, asi como de las relaciones entre las posibles
especies de huéspedes (Abdullahi, et al., 2020). Estos mecanismos destinados a explicar la transmision
zoondtica han incrementado el potencial de infectar a los humanos. De hecho, los factores ambientales
desempefian un papel clave en la transmision zoonética de estos Beta-CoVs, puesto que la humanosidad
perturba constantemente los ecosistemas de la fauna silvestre, generalmente al talar los bosques para
construir asentamientos humanos o al capturar animales silvestres para alimentarse, lo que priva a los virus
de sus huéspedes naturales y facilita la oportunidad de infectar a los humanos (Roes, 2020; Ye et al., 2020;
da Silva et al., 2021). Si bien, son pocos los estudios que han permitido demostrar la transmisién zoonética
de Beta-CoVs de manera horizontal siguiendo la trayectoria de reservorio natural - huésped intermedio -
humanoso, no se conoce muy bien si los murciélagos juegan un papel mas directo en la transmision
humanosa, o si un tercer mamifero actta como el verdadero huésped intermedio y como interactta con las

diferentes especies, incluidos los humanos y los murciélagos (Asjé & Kruse, 2006; Ye et al., 2020).

Aunque los mecanismos exactos responsables de los saltos de barrera entre huéspedes siguen sin

investigarse, se ha corroborado que el mayor determinante de la especificidad del huésped de un CoV es la

proteina S situada en la superficie, que puede dividirse en una subunidad N-terminal (S1) y una region C-

terminal (S2) incrustada en la membrana (Li, 2016; Daniloski et al., 2020; Korber etal., 2020). Tres

caracteristicas principales de la proteina S contribuyen a la evolucion de los Beta-CoVs, entre ellas: i) la

excepcional capacidad de uso de receptores, ii) la alta tasa de mutacion y iii) el potencial de adquirir nuevos
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sitios de escision proteolitica (Farrag etal., 2021). Por lo tanto, un solo cambio de aminoacido en la
subunidad S1, puede provocar el cambio de huésped y el surgimiento de graves epidemias. Por ejemplo, se
determind que dos cambios de aminoacidos, T31K y E38D, en la subunidad S1 del SARS-CoV refuerzan
la unién a la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2). Estos cambios son potencialmente la clave de

la transmisidn entre especies del SARS-CoV de las civetas al hombre (Li, 2013).

Considerando la extraordinaria plasticidad de los Beta-CoVs que les permite adaptarse a diversas especies
de huéspedes en el camino hacia su propagacion en humanos (Qu et al., 2005), varios aspectos relacionados
con el origen, los patrones evolutivos, la dinamica de transmision de los murciélagos como huéspedes
reservorios, y la interaccion entre los animales y los humanos en los tres Beta-CoVs patogénicos siguen sin
aclararse. Para ello, en este capitulo se analizan los posibles ancestros evolutivos del SARS-CoV, MERS-
CoV y SARS-CoV-2 desde el reservorio natural a los humanos mediante un modelo de transmision
horizontal. El objetivo de este capitulo fue rastrear las variaciones en los genomas circulantes de diferentes
especies con utilidad para identificar marcadores gendémicos y construir un sistema de vigilancia molecular
gue permita detectar la aparicién de posibles nuevas variantes de importancia en las transmisiones y

desarrollar nuevas estrategias de control y mitigacion de la infeccion viral.

2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Recuperacion de datos

Las secuencias gendémicas de SARS-CoV y MERS-CoV se descargaron de National Center for
Biotechnology Information Virus (NCBI Virus) (Brister etal., 2015), Virus Pathogen Database and
Analysis Resource (ViPR) (Pickett etal., 2012) y ViruSurf (Canakoglu et al., 2021). Adicionalmente,
Global Initiative on. Sharing All Influenza Data (GISAID) (Shu 'y McCauley, 2017) se utilizd para colectar
genomas del SARS-CoV-2 (consultado Mayo de 2021). Los criterios de inclusion de los datos fueron: i)
genomas completos, ii) alto nivel de cobertura y iii) secuencias Unicas. Para construir los conjuntos de datos
gue representaran los diferentes huéspedes de cada uno de los Beta-CoVs, se etiquetaron las secuencias de
la siguiente manera: a) Murciélagos — reservorio natural, consistio en todas las secuencias reportadas en el
orden Chiroptera; b) Animales intermedios — reservorio intermedio, todas las secuencias definidas en la
clase Mammalia, excepto la especie Homo sapiens que formé el grupo ¢) Humanos —amplificador. En total

se obtuvieron 30 conjuntos de datos, 9 SARS-CoV (Murciélagos: 3; Animales intermedios: 3; Humanos:



3), 9 MERS-CoV (Murciélagos: 3; Animales intermedios: 3; Humanos: 3) y 12 SARS-CoV-2

(Murcielagos: 4; Animales intermedios: 4; Humanos: 4).

2.3.2 Preparacion y curacién de la informacion

A partir de los conjuntos de datos registrados para cada grupo de huéspedes y especie viral, se implementd
un flujo de trabajo para filtrar, comparar, evaluar y seleccionar las secuencias mas representativas. Para
ello, se desarrolld un script en Python para filtrar individualmente las secuencias descargadas de las bases
de datos que incluyera solo los cuatro nucledtidos: A, C, G, T, sin ambigliedades, que pueden resultar de la
baja precisién de la secuenciacion y, a su vez, compararlas entre las distintas bases de datos con el fin de
eliminar las que presentaran un 100% de similitud y dejar una Gnica secuencia que constituiria el conjunto
de datos representativo de cada huésped viral, definiendo asi un grupo no redundante de datos.
Posteriormente, estos datos se analizaron usando un script de Python que permiti6 calcular las longitudes
de las secuencias y ajustarlas por las referencias de los virus SARS-CoV (NC_004718), MERS-CoV
(NC_019843) y SARS-CoV-2 (NC_045512) que fueron obtenidas de NCBI Virus con una longitud de
29,751bp, 30,119bp y 29,903bp, respectivamente. Por ultimo, para verificar que se trataba de secuencias
Unicas, éstas se agruparon de acuerdo con una identidad del 100% sin cobertura de umbral, utilizando el
software Cluster Database at High Identity with Tolerance (CD-HIT; v4.8.1) (Fu et al., 2012).

2.3.3  Edicion de los alineamientos y obtencion de los metadatos

Posterior a la definicion de datos no redundantes, las secuencias del genoma completo determinadas para
cada huésped, se alinearon mediante Clustal-Omega (v1.2.4) (Sievers etal., 2011) con pardmetros por
defecto. Los alineamientos multiples (MSA) se editaron manualmente y se visualizaron con Aliview (v1.27)
(Larsson, 2014). Una vez establecidos y curados los conjuntos de datos, se recupero6 por cada secuencia de
los virus SARS-CoV y MERS-CoV: i) el nombre cientifico del huésped, ii) el nimero de acceso de
Genbank, iii) la fecha de coleccion, iv) la regién, v) el pais, vi) la longitud y vii) la fuente de coleccién. Se
recuperaron datos adicionales para SARS-CoV-2 como: el viii) nimero de acceso de GISAID, ix) el linaje
PANGO vy, x) el clado correspondiente. La informacion no disponible en las bases de datos se consult6 a

través de revision de literatura.

2.3.4 Prediccion de los Open Reading Frames virales
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La caracterizacion de los Open Reading Frames (ORFs) putativos en genomas representativos de los Beta-
CoVs estudiados, se realizd a partir de los MSA de cada huésped viral utilizando una modificacion del
programa Gene prediction by Open reading Frame Identification using X motifs (GOFIX) (Michel et al.,
2020), que adopta un enfoque ab initio para predecir los ORF funcionales en los genomas de los virus con
el célculo de las puntuaciones de enriquecimiento de los motivos X. Como resultado, GOFIX genera las
caracteristicas y coordenadas de los ORFs predichos por secuencia. Este archivo se utiliz6 para extraer y
agrupar las secuencias que se encontraban en cada ORF mediante la implementacion de un script de Python.
La validacion y corroboracion de los ORFs se realizd utilizando BLASTN contra los genomas
caracterizados de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 (v2.11.0) (Chen et al., 2015).

2.3.5 Identificacion de variantes de un solo nucleétido

En este analisis, el proposito fue destacar las variantes viables que se producen de forma natural y en toda
la poblacion, definidas como diferentes a la referencia del SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 con
un impacto en el potencial de codificacidn. Para todos los analisis posteriores, los datos de cada grupo de
huéspedes se concatenaron y se re-alinearon con Clustal-Omega (v1.2.4) (Sievers etal., 2011),
representando un solo conjunto de datos por especie viral. Asi, la identificacion de las variaciones en las
secuencias gendmicas analizadas se realiz6 con el paquete de software Microbial Genomics Mutation
Tracker (MicroGMT; v1.4) (Xing et al., 2020). Este paquete utiliza principalmente Minimap2 (v2.21) (Li,
2018) y Bcftools (v1.13) (Danecek & McCarthy, 2017) para mapear genomas individuales con respecto a
la referencia de los virus SARS-CoV (NC _004718), MERS-CoV (NC_019843) y SARS-CoV-2
(NC_045512) y posteriormente almacenar los resultados en una tabla Variant Call Format (VCF). Ademas,
el programa utiliza la herramienta SnpEff (v5.0e) (http://pcingola.github.io/SnpEff/) (Cingolani et al.,
2012) para caracterizar todas las mutaciones detectadas tanto a nivel de nucle6tidos como de aminoacidos
en la secuencia traducida. A partir de la obtencion de los VCFs anotados, las tablas se analizaron para
extraer la informacion de las variantes. Los datos anotados se importaron, manipularon y trazaron utilizando
R (v4.1.0) (R Core Team, 2021). Se utilizé el paquete tidyverse (v1.3.1) (Wickham et al., 2019) para filtrar,
resumir y anotar los datos y, el paquete ggplot2 (v3.3.5) (Ito & Murphy, 2013) para alinear las variantes

identificadas y visualizar los tipos de mutaciones que ocurrieron.

2.3.6  Analisis filogenéticos
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Las secuencias de nucledtidos de longitud completa de cada conjunto de datos representativo (SARS-CoV,
MERS-CoV y SARS-CoV-2), se alinearon con base en los codones y luego se tradujeron en alineamientos
de nucledtidos utilizando una combinacion de Clustal-Omega (v1.2.4) (Sievers et al., 2011) y TranslatorX
(Abascal et al., 2010). Para explorar la estructura filogenética de los Beta-CoVs, las secuencias se analizaron
mediante los métodos de maxima verosimilitud (ML) e inferencia Bayesiana (IB) en el servidor CIPRES
Science Gateway (v3.3) (https://www.phylo.org/) (Miller et al., 2010). Segln el criterio de informacién de
Akaike (AIC) y Bayesiano (BIC), la seleccion estadistica del modelo de sustitucion que mejor se ajusta a
los datos se realiz6 con jModelTest (v2.1.10) (Darriba etal., 2012) y con el paquete Analysis of
Phylogenetics and Evolution (APE) (v5.5) (Paradis et al., 2004) implementado en R. Los arboles ML para
las tres especies virales, se construyd con RAXML-HPC (v8.2.12) (Stamatakis, 2014) utilizando el modelo
de sustitucidn reversible en tiempo general con distribucién gamma (GTRGAMMA\) y un bootstrapping de
1,000. Las filogenias IB, se estimaron con BEAST (v1.10.4) bajo el modelo reversible en tiempo general
con una proporcion de sitios invariantes y distribucion gamma (GTR+I'+]) y un reloj molecular estricto. El
analisis se ejecutd para 100,000,000 de estados con un crecimiento exponencial a priori. Cada 10,000
estados, se muestrearon los arboles y los parametros. Los archivos de registro se inspeccionaron en Tracer
(v1.7.132) (Rambaut et al., 2018) y se utiliz6 Tree annotator (v1.10.0) para eliminar el 25% burn-in de los
archivos de las filogenias. Estos arboles se procesaron posteriormente con las herramientas Augur para
construir un TimeTree, anotar los rasgos ancestrales, inferir mutaciones, identificar clados, crear un mapa
de espacio y tiempo y asociar los metadatos de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2. Los arboles
resultantes se visualizaron con Auspice integrado en el pipeline Nexstrain (https://nextstrain.org/ncov/)
(Hadfield et al., 2018).

2.3.7 Inferencia de presiones selectivas

El analisis de seleccidn natural se realizé en los sub-conjuntos de secuencias codificantes (CDS) para
SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 a través del Servidor de Evolucion Adaptativa de Datamonkey
2.0 (https://www.datamonkey.org/) (Weaver et al., 2018). En el caso de que los sitios sean estadisticamente
significativos, con un valor positivo de sustituciones no sinénimas a sinénimas dN/dS > 1, se infiere una
seleccion positiva (diversificadora), mientras que la seleccion negativa (purificadora) se infiere cuando
dN/dS < 1, la neutralidad como dN/dS = 1 (Zhang et al., 2005). Estos sitios por codon se analizaron con
una combinacidon de cuatro métodos: i) Single-Likelihood Ancestor Counting (SLAC) (Kosakovsky Pond
& Frost, 2005), ii) Fixed Effects Likelihood (FEL) (Kosakovsky Pond & Frost, 2005), iii) Fast,
Unconstrained Bayesian AppRoximation (FUBAR) (Murrell et al., 2013) y iv) Mixed Effects Model of
Evolution (MEME) (Murrell et al., 2012). SLAC, FEL y FUBAR se utilizaron para identificar los sitios
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con sefales de seleccion positiva y negativa, mientras que MEME se utilizd para detectar los sitios con
seleccion positiva (Pond et al., 2012). Los resultados de cada método evolutivo SLAC, FEL, MEME se
analizaron con un soporte estadistico p-value < 0.05, asi como una probabilidad posterior > 0.95 para
FUBAR, las cuales fueron considerados bajo seleccion filtrando las salidas usando un script de Python.
Adicionalmente, se destacaron los sitios seleccionados positivamente/negativamente empleando Aliview
(v1.27) (Larsson, 2014) con las correspondientes variaciones de aminoacidos identificadas en las

secuencias de los virus que conforman los sub-conjuntos CDSs.

2.4 Resultados

2.4.1 Tasa de error en la secuenciacién de los datos

Se descargo un total de 1,252,952 secuencias crudas. Entre ellas, 1,251,173 eran de SARS-CoV-2, seguidas
de 1,526 de MERS-CoV y 253 de SARS-CoV, que representaron el 99.8%, el 0.12% y el 0.02% de los
datos, respectivamente. La tabla 2.1 muestra la distribucion de las secuencias recuperadas de las bases de
datos para cada especie viral por huésped especifico, asi como el nimero de secuencias curadas después
del proceso de filtrado. Interesantemente, los virus asociados a los murciélagos registraron el menor nimero
de secuencias y la mayor tasa de aceptacion en comparacion con los otros virus encontrados en los demas
grupos de huéspedes. En particular, aunque los virus aislados en humanos del grupo viral SARS-CoV-2 se
recuperaron una gran cantidad de informacion, por ser el huésped de interés con una alta demanda de
secuenciacion, su tasa de aceptacion de secuencias fue significativamente la mas baja, con un 0.0078%. La
mayoria de sus secuencias mostraron una alta tasa de artefactos como resultado de la secuenciacién. En el
Anexo A, se puede consultar informacion detallada que incluye las especies de animales encontrados en las

bases de datos representativas de los virus que pertenecen a murciélagos, animales intermedios y humanos

Tabla 2.1 Representacién de los conjuntos de datos y el nimero de secuencias recuperadas y analizadas para los tres
Beta-CoVs
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Virus Host Database Raw Total raw Filtering  Clustering Curated Range (bp) Acceptance
sequences sequences (cut-off = 1.0) sequences? rate (%)
SARS-CoV Murciélagos NCBI Virus 33 57 33 33 4 29,725 - 29,725 7.02
ViPR 23
ViruSurF 1
Animales NCBI Virus 52 110 18 18 3 29,707 - 29,707 2.73
intermedios ViPR 57
ViruSurF 1
Humanos NCBI Virus 12 86 43 43 14 29,727 - 29,727 16.28
ViPR 73
ViruSurk 1
MERS-CoV Murciélagos NCBI Virus 5 11 4 4 2 30,027 - 30,028 18.18
ViPR 3
ViruSurk 3
Animales NCBI Virus 337 872 281 252 45 30,106 - 30,106 5.16
intermedios ViPR 205
ViruSurk 330
Humanos NCBI Virus 257 643 187 178 35 30,106 - 30,106 5.44
ViPR 134
ViruSurF 252
SARS-CoV-2  Murciélagos NCBI Virus 2 7 5 5 3 29,767 - 29,844 42.86
ViPR 0
ViruSurF 0
GISAID 5
Animales NCBI Virus 54 515 204 184 48 29,728 - 29,774 9.36
intermedios ViPR 3
ViruSurk 54
GISAID 364
Humanos NCBI Virus 69,536 1,250,651 67,730 55,982 98 29,822 - 29,822 0.0078
ViPR 58,284
ViruSurF 32,083
GISAID 1,090,748

2 Secuencias completas y depuradas obtenidas a partir de un MSA que representan cada conjunto de datos para su
posterior analisis.

2.4.2 Gananciay perdida de genes

Se utilizaron GOFIX junto con la validacion de BLASTN para caracterizar posibles ORFs en el genoma de
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los tres Beta-CoVs, prestando especial atencion a los cambios evolutivos de las proteinas accesorias en los
grupos de huéspedes. La figura 2.1 ofrece una vision general de los ORFs predichos en cada genoma,
confirmando, por ejemplo, que la poliproteina (ORF1a/b) y las estructurales S, E, My N estan conservadas.
Sin embargo, se descubrié que en los tres genomas virales carecian de proteinas accesorias en comun. Si se
observa con mas detalle a los huéspedes del SARS-CoV, se encontraron 15 ORFs potenciales delimitados
por codones de inicio y de parada. Tanto para los virus que circulan en murciélagos como para animales
intermedios, la poliproteina (ORF1a y ORF1b), estructurales (S, E, My N) y accesorias (ORF3a, ORF3b,
ORF6, ORF7a, ORF7h, ORF8, ORF9b y ORF9c) resultaron conservados, excepto para los de los humanos,
en el que ORF8 divergio en ORF8a y ORF8b (Figura 2.1A). La anotacion de los genomas de MERS-CoV
identificd 11 ORFs, incluyendo la poliproteina (ORFla y ORF1b), estructurales (S, E, My N) y accesorias
(ORF3, OFR4a, ORF4b, ORF5 y ORF8b), todos presentes en los tres huéspedes (Figura 2.1B). Al igual
que MERS-CoV, en el SARS-CoV-2 todos los ORFs también se conservaron en los huéspedes que
corresponden a la poliproteina (ORFla y ORF1b), estructurales (S, E, My N) y accesorias (ORF3a, ORF®6,
ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9b, ORF9c y ORF10) para un total de 14 ORFs predichos (Figura 2.1C).
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Figura 2.1 Predicciéon de ORFs representativos en los genomas de Beta-CoVs para Murcielagos, Animales

intermedios y Humanos.

Los genomas estan representados por un esquema que muestra los ORFs anotados en el Genbank y los nuevos ORFs
predichos en este trabajo. (A) SARS-CoV, los virus encontrados en murciélagos y animales intermedios contienen la
poliproteina (ORFla y ORF1b), proteinas estructurales (S, E, M y N) y proteinas accesorias (ORF3a, ORF3b, ORF®6,
ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9b y ORF9c), pero en los de los humanos, el ORF8 se escinde en ORF8a y ORF8b; (B)
MERS-COV, todos los virus en los huéspedes presentan la poliproteina (ORF1a y ORF1b), proteinas estructurales (S,
E, My N) y proteinas accesorias (ORF3, OFR4a, ORF4b, ORF5 y ORF8b); y (C) SARS-CoV-2, los virus aislados
en los tres tipos de huésped poseen la poliproteina (ORF1ay ORF1b), proteinas estructurales (S, E, My N) y proteinas
accesorias (ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9b, ORF9c y ORF10). Cada ORF esta anotado con un color

distintivo.

a. ElIORFlab esta dividido en 2 regiones que corresponden a las regiones upstream (ORF1a) y downstream (ORF1b)
del cambio de marco

b. ORFs especificos en los genomas del MERS-CoV.

c. La anotacién del SARS-CoV para ORF3b, ORF7b, ORF9b y ORF9c se obtuvo de la entrada del Genbank
AY274119: SARS-CoV aislado Tor2, donde el ORF9c se anota como ORF14.

2.4.3 Las mutaciones sindénimas parecen ser las mas predominantes en los genomas virales de

murciélagos

Se observaron un total de 17,849 mutaciones en las secuencias del genoma viral de SARS-CoV (n = 21),
MERS-CoV (n=82) y SARS-CoV-2 (n = 149). De estas 17,849 mutaciones, 2,861 se detectaron en SARS-
CoV (3 cambio de marco de lectura, 19 intergénicas, 566 no sindnimas y 2,273 sinénimas) con un 88.4%
de cambio de base T > C; 10,075 en MERS-CoV (451 intergénicas, 3,173 no sindnimas, 1 cod6n de parada
y 6,450 sindnimas) prevaleciendo el 99.9% de C > T y 4,913 para SARS-CoV-2 (1 conservativa, 5
disruptivas, 250 intergénicas, 1,691 no sindnimas, 12 codén de parada y 2,954 sin6nimas) con una
frecuencia de cambios C > T del 67.3%. El analisis de los huéspedes para el SARS-CoV mostro que los
virus asociados a los murciélagos tuvieron el mayor nimero de mutaciones sindénimas (2,127; 93.6%) con
respecto a los genomas virales representativos de animales intermedios y humanos (81; 3,5%) y (65; 2.87%)
respectivamente. Pese a que en MERS-CoV, no fue posible identificar las variaciones en los genomas
virales de murciélagos, se observé que SARS-CoV-2 registr6 la misma tendencia que en SARS-CoV. Por
el contrario, las mutaciones no sinénimas de los genomas virales de animales intermedios y humanos

resultaron ligeramente mas frecuentes que las de los murciélagos, excepto para MERS-CoV. Por ejemplo,
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en SARS-CoV-2 se identificaron mas mutaciones no sinébnimas en virus pertenecientes a animales
intermedios (350; 20.7%) y humanos (1,064; 62.9%) que en aquellos aislados de los murciélagos (277,
16.4%) (Figura 2.2). Adicionalmente, se observaron mutaciones de tipo cambio de marco de lectura en los
huéspedes de animales intermedios de SARS-CoV en el ORF8b (Figura 2.2A), mientras que en SARS-
CoV-2 constituyeron de 1 conservativa (M) y 5 disruptivas (S, M, ORF8) presentes en virus pertenecientes
a murciélagos (Figura 2.2C). Sélo se observaron mutaciones de codédn de parada en los genomas de MERS-
CoV asociados a humanos (ORF4b) (Figura 2.2B) y también en SARS-CoV-2 encontrados en animales
intermedios (ORF8) y humanos (ORF7a y ORF8) (Figura 2.2C).
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Figura 2.2 Prevalencia y distribucion de los tipos de mutacién en los principales genomas de Beta-CoVs para los

diferentes huéspedes.

(A) Graficos de donut que muestran la distribucion estratificada de las variaciones en SARS-CoV, de las cuales el
86.2% del total de mutaciones corresponden para virus que circulan en murciélagos, siendo las sinénimas las mas
frecuentes (93.6%); (B) Los genomas del MERS-CoV tienen el mayor nimero de mutaciones detectadas con respecto
a la secuencia de referencia NC_019843 que comprenden en gran medida de sinénimas y no sinénimas en animales
intermedios y humanos y (C) en SARS-CoV-2 muestra que, al igual que SARS-CoV, los virus que estan en
murciélagos siguen representado el mayor porcentaje de mutaciones en total (44.12%), seguido de los humanos

(40.9%). Los cddigos de color representan el tipo de mutaciones, asi como la frecuencia de cambio de base.
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2.4.4 Mutaciones puntuales son claves para la transmision entre especies

Para comprender mejor los cambios que se dan seguln la dindmica de propagacion y el salto de barrera de
las especies, se realizd un analisis comparativo de los genomas virales de los tres huéspedes para cada
especie viral (Figuras 2.3-2.5). La figura 2.3 muestra las frecuencias de las mutaciones recurrentes en puntos
activos por huésped en SARS-CoV. A pesar de que se observaron diferentes patrones moleculares, solo dos
mutaciones no sindnimas se mostraron comunes en los genomas virales de animales intermedios y
humanos. Estas mutaciones se detectaron en la posicion 23,220 (G > T; A577S) y 25,298 (A > G; R11G)
correspondientes al gen S y ORF3a, respectivamente. En cuanto a MERS-CoV, los virus recolectados en
murciélagos registraron una divergencia > 80% frente al genoma de referencia NC_019843, lo que impidio
realizar posteriores analisis en busca de variantes de un solo nucleétido (SNV). Aungue la comparacién
entre los virus que pertenecen a los grupos de animales intermedios y humanos mostraron una tendencia
similar con una distribucion uniforme de la prevalencia de cada tipo de mutacion, se evidenciaron dos
mutaciones no sinénimas en la posicion 23,756 (C > T; S746R) y 23,804 (C > T; N762A) del gen S (Figura
2.4). Sin duda, SARS-CoV-2 presentd patrones significativos que merecen una atencién considerable. El
primer patron observado esta relacionado con una mutacion intergénica localizada principalmente en la
posicion 241 (C > T) de la region 5'UTR, la cual es compartida entre los genomas virales de animales
intermedios y humanos. Ademas, como novedad, se detecté una mutacion sinénima en la base 3,037 (C >
T; F924F) del ORF1a, que inicialmente se encontraba en virus de murciélagos y se conservo en los otros
huéspedes. Es también interesante mencionar que se identificaron dos mutaciones no sinébnimas con un
rasgo caracteristico perteneciente a los genomas virales de animales intermedios y humanos. Una de estas
SNVs se localizo en la posicion 14,408 (C > T; P4715L) y la otra en el 23,403 (A > G; D614G) dentro de
los genes ORF1b y S, respectivamente. Esta Ultima variante ha suscitado un gran interés, puesto que, hasta
nuestro conocimiento, se ha informado de que puede aumentar la transmisibilidad del virus solo en humanos
(Plante et al., 2021), pero no en virus asociados a animales intermedios (Figura 2.5). Todas estas mutaciones
se encontraron en genomas virales de otros paises distintos al de China, lugar donde se inici6 la propagacion
del SARS-CoV-2.
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Figura 2.3 Representacion grafica de las mutaciones puntuales encontradas en los genomas del SARS-CoV.

Las variantes estan coloreadas segln el tipo de mutaciones (cambio de marco de lectura, intergénicas, no sinénimas y

sinénimas). Las principales variantes consisten en dos mutaciones no sinénimas 23,220 (G > T; A577S) y 25,298 (A

> G; R11G) localizadas en el gen S y ORF3a de los virus que circulan en los grupos animales intermedios y humanos.

Las secuencias estan agrupadas por secuencias virales pertenecientes a las diferentes especies de murciélagos,

animales intermedios y humanos y la estructura del genoma se muestra en la parte inferior.

20



v

H12-UAE W0 00 MEDS CRISTES © DG COND WE GE UGN GENDO © G SN UB GIES S0 W) SONE © SHOEED DS GENIEO VNS
H18-SKA €06 00 CEDS CIISEED O NG COND W0 GE0 NN S0 WS GED ¢ W O O BE 00 EED NS SR ©0 0 W
H13-OMN NG00 CEDS CRDEES © ENEG G0N0 0 SH0 SN CENDEN G GE0 SOE IS O MO NN ENEND ®@0 SN
H30-SDA OO CENEDCOWDNED 80 O B ocem o ® ® ot e o e Wmommmean o o
H4-OMN G CHESIED CHD G EIDNIS THI ® B CENES I S 4 DENE @ S 00 P HWMEWMWISD B ©
H7-UAE RO GO DTN ID COEING © GD N S0 COMRION WH S0 WH ) ER ¢ O 00 GTEEERSES ®©0 O W
HE-UAE e CENIER GO B ® MO TD VO IW COENSS S S 0 S0 F W B I WEOWEEDES GE @ ©
H3-SDA GO NN ER COBOIDGD ¢ GB B0 OB MRS 8 0 0 BEI COE S - EEBEE N B 00
H33-SDA “n sEn Emee®e W - o smocem o -  amne o ®e . @0 meme @n o0 .
H34-SDA ™ caEn 4B owe e Wm e ¢ o e o © e emee o we © e cme @ © .
H2-USA EIO RO ER GO BOMNOD ¢ GD DO S WINEE G 0 0 BE I W S 0 S EIEIMINS W WO 0
H26-SDA 0 CED EBNOIBEO D S GO O B CHNES WE - NN ME ¢ O BERBEmIES * 00 O
H18-SKA O CINERSUIG CES 6 GG SOND B0 CEHOOWIED SN SN WINEIS GED S0 @) O © O D SOOI GRS SN @0 © W
H27-SDA 00 COED EWNNOBO MBe S8 & 8 sewm o ®e ¢ WL CNE ¢ 40 Bomamens o .
H20-SDA N0 00 CEDS EBINEND © EIDEG COUDE B0 SHE LIRS S IRER WS GEB ¢ @ S 0 COTINNENS SED ©0 © W
H32-SDA e cEmamcemo v e o m ocem o B . ®mes o e » soemenn o .
H9-OMN S 00 CEDSUEIG CURMEOTEESS § GEO NS S0 SO MNGIO SN EN WS WES ¢ @ @ 0 SH 00 CEIN RIS IS O W
H16-SDA EHO O DTN CED COEIDS GBS W0 OB CCEIGI S 0N GRS WO © @ ¢ * © COCEENEDG GED WS O WD
H22-SDA *E®m s mn Wmes ®®m e ® ® B emEn e ® e e e ®m o * mwmmese o0 =
H25-SDA 00 CED EBNNIBOCERS GO O O WEN P WO ¢ WO CMET S COUmIBEMmINE ©
H1-USA IS SRS EDROG® COWDIISIEE B SWm o o B 00 ENOID S N HWIENES VB B 4O
H8-UAE G SRRSO GINEES L AN & G5 N SH SOMENSLOMES W S0 R B W o S W RS SN W6 O W
H11-UAE e CHEERCEBTEED CHECD ¢ GH W) WHID S NI ® @ W O GHOD EN ¢ WO COCINDENS GED WO © @
H14-SDA IO ERIGENCIN © MO0 COND @ SENC SN WO TR NS © WS © © IEEREN IR ®e o
H31-SDA ™ SEmcED e ® o o - o smocem o oo o emme o we " o mooammneEe ¢ © .
H24-SDA m e mn wmwe o ee - e oo mem w = ® 00 s % e ® GmisEEmese ¢ 0 ow
H23-SDA e®m wan wmoo ® e @ ® °® comem o - o0 oo ®m o * omw Bmese o0 W=
H15-SDA 6 CONEDL G CIE © GG COND W0 SE0 COEREIO SI EHENE WSS ¢ @ ® O SO SHIINDENGIES ©0 O W
H10-UAE EIOOH RO EROBINEOIIGS ¢ GB W0 SE CIRIO SN EEES WO & @ © 0 @ SIS WD @O W
H17-SKA IO OO DTG CID © ENRG COUD W0 CEEBELMENDO ¢ G ER O WEP S @ W@ ¢ ® CHIIED ARG GED @0 O W
H28-SDA 00 CED EDCOWID WO ED ® °0® oCEWEw © o® ® @00 e®me ®me cocEEmesw o O
H28-SDA 00 COED EBNOIWO DO WO ¢ OO WM S WE O WO VW W e BMemmmeas o O
H5-UAE e CERIER GO B BENGINS GB SO NN N S S G S EES - I EERIERS M @ ®
H21-SDA .
136-CD-UAE G MDD EBNOBO WBO WS SO Semes B 04 GBS SN MmoscBNEmIsE B © Mutatlon
16-CD-SDA GO ERIER SO MO IEL & GE W) SO SN I IB ENED SEL 4 EB O 4 O IS B @O W
14-CD-SDA e CEENOERGI VO WO GE B WL LN D ERER G805 W S O WE NN GED ®e W « Intergenic
114-CD-UAE GHe CED GRS BEOEDO SO 00 OB CENGI @ 0O HO CWIN ¢ L VINSE WENS RS W 9
129-CD-UAE - ®omes o ® Wo e @ o sommmmIsn 00 © "
18-CD-SDA .o comes @ + o M e Sosm MM EmIse o0 ® * Missense
19-C-SDA .o coam o o™ ® SN0 0 M 20 G EmEmEe oS - . Stop
130-CD-UAE - CHm O D CE WEBENE ¢ ¢ WM B WO °®
145-CD-UAE - CHMO GHE G5 GI0 S W S 4§ CHEEENS @S e © 00
126-CD-UAE &= com e @ SE wE e @ oecmee Bwe @ses *  Synonymous
121-C-SDA - commes o * SICBWE OO S OIEEMEISS 00 ©
138-CD-UAE - com o B 00 EEWLENE © LIIBE BEE BE B0 oW
17-C-SDA . coromee o ® 00 0 000 som o ® WM ENENS S ¢ 0 0®
142-CD-UAE - ®em o o o0 00 s @ ® Sean mane We see su
137-CD-UAE - CHNON WS NI CE C S O BHEWWESGS @ WD
113-CD-UAE LR B S B SO CBEIEIE © OB BERNS BE Se S
120-CD-UAE - oas =»cewme s 9 00 @ cem e W 00 e o em °e scsmmens o0 ®
1-CD-SDA IO IERNIEREN EOMDGI ¢ G5 ® S0 CHNN LN NG G - @O W O EEEIE B0 ®
143-CD-UAE N0 CEENIERCI WO WO WO © W SR I S0 SN0 S WE O * C@mEmIOm 00 ©
139-CD-UAE He CEEBIEDCI DO EIRCO BB ® O cEmes W e e "en ¢ Smes EmeIem we ©
112-CD-UAE e ces mwewo e WOO O O W O WE O WO CNWET S COUMINEEWI DS O© O
115-CD-UAE GHe CED EBNOIB@EEDC WO ¢ B GEN S B G ® GO WIS ¢ LM e BENE WO e oW
128-CD-UAE GO CED EENCBEOERCS GO G0 SO SN S WS G S SN L WS O L E@BEmEMIn B ©
122-C-SDA G SCHED WD AW EIONNE BB W S SHmes e @ SOMIIES SHE O O WMENERNG B® ¢ SS
19-C-UAE 00 CENIERCOIED ED B0 & 4B cem o o e emos seme o o menomean o .
131-CD-UAE e sEmcEm e me W - o o ocem e ® 06 e W + s EEBEmEmIeE B ©
144-CD-UAE IO CEEDIED OO DO WENS WD © VO CMME? WH O S OGN L W S L 00 MWW GWIDE ©
127-CD-UAE B CED WNIBOSEme ®8 ¢ 0 owm o W e BB N s esImIBEmIOE S0 ®
141-CD-UAE e CEBIEDCOIBOENGS WD ® W s o - e0 wese @ o e m@mmme om ®o @
13-CD-SDA IO CERIEDCI DO WO S TH D W CWN S W OB IO S O W WERING WD BO W
110-CD-UAE O CED EBNIWM@MENES WO o S® @mew o GER S B0 CERC O SO URIBEING BN ®o e
134-CD-UAE e CED ENNOI®O WO W @ *® cems . om ® @Be o Wes ¢ o+ Woe wwe Moewmo cw
133-CD-UAE G CED ENNOIBO D © T O OB LR G B S O WO S L NEmmIns ¢ ©
116-C-OMN P® COED ERNNDO WIS @O O B e o ®e 4 CEIRIND ¢ B0 Bonomean .0
117-CD-UAE e cwmn amere o cem @0 ® S0 CHB e W 00 WOL I® S e 40 cOBEEmIGEmIT ©
118-CD-UAE G D SR BOGINE B8 ® B s o . ose Wes S secBImEmInE W ®
125-CD-UAE 0F CED ENNIBCOINS SO ® O WEN S WE - WE NI S CEBMIEmEmITE OO0 ®
132-CD-UAE ) CENRERCIBO WO WD W S0 CEN S S 00 W CWN e s MmN EEmIER S ©
124-CD-UAE ) CED EDNIBBEDNS CO ¢ OE® SN S W O SN W S I L BIBEWIS B ©
15-CD-SDA e CIENO ERG I GIMOI® WE W SO0 GRIENEI W WNER S8 S W S 0 ® WWEWIEe G We W
140-CD-UAE e CENDER CEB O WO LEB W SE® semes ®w ® Moo M o 4 s MEEmEmIn B ©
12-CD-SDA N CERIER COMNEG WO O TR B smosem o WO 0 00 GO IR ¢ SR HEMEENS VP WS ©
123-CD-UAE e cwmn wmsewo v e e e ocemmes ® 00 WOL WMo s BEAmIss o ©
111-CD-UAE G CED EBNOIBO DS WO O °® wem o W O OGP SO B LI MIMES BB ®e 0
135-CD-UAE - D G COWO DS WS ¢ OE CEN S S SO S8 0 e G OOOM NI ENG SIS SED
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000

| ’—I.I

Figura 2.4 Representacion grafica de las mutaciones puntuales encontradas en los genomas del MERS-CoV.

Las variantes estan coloreadas segln el tipo de mutaciones (intergénicas, no sinénimas, codon de parada y sinénimas).
Aunque las mutaciones muestran una tendencia similar con una distribucion uniforme, se resaltan dos mutaciones no
sinénimas en la posicién 23,756 (C > T; S746R) y 23,804 (C > T; N762A) dentro del gen S. Las secuencias estan
agrupadas por secuencias virales pertenecientes a las diferentes especies de murciélagos, animales intermedios y

humanos y la estructura del genoma se muestra en la parte inferior.
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Figura 2.5 Representacion grafica de las mutaciones puntuales encontradas en los genomas del SARS-CoV-2.

Las variantes estan coloreadas segin el tipo de mutaciones (conservativa, disruptiva, intergénicas, no sinénimas,
codon de parada y sinénimas). Los patrones mas significativos corresponden a: i) una mutacion intergénica en la
posicién 241 (C > T) en la region 5'UTR en virus de animales intermedios y humanos; ii) Una mutacién sinénima
localizada en 3,037 (C > T; F924F) del ORFla, entre los virus de los tres huéspedes; y iii) Dos mutaciones no
sinénimas 14,408 (C > T; P4715L) y 23,403 (A > G; D614G) en los genes ORF1b y S, compartidas entre virus aislados
de animales intermedios y humanos. Las secuencias estan agrupadas por secuencias virales pertenecientes a las
diferentes especies de murciélagos, animales intermedios y humanos y la estructura del genoma se muestra en la parte
inferior.

2.4.5 Diversidad evolutiva de los Beta-CoVs

A continuacion, se propuso estimar relaciones filogenéticas de las secuencias reportadas segun el brote de
SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 con un amplio conjunto de analisis filogenéticos, incluyendo
arboles de méaxima verosimilitud e inferencia bayesiana que luego fueron procesados en Nextstrain. La
figura 2.6A muestra la filogenia resuelta en el tiempo inferida a partir de 21 secuencias de SARS-CoV. A
primera vista, la topologia revel6 la existencia de tres linajes bien definidos; el mas basal correspondi6 a
las secuencias virales encontradas en murciélagos de las especies de Rhinolophus sinicus, seguida de los de
huésped intermedio representado por Paguma larvata, que parece evolutivamente méas cercano a los virus
asociados a humanos. Ademas, el mapa nos muestra que SARS-CoV tuvo presencia gran parte de China y
algunas partes de Estados Unidos (Figura 2.6B), donde los virus que circularon en los huéspedes de
animales intermedios y humanos han experimentado una alta tasa de mutaciones no sinénimas en la proteina
S (Figura 2.3y 2.6C).

Interesantemente, MERS-CoV y SARS-CoV-2 mostraron una topologia con caracteristicas diferentes a las
del SARS-CoV. Por ejemplo, aunque las tres filogenias sugieren que la mayoria de las secuencias virales
encontradas en murciélagos podrian considerarse el ancestro comun mas reciente (tMRCA) (Figuras 2.6A-
2.8A), las relaciones filogenéticas entre aquellos virus asociados a los huéspedes intermedios y humanos
de MERS-CoV y SARS2-CoV-2 revelaron un origen no-monofiletico (Figuras 2.7A y 2.8A). Ademas, cabe
destacar que los tiempos de divergencia entre los virus de los linajes de animales intermedios y humanos
con respecto a los de los murciélagos, resultaron de una magnitud significativa, especialmente para el arbol
del MERS-CoV (Figura 2.7A). Este hallazgo corrobora el hecho por el cual, los genomas virales de los
murciélagos tuvieron una divergencia > 80% en los anélisis de SNVs (Figura 2.2 y 2.4). Tal divergencia
también se debe a que las dos secuencias virales de murciélagos pertenecientes a Hypsugo-savii y

Pipistrellus-kuhlii procedian de Italia, mientras que la mayoria de los virus de los linajes animales
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intermedios (Camelus dromedarius) y humanos eran de origen de los Emiratos Arabes Unidos y Arabia
Saudi, con una proporcion del 50% y el 40%, respectivamente (Figura 2.7B). Asimismo, esta apreciacion
pudo coincidir con la filogenia del SARS-CoV-2, donde las secuencias virales de murciélagos se
muestrearon en China, incluida la de Rhinolophus affinis, mientras que las de animales intermedios y
humanos eran de todas partes del mundo como lo muestra la figura 2.8B. Con respecto a los datos de
diversidad, se observé que MERS-CoV presenté una tendencia uniforme (Figura 2.7C) comparado con
SARS-CoV-2 que mostro una ligera tasa de mutacion en las proteinas ORFla y S (Figura 2.8C), lo que

concuerda claramente con los datos de SNVs (Figura 2.4y 2.5).
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Figura 2.6 Filogenia ML resuelta en el tiempo, dindmica espacial y diversidad del SARS-CoV.

(A) Andlisis filogenético inferido a partir de 21 secuencias de SARS-CoV, mostrando que la tasa mas alta de
divergencia se dio entre los genomas virales del linaje murciélagos (0.00 — 0.02), seguidos por los de animales
intermedios y humanos (0.06 — 0.07), donde estos dos Ultimos aparecen como grupos monofileticos. Topologia del
arbol y valores de probabilidad posterior bayesiano obtenidos con BEAST, seguido de valores bootstraps utilizando
RAXML-HPC, con escala temporal inferida por TreeTime, reconstruccion de estados discretos inferida con BEAST,
e integracion y visualizacion de datos con Nexstrain (https://nextstrain.org/sars-cov-2/). La longitud de las ramas
muestra la divergencia y los codigos de color indican el huésped viral. El arbol se enraiz6 utilizando la secuencia B2-
RS-CHA,; (B) EI mapa muestra la espacio-dindmica del SARS-CoV y proporciona una visién del posible origen
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geogréafico de cada huésped con una red compleja e interconectada de genomas; y (C) representa la diversidad a nivel

de aminoécido para cada ORF.
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Figura 2.7 Filogenia ML resuelta en el tiempo, dinamica espacial y diversidad del MERS-CoV.

(A) Andlisis filogenético inferido a partir de 82 secuencias de MERS-CoV, revelando que las secuencias se agrupan

principalmente en dos linajes, uno formado por los genomas virales de murciélagos y el otro relacionado

filogenéticamente entre virus encontrados en animales intermedios y humanos, divididos con una alta divergencia (0.1

—1.3). Topologia del arbol y valores de probabilidad posterior bayesiano obtenidos con BEAST, seguido de valores

bootstraps utilizando RAXML-HPC, con escala temporal inferida por TreeTime, reconstruccion de estados discretos

inferida con BEAST, e integracion y visualizacién de datos con Nexstrain (https://nextstrain.org/sars-cov-2/). La
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longitud de las ramas muestra la divergencia y los codigos de color indican el huésped viral. El &rbol se enraiz6
utilizando la secuencia B2-PK-ITY; (B) EI mapa muestra la espacio-dindmica del MERS-CoV Yy proporciona una

visién del posible origen geografico de cada huésped con una red compleja e interconectada de genomas; y (C)
representa la diversidad a nivel de aminoacido para cada ORF.
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Figura 2.8 Filogenia ML resuelta en el tiempo, dindmica espacial y diversidad del SARS-CoV-2.
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(A) Analisis filogenético inferido a partir de 149 secuencias de SARS-CoV-2 agrupadas en dos linajes, siendo los
genomas virales de murciélagos los més basales (0.00 — 0.055). Virus aislados de animales intermedios y humanos
parecen tener un origen no-monofiletico. Topologia del arbol y valores de probabilidad posterior bayesiano obtenidos
con BEAST, seguido de valores bootstraps utilizando RAXML-HPC, con escala temporal inferida por TreeTime,
reconstruccion de estados discretos inferida con BEAST, e integracion y visualizacién de datos con Nexstrain
(https://nextstrain.org/sars-cov-2/). La longitud de las ramas muestra la divergencia y los codigos de color indican el
huésped viral. El arbol se enraizo utilizando la secuencia B3-RA-CHA (RaTG13); (B) El mapa representa la
propagacion y la evolucion de los genomas de SARS-CoV-2 en diferentes areas geogréaficas desde el 01-12-2019; y

(C) representa la diversidad a nivel de aminoacido para cada ORF.

Para detectar sitios especificos que evolucionan bajo seleccidon natural, se utilizé una combinacién de
diferentes algoritmos centrados en un marco filogenético de codones. Los métodos SLAC, FEL y FUBAR
permitieron identificar una seleccion negativa a través de la comparacion de los tres huéspedes. En SARS-
CoV se encontraron 30 codones localizados dentro de cinco CDSs (S:24 > ORFl1a:2 > ORF1b:1 = ORF3a:1
= M:1 =N:1); MERS-CoV experimentd 138 codones en siete CDSs (ORF1a:65 > S:31 > ORF1b:29 > N:7
> ORF4b:2 = ORF5:2 = M:2); y SARS-CoV-2 obtuvo 86 codones en los mismos CDSs del SARS-CoV
original (ORF1a:35 > S:20 > ORF1b:15 > N:10 > M:4 > ORF3a:2) que mostraron evidencias de una
progresiva fijacion de mutaciones sinénimas (dN/dS < 1). Es de destacar que el tnico SNV detectado en
SARS-CoV-2 como sinénimo en la posicion 3,037 (C > T; F924F) del ORF1la (Figura 2.5), también se
encontré como un sitio codonico bajo seleccion negativa. Por otra parte, la neutralidad (dN/dS = 1) varid
considerablemente entre los distintos CDSs de las tres especies virales. Por ejemplo, los dos SARS
registraron cinco CDSs (E, ORF6, ORF7a, ORF7b y ORF9c), pero en lugar de ORF9c, SARS-CoV-2
detect6 el ORF9b, mientras que MERS-CoV mostr6 cuatro CDSs (ORF3, ORF4a, E y ORF8b). Aunque
estos CDSs no se muestran en SARS-CoV (Figura 2.9), MERS-CoV (Figura 2.10) y SARS-CoV-2 (Figura

2.11), existen otros CDSs que tampoco fueron analizados.
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Figura 2.9 Seleccion negativa en genomas representativos de SARS-CoV

Vision general obtenida por el analisis SLAC, mostrando la tasa de evolucion (dN-dS o dN/dS) en genes individuales
del SARS-CoV. Los codones estadisticamente significativos son inferidos a partir de las multiples pruebas evolutivas
utilizadas en este estudio. La barra horizontal ilustra el CDS que esta experimentando sitios de codones con seleccion

negativa.
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Figura 2.10 Seleccion positiva y negativa en genomas representativos de MERS-CoV

Visién general obtenida por el analisis SLAC, mostrando la tasa de evolucion (dN-dS o dN/dS) en genes individuales
del MERS-CoV. Los codones estadisticamente significativos son inferidos a partir de las multiples pruebas evolutivas
utilizadas en este estudio. La barra horizontal ilustra el CDS que esta experimentando sitios de codones ya sea una

seleccion positiva (asteriscos rojos cuyos valores se encuentran en la tabla 2.2) o negativa.
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Figura 2.11 Seleccion positiva y negativa en genomas representativos de SARS-CoV-2

Vision general obtenida por el anélisis SLAC, mostrando la tasa de evolucion (dN-dS o dN/dS) en genes individuales
del SARS-CoV-2. Los codones estadisticamente significativos son inferidos a partir de las mdltiples pruebas
evolutivas utilizadas en este estudio. La barra horizontal ilustra el CDS que esta experimentando sitios de codones ya

sea una seleccién positiva (asteriscos rojos cuyos valores se encuentran en la tabla 2.2) o negativa.

La seleccidn positiva fue respaldada significativamente por cuatro pruebas diferentes, incluyendo SLAC,
FEL, MEME y FUBAR. Segun este analisis, SARS-CoV no parece estar evolucionando bajo una seleccion
positiva (Figura 2.9), mientras que el resto de las especies virales si fue posible detectar sefiales de seleccion
positiva (Figura 2.10 y 2.11). Para MERS-CoV, se detectaron 4 codones encontrados en cuatro CDSs
(ORFla:l = ORF1b:1 = S:1 = N:1) (Tabla 2.2) y en SARS-CoV-2, 4 de los 5 codones también se
encontraron en los mismos CDSs de MERS-CoV, ademas del nuevo CDS correspondiente al ORF10 (Tabla
2.3). Interesantemente, todos los sitios detectados bajo seleccion positiva han acumulado un mayor nimero
de mutaciones sindnimas (dN/dS > 1). Ademas, al rastrear estas mutaciones dentro de los virus de diferentes
huéspedes, se observd que estos cambios podrian explicar la divergencia de las especies virales en los

grupos filogenéticos.

Tabla 2.2 Evidencia de seleccién positiva en sitios del MERS-CoV con valores significativos de acuerdo con el
analisis: SLAC, FEL, MEME (p-value < 0.05) y FUBAR (probabilidad posterior > 0.95). El criterio para considerar

un sitio seleccionado positiva o negativamente se basé en su identificacion por las cuatro pruebas.

Gene Gene SLAC FEL MEME FUBAR Inferred substitution Amino acid
codon
position dN- P[dN/dS  dN/dS  p-value dN/Ne p- dN-dS  Prob[d Murci Animales Humanos
ds <1] utral value S<dN] elagos intermedios
evoluti
on
ORFla 4,390 6.73  0.043 Infinity ~ 0.009 25.09 0.02 44.23 0.997 GTG GCA, GTA GCA, GTA V|AVI|A YV
ORF1b 1,503 7.01  0.021 37.05 0.028 96.1 0.0 41.70 0.992 GTC ATC,GTC ATC, GTC VIiLV|LV
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S 30 722 0.017 Infinity  0.028 3027  0.04 3137 0989  ACT GTT, TTT GTT, CTT, T|V,F|V,L]I,
ATT, TTT F
N 3 554  0.034 25.68  0.046 15.65 0045  37.67 0995  ACT GCC, TCC, GCC,TCC T|A S P|AS
cce
Tabla 2.3 Evidencia de seleccion positiva en sitios del SARS-CoV-2 con valores significativos de acuerdo con el
analisis: SLAC, FEL, MEME (p-value < 0.05) y FUBAR (probabilidad posterior > 0.95). El criterio para considerar
un sitio seleccionado positiva o negativamente se basé en su identificacion por las cuatro pruebas.
Gene Gene SLAC FEL MEME FUBAR Inferred substitution Amino acid
codon
positio dN-dS  P[dN/d dN/dS  p- dN/Ne  p- dN-dS  Prob[d Murcielag Animales Humanos
n S<1] value utral value S<dN] os intermedios
evoluti
on
ORFla 3,607  5.40 0.025 Infinity 0.01 56.19 0.0 3971 0999  GTG GTG, TTG, TTG,TTT V|V,LF|LF
TTT
ORFlb 2,595  9.45 0.013 Infinity 0007  120.31 0.0 30.88 0998  AAC, TTC AAC AAC, CTC N,FIN|N,L
S 461 4.97 0.0096 Infinity 0.015 5598 0.0 39.94 098  TAT,CTT CTT,CTG CTG, ATG, Y,L|LL|L MR,
CGG, CAG Q
N 13 9.45 0.038 Infinity 0.033 4538  0.02 10.77 0998  CCC cce CCC, CTC, PIP|P, LS
TCC
ORF10 25 1143 0025  Infinity 0018  49.64 0.3 2898 0989  AAC,GAC AGC AAC N,D[S|N

2.5 Discusion

Este estudio a gran escala caracteriza y analiza en profundidad la variacion intra-hospedera y las variantes
de los genomas de las especies circulantes de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 en todo el mundo
hasta mayo de 2021, examinando 1,252,952 secuencias virales identificadas en especies de murciélagos,
animales intermedios y humanos con el fin de investigar la evolucion y el salto de barrera entre las especies
(Anexo A). Hasta donde sabemos, este es el primer intento de investigacion que recupera todos los genomas
disponibles de las bases de datos mas relevantes en virus, NCBI Virus (Brister et al., 2015), ViPR (Pickett
etal., 2012), ViruSurf (Canakoglu et al., 2021) y GISAID (Shu y McCauley, 2017), siguiendo criterios de
estudios previos relacionados con andlisis poblacional a gran escala (Alouane et al., 2020; Elizondo et al.,
2020; Farkas et al., 2020), y aplicando nuevos enfoques evolutivos (Morel et al., 2021). Si bien, los métodos
de secuenciacién viral son fundamentales para la vigilancia molecular de estos virus (De et al., 2020; John
et al., 2021), resulta necesario en especial, para el grupo humanos de SARS-CoV-2 que se registraron el

99.8% del total de los datos, contemplar los artefactos y los errores de seleccion de bases de la lectura de
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secuenciacion, porgue en el momento de la filtracidn, parece que sus 1,250,651 genomas virales analizados
presentaban muchas bases ambiguas y sesgos, obteniendo solo 98 registros con una tasa de aceptacion del
0.0078% (Tabla 2.1). Por ello, un aspecto distintivo que destaca nuestros resultados se debe a la

minuciosidad y solidez del flujo de trabajo que utilizamos para filtrar y curar la informacion.

Los Beta-CoVs son genomas complejos con una gran plasticidad en términos de contenido génico (Michel
et al., 2020). Se cree que esta caracteristica conduce el proceso altamente dinamico de pérdidas y ganancias
frecuentes de genes accesorios (Figura 2.1). A primera vista, nuestro enfoque ab initio identifica el ORF8
como una de las regiones de mas rapida evolucion entre los genomas del SARS-CoV (Ceraolo & Giorgi,
2020). Esta divergencia puede apreciarse en que, durante el pico de la epidemia, el SARS-CoV que
circulaba en humanos sufrié una delecion de 29 nucle6tidos en el centro del ORF8, lo que dio lugar a la
escision del ORF8 en dos ORF mas pequerios, a saber, el ORF8a y el ORF8b. En cambio, aquellos que
infectaban a murciélagos y animales intermedios, el ORF8 codificaba una Unica proteina (Chen et al., 2007;
Oostra et al., 2007) (Figura 2.1A 'y 2.2A). Esta nocién coincide con otros estudios en los que se supone que
la evolucién de ORF8 desempefia un papel importante en la adaptacion al huésped humano (Keng et al.,
2006; Xu etal., 2009). Aunque MERS-CoV y SARS-CoV-2 conservaron todos los genes virales en los
diferentes huéspedes, destacamos la pérdida de ORF3b y la ganancia de ORF10 en SARS-CoV-2 con
respecto a SARS-CoV (Figura 2.1A y 2.1C). La pérdida de genes pueden representar un paso clave en la
adaptacion a nuevos huéspedes después de cruzar una barrera de especies (Forni et al., 2017). Por ejemplo,
la ausencia del ORF3b en el SARS-CoV-2 sélo ha recibido la atencidn de unos pocos autores (Lokugamage
et al., 2020), pese a que desempefia un papel central en la infeccion del SARS-CoV vy en las primeras
interacciones inmunitarias como antagonista del interferon en animales intermedios y humanos (Kopecky-
Bromberg et al., 2007). Alternativamente, la presencia del ORF10 es exclusivo del SARS-CoV-2, pero
también esta presente en genomas virales de animales intermedios e incluso, su origen puede remontarse a

los virus encontrados en murciélagos.

A nivel de nucle6tidos, hemos encontrado una importante variacion entre los virus de los huéspedes en los
tres Beta-CoVs, donde el 65.42% de todas las mutaciones detectadas corresponden a variaciones sinénimas
y que, segun la teoria evolutiva neutral, la mayoria de estos cambios no tienen ningun efecto o son neutrales
(Gojobori et al., 1990). Curiosamente, los genomas virales encontrados en especies de murciélagos son los
principales responsables de presentar una elevada frecuencia de este tipo de mutaciones (Figura 2.2), hasta
el punto de que los MERS-CoV asociados a estos huéspedes superd los limites del umbral sin tener la
posibilidad de analizarse (Boni etal., 2020; El-Sayed & Kamel, 2021) (Figuras 2.2B y 2.4). Si se analiza
con profundidad el SARS-CoV, se encontr6 que las dos mutaciones no sinénimas dominantes estaban
presentes exclusivamente en las poblaciones virales recolectadas de animales intermedios y humanos, la
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cual correspondian a 23,220 (G > T; A577S) y 25,298 (A > G; R11G) en los genes S y ORF3a,
respectivamente (Figura 2.3). Sin embargo, hasta ahora no hay pruebas que suministren informacion para
comprobar si estas mutaciones no sindnimas estan implicadas en el mecanismo de entrada del virus en las
células del huésped. De manera similar, se observé en SARS-CoV-2, pese a que se registro una mutacion
sinénimas localizada en 3,037 (C > T; F924F) del ORF1a (nsp3) para los tres huéspedes (Farkas et al.,
2020; Yang et al., 2020). Sin duda, las variantes de SARS-CoV-2 que mas han llamado la atencién en los
ultimos tiempos son las registradas en los virus aislados de los huéspedes animales intermedios y humanos.
Una de ellas se detectd en la posicion 241 (C > T) del 5'UTR, sugiriendo posiblemente un cambio
conformacional en la estructura del RNA 'y, como consecuencia, en la funcién infecciosa del virus, mientras
gue las otras dos mutaciones no sinénimas 14,408 (C > T; P4715L) y 23,403 (A > G; D614G) se encontraron
en los genes ORF1b (nspl12) y S (Figura 2.6). Si bien nuestros resultados son consistentes con los estudios
gue han investigado detenidamente las variantes P4715L y D614G, demostrando que desempefian un papel
clave en la transmision del virus, la mayoria de ellos corresponden al andlisis de la poblacion humana
(Daniloski et al., 2020; Toyoshima et al., 2020; Yang et al., 2020; L. Zhang et al., 2020), y, de hecho, no se
sabia si estas mutaciones formaban parte del reservorio de los animales intermediarios. Nuestro estudio
sugiere, por tanto, que las mutaciones no sindnimas identificadas en el gen S del SARS-CoV (G > T;
A577S) y del SARS-CoV-2 (A > G; D614G) estan asociadas directamente o indirectamente con el salto de
especie desde los murciélagos, un patron que parece comun entre los virus de RNA (Boni et al., 2020;
Geoghegan et al., 2017). A diferencia de estos virus relacionados al SARS, MERS-CoV muestra un sello
distintivo que se representa por una distribucion uniforme de la prevalencia de cada tipo de mutacién entre
virus que pertenecen a animales intermedios y humanos (Farrag et al., 2021). Sin embargo, llama la atencién
dos mutaciones no sinénimas 23,756 (C > T; S746R) y 23,804 (C > T; N762A) dentro del gen S (Figura
2.5). Ademas, una limitacion de esta investigacion es que no fue posible caracterizar y analizar
holisticamente esta especie viral, porque las secuencias virales de los murciélagos mostraron una
divergencia > 80% que no permitid detectar las variantes con el pipeline MicroGMT v1.4 (Xing et al., 2020)

como se muestra en la figura 2.2B.

Para analizar mas a fondo la trayectoria evolutiva de los genomas virales de Beta-CoVs que subyacen a su
circulacion desde el reservorio natural - huésped intermedio - humanos, nosotros realizamos analisis
filogenéticos (Figuras 2.6 — 2.8) y una combinacidn de diferentes algoritmos para detectar sitios especificos
gue evolucionan bajo seleccion natural (Figura 2.9). Para SARS-CoV, la topologia revela tres linajes muy
bien definidos que aporta nuevas perspectivas del supuesto origen del brote. Los virus asociados a
murciélagos se estima que son tMRCA y componen el nodo de la raiz del arbol (Figura 2.6A). Esta hipotesis

sugiere fuertemente que los virus aislados de los murciélagos R. sinicus en China (Figura 2.6B) son muy
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probablemente el reservorio natural del SARS-CoV, presentando una topologia similar a la de estudios
anteriores (Hon et al., 2008; Lau et al., 2005). Lo interesante es que, la escala temporal del &rbol también
indica que estos huéspedes se han diversificado durante mucho tiempo, promoviendo una amplia diversidad
en grupos de quasiespecies de diferentes CoVs. Como resultado, la acumulacion de los efectos mutagénicos
y la recombinacion permiten que sea posible el escape viral a través del salto de barrera a otras especies
(Menachery et al., 2017; Pond et al., 2012). Segun los autores, la clave de este posible salto reside en los
sitios de la subunidad S1 de la proteina S. Por ejemplo, el SARS-CoV y el SARS-CoV-2 utilizan ACE2
(Walls et al., 2020), mientras que MERS-CoV se une a la dipeptidil peptidasa 4 (DPP4) (Raj et al., 2013).
Asi pues, la variacion de la proteina S define en gran medida el tropismo tisular y el rango de huéspedes de
los diferentes Beta-CoVs (Lu et al., 2015). Se ha comprobado que no hay rastros de que circulen variantes
del SARS-CoV en la actualidad y esto se apoya por las cuatro pruebas diferentes SLAC, FEL, MEME y
FUBAR, indicando que este virus esta bajo una fuerte seleccion negativa (dN/dS < 1) (Figura 2.9A). Sin
embargo, especulamos que en el momento de la epidemia de SARS-CoV, la proteina S estaba sufriendo
una seleccidn positiva (dN/dS > 1) del mismo modo que en el MERS-CoV (Figura 2.10) y el SARS-CoV-
2 (Figura 2.11) que siguen circulando. Esto nos permite demostrar que la mutacion no sinénima (G > T;
A577S) situada en la subunidad S1 del SARS-CoV fue crucial para el salto de los virus de murciélagos a
un huésped intermedios, como es P. larvata. Aunque en los virus registrados en humanos también se
encuentra esta variacion, se ha demostrado que dos cambios de aminoacidos, T31K y E38D, en la subunidad
S1 del SARS-CoV refuerzan la union al ACE2 en estos huéspedes (Li, 2013). Ademas, la presencia de la
insercion de 29 nucledtidos en el ORF8 de los genomas virales de los murciélagos sugiere que es poco
probable una transmisién viral entre especies de murciélagos a los humanos. En cambio, es mas probable

gue los virus reportados en murciélagos y animales intermedios tengan un ancestro compartido.

Es de esperar que la trayectoria del SARS-CoV-2 tienda a seguir la misma historia evolutiva del SARS-
CoV. El analisis filogenetico y la estimacién del tMRCA en el SARS-CoV-2, sugieren que los virus
asociados a murciélagos probablemente fueron sus primeros anfitriones o huéspedes (Andersen et al., 2020;
Boni et al., 2020; Latinne et al., 2020; Tang et al., 2020; Ye et al., 2020) (Figura 2.8A). Esta nocion también
se ratifica por el hecho de que, el pariente mas cercano al SARS-CoV-2 es un CoV de murciélago detectado
en R. affinis de la provincia de Yunnan (China), denominado "RaTG13" (Figura 2.8B), que presenta un
96.2% de similitud en la secuencia del genoma con el SARS-CoV-2 (Zhou et al., 2020). A pesar de la gran
similitud genética, que se refleja en nuestros datos por la baja divergencia entre SARS-CoV-2 y RaTG13,
sugerimos la necesidad de realizar futuros estudios orientados a la vigilancia molecular en CoV de
murciélagos, dado que RaTG13 y los otros virus analizados del grupo murciélagos son de SARS-CoV,

recolectados entre 2010 y 2013. Mas alla de que el entorno de los murciélagos favorece la transmisién por
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recombinacion/mutaciones, se ha propuesto a M. javanica como el principal huésped que actia como
intermediario (Andersen et al., 2020; Cyranoski, D, 2020; Han, 2020). Sin embargo, no compartimos esta
suposicién por varias razones: i) las relaciones filogenéticas no agrupan al virus encontrado en M. javanica
con las otras especies de animales; ii) los virus aislados de M. javanica son diferentes del SARS-CoV-2y,
de hecho, son mas distantes que los virus detectados en murciélagos (Figura 2.8A); iii) el virus aislado de
M. javanica y SARS-CoV-2 Gnicamente comparten mas de un 99% de similitud de secuencia con la regién
RBD (Andersen etal., 2020; Cui etal., 2019); iv) todos los virus miembros del grupo de animales
intermedios, incluyendo a M. javanica poseen la mutacion no sinénimas (A > G; D614G) también ubicada
en la subunidad S1 como en el SARS-CoV (Figura 2.5); y v) evidencias recientes sefialan el reconocimiento
de receptores ACE2 expresados en peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos (Shi et al., 2020). Por el
momento se desconoce si SARS-CoV-2 se transmiti6 a los humanos a través de un huésped intermedio y
qué animales estuvieron implicados. No se subestima la posibilidad de un salto zoondtico de los
murciélagos hacia los humanos, pero nuestras evidencias sugieren lo contrario, porque la distancia evolutiva
entre virus provenientes de animales intermedios y humanos es escasa y, comparten en la subunidad S1 la
variacion (A > G; D614G). De hecho, esta variacion parece ser la responsable de la transmision inter-
especifica entre virus detectados en animales intermedios y humanos, debido a que le confiere una mayor
aptitud viral al SARS-CoV-2 en humanos (Plante etal., 2021). Adicionalmente, se encontr6 que las
proteinas ORFla, ORF1b, S, N y ORF10 mantienen una seleccion positiva fuerte (Figura 2.11); sin
embargo, el sitio 461 localizado en la subunidad S1 del SARS-CoV-2 merece gran atencion (Tabla 2.3),
dado que es probable que sea indicativo de un cambio de fenotipo en el virus durante la transmision a

humanos.

Por altimo, MERS-CoV cuenta una historia particular. A diferencia del SARS-CoV-2 y, en menor medida,
del SARS-CoV, no hubo ninguna pandemia asociada al MERS-CoV (Memish et al., 2014). Considerando
gue los virus muestreados en los murcielagos también se encuentran en la base del arbol del MERS-CoV
(Figura 2.7A), se podria confirmar que los Beta-CoVs probablemente surgieron a partir de diferentes
especies de murciélagos (Cui et al., 2019; Roes, 2020; Ye et al., 2020). Interesantemente, el analisis de
escala temporal sugiere que los primeros ancestros aparecieron hace cientos de afios, mostrando una alta
divergencia 0.1 — 1.3. Esta distancia genética se debe principalmente a que el Unico virus similar al MERS-
CoV detectado en murciélagos se encontré en Sudafrica (Corman etal., 2014), pero nuestra dindmica
espacial apunta a que las especies Hypsugo-savii y Pipistrellus-kuhlii son originarias de Italia (Figura 2.7B).
En concordancia con la capacidad del MERS-CoV de replicarse en las células de murciélagos, se ha
demostrado que Pipistrellus-kuhlii reconoce el receptor DPP4, pero no es activado por las proteasas en los

huéspedes intermedios y humanos, lo que hace imposible que medie un salto zoon6tico (Omrani et al.,
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2015; Raj etal., 2013). Sin embargo, nuestro estudio reveld que la introduccion de dos mutaciones no
sinénimas (C > T; S746R) y (C > T; N762A) en el limite S1/S2 de la proteina S inculc6 por completo su
aptitud para ser potencialmente critica en el rango de huésped del MERS-CoV, lo que coincide con
anteriores informes (Wang et al., 2014; Yang et al., 2015). Para completar, de manera similar al SARS-
CoV-2, se descubri6 que ORFla, ORF1b, S y N muestran sefiales de seleccion positiva, favoreciendo
potencialmente la infeccién viral del MERS-CoV (Tabla 2.3). Ademas, es probable que el sitio 30 de la

proteina S también esté asociado a la transmision zoonética entre especies.

2.6 Conclusiones

A través de las metodologias de analisis gendmico, este estudio presenta pruebas que indican que el SARS-
CoV, el MERS-CoV y el SARS-CoV-2 residen su diversidad en virus asociados a los murciélagos, que,
dada la inmunologia de este huésped natural, han proporcionado durante mucho tiempo la circulacién de
guasiespecies con altas tasas de mutacién para escapar de su zona de confort. La clave del salto zoonético
se puede proponer como el resultado de la presencia de importantes mutaciones no sinénimas en la
subunidad S1 de la proteina S del huésped intermedio, asi como a ciertas variaciones de los receptores
ACE2 y DPP4, que favorecen una mayor afinidad y aptitud viral para infectar las células de los humanos.
Hasta el momento, se desconoce el huésped intermedio de SARS-CoV-2 y no se descarta la posibilidad de
que los virus aislados de los murciélagos se transmitan directamente a los humanos, pero nuestros datos
sugieren que es mas probable la existencia de un ancestro comun entre virus detectados en los murciélagos
y el huésped intermedio. Estos hallazgos también estan respaldados por la nocién de que la proteina S esta
constantemente en una accion diversificadora a medida que MERS-CoV y SARS-CoV-2 evolucionan y se
desplazan por el mundo. Por lo tanto, estudios de dindmica molecular de las sustituciones de aminoacidos
y estudios de correlaciones estructura-funcion de la proteina S para dilucidar posibles interacciones
emergentes entre virus-huesped proporcionaran la base para el desarrollo de estrategias preventivas y
terapéuticas contra una futura epidemia, asi como identificar rapidamente cualquier mutacion que pueda

dar lugar a cambios fenotipicos del virus.
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Las estructuras de RNA conservadas portan nuevos
potenciales RNA pequeios derivados de los genomas
de Betacoronavirus en el salto de barrera hacia los

humanos

3.1 Resumen

Los Betacoronavirus portan el genoma de RNA de cadena sencilla de mayor tamafio conocido y parte de
su éxito infeccioso puede residir en la forma como se pliega su genoma. Sustituciones compensatorias
impulsan la evolucién de estructuras secundarias de RNA estables con funciones atn desconocidas que son
reportadas en la naturaleza. La incgnita que aln permanece es establecer si estas estructuras presentes en
los genomas virales pueden servir como moldes precursores de RNAs pequefios. Aunque en los genomas
virales de otras familias se ha establecido este potencial, se desconoce si en los genomas de Betacoronavirus
se procesan RNAs pequefios derivados del virus que requieran la maquinaria de microRNA del huésped
durante el paso de los murciélagos a los humanos. Para conocer la potencial funcionalidad de esta
arquitectura gendmica, nosotros evaluamos 1,252,952 secuencias combinando novedosos enfoques
computacionales de Machine Learning y sofisticadas interacciones RNA-RNA de largo alcance para buscar
pequefios RNAS ocultos en las estructuras de RNA conservadas de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-
2 en todos los animales infectados. Demostramos que mas del 87.58% de las estructuras de RNA de los tres
Betacoronavirus se conservan evolutivamente, produciendo 12 nuevos posibles RNAs pequefios, 4 en
SARS-CoV, 3en MERS-CoV y 5 en SARS-CoV-2, algunos compartidos entre dos huéspedes. Estos RNAs

pequefios comparten la secuencia semilla con microRNAs humanos, por lo que se consideraron como
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potenciales moduladores del silenciamiento génico post-transcripcional. Notablemente, se descubri6é que
30 genes blancos potenciales dirigidos por estos RNAs pequefios se sobre-expresaban en las células
humanas infectadas, desencadenando el Sindrome de Distres Respiratorio Agudo. En conjunto, estos datos
indicarian que los RNAs pequefios contribuyen a la patogénesis de los Betacoronavirus y resaltan el

potencial de los tratamientos tipo agomir como posibles antivirales.

Palabras claves: Betacoronavirus; Estructura secundaria de RNA; Seleccion positiva; Interaccion virus-

huésped; RNA pequefio derivado del virus; Genes expresados diferencialmente.

3.2 Introduccion

De todos los patdgenos potenciales que pueden estar implicados en las transmisiones entre especies, los
virus de genoma tipo RNA son de gran preocupacion (Carrasco-Hernandez et al., 2017). En particular, el
coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo 2 (SARS-CoV-2) patdgeno causante de la enfermedad
por coronavirus en el 2019 (COVID-19), ha provocado una alta tasa de mortalidad (Wang et al., 2020; Wu
etal., 2020). Como virus de genoma RNA, el SARS-CoV-2 asi como el coronavirus del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS-CoV) del afio 2002 y el coronavirus del sindrome respiratorio de Medio
Oriente (MERS-CoV) del 2012, pertenecen al género Betacoronavirus (Beta-CoVs) (Frutos et al., 2021).
Ellos tienen un genoma de RNA de cadena sencilla y positiva de gran tamafio (~30 kb) que esta capsulado
en el 5'y contiene una cola 3'-poly-A. Las regiones codificantes ORF1a y ORF1b se traducen directamente,
mientras que el resto del genoma sirve de plantilla para generar RNAs subgenémicos (SgRNAS) desde el
extremo 3', que posteriormente son capsulados y traducidos en proteinas estructurales y accesorias (Fehr &
Perlman, 2015; Hussain et al., 2005). Ademas, el genoma alberga varios elementos de RNA de accién cis
(CRE), asi como estructuras de RNA desconocidas que interactian con el RNA 'y las proteinas virales o del
huésped para formar interacciones RNA-RNA o RNA-proteina que facilitan la replicacion viral, la
traduccion y el empaqguetamiento del genoma (Madhugiri et al., 2016; Sola et al., 2011). Sin embargo, estas
estructuras de RNA vy sus funciones precisas de importancia en el posible salto de barrera de especie del

murciélago al ser humano para SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 no se han explorado a fondo.

Estos Gltimos meses se han realizado esfuerzos sin precedentes para tratar de diseccionar la complejidad
del genoma del SARS-CoV-2, revelando una multitud de elementos estructurales de RNA previamente no
anotados (Kim et al., 2020; Rangan et al., 2020). De hecho, es probable que algunos de estos elementos

estén integramente conservados a lo largo de la transmision evolutiva de los Beta-CoVs. Se ha demostrado
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que la simplicidad de las estructuras secundarias del RNA, y su naturaleza combinatoria discreta, hace
posible describir las presiones de seleccidn que actlan sobre la estructura en relacion con el patron de las
bases pareadas y no pareadas (Nowick et al., 2019). Las variaciones de secuencia que mantienen localmente
los patrones de bases pareadas son indicativas de seleccidn negativa, es decir, sustituciones compensatorias,
como la sustitucion de un par GC por uno de CG, AU o UA. Sin embargo, dada la posibilidad de
interacciones tipo GU o UG presentes en los plegamientos de las moléculas de tipo RNA, la amplificacion
de posibles formas y ganancias de pares compensatorios se incrementa. En cambio, las sustituciones que
alteran los pares de bases denotan una seleccion positiva (Rivas, 2020). Conceptualmente, esto no es
diferente de las sustituciones no sindnimas y sinénimas (dN/dS) usadas sobre los genes que codifican
proteinas y que fueron calculadas en el capitulo anterior. Sin embargo, los codones son locales en la
secuencia, mientras que las estructuras secundarias son intrinsecamente no locales, y suelen implicar pares
de interacciones de largo alcance con respecto a otras posiciones y ser mas diversas que las reportadas s6lo
a nivel de secuencia (Walter Costa etal., 2019a). Esto significa que, al utilizar informacion evolutiva
positiva y negativa de las estructuras del RNA, se podria soportar la presencia de RNAs estructuralmente

conservados desde genomas virales circulantes en los murciélagos hasta los humanos.

La mayoria de los non-coding RNAs derivan de precursores que deben plegarse o dependen de su
plegamiento para realizar su funcién biolégica, lo que indica que su estructura debe conservarse (Qu &
Adelson, 2012). Para el caso de los virus, se encuentran los microRNAs virales (v-miR) que tienen una
longitud de 18 — 22 nucle6tidos similar al tamafio de microRNASs de los huéspedes (Krol et al., 2004; Pang
et al., 2006). En el contexto eucariota, la biogénesis de los microRNAs humanos (hsa-miRs) inicia con la
transcripcion de los loci en el genoma mediado por la RNA polimerasa 1, en largos miRs primarios (pri-
miRs). La enzima Ribonucleasa I11-Drosha, se encarga de escindir los pri-miRs en pequefios precursores-
miRs (pre-miRs) que luego son exportados al citoplasma por la proteina de membrana nuclear, Exportin5.
En el citoplasma, otra enzima Ribonucleasa Il1-Dicer procesa el pre-miR para formar un duplex de hsa-
miR intermedio. Después del corte de Dicer, el hsa-miR maduro se carga en una proteina Argonauta (AGO),
un componente esencial del complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC), y utiliza una de las
hebras, conocida como hebra guia, para dirigirse a la region 3'UTR de sus RNAs mensajeros (MRNA)
blancos de regulacién (Cullen, 2004). Recientemente, varios estudios han demostrado la identificacién de
v-miRs o similares en genomas de virus de RNA, como por ejemplo en Retrovirus: HIV-1 (miR-N367,
vmiR88, vmiR89 y miR-H3-3p) (Omoto etal.,, 2004; Pham etal., 2014; Bernard etal., 2014);
Ortomixovirus: H5N1 (miR-HA-3p) (Li et al., 2018); Flavivirus: DENV-2 (DENV-VvsRNA-5) (Hussain y
Asgari, 2014) y Filovirus: EBOV (miR-VP-3p, Zebov-miR-1-5p y miR-T1-5p) (Teng et al., 2015; Yuanwu

Liuetal., 2016; Chen et al., 2016; Duy et al., 2018). Sin embargo, estos estudios se apoyan en la suposicién
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de que estos v-miRs se procesan y funcionan a través de la via endogénica de los hsa-miRs (Prasad et al.,
2020), como se ha comprobado para los retrovirus, donde se considera que estos v-miR se producen en la
retrotranscripcion inversay se exportan al ncleo. En cambio, en otras familias virales hay escasa evidencia
de su mecanismo porque un microprocesador deberia exportarse al citoplasma. Ademas, son muy pocas las
investigaciones que los han validado experimentalmente para establecer que realmente funcionan como
verdaderos hsa-miRs. Hasta ahora, los estudios enfocados en la prediccion de los v-miRs derivados del
SARS-CoV-2 se han fundamentado en la hipdtesis de que utilizan la maquinaria del huésped (Aydemir
et al., 2021; Sacar & Adan, 2020; Saini et al., 2020; Verma et al., 2020). Dado al controvertido debate sobre
si los virus de RNA citoplasmaticos como los Beta-CoVs pueden o no producir sus propios bona fide v-
miRs utilizando esta via endogénica durante la infeccion, en este estudio, se designaran como RNA pequefio

derivado de virus (vsRNAS) de tipo putativo.

Otro factor decisivo para definir un verdadero v-miR es su prediccién in silico a partir de los genomas
virales. Aunque muchos métodos computacionales ab initio se basan en blsquedas de homologia para su
identificacion, no tienen en cuenta otras propiedades importantes como la estructura secundaria del cual
pueden derivar o ser procesados. Para llenar este vacio, se han propuesto muchos enfoques de Machine
Learning (ML) en los Gltimos afios (Merino et al., 2020; Yones et al., 2021). El propdsito de estos métodos
es aprender otras propiedades intrinsecas que definen un vsRNA mas alla de la secuencia cruda. Inspirado
en el éxito del ML y la importancia de la de las interacciones RNA-RNA, nuestro estudio se centr6 en la
identificacion de vsRNAs derivados de los genomas SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 que circulan
desde el reservorio natural hasta los humanos. Ademas, para comprender las bases moleculares de la
enfermedad subyacente a estos Beta-CoVs, resultdé importante identificar tanto los vsRNAs como sus
blancos potenciales en el genoma humanos, con el fin de contribuir y proporcionar puntos de partida para

una variedad de estrategias de diagndéstico y desarrollo antiviral Gtiles en el futuro.

3.3 Materiales y metodos

3.3.1 Obtencidn de los conjuntos de datos

La obtencidn de los datos se recuperd bajo los criterios del capitulo anterior (secciones 2.3.1,2.3.2y
2.3.3)
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3.3.2 Prediccioén de estructuras de RNA conservadas

Para analizar la arquitectura gendmica de los Beta-CoVs en cada huésped, se escaned el MSA del huésped
viral en ventanas de 120 nucle6tidos cada una deslizada por 40 nucle6tidos mediante RNAz v2.1 (Gruber
et al., 2010). El método RNAz utiliza el algoritmo RNAfold del paquete Vienna para calcular las estructuras
secundarias y el minimo de energia libre (MFE) de cada secuencia individual plegada. Ademas, para cada
MSA, RNAz calcula una estructura secundaria de consenso y su MFE utilizando el algoritmo RNAalifold
del paquete Vienna. Posteriormente, RNAz calcula tres medidas de conservacion de la estructura: i) la
puntuacion z del MFE para cada secuencia individual, ii) la puntuacién z del MFE promedio entre todas las
secuencias, y iii) el indice de conservacion de la estructura (SCI) de todo el MSA. Con base en los criterios
anteriores, RNAz asigna un valor de clasificacion denominado clase P (P), indicando la probabilidad de
gue una region determinada albergue una estructura. Para este estudio, se consideraron estructuras de RNA
con los siguientes parametros: i) --no-reference; ii) --both-strands (+/-); iii) P > 0.9; y iv) --no-shuffle. Como
resultado, RNAz generd los resultados en loci que corresponde a las regiones con estructura de RNA. Asi
que, para seleccionar las estructuras mas representativas, los loci de cada huésped viral se filtraron con un
P>098yunz<-3.

El objetivo que se busca con esta metodologia es encontrar qué regiones especificas del genoma viral de
cada Beta-CoV albergan estructuras de RNA relevantes que han sido conservadas, compartidas o Unicas
por los tres huéspedes virales a lo largo de su linaje elutivo. A continuacién, la tarea se enfocé en extraer e
importar la lista de los loci por huésped a R (v4.1.0) (R Core Team, 2021). Después de esto, las tres listas
se concatenaron, manipularon y alinearon segun la posicién inicial y final de cada loci utilizando el paquete
tidyverse (v1.3.1) (Wickham et al., 2019). Esta comparacion se realizé individualmente por especie viral y
los resultados se visualizaron con el paquete ggplot2 (v3.3.5) (Ito & Murphy, 2013).

3.3.3 Deteccion de seleccion natural sobre la estructura de RNA

La importancia de identificar estructuras con restricciones selectivas, ya sean de manera positiva o negativa,
es primordial en el contexto de poder seleccionar con mejores criterios estadisticos los posibles VSRNAs
candidatos. Para evaluar la seleccion natural sobre las estructuras de RNA se tomaron los resultados de la
lista final de los loci analizados con R (v4.1.0) de cada huésped. Posteriormente, estos loci se analizaron
estadisticamente empleando la prueba SSS-test (v1.0) (Walter Costa et al., 2019b) con parametros por
defecto. Los valores se extrajeron, importaron y manipularon con el paquete tidyverse (v1.3.1)
implementado en R (v4.1.0). Las restricciones selectivas de las estructuras de RNA se eligieron de acuerdo
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con los siguientes umbrales adoptados por (Walter Costa et al., 2019b): i) s <2.99: seleccion negativa; ii)

$ <4.99: seleccion débil; iii) S < 9.99: seleccion moderada; y iv) S > 10.0: seleccion positiva.

3.3.4 Identificacién de vsRNAs codificados por los genomas SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2

Si bien, se ha evidenciado que los vSRNAS se encuentran conservados en su mayor parte (Chan et al., 2020),
nosotros seleccionamos los loci con sefiales de seleccidn negativa (s < 2.99) en los tres Beta-CoVs (Para el
grupo murciélagos de MERS-CoV se tomaron todos los loci). Considerando que los loci son regiones del
genoma que albergan estructuras conservadas de todas las secuencias virales alineadas, se calcul6 la
secuencia consenso para cada una de estas regiones. A partir de este consenso, se realizo la prediccion de
la estructura secundaria de RNA con RNAfold (v2.4.18) (Hofacker, 2003) utilizando los parametros por
defecto y luego se concateno cada secuencia consenso con su respectiva estructura en un Unico archivo para
cada huésped viral. Para descubrir posibles vsRNAs que se esconden en los tres genomas virales, se empled
una red neuronal residual profunda convolucional (mirDNN) basada en ML y un enfoque de interaccién
RNA-RNA.

3.3.4.1 Enfoque basado en ML

Se ha comprobado que mirDNN es capaz de utilizar tanto la informacion de la secuencia como la estructura
de la misma, mejorando significativamente las predicciones en comparacion con los métodos basados en la
ingenieria de caracteristicas (Yones et al., 2021). Se entren6 un modelo especifico para virus, que consistio
en una clase etiquetada positiva incluyendo todos los v-miRs conocidos descargados de miRBase (v22)
(Kozomaraet al., 2019) y Rfam (v14.6) (Kalvari et al., 2021). Después del entrenamiento, se utilizaron para
la prediccion las secuencias plegadas del huésped consideradas como muestras no etiquetadas en cada
genoma completo del virus. EI modelo da una puntuacién a cada secuencia de entrada, indicando si es un
buen candidato vsRNA 0 no, y explica la decision proporcionando la importancia de cada nucle6tido en la

secuencia de entrada.

3.3.4.2 Enfoque basado en interaccion RNA-RNA

Dado que el tracto respiratorio superior representa probablemente el sitio inicial de la infeccién por los
Beta-CoVs (Masters, 2006), se realizé una exhaustiva busqueda bibliografica para determinar qué hsa-miRs

estaban implicados en la infeccién de células pulmonares para SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2.
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Se consideraron estudios con una sélida validacién computacional y experimental para la inclusién de estos

hsa-miRs por virus.

La validacion experimentalmente de los hsa-miRs maduros dirigidos al 3'UTR de los genes predichos, se
realizo utilizando tres bases de datos: TargetScan (Agarwal et al., 2015), miRDB (Chen & Wang, 2020) y
miRTarBase (Huang et al., 2020), proporcionados por miRWalk con una puntuacion > 1.0. Para aumentar
aun mas la confianza de obtener hsa-miRs verdaderamente positivos, los resultados de los genes de las tres
listas de miRWalk se compararon con datos de analisis de expresion diferencial. Un perfil de expresién por
secuenciacion de RNA de alto rendimiento (RNA-seq) de la linea celular de cancer de pulmén epitelial
(Calu-3) en mock e infectada con SARS-CoV (GER-FRA/2003) y SARS-CoV-2 (USA-WA1/2020) que se
obtuvo de la base de datos Gene Expression Omnibus (GEO) (NCBI Reference series: GSE148729), se
utilizé para identificar genes expresados diferencialmente (DEGS) que estan altamente regulados durante
la infeccion viral. En el caso de MERS-CoV, se analizd un perfil transcripcional completo (RNA-seq) de
la expresion de circRs, miRs y mMRNASs en células de cancer de pulmoén epitelial (Calu-3) para mock e
infectada con MERS-CoV (HCoV-EMC/2012), descargada de la base de datos GEO (NCBI Reference
series: GSE139516). Para cada virus se realizaron tres comparaciones: i) células mock entre el tiempo final
e inicial, ii) células infectadas tras la infeccion frente al inicio y iii) contraste de la expresion de genes de
las células infectadas con las respectivas mock. La expresion relativa de los datos de RNAseq de las células
Calu-3, se realizd con el paquete DESeq2 (Love et al., 2014) de R y los genes con un cambio de log; fold
change > |2| y un criterio de p-value ajustado de 0.05 (procedimiento Benjamini-Hochberg), se consideraron
significativamente DEGs. Los hsa-miRs y sus genes blancos sobrelapados con los DEGs se seleccionaron
para la interaccion RNA-RNA.

Para priorizar la lista de interacciones predichas, se recuperaron las secuencias de los hsa-miRs del miRBase
(Kozomaraet al., 2019) y de los 3'UTR de los transcritos de los genes asociados empleando la base de datos
UTRdb (Mignone et al., 2005). La interaccion termodinamica se realizé con la herramienta RNAhybrid
(Kriiger & Rehmsmeier, 2006) para encontrar el valor MFE de cada hsa-miR con sus correspondientes
genes y evitar que ciertos hsa-miRs se unieran al 3'UTR de otros genes. En particular, las busquedas de
RNAhybrid se consideraron con una fuerte union a la region semilla (especificada como los nucleétidos 2-
8 en los hsa-miRs candidatos), un umbral MFE de AG < -18 kcal/mol, y una protuberancia maximay bucle
interno de 1. Paralelamente a este enfoque, también utilizamos la herramienta miRanda (Betel et al., 2010)
con una puntuacion de alineacion de hibridacion > 140 y un MFE de AG < -18 kcal/mol para la estructura
del duplex de hsa-miR:3'UTR. Posteriormente nos centramos sélo en las coincidencias de hsa-miRs que

fueron predichas tanto por RNAhybrid como miRanda.
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Una vez se establecio la lista final de los hsa-miRs, se evalué la unién de estos hsa-miRs con los loci que
registraron una seleccion negativa en cada huésped viral con el fin de identificar posibles candidatos
VSRNAs derivados de los genomas de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2. Las interacciones entre
los hsa-miR:loci seleccionados se predijeron utilizando RNAhybrid y miRanda con los mismos parametros
especificados en la hibridizacion hsa-miR:3'UTR del huésped. Finalmente, con R se recuperaron sélo las
combinaciones de loci que fueron predichas por ambos métodos y se extrajeron las regiones que formaron

la estructura duplex.

3.3.5 Prediccién de blancos de los vSRNASs

Los potenciales blancos en las células huésped para los vsRNAs se predijeron combinando Diana (software
MR-microT) (Vlachos & Hatzigeorgiou, 2017) y miRDB (Custom prediction) (Chen & Wang, 2020). S6lo
se consideraron los blancos con un score > 70 y se obtuvo un conjunto fiable de los blancos que se
sobrelaparon con ambos métodos. Posteriormente, esta lista de blancos se cruzo con el repertorio de DEGs
de cada especie viral (utilizada en la seccion 3.3.6) y se recuperaron los genes que coincidieron. Por ultimo,

se revisO qué genes estaban sobre-expresados y expresados a la baja.

3.3.6  Analisis de enriquecimiento funcional

Los genes predichos se exploraron utilizando Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships
(PANTHER) (Mi et al., 2019) con una clasificacion funcional de los términos GO en PANTHER GO-Slim
Biological Process (BP). Ademas, se utiliz6 la base de datos Gene cards (https://www.genecards.org/) para
descubrir el tejido epitelial pulmonar humano en el que se expresan los genes mas significativos dirigidos
por los vsRNAs virales y para recuperar informacion sobre las patologias que podrian estar asociadas a

estos genes.

3.4 Resultados

3.4.1 Las posiciones muy ambiguas pueden indicar perfiles de error de secuenciacion

Se analizaron 1,252,952 secuencias crudas de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 de las bases de

datos virales més relevantes hasta mayo de 2021. En la figura 3.1 se proporciona un esquema que muestra
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el flujo de trabajo que se realiz6 en cada especie viral con el fin de recuperar, filtrar y construir los conjuntos
de datos no redundante para los analisis posteriores. Claramente, se evidencié que el mayor nimero de
secuencias se registré para SARS-CoV-2 detectados en humanos con el 99.8% del total de los datos, como
resultado del aumento en el volumen del monitoreo gendmico. No obstante, la rapida expansion de la
secuenciacion viral en humanos ha propiciado de forma concomitante un significativo nimero de
posiciones con muchas bases ambiguas, sugiriendo evidencias de errores sistematicos en la secuenciacion

gue, de alguna manera, afecta a las secuencias virales.
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Figura 3.1 Diagrama de flujo del método de recogida de datos, su proceso de curacion y el rango de longitudes de las

secuencias de los tres Beta-CoVs analizados.

En la recopilacion de la informacion se incluyen NCBI Virus, ViPR y ViruSurf para SARS-CoV y MERS-CoV, y en
el caso de SARS-CoV-2 GISAID. Seguidamente, se etiquetan los genomas virales dependiendo del huésped
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seleccionado con su respectivo nimero de secuencias crudas encontradas. Después de varios métodos de filtrado y
curacion, se identifican las secuencias virales mas representativas que conformarian cada conjunto de datos no

redundante con sus longitudes.

3.4.2 Los genomas de MERS-CoV y SARS-CoV-2 parecen ser los méas estructurados

La principal prueba de la existencia de la formacion de estructuras de RNA en el SARS-CoV-2 y otros
genomas de CoVs se derivo de la deteccion de maltiples loci con un P > 0.98 en todo el genoma. El enfoque
RNAZz logro la prediccion de un total de 427 loci estructurados que se distribuyeron en los tres Beta-CoVs
(Tabla 3.1). Con 158 (37%) loci, el MERS-CoV superé ligeramente al SARS-CoV-2, que registré 138
(32.31%), seguido del SARS-CoV con 131 (30.67%), y como consecuencia, estas regiones cubrieron el
genoma del MERS-CoV y SARS-CoV-2 con un promedio del 27.52% vy el 24.22%, respectivamente. Al
analizar el namero de loci por cada huesped, se observd que las secuencias virales de los grupos animales
intermedios y humanos contenian mas regiones estructuradas en comparacion con las de los murciélagos,

la Unica excepcion en la que estos Ultimos huéspedes superaron a los otros grupos fue en MERS-CoV.

Tabla 3.1 Numero de loci estructurados predichos por RNAz segun el huésped del virus y la proporcion en que estas

regiones cubren el genoma

Virus Host RNAz (P > 0.98)
Number of loci Genome coverage (%)
SARS-CoV Murcielagos 37 24.36
Animales intermedios 46 30.14
Humanos 48 28.23
MERS-CoV Murcielagos 57 32.44
Animales intermedios 51 25.73
Humanos 50 2441
SARS-CoV-2 Murcielagos 28 15.31
Animales intermedios 56 30.44
Humanos 54 26.91
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Para investigar en qué medida se ha conservado la formacidn de la estructura de RNA impuesta en el transito
del genoma viral desde los murciélagos al humano, alineamos los loci de los tres grupos de huéspedes de
cada virus por sus posiciones en el genoma. A primera vista, se aprecio que en SARS-CoV y SARS-CoV-
2 las estructuras eran en gran medida Unicas y especificas para las regiones del genoma de cada huésped,
posiblemente debido al aprovechamiento de la diversidad de los motivos del RNA y a la flexibilidad de su
estructura para cumplir diversas funciones en el virus (Rangan et al., 2020) (Figura 3.2A y 3.2C). Por el
contrario, MERS-CoV mostré un comportamiento diferente, indicando que los genomas virales
relacionados con animales intermedios y humanos eran muy similares si se comparan a nivel estructural,
llegando a coincidir en 44 regiones, mientras que con los virus detectados en murciélagos no se compartio
ninguna estructura. De hecho, los virus aislados de los murciélagos resultaron bastante divergente con
respecto a los otros huéspedes (Figura 3.2B). Si nos centramos en las regiones estructuradas que se
conservaron en los tres huéspedes, se observa que estaban ubicadas en ORFs importantes para la aptitud
viral. Por ejemplo, las tres estructuras de RNA conservadas en SARS-CoV estuvieron en ORFl1a (5,041 —
5,160 bp), ORF3a (25,961 — 26,080 bp) y ORF3b (26,001 — 26,120 bp) (Figura 3.2A); en MERS-CoV pese
a la gran diversidad de los virus en murciélagos, se pudo observar una estructura ubicada en una region no
codificante (13,401 — 13,520 bp) que correspondié al desplazamiento programado del marco ribosémico (-
1 PRF), implicado en la direccién de la sintesis de las proteinas tempranas (Kelly et al., 2021) (Figura 3.2B);
y en el caso de SARS-CoV-2, también se encontrd una sola estructura en el ORF1b (19,401 — 19,520 bp)
(Figura 3.2C). En general, estas estructuras en el SARS-CoV-2 y otros CoVs representan elementos
importantes en sus interacciones celulares que pueden contribuir a su persistencia y transmisibilidad, lo que

las hace dignas de ser estudiadas y caracterizadas funcionalmente.
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Figura 3.2 Representacion grafica de las regiones que albergan estructuras de RNA conservadas en los Beta-CoVs.

La figura muestra tres tipos de patrones: i) conservados: regiones con estructura conservada que se encuentran en los
tres huéspedes; ii) compartidos: regiones que se mantienen en dos huéspedes Yy iii) Gnicos: regiones que s6lo estan
presentes en un huésped en particular. (A) La mayoria de las estructuras de RNA en SARS-CoV son Gnicas en los tres
huéspedes, sin embargo, se evidencian tres estructuras conservadas en el ORFla (5,041 — 5,160 bp), ORF3a (25,961
— 26,080 bp) y ORF3b (26,001 — 26,120 bp); (B) se muestra que las estructuras de los virus detectados en murciélagos
son altamente divergentes con respecto a los otros grupos de huéspedes, quienes comparten muchos elementos
estructurales, asi MERS-CoV presenta una sola estructura conservada que consiste en -1 PRF (13,401 — 13,520 pb);
y (C) SARS-CoV-2 proporciona un registro similar al de SARS-CoV, pero con una sola estructura conservada en el
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ORF1b (19,401 — 19,520 pb). Los diagramas de Venn determinan el nimero de regiones que son conservadas,

compartidas y Unicas en los tres huéspedes de cada virus.

3.4.3 Laseleccion positiva actua sobre las estructuras de RNA en la region S del MERS-CoV y SARS-
CoV-2

La mayoria de las mutaciones individuales en sitios que forman pares de bases consecutivos tienen el efecto
de debilitar las estructuras secundarias del RNA y provocan un impacto fenotipico mayor en su forma que
los cambios en sitios no pareados. Sin embargo, puede ocurrir que se dé ganancia de nuevos sitios pareados
si el cambio favorece una nueva interaccion para formar nuevos pares de bases. En las evaluaciones
exhaustivas de la seleccion del RNA, se determind que todos los Beta-CoVs mostraron significativamente
un amplio nimero de estructuras secundarias de RNA bien conservadas bajo seleccion negativa > 87.58%,
gue son cruciales para la funcion de la molécula de RNA (Nowick et al., 2019) (Figura 3.3 — 3.5). Ademas,
se ha demostrado que un umbral s < 2.99 es suficiente para considerar una seleccion negativa sobre las
estructuras de RNA en un mismo loci viral (Walter Costa et al., 2019b). A pesar de la alta frecuencia de
estructuras de RNA estables, también se pudo detectar sefiales de seleccion positiva (s > 10.0) en SARS-
CoV (Figura 3.3), pero con mayor presencia en MERS-CoV y SARS-CoV-2 (Figura 3.4 y 3.5). Entre estas
estructuras de RNA seleccionadas positivamente, MERS-CoV mostré una alta incidencia de estas
estructuras en el ORFla (59) de los genomas virales en humanos y también en el ORFla (143) de los
animales intermedios (Figura 3.4A y 3.3B) (Tabla 3.2). Similarmente, en SARS-CoV-2 se detectaron mas
estructuras de RNA con sefiales de seleccion positiva en virus encontrados en humanos y animales
intermedios, con un gran nimero en el ORF3a (22) y en el ORF1a (38), respectivamente (Figura 3.5A y
3.5B) (Tabla 3.2). Sin embargo, identificamos que, independientemente del nimero de estructuras de RNA
favorables, la regién S portaba estos elementos en los tres huéspedes de los genomas del MERS-CoV y
SARS-CoV-2 (Tabla 3.2). Esto sugiere que la circulacion activa temprana del MERS-CoV vy el SARS-
CoV-2 ha impulsado la evolucion de estructuras de RNA seleccionadas positivamente en la region S, lo

gue repercute directamente en el fenotipo de la estructura.
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Figura 3.3 Visién general de la seleccion natural actuando sobre las estructuras de RNA del SARS-CoV.

(A) Los virus asociados a humanos muestran que el 97.96% de sus estructuras de RNA estan en una seleccion negativa,
pero en el gen M se detectan algunas estructuras con sefiales positivas; (B) el 99.66% de los elementos de RNA en
virus pertenecientes a animales intermedios son estables; y (C) solo N presenta seleccion positiva en virus detectados
en murciélagos, los 94.11% restantes corresponden a estructuras bien conservadas. La grafica de barras representa el

numero de estructuras de RNA dependiendo de la restriccion selectiva en cada huésped. Las restricciones selectivas
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son las propuestas por (Walter Costa et al., 2019b): i) s < 2.99: seleccion negativa; ii) s < 4.99: seleccion débil; iii) s

<9.99: seleccion moderada; y s > 10.0: seleccion positiva.
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Figura 3.4 Vision general de la seleccion natural actuando sobre las estructuras de RNA del MERS-CoV.

(A) Con el 87.58% de las estructuras de RNA encontradas en virus asociados a humanos son consideradas como
seleccidn negativa, mientras que el ORFla muestra restricciones positivas; (B) en los virus de animales intermedios
tiene un 91.03% de estructuras de RNA con sefiales de seleccion negativa. La grafica de barras representa el nimero
de estructuras de RNA dependiendo de la restriccion selectiva en cada huésped. Las restricciones selectivas son las
propuestas por (Walter Costa et al., 2019b): i) s < 2.99: seleccion negativa; ii) S < 4.99: seleccion débil; iii) s <9.99:

seleccion moderada; y s > 10.0: seleccién positiva.
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Figura 3.5 Vision general de la seleccién natural actuando sobre las estructuras de RNA del SARS-CoV-2.

(A) Las estructuras de RNA en virus detectados en humanos y (B) animales intermedios son las que mayor muestran
sefiales de seleccion positiva en los genes ORF3a y ORF1a comparado con las de (C) los murciélagos. Sin embargo,
la frecuencia de los elementos de RNA con seleccion negativa en los tres huéspedes sigue siendo alta con 97.47%,
94.21% y 91.48%, respectivamente. La grafica de barras representa el nimero de estructuras de RNA dependiendo de
la restriccion selectiva en cada huésped. Las restricciones selectivas son las propuestas por (Walter Costa et al.,
2019b): i) s < 2.99: seleccion negativa; i) s < 4.99: seleccion débil; iii) s < 9.99: seleccion moderada; y s > 10.0:
seleccion positiva.
52



Tabla 3.2 Reporte de frecuencias de las estructuras de RNA segln la restriccion selectiva que actla sobre cada ORF

en los tres Beta-CoVs

Virus Host Negative selection (s < 2.99) Weak selection (s < 4.99) Moderate selection (s < 9.99) Positive selection (s > 10.0)
Number of Genome ORF and RNA structure ORF and RNA structure ORF and RNA structure
loci coverage (%) frequency frequency frequency

SARS-  Murcielagos 34 2316 ORF1la(11) ORF1la (5); S (5) N (1)

CoV

Animales 46 30.14 ORFla (1)

intermedios

Humanos 46 27.42 S(1) S5UTR (2); NC (2); M (6) S5UTR (5); ORF3b (2); E (2);
M (7)

MERS-  Animales 44 2257 ORF1a (48); S (31); ORF5 ORF1la (19); S (56); ORF4b ORF1la (143); S (2); ORF4b

CoV intermedios 1) (1); NC (7) (33); N (4)

Humanos 41 20.85 ORF1a (77); ORF1b (33); S ORF1la (9); ORF1b (15); S(9); ORFla (59); ORF1b (11); S
(1); ORF5 (17); N (15) ORFS5 (46); NC (1) (26); ORF5 (7); N (13)

SARS-  Murcielagos 26 1452 ORF1la (2); ORF1b (3); S ORF1b (2); ORF3a (1) S (1)

CoV-2 (1); ORF3a (2)

Animales 35 2204 ORF1la (41); ORF1b (22); S ORF1la (66); ORF1b (21); S ORF1a (38); ORF1b (5); S
intermedios (2); ORF3a (17); NC (12); M (15); ORF3a (16); M (2); ORF8  (5); M (1)

(1); ORF7a (1); ORF8 (5); N (4)

€}
Humanos 38 2052 ORF1a (40); ORF1b (7); S 5UTR (6); ORF1a (44); NC ORF1a (10); NC (2); ORF1b

(2); ORF3a (19) (2); ORF1b (9); ORF3a (21); M

(5); N (19) (BiN(@

(9); S (1); ORF3a (22); M

NC: Regidn no codificante

3.4.4 Doce posibles potenciales vsRNAs derivan del genoma del SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-
2

Una de las virtudes en la deteccion de seleccion natural sobre las estructuras de RNA es que podemos
identificar cuales de estas estructuras poseen sefiales de seleccién negativa, lo que indica que estdn mas
conservadas y estables, posiblemente enriquecidas con vsRNAs. La identificacion de estos elementos
codificados por los genomas del SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 se realizo utilizando los 310 loci
detectados bajo fuertes sefiales de seleccion negativa (Tabla 3.2), mediante enfoques de ML: mirDNN
(Yones et al., 2021) e interacciones RNA-RNA: RNAhybrid (Kriiger & Rehmsmeier, 2006) y miRanda
(Betel et al., 2010). EI método ML proporciond una lista de secuencias candidatas de posibles vsRNAs a

cada huésped apoyada por una puntuacion.

Nuestro segundo método, basado en hibridaciones de RNA-RNA, comenzd con una revision de literatura
actualmente disponible de los hsa-miRs implicados en la infeccion pulmonar de los Beta-CoVs. En la

busqueda sistematica del SARS-CoV a partir de 2002, se registraron 3 articulos que mostraron 34 hsa-miRs
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mediante técnicas computacionales y experimentales, seguido de MERS-CoV desde el 2012 con 4 articulos
para un total de 60 hsa-miRs. Como es de suponer, SARS-CoV-2 siendo el de mayor atencion médica y

cientifica, se encontraron 12 reportes, evidenciando 55 hsa-miRs identificados desde el 2020 (Tabla 3.3).

Tabla 3.3 Reporte sistematico sobre el nimero de hsa-miRs asociados con fisiopatologia pulmonar en los Beta-CoVs

Virus Detection method Number of hsa-miRs Year Reference

SARS-CoV Computational/Experimental 5 2009 (Mallick et al., 2009)
Experimental 1 2017 (Liuetal., 2017)
Computational 28 2020 (Chow & Salmena, 2020)

MERS-CoV Computational 13 2014 (Hasan et al., 2014)
Experimental 19 2020 (Zhang et al., 2020)
Experimental 5 2020 (Kim et al., 2020)
Computational 23 2020 (Chow & Salmena, 2020)

SARS-CoV-2 Experimental 3 2020 (Kim et al., 2020)
Experimental 1 2020 (Lu et al., 2020)
Experimental 1 2020 (Matarese et al., 2020)
Experimental 5 2020 (Tang et al., 2020)
Computational 11 2020 (Chow & Salmena, 2020;

Fulzele et al., 2020; Sacar
Demirci & Adan, 2020)

Computational 6 2020 (Chow & Salmena, 2020)
Computational 2 2020 (Balmeh et al., 2020)
Computational 9 2020 (Pierce et al., 2020)
Computational 5 2021 (Gasparello et al., 2021)
Computational 4 2021 (Barreda-Manso et al.,
2021)
Computational 3 2021 (Banaganapalli etal.,
2021)
Computational/Experimental 5 2021 (Siniscalchi et al., 2021)

En la validacion experimental de la union de los hsa-miRs en los 3'UTR de los genes humanos con
miRWalk, SARS-CoV registr6 el mayor nimero de hsa-miRs validados con el 41.1%, seguido de SARS-
CoV-2 y MERS-CoV logrando un 40% y 33.3%, respectivamente (Tabla 3.4). Al cruzar los genes de esta
lista de hsa-miRs con los DEGs que estuvieran en comun entre las dos comparaciones: ii) células infectadas
tras la infeccidn frente al inicio y iii) contraste de la expresion de genes de las células infectadas con las
respectivas mock de cada especie viral (SARS-CoV = 314 DEGs; MERS-CoV =261 DEGs y SARS-CoV-
2 = 436 DEGS) (Figura 3.6A, 3.6B y 3.6C), se obtuvo que SARS-CoV continu6 presentando los mayores
hsa-miRs (26.47%) que MERS-CoV (13.33%) y SARS-CoV-2 (12.72%) (Tabla 3.4).
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Para continuar con la reduccion del impacto de las tasas de error de falsos positivos y falsos negativos, la
interaccion predicha de los hsa-miRs:3’'UTR, se confirmé mediante RNAhybrid y miRanda. Como lista
final, en SARS-CoV se obtuvieron 6 (17.64%) secuencias de hsa-miRs validados experimentalmente,
mientras que MERS-CoV y SARS-CoV-2 se encontraron 4 secuencias para cada uno (6.66% y 7.27%,
respectivamente) (Tabla 3.4).
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Figura 3.6 Analisis de expresion diferencial de los experimentos de RNA-seq de los cultivos celulares Calu-3
infectados por Beta-CoVs.

Los volcano plots de los DEGs estadisticamente significativos (-log10 de p-value ajustado) se muestra en funcion del
log. fold change > |2] y los diagramas de Venn registran el nimero de DEGs para las tres listas de contrastes analizadas:
i) células mock entre el tiempo final e inicial, ii) células infectadas tras la infeccion frente al inicio y iii) contraste de
la expresion de genes de las células infectadas con las respectivas mock. Para los andlisis de interaccion con los hsa-

miRs de miRWalk, se consideran los DEGs en comun entre las comparaciones descritas 11 y Il1. De las cuales, (A)
55



SARS-CoV muestra 314 DEGs; (B) MERS-CoV, 261 DEGs y por ultimo, (C) SARS-CoV-2 logrando un nimero de
436 DEGs. M: Mock, I: Infectada, NS: DEGs no significativos (negro), Up: DEGs sobre-expresados (rojo) y Down:
DEGs expresados a la baja (azul).

Tabla 3.4 Nimero de hsa-miRs predichos después de ser evaluados en cada método de interaccion

Virus miRWalk DEGs hsa-miR:3'UTR
SARS-CoV 14 9 6
MERS-CoV 20 8 4
SARS-CoV-2 22 7 4

DEGs: Genes expresados diferencialmente

Una vez establecida la lista final de hsa-miRs putativos, el propdésito fue identificar qué sitios de unién
compartian la secuencia de semilla entre estos hsa-miRs con los loci de seleccion negativa de los huéspedes
virales. Notablemente, se encontr6 que la union hsa-miRs:loci form6 12 complejos Gnicos de hibridacion
con un rango de longitud de 20 a 22 nucleo6tidos y un MFE promedio de AG -25 kcal/mol. Luego de un
analisis comparativo, estos 12 sitios de union a la secuencia de la semilla de los loci se definieron como
vsRNAs candidatos codificados por los genomas de Beta-CoVs. Ademas, de las 12 hibridaciones, el 66.6%

se localizaron en el ORF1a, mientras que el 16.6% estaban tanto en los genes ORF1b como S (Tabla 3.5).

Mas detalladamente, SARS-CoV parece que albergd en su genoma 4 vsRNAs que comprendieron 2 en
virus de murciélagos (SB-vsRNA-ORF1la 2 SB-vsRNA-S), 1 en animales intermedios (SI-vsRNA-ORF1a)
y 1 en humanos (SH-vsRNA-ORF1a ?) (Figura 3.7). En el caso de MERS-CoV se identificaron 3 vsRNAs,
1 por cada huésped viral: murciélagos (MB-vsRNA-ORF1a), animales intermedios (MI-vsRNA-ORF1a )
y humanos (MH-vsRNA-ORF1a ) (Figura 3.8). Por Gltimo, el mayor nimero de predicciones, SARS-CoV-
2 registrd 5 vsRNAs, pero solo 1 en virus aislados en animales intermedios (S2I-vsRNA-ORF1a ©) y los
restantes en humanos (S2H-vsRNA-ORF1l1a® S2H-vsRNA-ORF1b-1; S2H-vsRNA-ORF1b-2 y S2H-
VvsRNA-S) (Figura 3.9). Interesantemente, se descubridé que méas de un vsSRNA predicho era compartido
entre dos huéspedes, lo que posiblemente indicaria que se derivan de una estructura de RNA altamente
conservada durante la evolucién viral. Este comportamiento se observo en la posicién 8,836 - 8,856 de los
virus encontrados en murciélagos (SB-vSRNA-ORF1a ? y humanos (SH-vsRNA-ORF1a %) en SARS-CoV.
También se aprecié en MERS-CoV y SARS-CoV-2, pero entre virus que circulan en animales intermedios
y humanos, ubicados en la posicion 2,450 - 2,470 (MI-vsRNA-ORFl1a ® y MH-vsRNA-ORF1a ) y 3,541 -
3,582 (S21-vsRNA-ORF1a ¢ y S2H-vsRNA-ORF1a °), respectivamente (Tabla 3.5). Como estos VSRNAS
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son similares tanto en su secuencia como en su estructura, se selecciond sélo uno, modificando su

nomenclatura de acuerdo con los huéspedes en los que se comparte.

Tabla 3.5 Repertorio de vsRNAs identificados en los genomas de los Beta-CoVs utilizando ML y RNA-RNA

interacciones

Virus Host vsRNA name VvsRNA sequence VSRNA Genome ORF RNAhybrid
length position MFE
SARS-CoV  Murcielagos ~ SB-vsRNA-ORFla? UUCUUGCAUUUUCUACCUCG 20 8,836-8,856 ORFla -233
Murcielagos ~ SB-vSRNA-S UACCAUACAGCCUCUACUUUA 21 23,427-23,448 S -32.8
Animales SI-vsRNA-ORFla CAACAUGCACUUGUCUACCUUG 22 1,115-1,177 ORFla -24.6
intermedios
Humanos SH-vsRNA-ORFla® UUCUUGCAUUUUCUACCUCG 20 8,836-8,856 ORFla -23.3
MERS-CoV ~ Murcielagos ~ MB-vsRNA-ORFla AAAUUGUUCAGCCUGCUACUUC 22 3,437-3,459 ORFla -28
Animales MI-vsRNA-ORFla® UUCUAAUAUCAGUGCUGUUA 20 2,450-2,470 ORFla -188
intermedios
Humanos MH-vsRNA-ORF1a® UUCUAAUAUCAGUGCUGUUA 20 2,450-2,470 ORFla -188
SARS- Animales S21-vsRNA-ORF1a ¢ CAAUCUUGCUAAACACUGUCU 21 3,541-3,561 ORFla -25.6
CoV-2 intermedios
Humanos S2H-vsRNA-ORF1la°© CAAUCUUGCUAAACACUGUCU 21 3,561-3,582 ORFla -25.6
Humanos S2H-vsRNA-ORF1b-1 GUUGACACUGUGAGUGCUUUG 21 17,553-175,74 ORFlb -304
Humanos S2H-vsRNA-ORF1b-2 CGUUGCAAUUUAGGUGGUGCUG 22 19,437-19,459 ORFlb -26.1
Humanos S2H-vsRNA-S AGAAUCAGCAACUGUGUUGCUG 22 22,603-22,625 S -235

2 SB-H-vsRNA-ORF1la

b MI-H-vsRNA-ORF1la

¢ S21-H-vsRNA-ORF1la
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Figura 3.7 Interacciones predichas de los hsa-miRs seleccionados con la secuencia de semilla de los loci de seleccidn
negativa para SARS-CoV.

RNAhybrid y miRanda identifican 4 estructuras diplex en comin (Murciélagos = 2; Animales intermedios = 1y
Humanos = 1), las cuales se comparte una estructura entre virus detectados en especies de murciélagos y humanos

(SB-vsRNA-ORF1la ? y SH-vsRNA-ORF1a ?). La figura resume la informacién relacionada con el loci representado

por la secuencia escrita en rojo (vsSRNA), el hsa-miR que aparece en verde, la energia libre MFE, la posicion donde

inicia la unién y la complementariedad de la secuencia semilla.
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Figura 3.8 Interacciones predichas de los hsa-miRs seleccionados con la secuencia de semilla de los loci de seleccion

negativa para MERS-CoV.

La figura muestra 3 hibridaciones mediante las herramientas de prediccion RNAhybrid y miRanda, formando un
complejo duplex para cada huésped viral (Murciélagos = 1; Animales intermedios = 1 y Humanos = 1), y que se
comparte un elemento entre virus aislados en animales intermedios y humanos (MI-vsRNA-ORF1a ® y MH-vsRNA-

ORF1la ). Ademas, proporciona informacion sobre el loci representado por la secuencia escrita en rojo (vSRNA), el
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hsa-miR que aparece en verde, la energia libre MFE, la posicion donde inicia la union y la complementariedad de la

secuencia semilla.
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Figura 3.9 Interacciones predichas de los hsa-miRs seleccionados con la secuencia de semilla de los loci de seleccion
negativa para SARS-CoV-2.

Las predicciones revelan 5 sitios de unién (Animales intermedios = 1 y Humanos = 4) que incluyen una estructura en
comun entre los virus pertenecientes a animales intermedios y humanos (S21-vsRNA-ORF1a ¢ y S2H-vsRNA-ORFla
©), donde el loci esta representado por la secuencia escrita en rojo (vSRNA), el hsa-miR en verde, la energia libre MFE,

la posicion donde inicia la unién y la complementariedad de la secuencia semilla.

3.4.5 Los vsRNAs codificados en los genomas de los Beta-CoVs podrian modular la expresion de los

genes del huésped

Para comprender mejor los procesos que pueden afectar este conjunto de vsSRNAs de los Beta-CoVs y
asumiendo que acttian como reguladores de los genes del huésped, se utilizaron las herramientas Diana
(software MR-microT) (Vlachos & Hatzigeorgiou, 2017) y miRDB (Custom prediction) (Chen & Wang,

2020) con un score > 70 y los genes humanos sobrelapados, se consideraron para los analisis posteriores.
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En general, se identificaron un total de 1,355 genes humanos como posibles blancos de los vSRNAS
predichos por los tres virus. Se encontraron mayor cantidad de blancos para SARS-CoV en comparacion
con los otros virus, que resultaron 586 oscilando entre 101 (SB-vsRNA-S) y 308 (SI-vsRNA-ORF1a),
siendo 195.3 el nimero promedio de blancos por vsRNA viral (Anexo B). MERS-CoV registr6 432 blancos,
entre 141 (MB-vsRNA-ORFla) y 291 (MI-H-vsRNA-ORF1a) con un promedio de 216 (Anexo B),
mientras que SARS-CoV-2 se identificaron 337 genes con un rango de 66 (S2H-vsRNA-ORF1b-2) a 101
(S2H-vsRNA-ORF1b-1) y un promedio de 84.25 (Anexo B).

Esta bien demostrado que los vsRNAs virales pueden regular la expresion de los genes después de la
infeccion (Mishra et al., 2020). Para determinar como la infeccion por los Beta-CoVs podria alterar la
expresion de los genes del huésped en las células epiteliales de pulmén, se realiz6 un analisis de expresion
diferencial de los datos de secuenciacion RNA-seq derivados de las células Calu-3 infectadas por SARS-
CoV/SARS-CoV-2 (GEO: GSE148729) y MERS-CoV (GEO: GSE139516) (Figura 3.6). Las listas DEGs
con un cambio log, fold change > |2| y un criterio de p-value ajustado de 0.05, se cruzaron con el nimero
de blancos predichos por Diana y miRDB en el genoma humano. Se detectaron un total de 30 DEGs que
estuvieron sobre-expresados después de la infeccion y considerados como significativos potenciales genes
blancos. Entre ellos, 13 DEGs (2.2%) se encontraron para los 3 vsRNAs derivados del SARS-CoV (Figura
3.10A), 9 DEGs (2.1%) entre los 2 vsRNAs del MERS-CoV (Figura 3.10B) y en menor nimero con 8
DEGs (2.3%) por los 4 vsRNAs de SARS-CoV-2 (Figura 3.10C). En la exploracion detallada de estos genes
del SARS-CoV se destacaron (SI-vsRNA-ORF1a; CXCL10) (Callahan et al., 2021), con valores (Diana:
80; miRDB: 74; log.FC: 7.03) y (SI-vsRNA-ORF1la; SCN3A) (Wyler et al., 2021), (Diana: 83; miRDB:
91; log2FC: 7.52). Asimismo, para MERS-CoV el gen mas significativo después de 24h de infeccion (M-
H-vsRNA-ORF1la; GEM) (Rabaan etal., 2021), se registr6 con puntuaciones (Diana: 90; miRDB: 96;
logzFC: 6.43) y en SARS-CoV-2 se destaca el gen (S2H-vsRNA-ORF1b-1; SCN3A) (Wyler et al., 2021)
también encontrado en SARS-CoV con registros (Diana: 98; miRDB: 86; log,FC: 9.13) y (S2H-vsRNA-
ORF1b-2; ZEB2) (Meckiff et al., 2020), (Diana: 87; miRDB: 97; log,FC: 7.58).

Para explorar estos DEGs a un nivel funcional méas profundo, se realiz6 una clasificacion de los términos
GO en PANTHER GO-Slim BP mediante un mapeo en la base de datos PANTHER. Interesantemente, la
figura 3.10 muestra dos términos enriquecidos con mayor proporcion entre los tres Beta-CoVs (SARS-
CoV: 21.9%; MERS-CoV: 18.8%; SARS-CoV-2: 22.6%), relacionadas con regulacién bioldgica (GO:
0065007) y procesos celulares (GO: 0009987). Las siguientes categorias mas enriquecidas de MERS-CoV
con SARS-CoV correspondieron con la via de sefializacion (GO: 0023052); mientras que con SARS-CoV-
2 se encontro la respuesta a estimulos (GO:0050896), mostrando proporciones de 12.5% (Figura 3.10). En
conjunto, nuestros analisis indican que los multiples vsRNAs predichos en el genoma de los tres Beta-CoVs
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podrian regular el transcriptoma del huésped durante la infeccion asociada con Sindrome de

Respiratorio Agudo (SDRA).
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Figura 3.10 Los vsRNAs codificados por Beta-CoVs regulan los genes del huésped implicados en SDRA.
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Numero de blancos predichos que son silenciados por cada candidato de vsRNA detectados como DEGs en los
experimentos de RNA-seq de las células Calu-3 infectadas y clasificacién funcional utilizando los términos GO en
PANTHER GO-Slim BP en (A) SARS-CoV; (B) MERS-CoV y (C) SARS-CoV-2. Los términos se agrupan con base
en la jerarquia de la ontologia, siendo el término con mayor proporcion el mas significativo. ORFla: morado, ORF1b:

amarillo, S: rojo.

3.5 Discusion

La constante emergencia de nuevas variantes de los Beta-CoVs esta reduciendo aparentemente la eficacia
de las vacunas y los kits de prueba existentes. No obstante, hasta la fecha, el efecto de la variante Omicron
estd aprendiendo a mejorar la infectividad viral y el escape inmunolégico (Hu et al., 2022), evadiendo los
esquemas de vigilancia. Para afrontar este problema, consideramos importante identificar la mayor cantidad
de caracteristicas moleculares en el genoma viral, que puedan ser potenciales blancos de estudio frente a la
emergencia de nuevas variantes virales. Por lo tanto, el estudio de estructuras conservadas que alberguen
posibles vSRNAs pueden ser objetivos prometedores para la terapéutica y el diagndstico. Aqui, evaluamos
1,252,952 secuencias combinando enfoques computacionales de ML y RNA-RNA interaccion para buscar
VvSRNAs ocultos en las estructuras de RNA conservadas de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2
encontradas en especies de murciélagos, animales intermedios y humanos de todo el mundo hasta mayo de
2021. Este es el primer esfuerzo que recupera todos los genomas disponibles de las bases de datos mas
relevantes en virus, NCBI Virus (Brister et al., 2015), ViPR (Pickett et al., 2012), ViruSurf (Canakoglu
etal., 2021) y GISAID (Shuy McCauley, 2017), para predecir computacionalmente los vsRNASs putativos
codificados por los tres Beta-CoVs presentes en las especies virales desde la trayectoria de su reservorio
natural hasta su circulacion en humanos, proporcionando una perspectiva evolutiva de la arquitectura del
genoma de estos virus de RNA. Ademas, nuestro enfoque de blsqueda de estos VSRNAs virales parte de
un profundo y riguroso proceso de filtrado y curacién de secuencias (Figura 3.1), que posteriormente se
utilizaron para la deteccién y seleccion natural sobre las estructuras secundarias de RNA en el genoma viral,
permitiendo plantear la hipétesis de que estas estructuras con sefiales de seleccidn negativa posiblemente

portaban vsRNAs.

La deteccion y caracterizacion de la estructura secundaria del RNA a gran escala en el genoma de los Beta-
CoVs revelan un sorprendente e imprevisible grado de organizacion estructural del genoma (Figura 3.2).
De hecho, recientes evidencias han demostrado que el genoma del SARS-CoV-2 contiene la mayor cantidad

de estructuras de RNA que cualquier otro virus estudiado hasta la fecha (Cao et al., 2021; Huston et al.,
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2021). Una peculiaridad biolégica relevante, considerando que las 138 estructuras detectadas (P > 0.98) en
virus de murciélagos, animales intermedios y humanos de SARS-CoV-2 lo confirman. Si SARS-CoV-2
representa un genoma bien estructurado, nuestra primicia es que MERS-CoV con un P > 0.98 estd mucho
mejor provisto de estos elementos estructurales (158), superandolo en un 4.69% (Tabla 3.1). Este hallazgo
también se puede apreciar en la figura 3.2B, mostrando ligeramente una mayor agrupacion de estructuras
gue los virus relacionados con SARS. Aunque no se ha estudiado con profundidad a nivel estructural el
genoma del MERS-CoV, el alto grado de contenido de RNA estructural puede representar una estrategia
evolutiva para incrementar la estabilidad del genoma, dado el importante papel que desempefian las
estructuras de RNA en el ciclo de vida del virus (Rangan et al., 2020; Simmonds, 2020; Yang & Leibowitz,
2015). Maés alla de la estructuracion del genoma, hay que destacar que individualmente en los tres grupos
de huéspedes de los Beta-CoVs poseen elementos estructurales Unicos, lo que indica que las regiones
codificantes y no codificantes estan presionando fuertemente la disponibilidad de sustituciones que alteran
las bases pareadas, limitando asi la conservacion de estructuras funcionales del RNA en la trayectoria
evolutiva de los murciélagos a los humanos (Nowick et al., 2019). Un caso excepcional se observa en los
MERS-CoV colectados en animales intermedios y humanos que comparten 44 estructuras de RNA (Figura
3.2). Adicionalmente, recientes analisis bioinformaticos han proporcionado modelos detallados de
estructuras secundarias para el 5’'UTR, el -1 PRF y el 3'UTR en los genomas del SARS-CoV, MERS-CoV
y SARS-CoV-2, pero hasta ahora s6lo se han reportado en virus asociados a humanos (Andrews et al.,
2021; Rangan et al., 2020). En conjunto, estas propiedades pueden ser atribuibles como explicacion de por

gué no se encontraron vsSRNAs compartidos entre los tres huéspedes.

Por otra parte, parece que la circulacion activa de MERS-CoV y SARS-CoV-2 impulsa la evolucion de
estructuras de RNA bajo seleccion positiva, lo cual concuerda con los anlisis de seleccion natural de los
CDSs virales del capitulo anterior (Figura 2.10 y 2.11). Esta puede ser una razon por la cual se encontraron
varios estructuras de RNA con seleccion positiva (s > 10.0) en sitios de codones en ORFs de relevancia
epidemioldgica como ORFla, ORF1b, S y N (Cui etal., 2019; Masters, 2006), la cual contribuyen
ampliamente con la diversidad de MERS-CoV y SARS-CoV-2, en especial para los virus aislados en
animales intermedios y humanos (Tabla 3.2). Sin embargo, estos sitios imponen un coste evolutivo
sustancial en las estructuras de RNA, porque la relajacion de sus restricciones en las bases hace que sea
poco probable predecir que la estructura desempefie un papel funcional en la biologia del virus (Rivas,
2020). En cambio, si adquiere fuertes restricciones, es decir, mantiene localmente patrones de bases
pareadas, significa que es una estructura estable y conservada con una funcion destacada, indicando que
estd bajo una seleccién negativa (Walter Costa et al., 2019b). Este planteamiento es consistente con las

evaluaciones exhaustivas de seleccion de RNA, demostrando que todos los huéspedes de los Beta-CoVs
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contienen significativamente una alta proporcion de estructuras secundarias de RNA bien conservadas bajo
seleccion negativa (s < 2.99), la cual representan mas del 87.58% del total de las estructuras predichas
(Figura 3.3 — 3.5). Por desgracia, la funcion y el mecanismo de accion de estos elementos estructurales de

RNA conservados contindan siendo desconocidos en la actualidad.

Para dilucidar el posible funcionamiento de las estructuras de RNA conservadas y llenar este vacio de
conocimiento, recuperamos estas estructuras con sefiales de seleccion negativa (s < 2.99) detectadas en
todos los huéspedes y exploramos posibles vsRNAs ocultos en los genomas de SARS-CoV, MERS-CoV y
SARS-CoV-2 utilizando dos enfoques novedosos: i) una red neuronal residual profunda convolucional
(mirDNN) basada en ML (Yones et al., 2021), que se entrena directamente con secuencias de v-miRs
(depositadas en miRBase (Kozomara etal., 2019) y Rfam (Kalvari etal., 2021)), y su correspondiente
estructura secundaria; y ii) un completo analisis de interacciones RNA-RNA que consiste en primero
validar con miRWalk (Sticht et al., 2018) y datos RNA-seq de células pulmonares Calu-3 (Figura 3.6), los
hsa-miRs reportados por literatura para los tres Beta-CoVs (Tabla 3.3), y luego mediante las herramientas
RNAhybrid (Kriiger & Rehmsmeier, 2006) y miRanda (Betel et al., 2010) se confirma la estructura del
duplex de hsa-miR:3'UTR para recuperar una sélida y definitiva lista de hsa-miRs (Tabla 3.4). Esta lista se
emplea posteriormente para establecer una interaccion hsa-miR:loci e identificar sitios de union en la
secuencia de semilla de las estructuras de RNA seleccionadas negativamente en los virus, sugiriendo que
estas regiones podrian actuar como potenciales vsRNAs virales utilizando la maquinaria hsa-miRs del
huésped. Como resultado, las puntuaciones mirDNN se combinaron con los valores de las regiones diplex
hsa-miR:loci para determinar los vsSRNAs mas significativos (Tabla 3.5). Nosotros proponemos 12 vsRNASs
candidatos, de los cuales 4 son codificados por SARS-CoV (Murciélagos: 2; Animales intermedios: 1;
Humanos: 1), 3 en MERS-CoV (Murciélagos: 1; Animales intermedios: 1; Humanos: 1), y 5 para SARS-
CoV-2 (Animales intermedios: 1; Humanos: 4), localizados en su mayoria en el ORF1a (66.6%). El hecho
de que estos VSRNAS se encuentren en gran parte en el ORF1a, les confiere una importante solidez, pues
estudios anteriores han predicho computacionalmente estos elementos de RNA con una alta frecuencia en
esta poliproteina (Battaglia et al., 2021; Merino et al., 2020; Rahaman et al., 2021). Cabe mencionar que
también se encontraron vsRNAs compartidos por dos huéspedes a saber: i) SARS-CoV entre virus
detectados en murciélagos y humanos (SB-H-vsRNA-ORF1a) (Figura 3.7), ii) MERS-CoV v iii) SARS-
CoV-2 entre virus encontrados en animales intermedios y humanos (MI-H-vsRNA-ORF1a) (Figura 3.8) y
(S2I-H-vsRNA-ORF1a) (Figura 3.9), respectivamente. Esto podria suponer que existen regiones

estructuradas de RNA altamente conservadas durante la evolucién viral.

Hace tiempo se ha demostrado con evidencias experimentales que los virus de DNA codifican sus propios
v-miRs enddgenos, procesados por la participacion de Dicer y que parecen interactuar con la familia de
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proteinas AGO, el componente catalitico de RISC (Zhan et al., 2020), mientras que en virus de RNA esta
suposicion sigue siendo objeto de debate, en particular por su replicacion citoplasmatica. No obstante,
varios informes describen v-miRs producidos por genomas virales de RNA como en Influenza (miR-HA-
3p) (Li etal., 2018); Dengue-2 (DENV-VvsSRNA-5) (Hussain y Asgari, 2014) y Ebola (miR-VP-3p, Zebov-
miR-1-5p y miR-T1-5p) (Teng et al., 2015; Yuanwu Liu et al., 2016; Chen et al., 2016; Duy et al., 2018).
Es interesante mencionar que recientemente también se han validado experimentalmente 3 v-miRs
codificados en el genoma del SARS-CoV (Morales et al., 2017) y 1 en SARS-CoV-2 (Matarese et al., 2020)
con funciones de patologia pulmonar. Aunque nuestros vSRNAs predichos no pueden ser considerados
como v-miRs puesto que, se requieren mas estudios para su validacion experimental, como recomienda
(Prasad et al., 2020), se puede justificar que la presencia de sitios de unién al genoma viral que comparten
secuencias con los hsa-miRs puede requerir la biogénesis de AGO. De hecho, la replicasa de los Beta-CoVs
codifica algunas enzimas esenciales de procesamiento de RNA que no se encuentran en otras familias de
virus de RNA, como la endorribonucleasa (nsp15) (Ricagno et al., 2006), la cual podria estar involucrada
en la biogénesis de los vsRNAs. Por lo tanto, la produccion de vsRNAs derivados de los genomas virales,
sugiere una compleja interaccion de silenciamiento génico post-transcripcional subyacente a la progresién
de la infeccion (Guzzi et al., 2020; Li & Zou, 2019).

Nuestros vsRNAs, al compartir la secuencia semilla con los hsa-miRs (Figura 3.7 — 3.9), podrian actuar
sobre los genes blancos de los humanos; por consiguiente, la expresion de estos vsRNAs en células Calu-3
infectadas por el virus, podria afectar al tejido pulmonar, contribuyendo con las manifestaciones clinicas
del SDRA (Mishra et al., 2020). Se descubrié que todos los 30 genes predichos como blancos de nuestros
candidatos vsRNAs estaban sobre-expresados transcripcionalmente después de la infeccion (Figura 3.10).
Esto podria sugerir que los vsSRNAs virales se producirian en diferentes fases del ciclo de replicacion viral,
0 dependiendo de la carga viral en la célula, lo que probablemente desencadenaria la reprogramacion
transcripcional (Merino et al., 2020). Notablemente, entre los blancos DEG encontramos que los vsSRNAS
SI-vsRNA-ORFla (SARS-CoV) y S2H-vsRNA-ORF1b-1(SARS-CoV-2) serian capaces de dirigirse al
DEG SCN3A, cuya acumulacién aumenta significativamente durante la infeccion. Se ha sugerido que los
altos niveles de expresion de SCN3A interfiere en el transporte de sodio a través de los canales de sodio
epiteliales no activados por voltaje, provocando una reduccion del drenaje del liquido alveolar (Chen et al.,
2009; Wyler et al., 2021). Asimismo, tres adicionales DEGs se han asociado significativamente con la
infeccion SDRA por Beta-CoVs. El primero de ellos corresponde a la citoquina pro-inflamatoria CXCL10,
esencial en la induccion de la “tormenta de citoquinas” que se incrementa como consecuencia de la
infeccion del SARS-CoV (Callahan et al., 2021). El segundo DEG, GEM se ha evidenciado en MERS-CoV

con la induccion de un brote inflamatorio en las células epiteliales pulmonares Calu-3 (Rabaan et al., 2021)
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y el tercero es un factor de transcripcion ZEB2, cuya sobre-expresion regula la diferenciacion efectora, la
funcion, la persistencia y la supervivencia de las células T en pacientes con enfermedad grave por SARS-
CoV-2 (Meckiff et al., 2020). En conjunto, nuestras observaciones sugieren que la sobre-expresion de estos
DEGs puede modular el transcriptoma del huésped favoreciendo la regulacion bioldgica (GO: 0065007) y
diferentes procesos celulares (GO: 0009987) asociados al SDRA.

3.6 Conclusiones

En resumen, hemos desarrollado un enfoque de alto rendimiento para sondear y caracterizar evolutivamente
in silico la arquitectura del genoma de los Beta-CoVs desde diferentes especies de murciélagos a los
humanos. Las estructuras secundarias de RNA conservadas son modelos para descubrir potenciales
vsRNAs candidatos derivados de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 que posiblemente interactien
con proteinas AGO, mediante el poder del ML y las sofisticadas interacciones RNA-RNA de largo alcance,
como los duplex y las uniones multidireccionales. Hasta donde sabemaos, esta estrategia ha sido la primera
en aplicarse a la prediccion de vsRNAs virales con una alta precision, proporcionando una mejor
comprension de los mecanismos y el posible papel de los vsRNASs en la patogénesis asociada al SDRA de
estos virus. Seria interesante cuantificar la expresion de estos vSRNAs identificados en grandes cohortes de
pacientes con diferente gravedad de la enfermedad para disefiar nuevas terapias basadas en agomir que

aumenten la capacidad protectora de las células contra las infecciones por Beta-CoVs patdgenos.
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Conclusiones generales y direcciones futuras

4.1 Conclusiones

La aplicacion de un enfoque amplio desde la perspectiva evolutiva de transmision horizontal entre
especies permitid estudiar las relaciones filogenéticas de los Beta-CoVs en todos los huéspedes
infectados reportados hasta mayo 2021, revelando que gran parte de la diversidad de SARS-CoV,
MERS-CoV y SARS-CoV-2 reside principalmente en sus reservorios naturales que segin la
informacién disponible indica que son los murciélagos. Esta conclusién se deriva de los andlisis de
SNVs que mostraron que las secuencias virales circulantes en los murciélagos registraban una elevada
tasa de mutacion en comparacion con secuencias virales detectadas en los huéspedes intermedios y
humanos. Estos resultados indican que segun el huésped se da origen a grupos de quasiespecies virales,
gue conduce a cambios puntuales en sitios relevantes de las proteinas como en la subunidad S1 de la
proteina S del SARS-CoV (G > T; A577S), MERS-CoV (C > T; S746Ry C > T; N762A) y SARS-
CoV-2 (A > G; D614G), que se encuentran con sefiales de seleccion positiva. Este hecho se propone
como un atributo que permite que desde los murciélagos de los Beta-CoVs puedan saltar la barrera de
especies hacia los huéspedes intermedios. Se sugiere que para que se produzca el salto de barrera entre
especies y que los Beta-CoVs utilicen al ser humano como nuevo huésped, posiblemente se requiera

una transmisién previa desde los murciélagos a un animal intermedio.

La prediccion insilico de potenciales vsRNAs que puedan ser procesados por la maquinaria del huésped
en virus de RNA con replicacion citoplasmatica, como los Beta-CoVs, es un gran desafio y sigue siendo
objeto de debate. En consecuencia, se desarrolldé una de las metodologias méas innovadoras hasta la
fecha que incluye la combinacion de ML y sofisticadas interacciones RNA-RNA de largo alcance para

descubrir estos vsSRNAs a partir de los loci de estructura secundaria de RNA conservados.
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Interesantemente, mas del 87.58% del total de las estructuras predichas para los Beta-CoVs mostraron
estar bien conservadas y estables, sugiriendo una seleccion negativa (s < 2.99) sobre las estructuras.
Este resultado significa que la arquitectura de los genomas circulantes de SARS-CoV, MERS-CoV y
SARS-CoV-2 esta mas conservada y, por tanto, aporta mas funcionalidad que a nivel de secuencia,
dado que se encontrd un mayor nimero de sitios en las proteinas sometidas a seleccion positiva. Dentro
de las funciones en el plegamiento de estas estructuras de RNA, se propusieron 12 vsRNAs candidatos
que posiblemente requieren de la biogénesis AGO y puedan regular el transcriptoma del huésped

después de la infeccion.

En resumen, este estudio proporciona un conjunto significativo de perfiles de firmas moleculares de
relevancia para un sistema de vigilancia molecular tanto en el analisis de la secuencia como de la
arquitectura de los genomas de los Beta-CoVs. A nivel de secuencia, se demuestra que mutaciones no
sinénimas en la subunidad S1 de la proteina S del SARS-CoV (G > T; A577S), MERS-CoV (C > T;
S746Ry C > T; N762A) y SARS-CoV-2 (A > G; D614G), fueron fundamentales para la transmision
de los murciélagos a los animales intermedios, destacando la urgente necesidad de realizar estudios de
dinamica molecular de estas sustituciones en la proteina S. Por otro lado, se proponen 12 potenciales
vsRNAs en la patogénesis asociada al SDRA de estos virus, para disefiar nuevas terapias basadas en

agomir que aumenten la capacidad protectora de las células contra las infecciones.

4.2 Direcciones futuras

En la actualidad, los Beta-CoVs han matado a millones de personas y sigue causando una gran
conmocién mundial. La comunidad cientifica internacional estd dedicando enormes esfuerzos para
enfrentar al COVID-19. Desde esta perspectiva, este trabajo explora la diversidad evolutiva de los
genomas de los Beta-CoVs que circulan en varias especies de huéspedes para identificar patrones
moleculares, tanto a nivel de secuencia como de estructura con utilidad para un sistema de vigilancia

molecular.

Por un lado, las mutaciones no sinénimas identificadas en la subunidad S1 podrian haber provocado
que el virus se transmitiera a los humanos con una rapida adaptacion, lo que activaria la evolucién viral
y la aparicién de nuevas variantes. A nivel de estructura, la presencia de vsRNAs predichos en las
células epiteliales respiratorias infectadas, podrian aprovechar las proteinas AGO del huésped para

dirigirse a genes sobre-expresados y desencadenar el SDRA. En conjunto, fomentamos la realizacion
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de estudios adicionales para validar experimentalmente estos patrones moleculares con el fin de

encontrar nuevas estrategias terapéuticas contra esta enfermedad contagiosa.

Colombia es uno de los paises con mayor diversidad de murciélagos y el ecosistema de su selva
amazédnica es favorable para la aparicion de una enfermedad infecciosa emergente. Los murciélagos
son la fuente principal de la mayoria de las epidemias recientes y, es esencial entender sus habitats y su
diversidad como reservorios de Beta-CoVs y otros mdltiples virus. En este sentido, un estudio muy
interesante que sugeriamos seria explorar la diversidad de CoVs en los murciélagos de nuestras selvas
amazodnicas para identificar regiones con caracteristicas de posibles focos de tensién, y asi, mejorar la
vigilancia regional y desarrollar herramientas de alerta e intervencién. Por Gltimo, para prevenir nuevos
virus zoono6ticos emergentes, recomendamos como prioridad detener el proceso incontrolado de

deforestacion, conversion de tierras y tréfico de fauna silvestre. jEl peligro esta aqui!
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A. Anexo: Reporte detallado de las secuencias virales

encontradas en las especies analizadas en el estudio

Virus Host Database  Specie Sequences Raw Total raw Total
per specie  sequences sequences
SARS- Murcielagos NCBI Aselliscus stoliczkanus 1 33 57 1,252,952
CoV Virus Chaerephon plicatus 1
Chiroptera 2
Rhinolophus affinis 1
Rhinolophus 7
ferrumequinu
Rhinolophus macrotis 1
Rhinolophus pusillus 3
Rhinolophus sinicus 16
Rhinolophus 1
ViPR Aselliscus stoliczkanus 1 23
Murcielagos 1
Rhinolophus affinis 1
Rhinolophus 3
ferrumequinu
Rhinolophus monoceros 1
Rhinolophus pusillus 2
Rhinolophus sinicus 13
Rhinolophus 1
ViruSurf Chiroptera 1 1
Animales NCBI Chlorocebus aethiops 1 52 110
intermedios  Virus Mus musculus 41
Paguma larvata 1
Paradoxurus 6
hermaphrod
Viverridae 3
ViPR Chlorocebus aethiops 1 57
Badger 1
Mus musculus 40
Paguma larvata 15
ViruSurf Palm civet 1 1
Humanos NCBI Homo sapiens 12 12 86
Virus
ViPR Homo sapiens 73 73
ViruSurf Homo sapiens 1 1
MERS- Murcielagos NCBI Hypsugo savii 1 5 11
CoV Virus Neoromicia capensis 2
Pipistrellus kuhlii 1
Vespertilio sinensis 1
ViPR Hypsugo savii 1 3
Neoromicia capensis 1
Pipistrellus kuhlii 1
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SARS-
CoV-2

Animales
intermedios

Humanos

Murcielagos

Animales
intermedios

ViruSurf

NCBI
Virus

ViPR

ViruSurf

NCBI
Virus
ViPR
ViruSurf
NCBI
Virus

GISAID

NCBI
Virus

ViPR

ViruSurf

Hypsugo savii
Neoromicia capensis
Pipistrellus kuhlii
Camelus bactrianus
Camelus dromedarius
Camelus

Lama glama

Camelus dromedarius
Camelus

Camelus dromedarius
Camelus

Lama glama

Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens
Rhinolophus affinis
Rhinolophus cornutus
Rhinolophus affinis

Rhinolophus malayanus

Rhinolophus shameli
Canis lupus

Felis catus
Feliformia
Mesocricetus auratus
Mus musculus
Mustela lutreola
Neovision vision
Panthera leo
Panthera tigris

Canis famiaris
Canino

Cat

Felis catus
Mesocricetus auratus
Mustela lutreola
Neovision vision
Panthera leo
Panthera tigris

Canis familiaris
Canino

Environment

Felis catus

Feline

Mesocricetus auratus
Mustela lutreola
Neovision vision
Panthera leo
Panthera tigris
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200
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257
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252
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205

330
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54
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Humanos

GISAID

NCBI
Virus
ViPR
ViruSurf
GISAID

Canis lupus
Chlorocebus sabaeus
Environment
Felis catus
Gorilla

Manis javanica
Mink

Mustela lutreola
Mus musculus
Neovision vision
Panthera leo
Panthera tigris
Homo sapiens

Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens

4 364

24
16

12

13

275

4

6

69,536 69,536

58,284 58,284
32,083 32,083
1,090,748 1,090,748

1,250,651
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B. Anexo: Numero de blancos predichos en el genoma
humanos para cada candidato vsRNA en los tres Beta-
CoVs
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Anexo B. Namero de blancos predichos en el genoma humanoso para cada candidato vsRNA en los tres Beta-CoVs.
(A) Los 3 vsRNAs codificados en SARS-CoV registran 586 blancos; (B) MERS-CoV muestra 432 entre los 2
VSRNASs; y (C) SARS-CoV-2 con los 4 vsRNAs obtiene 337 genes humanos. ORF1a: morado, ORF1b: amarillo, S:

rojo.
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Repositorio de codigo fuente

Los codigos informaticos y los notebooks derivados de este estudio pueden encontrarse en el repositorio
de GitHub:

https://github.com/alrojascr

75



Bibliografia

Abascal, F., Zardoya, R., & Telford, M. J. (2010). TranslatorX: Multiple alignment of nucleotide sequences guided by amino acid translations.
Nucleic Acids Research, 38(Web Server issue), W7-13. https://doi.org/10.1093/nar/gkq291

Abdullahi, I. N., Emeribe, A. U., Ajayi, O. A, Oderinde, B. S., Amadu, D. O., & Osuji, A. I. (2020). Implications of SARS-CoV-2 genetic diversity
and mutations on pathogenicity of the COVID-19 and biomedical interventions. Journal of Taibah University Medical Sciences, 15(4),
258-264. https://doi.org/10.1016/j.jtumed.2020.06.005

Abdullahi, I. N., Emeribe, A. U., Mustapha, J. O., Fasogbon, S. A., Ofor, I. B., Opeyemi, I. S., Obi-George, C., Sunday, A. O., & Nwofe, J. (2020).
Exploring the genetics, ecology of SARS-COV-2 and climatic factors as possible control strategies against COVID-19. Le Infezioni in
Medicina, 28(2), 166-173.

Agarwal, V., Bell, G. W., Nam, J.-W., & Bartel, D. P. (2015). Predicting effective microRNA target sites in mammalian mRNAs. eL.ife, 4, e05005.
https://doi.org/10.7554/eLife.05005

Alouane, T., Laamarti, M., Essabbar, A., Hakmi, M., Bouricha, E. M., Chemao-Elfihri, M. W., Kartti, S., Boumajdi, N., Bendani, H., Laamarti, R.,
Ghrifi, F., Allam, L., Aanniz, T., Ouadghiri, M., El Hafidi, N., El Jaoudi, R., Benrahma, H., Attar, J. E., Mentag, R., ... Ibrahimi, A.
(2020). Genomic Diversity and Hotspot Mutations in 30,983 SARS-CoV-2 Genomes: Moving Toward a Universal Vaccine for the
“Confined Virus™? Pathogens, 9(10), 829. https://doi.org/10.3390/pathogens9100829

Andersen, K. G., Rambaut, A., Lipkin, W. I., Holmes, E. C., & Garry, R. F. (2020). The proximal origin of SARS-CoV-2. Nature Medicine, 26(4),
450-452. https://doi.org/10.1038/s41591-020-0820-9

Andrews, R. J., O’Leary, C. A., Tompkins, V. S., Peterson, J. M., Haniff, H. S., Williams, C., Disney, M. D., & Moss, W. N. (2021). A map of the
SARS-CoV-2 RNA structurome. NAR Genomics and Bioinformatics, 3(2), Igab043. https://doi.org/10.1093/nargab/lgab043

Ashour, H. M., Elkhatib, W. F., Rahman, M. M., & Elshabrawy, H. A. (2020). Insights into the Recent 2019 Novel Coronavirus (SARS-CoV-2) in
Light of Past Human Coronavirus Outbreaks. Pathogens, 9(3), 186. https://doi.org/10.3390/pathogens9030186

Asjo, B., & Kruse, H. (2006). Zoonoses in the Emergence of Human Viral Diseases. Perspectives in Medical Virology, 16, 15-41.
https://doi.org/10.1016/S0168-7069(06)16003-6

Aydemir, M. N., Aydemir, H. B., Korkmaz, E. M., Budak, M., Cekin, N., & Pinarbasi, E. (2021). Computationally predicted SARS-COV-2 encoded
microRNAs  target NFKB, JAK/STAT and TGFB signaling pathways. Gene  Reports, 22, 101012.
https://doi.org/10.1016/j.genrep.2020.101012

Balmeh, N., Mahmoudi, S., Mohammadi, N., & Karabedianhajiabadi, A. (2020). Predicted therapeutic targets for COVID-19 disease by inhibiting
SARS-CoV-2 and its related receptors. Informatics in Medicine Unlocked, 20, 100407. https://doi.org/10.1016/j.imu.2020.100407

Banaganapalli, B., Al-Rayes, N., Awan, Z. A., Alsulaimany, F. A., Alamri, A. S., Elango, R., Malik, M. Z., & Shaik, N. A. (2021). Multilevel
systems biology analysis of lung transcriptomics data identifies key miRNAs and potential miRNA target genes for SARS-CoV-2

infection. Computers in Biology and Medicine, 135, 104570. https://doi.org/10.1016/j.compbiomed.2021.104570

76



Barreda-Manso, M. A., Nieto-Diaz, M., Soto, A., Mufioz-Galdeano, T., Reigada, D., & Maza, R. M. (2021). In Silico and In Vitro Analyses Validate
Human MicroRNAs Targeting the SARS-CoV-2 3'-UTR. International Journal of Molecular Sciences, 22(11), 6094.
https://doi.org/10.3390/ijms22116094

Battaglia, R., Alonzo, R., Pennisi, C., Caponnetto, A., Ferrara, C., Stella, M., Barbagallo, C., Barbagallo, D., Ragusa, M., Purrello, M., & Di Pietro,
C. (2021). MicroRNA-Mediated Regulation of the Virus Cycle and Pathogenesis in the SARS-CoV-2 Disease. International Journal of
Molecular Sciences, 22(24), 13192. https://doi.org/10.3390/ijms222413192

Bernard, M. A., Zhao, H., Yue, S. C., Anandaiah, A., Koziel, H., & Tachado, S. D. (2014). Novel HIV-1 MiRNAs Stimulate TNFa Release in
Human Macrophages via TLR8 Signaling Pathway. PLOS ONE, 9(9), e106006. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0106006

Bernhardt, H. S. (2012). The RNA world hypothesis: The worst theory of the early evolution of life (except for all the others)(a). Biology Direct,
7, 23. https://doi.org/10.1186/1745-6150-7-23

Bernier, A., & Sagan, S. M. (2018). The Diverse Roles of microRNAs at the Host—Virus Interface. Viruses, 10(8), 440.
https://doi.org/10.3390/v10080440

Betel, D., Koppal, A., Agius, P., Sander, C., & Leslie, C. (2010). Comprehensive modeling of microRNA targets predicts functional non-conserved
and non-canonical sites. Genome Biology, 11(8), R90. https://doi.org/10.1186/gbh-2010-11-8-r90

Boni, M. F., Lemey, P., Jiang, X., Lam, T. T.-Y., Perry, B. W., Castoe, T. A., Rambaut, A., & Robertson, D. L. (2020). Evolutionary origins of the
SARS-CoV-2 sarbecovirus lineage responsible for the COVID-19 pandemic. Nature Microbiology, 5(11), 1408-1417.
https://doi.org/10.1038/s41564-020-0771-4

Brister, J. R., Ako-adjei, D., Bao, Y., & Blinkova, O. (2015). NCBI Viral Genomes Resource. Nucleic Acids Research, 43(Database issue), D571-
D577. https://doi.org/10.1093/nar/gku1207

Callahan, V., Hawks, S., Crawford, M. A., Lehman, C. W., Morrison, H. A., Ivester, H. M., Akhrymuk, 1., Boghdeh, N., Flor, R., Finkielstein, C.
V., Allen, I. C., Weger-Lucarelli, J., Duggal, N., Hughes, M. A., & Kehn-Hall, K. (2021). The Pro-Inflammatory Chemokines CXCL9,
CXCL10 and CXCL11 Are Upregulated Following SARS-CoV-2 Infection in an AKT-Dependent Manner. Viruses, 13(6), 1062.
https://doi.org/10.3390/v13061062

Canakoglu, A., Pinoli, P., Bernasconi, A., Alfonsi, T., Melidis, D. P., & Ceri, S. (2021). ViruSurf: An integrated database to investigate viral
sequences. Nucleic Acids Research, 49(D1), D817-D824. https://doi.org/10.1093/nar/gkaa846

Cao, C., Cai, Z., Xiao, X., Rao, J., Chen, J., Hu, N., Yang, M., Xing, X., Wang, Y., Li, M., Zhou, B., Wang, X., Wang, J., & Xue, Y. (2021). The
architecture of the SARS-CoV-2 RNA genome inside virion. Nature Communications, 12(1), 3917. https://doi.org/10.1038/s41467-021-
22785-x

Carrasco-Hernandez, R., Jaicome, R., Lépez Vidal, Y., & Ponce de Leén, S. (2017). Are RNA Viruses Candidate Agents for the Next Global
Pandemic? A Review. ILAR Journal, 58(3), 343-358. https://doi.org/10.1093/ilar/ilx026

Ceraolo, C., & Giorgi, F. M. (2020). Genomic variance of the 2019-nCoV coronavirus. Journal of Medical Virology, 92(5), 522-528.
https://doi.org/10.1002/jmv.25700

Chan, Agnes. P., Choi, Y., & Schork, N. J. (2020). CONSERVED GENOMIC TERMINALS OF SARS-COV-2 AS CO-EVOLVING

FUNCTIONAL ELEMENTS AND POTENTIAL THERAPEUTIC TARGETS. bioRxiv. https://doi.org/10.1101/2020.07.06.190207

77



Chan, J. F.-W., Kok, K.-H., Zhu, Z., Chu, H., To, K. K--W.,, Yuan, S., & Yuen, K.-Y. (2020). Genomic characterization of the 2019 novel human-
pathogenic coronavirus isolated from a patient with atypical pneumonia after visiting Wuhan. Emerging Microbes & Infections, 9(1),
221-236. https://doi.org/10.1080/22221751.2020.1719902

Chen, C.-Y., Ping, Y.-H., Lee, H.-C., Chen, K.-H., Lee, Y.-M., Chan, Y.-J., Lien, T.-C., Jap, T.-S., Lin, C.-H., Kao, L.-S., & Chen, Y.-M. A. (2007).
Open Reading Frame 8a of the Human Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus Not Only Promotes Viral Replication but Also
Induces Apoptosis. The Journal of Infectious Diseases, 196(3), 405-415. https://doi.org/10.1086/519166

Chen, L., Song, W., Davis, I. C., Shrestha, K., Schwiebert, E., Sullender, W. M., & Matalon, S. (2009). Inhibition of Na+ transport in lung epithelial
cells by respiratory syncytial virus infection. American Journal of Respiratory Cell and Molecular Biology, 40(5), 588-600.
https://doi.org/10.1165/rcmb.2008-00340C

Chen, Y., & Wang, X. (2020). miRDB: An online database for prediction of functional microRNA targets. Nucleic Acids Research, 48(D1), D127-
D131. https://doi.org/10.1093/nar/gkz757

Chen, Y., Ye, W,, Zhang, Y., & Xu, Y. (2015). High speed BLASTN: An accelerated MegaBLAST search tool. Nucleic Acids Research, 43(16),
7762-7768. https://doi.org/10.1093/nar/gkv784

Chen, Z., Liang, H., Chen, X., Ke, Y., Zhou, Z., Yang, M., Zen, K., Yang, R., Liu, C., & Zhang, C.-Y. (2016). An Ebola virus-encoded microRNA-
like fragment serves as a biomarker for early diagnosis of Ebola virus disease. Cell Research, 26(3), 380-383.
https://doi.org/10.1038/cr.2016.21

Chow, J. T.-S., & Salmena, L. (2020). Prediction and Analysis of SARS-CoV-2-Targeting MicroRNA in Human Lung Epithelium. Genes, 11(9).
https://doi.org/10.3390/genes11091002

Cingolani, P., Platts, A., Wang, L. L., Coon, M., Nguyen, T., Wang, L., Land, S. J., Lu, X., & Ruden, D. M. (2012). A program for annotating and
predicting the effects of single nucleotide polymorphisms, SnpEff. Fly, 6(2), 80-92. https://doi.org/10.4161/fly.19695

Conzade, R., Grant, R., Malik, M. R., Elkholy, A., Elhakim, M., Samhouri, D., Ben Embarek, P. K., & Van Kerkhove, M. D. (2018). Reported
Direct and Indirect Contact with Dromedary Camels among Laboratory-Confirmed MERS-CoV Cases. Viruses, 10(8), 425.
https://doi.org/10.3390/v10080425

Corman, V. M, Ithete, N. L., Richards, L. R., Schoeman, M. C., Preiser, W., Drosten, C., & Drexler, J. F. (2014). Rooting the Phylogenetic Tree
of Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus by Characterization of a Conspecific Virus from an African Bat. Journal of Virology,
88(19), 11297-11303. https://doi.org/10.1128/JV1.01498-14

Cui, J., Li, F., & Shi, Z.-L. (2019). Origin and evolution of pathogenic coronaviruses. Nature Reviews Microbiology, 17(3), 181-192.
https://doi.org/10.1038/s41579-018-0118-9

Cullen, B. R. (2004). Transcription and Processing of Human microRNA Precursors. Molecular Cell, 16(6), 861-865.
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2004.12.002

Cullen, B. R. (2010). Five questions about viruses and microRNAs. PLoS Pathogens, 6(2), e1000787. https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1000787

Cyranoski, D. (2020). Did pangolins spread the China coronavirus to people? https://www.nature.com/articles/d41586-020-00364-2

da Silva, P. G., Mesquita, J. R., de Sdo José Nascimento, M., & Ferreira, V. A. M. (2021). Viral, host and environmental factors that favor
anthropozoonotic spillover of coronaviruses: An opinionated review, focusing on SARS-CoV, MERS-CoV and SARS-CoV-2. The

Science of the Total Environment, 750, 141483. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.141483

78



Danecek, P., & McCarthy, S. A. (2017). BCFtools/csq: Haplotype-aware variant consequences. Bioinformatics (Oxford, England), 33(13), 2037-
2039. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btx100

Daniloski, Z., Jordan, T. X., llmain, J. K., Guo, X., Bhabha, G., tenOever, B. R., & Sanjana, N. E. (2020). The Spike D614G mutation increases
SARS-CoV-2 infection of multiple human cell types. BioRxiv, 2020.06.14.151357. https://doi.org/10.1101/2020.06.14.151357

Darriba, D., Taboada, G. L., Doallo, R., & Posada, D. (2012). jModelTest 2: More models, new heuristics and high-performance computing. Nature
methods, 9(8), 772. https://doi.org/10.1038/nmeth.2109

De, M. N., Walker, C., Borges, R., Weilguny, L., Slodkowicz, G., & Goldman, N. (2020). Issues with SARS-CoV-2 sequencing dat.
https://virological.org/t/issues-with-sars-cov-2-sequencing-data/473

Denison, M. R., Graham, R. L., Donaldson, E. F., Eckerle, L. D., & Baric, R. S. (2011). Coronaviruses. RNA Biology, 8(2), 270-279.
https://doi.org/10.4161/rna.8.2.15013

Dickey, L. L., Worne, C. L., Glover, J. L., Lane, T. E., & O’Connell, R. M. (2016). MicroRNA-155 enhances T cell trafficking and antiviral effector
function in a model of coronavirus-induced neurologic disease. Journal of Neuroinflammation, 13(1), 240.
https://doi.org/10.1186/s12974-016-0699-z

Domingo, E., Martinez-Salas, E., Sobrino, F., de la Torre, J. C., Portela, A., Ortin, J., Lopez-Galindez, C., Pérez-Brefia, P., Villanueva, N., Najera,
R., VandePol, S., Steinhauer, D., DePolo, N., & Holland, J. (1985). The quasispecies (extremely heterogeneous) nature of viral RNA
genome populations: Biological relevance — a review. Gene, 40(1), 1-8. https://doi.org/10.1016/0378-1119(85)90017-4

Duffy, S., Shackelton, L. A., & Holmes, E. C. (2008). Rates of evolutionary change in viruses: Patterns and determinants. Nature Reviews Genetics,
9(4), 267-276. https://doi.org/10.1038/nrg2323

Duy, J., Honko, A. N., Altamura, L. A., Bixler, S. L., Wollen-Roberts, S., Wauquier, N., O’Hearn, A., Mucker, E. M., Johnson, J. C., Shamblin, J.
D., Zelko, J., Botto, M. A., Bangura, J., Coomber, M., Pitt, M. L., Gonzalez, J.-P., Schoepp, R. J., Goff, A. J., & Minogue, T. D. (2018).
Virus-encoded miRNAs in Ebola virus disease. Scientific Reports, 8(1), 6480. https://doi.org/10.1038/s41598-018-23916-z

Elizondo, V., Harkins, G. W., Mabvakure, B., Smidt, S., Zappile, P., Marier, C., Maurano, M., Perez, V., Mazza, N., Beloso, C., Ifran, S., Fernandez,
M., Santini, A., Perez, V., Estevez, V., Nin, M., Manrique, G., Perez, L., Ross, F., ... Duerr, R. (2020). SARS-CoV-2 genomic
characterization and clinical manifestation of the COVID-19 outbreak in Uruguay. medRxiv, 2020.10.08.20208546.
https://doi.org/10.1101/2020.10.08.20208546

El-Sayed, A., & Kamel, M. (2021). Coronaviruses in humans and animals: The role of bats in viral evolution. Environmental Science and Pollution
Research, 28(16), 19589-19600. https://doi.org/10.1007/s11356-021-12553-1

Fan, Y., Zhao, K., Shi, Z.-L., & Zhou, P. (2019). Bat Coronaviruses in China. Viruses, 11(3), 210. https://doi.org/10.3390/v11030210

Farkas, C., Mella, A., & Haigh, J. J. (2020). Large-scale population analysis of SARS-CoV-2 whole genome sequences reveals host-mediated viral
evolution with emergence of mutations in the viral Spike protein associated with elevated mortality rates (p. 2020.10.23.20218511).
https://doi.org/10.1101/2020.10.23.20218511

Farrag, M. A., Amer, H. M., Bhat, R., & Almajhdi, F. N. (2021). Sequence and phylogentic analysis of MERS-CoV in Saudi Arabia, 2012-2019.
Virology Journal, 18(1), 90. https://doi.org/10.1186/s12985-021-01563-7

Farrag, M. A., Amer, H. M., Bhat, R., Hamed, M. E., Aziz, I. M., Mubarak, A., Dawoud, T. M., Almalki, S. G., Alghofaili, F., Alnemare, A. K.,

Al-Baradi, R. S., Alosaimi, B., & Alturaiki, W. (2021). SARS-CoV-2: An Overview of Virus Genetics, Transmission, and

79



Immunopathogenesis.  International Journal of Environmental Research and Public Health, 18(12), 6312.
https://doi.org/10.3390/ijerph18126312

Fehr, A. R., & Perlman, S. (2015). Coronaviruses: An Overview of Their Replication and Pathogenesis. En H. J. Maier, E. Bickerton, & P. Britton
(Eds.), Coronaviruses: Methods and Protocols (pp. 1-23). Springer. https://doi.org/10.1007/978-1-4939-2438-7_1

Ferron, F., Subissi, L., Morais, A. T.S. D., Le, N. T. T., Sevajol, M., Gluais, L., Decroly, E., Vonrhein, C., Bricogne, G., Canard, B., & Imbert, I.
(2018). Structural and molecular basis of mismatch correction and ribavirin excision from coronavirus RNA. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 115(2), E162-E171. https://doi.org/10.1073/pnas.1718806115

Forni, D., Cagliani, R., Clerici, M., & Sironi, M. (2017). Molecular Evolution of Human Coronavirus Genomes. Trends in Microbiology, 25(1),
35-48. https://doi.org/10.1016/j.tim.2016.09.001

Frutos, R., Serra-Cobo, J., Pinault, L., Lopez Roig, M., & Devaux, C. A. (2021). Emergence of Bat-Related Betacoronaviruses: Hazard and Risks.
Frontiers in Microbiology, 12. https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.591535

Fu, L., Niu, B., Zhu, Z., Wu, S., & Li, W. (2012). CD-HIT: Accelerated for clustering the next-generation sequencing data. Bioinformatics, 28(23),
3150-3152. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bts565

Fulzele, S., Sahay, B., Yusufu, I., Lee, T. J., Sharma, A., Kolhe, R., & Isales, C. M. (2020). COVID-19 Virulence in Aged Patients Might Be
Impacted by the Host Cellular MicroRNAs  Abundance/Profile.  Aging and Disease, 11(3), 509-522.
https://doi.org/10.14336/AD.2020.0428

Gasparello, J., Finotti, A., & Gambari, R. (2021). Tackling the COVID-19 “cytokine storm” with microRNA mimics directly targeting the 3’UTR
of pro-inflammatory mRNAs. Medical Hypotheses, 146, 110415. https://doi.org/10.1016/j.mehy.2020.110415

Geoghegan, J. L., Duchéne, S., & Holmes, E. C. (2017). Comparative analysis estimates the relative frequencies of co-divergence and cross-species
transmission within viral families. PLoS Pathogens, 13(2), e1006215. https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1006215

Gojobori, T., Moriyama, E. N., & Kimura, M. (1990). Molecular clock of viral evolution, and the neutral theory. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 87(24), 10015-10018. https://doi.org/10.1073/pnas.87.24.10015

Graepel, K. W., Lu, X., Case, J. B., Sexton, N. R., Smith, E. C., & Denison, M. R. (2017). Proofreading-deficient coronaviruses adapt over long-
term passage for increased fidelity and fitness without reversion of exoribonuclease-inactivating mutations. BioRxiv, 175562.
https://doi.org/10.1101/175562

Gralinski, L. E., & Menachery, V. D. (2020). Return of the Coronavirus: 2019-nCoV. Viruses, 12(2), 135. https://doi.org/10.3390/v12020135

Gruber, A. R., FindeiR}, S., Washietl, S., Hofacker, I. L., & Stadler, P. F. (2010). RNAz 2.0: Improved noncoding RNA detection. Pacific Symposium
on Biocomputing. Pacific Symposium on Biocomputing, 69-79.

Guan, Y., Zheng, B. J., He, Y. Q., Liu, X. L., Zhuang, Z. X., Cheung, C. L., Luo, S. W., Li, P. H., Zhang, L. J., Guan, Y. J., Butt, K. M., Wong, K.
L., Chan, K. W., Lim, W., Shortridge, K. F., Yuen, K. Y., Peiris, J. S. M., & Poon, L. L. M. (2003). Isolation and Characterization of
Viruses Related to the SARS Coronavirus from Animals in Southern China. Science, 302(5643), 276-278.
https://doi.org/10.1126/science.1087139

Guzzi, P. H., Mercatelli, D., Ceraolo, C., & Giorgi, F. M. (2020). Master Regulator Analysis of the SARS-CoV-2/Human Interactome. Journal of

Clinical Medicine, 9(4), 982. https://doi.org/10.3390/jcm9040982

80



Hadfield, J., Megill, C., Bell, S. M., Huddleston, J., Potter, B., Callender, C., Sagulenko, P., Bedford, T., & Neher, R. A. (2018). Nextstrain: Real-
time tracking of pathogen evolution. Bioinformatics, 34(23), 4121-4123. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bty407

Han, G.-Z. (2020). Pangolins Harbor SARS-CoV-2-Related Coronaviruses. Trends in Microbiology, 28(7), 515-517.
https://doi.org/10.1016/j.tim.2020.04.001

Hasan, M. M., Akter, R., Ullah, M. S., Abedin, M. J., Ullah, G. M. A., & Hossain, M. Z. (2014). A Computational Approach for Predicting Role
of Human MicroRNAs in MERS-CoV Genome. Advances in Bioinformatics, 2014, e967946. https://doi.org/10.1155/2014/967946

Hofacker, I. L. (2003). Vienna RNA secondary structure server. Nucleic Acids Research, 31(13), 3429-3431.

Hon, C.-C., Lam, T.-Y., Shi, Z.-L., Drummond, A. J., Yip, C.-W., Zeng, F., Lam, P.-Y., & Leung, F. C.-C. (2008). Evidence of the Recombinant
Origin of a Bat Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS)-Like Coronavirus and Its Implications on the Direct Ancestor of SARS
Coronavirus. Journal of Virology, 82(4), 1819-1826. https://doi.org/10.1128/JV1.01926-07

Hu, J., Peng, P., Cao, X., Wu, K., Chen, J., Wang, K., Tang, N., & Huang, A. (2022). Increased immune escape of the new SARS-CoV-2 variant
of concern Omicron. Cellular & Molecular Immunology, 1-3. https://doi.org/10.1038/s41423-021-00836-z

Huang, H.-Y., Lin, Y.-C.-D., Li, J., Huang, K.-Y., Shrestha, S., Hong, H.-C., Tang, Y., Chen, Y.-G., Jin, C.-N., Yu, Y., Xu, J.-T., Li, Y.-M., Cai,
X.-X., Zhou, Z.-Y., Chen, X.-H., Pei, Y.-Y., Hu, L., Su, J.-J., Cui, S.-D., ... Huang, H.-D. (2020). miRTarBase 2020: Updates to the
experimentally  validated microRNA-target interaction database. Nucleic Acids Research, 48(D1), D148-D154.
https://doi.org/10.1093/nar/gkz896

Hussain, M., & Asgari, S. (2014). MicroRNA-like viral small RNA from Dengue virus 2 autoregulates its replication in mosquito cells. Proceedings
of the National Academy of Sciences, 111(7), 2746-2751. https://doi.org/10.1073/pnas.1320123111

Hussain, S., Pan, J., Chen, Y., Yang, Y., Xu, J., Peng, Y., Wu, Y., Li, Z., Zhu, Y., Tien, P., & Guo, D. (2005). Identification of Novel Subgenomic
RNAs and Noncanonical Transcription Initiation Signals of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus. Journal of Virology,
79(9), 5288-5295. https://doi.org/10.1128/JV1.79.9.5288-5295.2005

Huston, N. C., Wan, H., Strine, M. S., de Cesaris Araujo Tavares, R., Wilen, C. B., & Pyle, A. M. (2021). Comprehensive in vivo secondary
structure of the SARS-CoV-2 genome reveals novel regulatory motifs and mechanisms. Molecular Cell, 81(3), 584-598.e5.
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2020.12.041

Ito, K., & Murphy, D. (2013). Application of ggplot2 to Pharmacometric Graphics. CPT: Pharmacometrics & Systems Pharmacology, 2, €79.
https://doi.org/10.1038/psp.2013.56

John, G., Sahajpal, N. S., Mondal, A. K., Ananth, S., Williams, C., Chaubey, A., Rojiani, A. M., & Kolhe, R. (2021). Next-Generation Sequencing
(NGS) in COVID-19: A Tool for SARS-CoV-2 Diagnosis, Monitoring New Strains and Phylodynamic Modeling in Molecular
Epidemiology. Current Issues in Molecular Biology, 43(2), 845-867. https://doi.org/10.3390/cimb43020061

Kalvari, 1., Nawrocki, E. P., Ontiveros-Palacios, N., Argasinska, J., Lamkiewicz, K., Marz, M., Griffiths-Jones, S., Toffano-Nioche, C., Gautheret,
D., Weinberg, Z., Rivas, E., Eddy, S. R., Finn, R. D., Bateman, A., & Petrov, A. |. (2021). Rfam 14: Expanded coverage of metagenomic,
viral and microRNA families. Nucleic Acids Research, 49(D1), D192-D200. https://doi.org/10.1093/nar/gkaal047

Kelly,J. A., Woodside, M. T., & Dinman, J. D. (2021). Programmed —1 Ribosomal Frameshifting in coronaviruses: A therapeutic target. Virology,

554, 75-82. https://doi.org/10.1016/j.virol.2020.12.010

81



Keng, C.-T., Choi, Y.-W., Welkers, M. R. A., Chan, D. Z. L., Shen, S., Gee Lim, S., Hong, W., & Tan, Y.-J. (2006). The human severe acute
respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV) 8b protein is distinct from its counterpart in animal SARS-CoV and down-regulates the
expression of the envelope protein in infected cells. Virology, 354(1), 132-142. https://doi.org/10.1016/j.virol.2006.06.026

Kim, D., Lee, J.-Y., Yang, J.-S., Kim, J. W., Kim, V. N., & Chang, H. (2020). The Architecture of SARS-CoV-2 Transcriptome. Cell, 181(4), 914-
921.e10. https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.04.011

Kim, W. R., Park, E. G., Kang, K.-W., Lee, S.-M., Kim, B., & Kim, H.-S. (2020). Expression Analyses of MicroRNAs in Hamster Lung Tissues
Infected by SARS-CoV-2. Molecules and Cells, 43(11), 953-963. https://doi.org/10.14348/molcells.2020.0177

Kopecky-Bromberg, S. A., Martinez-Sobrido, L., Frieman, M., Baric, R. A., & Palese, P. (2007). Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
Open Reading Frame (ORF) 3b, ORF 6, and Nucleocapsid Proteins Function as Interferon Antagonists. Journal of Virology, 81(2), 548-
557. https://doi.org/10.1128/JV1.01782-06

Korber, B., Fischer, W. M., Gnanakaran, S., Yoon, H., Theiler, J., Abfalterer, W., Foley, B., Giorgi, E. E., Bhattacharya, T., Parker, M. D., Partridge,
D. G., Evans, C. M,, Silva, T. de, Group, on behalf of the S. C.-19 G., LaBranche, C. C., & Montefiori, D. C. (2020). Spike mutation
pipeline reveals the emergence of a more transmissible form of SARS-CoV-2. BioRxiv, 2020.04.29.069054.
https://doi.org/10.1101/2020.04.29.069054

Kosakovsky Pond, S. L., & Frost, S. D. W. (2005). Not so different after all: A comparison of methods for detecting amino acid sites under selection.
Molecular Biology and Evolution, 22(5), 1208-1222. https://doi.org/10.1093/molbev/msi105

Kozomara, A., Birgaoanu, M., & Griffiths-Jones, S. (2019). miRBase: From microRNA sequences to function. Nucleic Acids Research, 47(D1),
D155-D162. https://doi.org/10.1093/nar/gky1141

Krol, J., Sobczak, K., Wilczynska, U., Drath, M., Jasinska, A., Kaczynska, D., & Krzyzosiak, W. J. (2004). Structural Features of MicroRNA
(miRNA) Precursors and Their Relevance to miRNA Biogenesis and Small Interfering RNA/Short Hairpin RNA Design *. Journal of
Biological Chemistry, 279(40), 42230-42239. https://doi.org/10.1074/jbc.M404931200

Kriger, J., & Rehmsmeier, M. (2006). RNAhybrid: MicroRNA target prediction easy, fast and flexible. Nucleic Acids Research, 34(Web Server
issue), W451-W454. https://doi.org/10.1093/nar/gkl243

Lam, T. T.-Y., Jia, N., Zhang, Y.-W., Shum, M. H.-H., Jiang, J.-F., Zhu, H.-C., Tong, Y.-G., Shi, Y.-X., Ni, X.-B., Liao, Y.-S., Li, W.-J., Jiang,
B.-G., Wei, W., Yuan, T.-T., Zheng, K., Cui, X.-M., Li, J., Pei, G.-Q., Qiang, X., ... Cao, W.-C. (2020). Identifying SARS-CoV-2-
related coronaviruses in Malayan pangolins. Nature, 583(7815), 282-285. https://doi.org/10.1038/s41586-020-2169-0

Larsson, A. (2014). AliView: A fast and lightweight alignment viewer and editor for large datasets. Bioinformatics, 30(22), 3276-3278.
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btu531

Latinne, A, Hu, B., Olival, K. J., Zhu, G., Zhang, L., Li, H., Chmura, A. A., Field, H. E., Zambrana-Torrelio, C., Epstein, J. H., Li, B., Zhang, W.,
Wang, L.-F., Shi, Z.-L., & Daszak, P. (2020). Origin and cross-species transmission of bat coronaviruses in China. Nature
Communications, 11(1), 4235. https://doi.org/10.1038/s41467-020-17687-3

Lau, S. K. P., Woo, P. C. Y, Li, K. S. M., Huang, Y., Tsoi, H.-W., Wong, B. H. L., Wong, S. S. Y., Leung, S.-Y., Chan, K.-H., & Yuen, K.-Y.
(2005). Severe acute respiratory syndrome coronavirus-like virus in Chinese horseshoe bats. Proceedings of the National Academy of

Sciences, 102(39), 14040-14045. https://doi.org/10.1073/pnas.0506735102

82



Li, F. (2013). Receptor recognition and cross-species infections of SARS coronavirus. Antiviral Research, 100(1), 246-254.
https://doi.org/10.1016/j.antiviral.2013.08.014

Li, F. (2016). Structure, Function, and Evolution of Coronavirus Spike Proteins. Annual Review of Virology, 3(1), 237-261.
https://doi.org/10.1146/annurev-virology-110615-042301

Li, H. (2018). Minimap2: Pairwise alignment for nucleotide sequences. Bioinformatics (Oxford, England), 34(18), 3094-3100.
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bty191

Li, X., Fu, Z., Liang, H., Wang, Y., Qi, X, Ding, M., Sun, X., Zhou, Z., Huang, Y., Gu, H., Li, L., Chen, X., Li, D., Zhao, Q., Liu, F., Wang, H.,
Wang, J., Zen, K., & Zhang, C.-Y. (2018). H5N1 influenza virus-specific miRNA-like small RNA increases cytokine production and
mouse mortality via targeting poly(rC)-binding protein 2. Cell Research, 28(2), 157-171. https://doi.org/10.1038/cr.2018.3

Li, X., Giorgi, E. E., Marichannegowda, M. H., Foley, B., Xiao, C., Kong, X.-P., Chen, Y., Gnanakaran, S., Korber, B., & Gao, F. (2020).
Emergence of SARS-CoV-2 through recombination and strong purifying selection. Science Advances, eabb9153.
https://doi.org/10.1126/sciadv.abb9153

Li, X., & Zou, X. (2019). An overview of RNA virus-encoded microRNAs. ExRNA, 1(1), 37. https://doi.org/10.1186/s41544-019-0037-6

Li, Z., Luo, Q., Xu, H., Zheng, M., Abdalla, B. A., Feng, M., Cai, B., Zhang, X., Nie, Q., & Zhang, X. (2017). MiR-34b-5p Suppresses Melanoma
Differentiation-Associated Gene 5 (MDADS) Signaling Pathway to Promote Avian Leukosis Virus Subgroup J (ALV-J)-Infected Cells
Proliferaction ~and  ALV-J  Replication. Frontiers in  Cellular  and Infection ~ Microbiology, 7, 17.
https://doi.org/10.3389/fcimb.2017.00017

Liu, Q., Du, J., Yu, X., Xu, J., Huang, F., Li, X., Zhang, C., Li, X., Chang, J., Shang, D., Zhao, Y., Tian, M., Lu, H., Xu, J., Li, C., Zhu, H., Jin, N.,
& lJiang, C. (2017). MIiIRNA-200c-3p is crucial in acute respiratory distress syndrome. Cell Discovery, 3(1), 1-17.
https://doi.org/10.1038/celldisc.2017.21

Liu, Y., Sun, J., Zhang, H., Wang, M., Gao, G. F., & Li, X. (2016). Ebola virus encodes a miR-155 analog to regulate importin-a5 expression.
Cellular and Molecular Life Sciences, 73(19), 3733-3744. https://doi.org/10.1007/s00018-016-2215-0

Liu, Y., Wimmer, E., & Paul, A. V. (2009). Cis-acting RNA elements in human and animal plus-strand RNA viruses. Biochimica et Biophysica
Acta (BBA) - Gene Regulatory Mechanisms, 1789(9), 495-517. https://doi.org/10.1016/j.bbagrm.2009.09.007

Lokugamage, K. G., Hage, A., de Vries, M., Valero-Jimenez, A. M., Schindewolf, C., Dittmann, M., Rajsbaum, R., & Menachery, V. D. (2020).
Type | Interferon Susceptibility Distinguishes SARS-CoV-2 from SARS-CoV. Journal of Virology, 94(23), e01410-20.
https://doi.org/10.1128/JV1.01410-20

Love, M. ., Huber, W., & Anders, S. (2014). Moderated estimation of fold change and dispersion for RNA-seq data with DESeq2. Genome Biology,
15(12), 550. https://doi.org/10.1186/s13059-014-0550-8

Lu, D., Chatterjee, S., Xiao, K., Riedel, I., Wang, Y., Foo, R., Bér, C., & Thum, T. (2020). MicroRNAs targeting the SARS-CoV-2 entry receptor
ACE?2 in cardiomyocytes. Journal of Molecular and Cellular Cardiology, 148, 46-49. https://doi.org/10.1016/j.yjmcc.2020.08.017

Lu, G., Wang, Q., & Gao, G. F. (2015). Bat-to-human: Spike features determining «host jump» of coronaviruses SARS-CoV, MERS-CoV, and

beyond. Trends in Microbiology, 23(8), 468-478. https://doi.org/10.1016/j.tim.2015.06.003

83



Lu, R., Zhao, X., Li, J., Niu, P, Yang, B., Wu, H., Wang, W., Song, H., Huang, B., Zhu, N., Bi, Y., Ma, X., Zhan, F., Wang, L., Hu, T., Zhou, H.,
Hu, Z., Zhou, W., Zhao, L., ... Tan, W. (2020). Genomic characterisation and epidemiology of 2019 novel coronavirus: Implications
for virus origins and receptor binding. The Lancet, 395(10224), 565-574. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(20)30251-8

Ma, X., Zhao, X., Zhang, Z., Guo, J., Guan, L., Li, J., Mi, M., Huang, Y., & Tong, D. (2018). Differentially expressed non-coding RNAs induced
by transmissible gastroenteritis virus potentially regulate inflammation and NF-kB pathway in porcine intestinal epithelial cell line.
BMC Genomics, 19(1), 747. https://doi.org/10.1186/s12864-018-5128-5

Madhugiri, R., Fricke, M., Marz, M., & Ziebuhr, J. (2016). Chapter Four—Coronavirus cis-Acting RNA Elements. En J. Ziebuhr (Ed.), Advances
in Virus Research (Vol. 96, pp. 127-163). Academic Press. https://doi.org/10.1016/bs.aivir.2016.08.007

Mallick, B., Ghosh, Z., & Chakrabarti, J. (2009). MicroRNome Analysis Unravels the Molecular Basis of SARS Infection in Bronchoalveolar Stem
Cells. PLOS ONE, 4(11), e7837. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0007837

Masters, P. S. (2006). The Molecular Biology of Coronaviruses. En Advances in Virus Research (Vol. 66, pp. 193-292). Academic Press.
https://doi.org/10.1016/S0065-3527(06)66005-3

Matarese, A., Gambardella, J., Sardu, C., & Santulli, G. (2020). miR-98 Regulates TMPRSS2 Expression in Human Endothelial Cells: Key
Implications for COVID-19. Biomedicines, 8(11), 462. https://doi.org/10.3390/biomedicines8110462

Meckiff, B. J., Ramirez-Suéstegui, C., Fajardo, V., Chee, S. J., Kusnadi, A., Simon, H., Grifoni, A., Pelosi, E., Weiskopf, D., Sette, A., Ay, F.,
Seumois, G., Ottensmeier, C. H., & Vijayanand, P. (2020). Single-cell transcriptomic analysis of SARS-CoV-2 reactive CD4+ T cells.
Social Science Research Network, 3641939. https://doi.org/10.2139/ssrn.3641939

Memish, Z. A., Cotten, M., Meyer, B., Watson, S. J., Alsahafi, A. J., Al Rabeeah, A. A., Corman, V. M., Sieberg, A., Makhdoom, H. Q., Assiri,
A., Al Masri, M., Aldabbagh, S., Bosch, B.-J., Beer, M., Milller, M. A., Kellam, P., & Drosten, C. (2014). Human infection with MERS
coronavirus after exposure to infected camels, Saudi Arabia, 2013. Emerging Infectious Diseases, 20(6), 1012-1015.
https://doi.org/10.3201/eid2006.140402

Menachery, V. D., Graham, R. L., & Baric, R. S. (2017). Jumping species—A mechanism for coronavirus persistence and survival. Current Opinion
in Virology, 23, 1-7. https://doi.org/10.1016/j.coviro.2017.01.002

Merino, G. A., Raad, J., Bugnon, L. A., Yones, C., Kamenetzky, L., Claus, J., Ariel, F., Milone, D. H., & Stegmayer, G. (2020). Novel SARS-
CoV-2  encoded small RNAs in the passage to  humans. Bioinformatics, 36(24), 5571-5581.
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btaal002

Mi, H., Muruganujan, A., Ebert, D., Huang, X., & Thomas, P. D. (2019). PANTHER version 14: More genomes, a new PANTHER GO-slim and
improvements in enrichment analysis tools. Nucleic Acids Research, 47(D1), D419-D426. https://doi.org/10.1093/nar/gky1038

Michel, C. J., Mayer, C., Poch, O., & Thompson, J. D. (2020). Characterization of accessory genes in coronavirus genomes. Virology Journal,
17(1), 131. https://doi.org/10.1186/s12985-020-01402-1

Mignone, F., Grillo, G., Licciulli, F., lacono, M., Liuni, S., Kersey, P. J., Duarte, J., Saccone, C., & Pesole, G. (2005). UTRdb and UTRsite: A
collection of sequences and regulatory motifs of the untranslated regions of eukaryotic mMRNAs. Nucleic Acids Research, 33(Database
issue), D141-146. https://doi.org/10.1093/nar/gki021

Miller, M. A., Pfeiffer, W., & Schwartz, T. (2010). Creating the CIPRES Science Gateway for inference of large phylogenetic trees. 2010 Gateway

Computing Environments Workshop (GCE), 1-8. https://doi.org/10.1109/GCE.2010.5676129

84



Mishra, R., Kumar, A., Ingle, H., & Kumar, H. (2020). The Interplay Between Viral-Derived miRNAs and Host Immunity During Infection.
Frontiers in Immunology, 10, 3079. https://doi.org/10.3389/fimmu.2019.03079

Morales, L., Oliveros, J. C., Fernandez-Delgado, R., tenOever, B. R., Enjuanes, L., & Sola, I. (2017). SARS-CoV-Encoded Small RNAs Contribute
to Infection-Associated Lung Pathology. Cell Host & Microbe, 21(3), 344-355. https://doi.org/10.1016/j.chom.2017.01.015

Morel, B., Barbera, P., Czech, L., Bettisworth, B., Hiibner, L., Lutteropp, S., Serdari, D., Kostaki, E.-G., Mamais, |., Kozlov, A. M., Pavlidis, P.,
Paraskevis, D., & Stamatakis, A. (2021). Phylogenetic Analysis of SARS-CoV-2 Data Is Difficult. Molecular Biology and Evolution,
38(5), 1777-1791. https://doi.org/10.1093/molbev/msaa3l4

Murrell, B., Moola, S., Mabona, A., Weighill, T., Sheward, D., Kosakovsky Pond, S. L., & Scheffler, K. (2013). FUBAR: A fast, unconstrained
bayesian  approximation  for inferring  selection. = Molecular  Biology and  Evolution, 30(5), 1196-1205.
https://doi.org/10.1093/molbev/mst030

Murrell, B., Wertheim, J. O., Moola, S., Weighill, T., Scheffler, K., & Kosakovsky Pond, S. L. (2012). Detecting individual sites subject to episodic
diversifying selection. PLoS Genetics, 8(7), €1002764. https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1002764

Nelson, J. W., & Breaker, R. R. (2017). The lost language of the RNA World. Science Signaling, 10(483). https://doi.org/10.1126/scisignal.aam8812

Nowick, K., Walter Costa, M. B., Honer zu Siederdissen, C., & Stadler, P. F. (2019). Selection Pressures on RNA Sequences and Structures.
Evolutionary Bioinformatics Online, 15. https://doi.org/10.1177/1176934319871919

Omoto, S., Ito, M., Tsutsumi, Y., Ichikawa, Y., Okuyama, H., Brisibe, E. A., Saksena, N. K., & Fujii, Y. R. (2004). HIV-1 nef suppression by
virally encoded microRNA. Retrovirology, 1(1), 44. https://doi.org/10.1186/1742-4690-1-44

Omrani, A. S., Al-Tawfig, J. A., & Memish, Z. A. (2015). Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV): Animal to human
interaction. Pathogens and Global Health, 109(8), 354-362. https://doi.org/10.1080/20477724.2015.1122852

Oostra, M., de Haan, C. A. M., & Rottier, P. J. M. (2007). The 29-Nucleotide Deletion Present in Human but Not in Animal Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronaviruses Disrupts the Functional Expression of Open Reading Frame 8. Journal of Virology, 81(24), 13876-
13888. https://doi.org/10.1128/JV1.01631-07

Pang, K. C., Frith, M. C., & Mattick, J. S. (2006). Rapid evolution of noncoding RNAs: Lack of conservation does not mean lack of function.
Trends in Genetics, 22(1), 1-5. https://doi.org/10.1016/j.tig.2005.10.003

Paradis, E., Claude, J., & Strimmer, K. (2004). APE: Analyses of Phylogenetics and Evolution in R language. Bioinformatics (Oxford, England),
20(2), 289-290. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btg412

Peng, X., Gralinski, L., Ferris, M. T., Frieman, M. B., Thomas, M. J., Proll, S., Korth, M. J., Tisoncik, J. R., Heise, M., Luo, S., Schroth, G. P.,
Tumpey, T. M., Li, C., Kawaoka, Y., Baric, R. S., & Katze, M. G. (2011). Integrative deep sequencing of the mouse lung transcriptome
reveals differential expression of diverse classes of small RNAs in response to respiratory virus infection. MBio, 2(6).
https://doi.org/10.1128/mBi0.00198-11

Pham, T. N., Lukhele, S., Hajjar, F., Routy, J.-P., & Cohen, E. A. (2014). HIV Nef and Vpu protect HIV-infected CD4+ T cells from antibody-
mediated cell lysis through down-modulation of CD4 and BST2. Retrovirology, 11(1), 15. https://doi.org/10.1186/1742-4690-11-15

Pickett, B. E., Greer, D. S., Zhang, Y., Stewart, L., Zhou, L., Sun, G., Gu, Z., Kumar, S., Zaremba, S., Larsen, C. N., Jen, W., Klem, E. B., &
Scheuermann, R. H. (2012). Virus Pathogen Database and Analysis Resource (ViPR): A Comprehensive Bioinformatics Database and

Analysis Resource for the Coronavirus Research Community. Viruses, 4(11), 3209-3226. https://doi.org/10.3390/v4113209

85



Pierce, J. B., Simion, V., Icli, B., Pérez-Cremades, D., Cheng, H. S., & Feinberg, M. W. (2020). Computational Analysis of Targeting SARS-CoV-
2, Viral Entry Proteins ACE2 and TMPRSS2, and Interferon Genes by Host MicroRNAs. Genes, 11(11), 1354.
https://doi.org/10.3390/genes11111354

Piskol, R., & Stephan, W. (2008). Analyzing the Evolution of RNA Secondary Structures in Vertebrate Introns Using Kimura’s Model of
Compensatory Fitness Interactions. Molecular Biology and Evolution, 25(11), 2483-2492. https://doi.org/10.1093/molbev/msn195

Plante, J. A, Liu, Y., Liu, J., Xia, H., Johnson, B. A., Lokugamage, K. G., Zhang, X., Muruato, A. E., Zou, J., Fontes-Garfias, C. R., Mirchandani,
D., Scharton, D., Bilello, J. P., Ku, Z., An, Z., Kalveram, B., Freiberg, A. N., Menachery, V. D., Xie, X., ... Shi, P.-Y. (2021). Spike
mutation D614G alters SARS-CoV-2 fitness. Nature, 592(7852), 116-121. https://doi.org/10.1038/s41586-020-2895-3

Pond, S. L. K., Murrell, B., & Poon, A. F. Y. (2012). Evolution of viral genomes: Interplay between selection, recombination, and other forces.
Methods in Molecular Biology (Clifton, N.J.), 856, 239-272. https://doi.org/10.1007/978-1-61779-585-5_10

Prasad, A. N., Ronk, A. J., Widen, S. G., Wood, T. G., Basler, C. F., & Bukreyev, A. (2020). Ebola Virus Produces Discrete Small Noncoding
RNAs Independently of the Host MicroRNA Pathway Which Lack RNA Interference Activity in Bat and Human Cells. Journal of
Virology, 94(6). https://doi.org/10.1128/JV1.01441-19

Qu, X.-X., Hao, P., Song, X.-J., Jiang, S.-M., Liu, Y.-X., Wang, P.-G., Rao, X., Song, H.-D., Wang, S.-Y., Zuo, Y., Zheng, A.-H., Luo, M., Wang,
H.-L., Deng, F., Wang, H.-Z., Hu, Z.-H., Ding, M.-X., Zhao, G.-P., & Deng, H.-K. (2005). Identification of two critical amino acid
residues of the severe acute respiratory syndrome coronavirus spike protein for its variation in zoonotic tropism transition via a double
substitution strategy. The Journal of Biological Chemistry, 280(33), 29588-29595. https://doi.org/10.1074/jbc.M500662200

Qu, Z., & Adelson, D. (2012). Evolutionary conservation and functional roles of ncRNA. Frontiers in Genetics, 3, 205.
https://doi.org/10.3389/fgene.2012.00205

R Core Team. (2021). R: The R Project for Statistical Computing. https://www.r-project.org/

Rabaan, A. A., Al-Ahmed, S. H., Sah, R., Alqgumber, M. A., Haque, S., Patel, S. K., Pathak, M., Tiwari, R., Yatoo, Mohd. I., Hag, A. U., Bilal, M.,
Dhama, K., & Rodriguez-Morales, A. J. (2021). MERS-CoV: Epidemiology, molecular dynamics, therapeutics, and future challenges.
Annals of Clinical Microbiology and Antimicrobials, 20(1), 8. https://doi.org/10.1186/s12941-020-00414-7

Rabi, F. A., Al Zoubi, M. S., Kasasbeh, G. A., Salameh, D. M., & Al-Nasser, A. D. (2020). SARS-CoV-2 and Coronavirus Disease 2019: What
We Know So Far. Pathogens, 9(3), 231. https://doi.org/10.3390/pathogens9030231

Rahaman, M., Komanapalli, J., Mukherjee, M., Byram, P. K., Sahoo, S., & Chakravorty, N. (2021). Decrypting the role of predicted SARS-CoV-
2 miRNAs in COVID-19 pathogenesis: A bioinformatics approach. Computers in Biology and Medicine, 136, 104669.
https://doi.org/10.1016/j.compbiomed.2021.104669

Raj, V. S., Mou, H., Smits, S. L., Dekkers, D. H. W., Miiller, M. A., Dijkman, R., Muth, D., Demmers, J. A. A, Zaki, A., Fouchier, R. A. M., Thiel,
V., Drosten, C., Rottier, P. J. M., Osterhaus, A. D. M. E., Bosch, B. J., & Haagmans, B. L. (2013). Dipeptidyl peptidase 4 is a functional
receptor for the emerging human coronavirus-EMC. Nature, 495(7440), 251-254. https://doi.org/10.1038/nature12005

Rambaut, A., Drummond, A. J., Xie, D., Baele, G., & Suchard, M. A. (2018). Posterior Summarization in Bayesian Phylogenetics Using Tracer
1.7. Systematic Biology, 67(5), 901-904. https://doi.org/10.1093/sysbio/syy032

Rangan, R., Zheludev, I. N., & Das, R. (2020). RNA genome conservation and secondary structure in SARS-CoV-2 and SARS-related viruses.

BioRxiv, 2020.03.27.012906. https://doi.org/10.1101/2020.03.27.012906

86



Ricagno, S., Egloff, M.-P., Ulferts, R., Coutard, B., Nurizzo, D., Campanacci, V., Cambillau, C., Ziebuhr, J., & Canard, B. (2006). Crystal structure
and mechanistic determinants of SARS coronavirus nonstructural protein 15 define an endoribonuclease family. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 103(32), 11892-11897. https://doi.org/10.1073/pnas.0601708103

Rivas, E. (2020). RNA structure prediction using positive and negative evolutionary information. PLOS Computational Biology, 16(10), e1008387.
https://doi.org/10.1371/journal.pchi.1008387

Roes, F. L. (2020). On the Evolution of Virulent Zoonotic Viruses in Bats. Biological Theory, 1-3. https://doi.org/10.1007/s13752-020-00363-6

Sagar Demirci, M. D., & Adan, A. (2020). Computational analysis of microRNA-mediated interactions in SARS-CoV-2 infection. PeerJ, 8.
https://doi.org/10.7717/peerj.9369

Saini, S., Saini, A., Thakur, C. J., Kumar, V., Gupta, R. D., & Sharma, J. K. (2020). Genome-wide computational prediction of miRNAs in severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) revealed target genes involved in pulmonary vasculature and antiviral innate
immunity. Molecular Biology Research Communications, 9(2), 83-91. https://doi.org/10.22099/mbrc.2020.36507.1487

Salamatbakhsh, M., Mobaraki, K., Sadeghimohammadi, S., & Ahmadzadeh, J. (2019). The global burden of premature mortality due to the Middle
East respiratory syndrome (MERS) using standard expected years of life lost, 2012 to 2019. BMC Public Health, 19(1), 1523.
https://doi.org/10.1186/s12889-019-7899-2

Shang, J., Ye, G., Shi, K., Wan, Y., Luo, C., Aihara, H., Geng, Q., Auerbach, A., & Li, F. (2020). Structural basis of receptor recognition by SARS-
CoV-2. Nature, 581(7807), 221-224. https://doi.org/10.1038/s41586-020-2179-y

Shi, J., Wen, Z., Zhong, G., Yang, H., Wang, C., Huang, B., Liu, R., He, X., Shuai, L., Sun, Z., Zhao, Y., Liu, P., Liang, L., Cui, P., Wang, J.,
Zhang, X., Guan, Y., Tan, W., Wu, G., ... Bu, Z. (2020). Susceptibility of ferrets, cats, dogs, and other domesticated animals to SARS-
coronavirus 2. Science (New York, N.Y.), 368(6494), 1016-1020. https://doi.org/10.1126/science.abb7015

Shu, Y., & McCauley, J. (2017). GISAID: Global initiative on sharing all influenza data — from vision to reality. Eurosurveillance, 22(13).
https://doi.org/10.2807/1560-7917.ES.2017.22.13.30494

Sievers, F., Wilm, A., Dineen, D., Gibson, T. J., Karplus, K., Li, W., Lopez, R., McWilliam, H., Remmert, M., Séding, J., Thompson, J. D., &
Higgins, D. G. (2011). Fast, scalable generation of high-quality protein multiple sequence alignments using Clustal Omega. Molecular
Systems Biology, 7, 539. https://doi.org/10.1038/msb.2011.75

Simmonds, P. (2020). Pervasive RNA secondary structure in the genomes of SARS-CoV-2 and other coronaviruses — an endeavour to understand
its biological purpose. BioRxiv, 2020.06.17.155200. https://doi.org/10.1101/2020.06.17.155200

Siniscalchi, C., Di Palo, A., Russo, A., & Potenza, N. (2021). Human MicroRNAs Interacting With SARS-CoV-2 RNA Sequences: Computational
Analysis and Experimental Target Validation. Frontiers in Genetics, 12, 760. https://doi.org/10.3389/fgene.2021.678994

Smith, E. C., Blanc, H., Vignuzzi, M., & Denison, M. R. (2013). Coronaviruses Lacking Exoribonuclease Activity Are Susceptible to Lethal
Mutagenesis: ~ Evidence  for  Proofreading and  Potential  Therapeutics. =~ PLOS  Pathogens, 9(8), €1003565.
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1003565

Sola, I., Mateos-Gomez, P. A., Almazan, F., Zufiiga, S., & Enjuanes, L. (2011). RNA-RNA and RNA-protein interactions in coronavirus replication
and transcription. RNA Biology, 8(2), 237-248. https://doi.org/10.4161/rna.8.2.14991

Stamatakis, A. (2014). RAXML version 8: A tool for phylogenetic analysis and post-analysis of large phylogenies. Bioinformatics (Oxford,

England), 30(9), 1312-1313. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btu033

87



Sticht, C., De La Torre, C., Parveen, A., & Gretz, N. (2018). miRWalk: An online resource for prediction of microRNA binding sites. PLoS ONE,
13(10). https://doi.org/10.1371/journal.pone.0206239

Sweileh, W. M. (2017). Global research trends of World Health Organization’s top eight emerging pathogens. Globalization and Health, 13.
https://doi.org/10.1186/s12992-017-0233-9

Tang, H., Gao, Y., Li, Z., Miao, Y., Huang, Z., Liu, X., Xie, L., Li, H., Wen, W., Zheng, Y., & Su, W. (2020). The noncoding and coding
transcriptional landscape of the peripheral immune response in patients with COVID-19. Clinical and Translational Medicine, 10(6),
€200. https://doi.org/10.1002/ctm2.200

Tang, X., Wy, C,, Li, X, Song, Y., Yao, X., Wu, X., Duan, Y., Zhang, H., Wang, Y., Qian, Z., Cui, J., & Lu, J. (2020). On the origin and continuing
evolution of SARS-CoV-2. National Science Review, 7(6), 1012-1023. https://doi.org/10.1093/nsr/nwaa036

Teng, Y., Wang, Y., Zhang, X., Liu, W,, Fan, H., Yao, H., Lin, B., Zhu, P., Yuan, W., Tong, Y., & Cao, W. (2015). Systematic Genome-wide
Screening and Prediction of microRNAs in EBOV During the 2014 Ebolavirus Outbreak. Scientific Reports, 5(1), 9912.
https://doi.org/10.1038/srep09912

Toyoshima, Y., Nemoto, K., Matsumoto, S., Nakamura, Y., & Kiyotani, K. (2020). SARS-CoV-2 genomic variations associated with mortality rate
of COVID-19. Journal of Human Genetics, 65(12), 1075-1082. https://doi.org/10.1038/s10038-020-0808-9

Verma, S., Dwivedy, A., Kumar, N., & Biswal, B. K. (2020). Computational prediction of SARS-CoV-2 encoded miRNAs and their putative host
targets (p. 2020.11.02.365049). https://doi.org/10.1101/2020.11.02.365049

Vlachos, I. S., & Hatzigeorgiou, A. G. (2017). Functional Analysis of miRNAs Using the DIANA Tools Online Suite. Methods in Molecular
Biology (Clifton, N.J.), 1517, 25-50. https://doi.org/10.1007/978-1-4939-6563-2_2

Walls, A. C., Park, Y.-J., Tortorici, M. A., Wall, A., McGuire, A. T., & Veesler, D. (2020). Structure, Function, and Antigenicity of the SARS-
CoV-2 Spike Glycoprotein. Cell, 181(2), 281-292.¢6. https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.02.058

Walter Costa, M. B., Honer zu Siederdissen, C., Dunji¢, M., Stadler, P. F., & Nowick, K. (2019a). SSS-test: A novel test for detecting positive
selection on RNA secondary structure. BMC Bioinformatics, 20(1), 151. https://doi.org/10.1186/s12859-019-2711-y

Walter Costa, M. B., Honer zu Siederdissen, C., Dunji¢, M., Stadler, P. F., & Nowick, K. (2019b). SSS-test: A novel test for detecting positive
selection on RNA secondary structure. BMC Bioinformatics, 20(1), 151. https://doi.org/10.1186/s12859-019-2711-y

Wang, C., Horby, P. W., Hayden, F. G., & Gao, G. F. (2020). A novel coronavirus outbreak of global health concern. The Lancet, 395(10223), 470-
473. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(20)30185-9

Wang, N., Shang, J., Jiang, S., & Du, L. (2020). Subunit Vaccines Against Emerging Pathogenic Human Coronaviruses. Frontiers in Microbiology,
11. https://doi.org/10.3389/fmich.2020.00298

Wang, Q., Qi, J., Yuan, Y., Xuan, Y., Han, P., Wan, Y., Ji, W., Li, Y., Wu, Y., Wang, J., Iwamoto, A., Woo, P. C. Y., Yuen, K.-Y., Yan, J., Lu,
G., & Gao, G. F. (2014). Bat origins of MERS-CoV supported by bat coronavirus HKU4 usage of human receptor CD26. Cell Host &
Microbe, 16(3), 328-337. https://doi.org/10.1016/j.chom.2014.08.009

Weaver, S., Shank, S. D., Spielman, S. J., Li, M., Musg, S. V., & Kosakovsky Pond, S. L. (2018). Datamonkey 2.0: A Modern Web Application
for Characterizing Selective and Other Evolutionary Processes. Molecular Biology and Evolution, 35(3), 773-777.

https://doi.org/10.1093/molbev/msx335

88



Wickham, H., Averick, M., Bryan, J., Chang, W., McGowan, L. D., Frangois, R., Grolemund, G., Hayes, A., Henry, L., Hester, J., Kuhn, M.,
Pedersen, T. L., Miller, E., Bache, S. M., Miller, K., Ooms, J., Robinson, D., Seidel, D. P., Spinu, V., ... Yutani, H. (2019). Welcome
to the Tidyverse. Journal of Open Source Software, 4(43), 1686. https://doi.org/10.21105/j0ss.01686

Wolf, Y. I., Kazlauskas, D., Iranzo, J., Lucia-Sanz, A., Kuhn, J. H., Krupovic, M., Dolja, V. V., & Koonin, E. V. (2018). Origins and Evolution of
the Global RNA Virome. MBio, 9(6). https://doi.org/10.1128/mBi0.02329-18

Wong, M. C., Cregeen, S. J. J., Ajami, N. J., & Petrosino, J. F. (2020). Evidence of recombination in coronaviruses implicating pangolin origins of
nCoV-2019. BioRxiv, 2020.02.07.939207. https://doi.org/10.1101/2020.02.07.939207

World Health Organization (WHO). (2022, de Enero). WHO Coronavirus Disease (COVID-19). https://covid19.who.int

Wu, F., Zhao, S., Yu, B., Chen, Y.-M., Wang, W., Song, Z.-G., Hu, Y., Tao, Z.-W., Tian, J.-H., Pei, Y.-Y., Yuan, M.-L., Zhang, Y .-L., Dai, F.-H.,
Liu, Y., Wang, Q.-M., Zheng, J.-J., Xu, L., Holmes, E. C., & Zhang, Y.-Z. (2020). A new coronavirus associated with human respiratory
disease in China. Nature, 579(7798), 265-269. https://doi.org/10.1038/s41586-020-2008-3

Wyler, E., Mésbauer, K., Franke, V., Diag, A., Gottula, L. T., Arsie, R., Klironomos, F., Koppstein, D., Honzke, K., Ayoub, S., Buccitelli, C.,
Hoffmann, K., Richter, A., Legnini, 1., Ivanov, A., Mari, T., Del Giudice, S., Papies, J., Praktiknjo, S., ... Landthaler, M. (2021).
Transcriptomic profiling of SARS-CoV-2 infected human cell lines identifies HSP90 as target for COVID-19 therapy. iScience, 24(3),
102151. https://doi.org/10.1016/j.isci.2021.102151

Xing, Y., Li, X., Gao, X., & Dong, Q. (2020). MicroGMT: A Mutation Tracker for SARS-CoV-2 and Other Microbial Genome Sequences.
Frontiers in Microbiology, 0. https://doi.org/10.3389/fmich.2020.01502

Xu, K., Zheng, B.-J., Zeng, R., Lu, W., Lin, Y.-P., Xue, L., Li, L., Yang, L.-L., Xu, C., Dai, J., Wang, F., Li, Q., Dong, Q.-X., Yang, R.-F., Wu, J.-
R., & Sun, B. (2009). Severe acute respiratory syndrome coronavirus accessory protein 9b is a virion-associated protein. Virology,
388(2), 279-285. https://doi.org/10.1016/j.virol.2009.03.032

Yang, D., & Leibowitz, J. L. (2015). The structure and functions of coronavirus genomic 3’ and 5’ ends. Virus Research, 206, 120-133.
https://doi.org/10.1016/j.virusres.2015.02.025

Yang, H.-C., Chen, C., Wang, J.-H., Liao, H.-C., Yang, C.-T., Chen, C.-W., Lin, Y.-C., Kao, C.-H., Lu, M.-Y. J., & Liao, J. C. (2020). Analysis of
genomic distributions of SARS-CoV-2 reveals a dominant strain type with strong allelic associations. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 117(48), 30679-30686. https://doi.org/10.1073/pnas.2007840117

Yang, Y., Liu, C., Du, L., Jiang, S., Shi, Z., Baric, R. S., & Li, F. (2015). Two Mutations Were Critical for Bat-to-Human Transmission of Middle
East Respiratory Syndrome Coronavirus. Journal of Virology, 89(17), 9119-9123. https://doi.org/10.1128/JV1.01279-15

Ye, Z.-W., Yuan, S., Yuen, K.-S., Fung, S.-Y., Chan, C.-P., & Jin, D.-Y. (2020). Zoonotic origins of human coronaviruses. International Journal
of Biological Sciences, 16(10), 1686-1697. https://doi.org/10.7150/ijbs.45472

Yones, C., Raad, J., Bugnon, L. A., Milone, D. H., & Stegmayer, G. (2021). High precision in microRNA prediction: A novel genome-wide
approach  with  convolutional deep residual networks. Computers in Biology and Medicine, 134, 104448.
https://doi.org/10.1016/j.compbiomed.2021.104448

Zhan, S., Wang, Y., & Chen, X. (2020). RNA virus-encoded microRNAs: Biogenesis, functions and perspectives on application. EXRNA, 2(1), 15.

https://doi.org/10.1186/541544-020-00056-z

89



Zhang, J., Nielsen, R., & Yang, Z. (2005). Evaluation of an Improved Branch-Site Likelihood Method for Detecting Positive Selection at the
Molecular Level. Molecular Biology and Evolution, 22(12), 2472-2479. https://doi.org/10.1093/molbev/msi237

Zhang, L., Jackson, C. B., Mou, H., Ojha, A., Rangarajan, E. S., Izard, T., Farzan, M., & Choe, H. (2020). The D614G mutation in the SARS-CoV-
2 spike protein reduces S1 shedding and increases infectivity. BioRxiv, 2020.06.12.148726. https://doi.org/10.1101/2020.06.12.148726

Zhang, X., Chu, H., Wen, L., Shuai, H., Yang, D., Wang, Y., Hou, Y., Zhu, Z., Yuan, S., Yin, F., Chan, J. F.-W., & Yuen, K.-Y. (2020). Competing
endogenous RNA network profiling reveals novel host dependency factors required for MERS-CoV propagation. Emerging Microbes
& Infections, 9(1), 733-746. https://doi.org/10.1080/22221751.2020.1738277

Zhou, P., Yang, X.-L., Wang, X.-G., Hu, B., Zhang, L., Zhang, W., Si, H.-R., Zhu, Y., Li, B., Huang, C.-L., Chen, H.-D., Chen, J., Luo, Y., Guo,
H., Jiang, R.-D., Liu, M.-Q., Chen, Y., Shen, X.-R., Wang, X., ... Shi, Z.-L. (2020). A pneumonia outbreak associated with a new

coronavirus of probable bat origin. Nature, 579(7798), 270-273. https://doi.org/10.1038/s41586-020-2012-7

90



	Agradecimientos
	Resumen
	Lista de figuras
	Lista de tablas
	1 Introducción
	1.1 Evolución de virus de RNA
	1.2 La biología natural de los Coronavirus
	1.3 Transmisión zoonótica de los Beta-CoVs
	1.4 Los Beta-CoVs una amenaza para la salud mundial
	1.5 Una vista estructural y funcional del genoma RNA viral
	1.6 Funciones biológicas de vsRNAs codificados por virus de RNA

	2 Análisis in silico del genoma completo de Betacoronavirus revela que cambios de aminoácidos en la subunidad S1 de la proteína S son críticos para la transmisión zoonótica entre especies
	2.1 Resumen
	2.2 Introducción
	2.3 Materiales y métodos
	2.3.1 Recuperación de datos
	2.3.2 Preparación y curación de la información
	2.3.3 Edición de los alineamientos y obtención de los metadatos
	2.3.4 Predicción de los Open Reading Frames virales
	2.3.5 Identificación de variantes de un solo nucleótido
	2.3.6 Análisis filogenéticos
	2.3.7 Inferencia de presiones selectivas

	2.4 Resultados
	2.4.1 Tasa de error en la secuenciación de los datos
	2.4.2 Ganancia y perdida de genes
	2.4.3 Las mutaciones sinónimas parecen ser las más predominantes en los genomas virales de murciélagos
	2.4.4 Mutaciones puntuales son claves para la transmisión entre especies
	2.4.5 Diversidad evolutiva de los Beta-CoVs

	2.5 Discusión
	2.6 Conclusiones

	3 Las estructuras de RNA conservadas portan nuevos potenciales RNA pequeños derivados de los genomas de Betacoronavirus en el salto de barrera hacia los humanos
	3.1 Resumen
	3.2 Introducción
	3.3 Materiales y métodos
	3.3.1 Obtención de los conjuntos de datos
	3.3.2 Predicción de estructuras de RNA conservadas
	3.3.3 Detección de selección natural sobre la estructura de RNA
	3.3.4 Identificación de vsRNAs codificados por los genomas SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2
	3.3.4.1 Enfoque basado en ML
	3.3.4.2 Enfoque basado en interacción RNA-RNA

	3.3.5 Predicción de blancos de los vsRNAs
	3.3.6 Análisis de enriquecimiento funcional

	3.4 Resultados
	3.4.1 Las posiciones muy ambiguas pueden indicar perfiles de error de secuenciación
	3.4.2 Los genomas de MERS-CoV y SARS-CoV-2 parecen ser los más estructurados
	3.4.3 La selección positiva actúa sobre las estructuras de RNA en la región S del MERS-CoV y SARS-CoV-2
	3.4.4 Doce posibles potenciales vsRNAs derivan del genoma del SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2
	3.4.5 Los vsRNAs codificados en los genomas de los Beta-CoVs podrían modular la expresión de los genes del huésped

	3.5 Discusión
	3.6 Conclusiones

	4 Conclusiones generales y direcciones futuras
	4.1 Conclusiones
	4.2 Direcciones futuras

	A. Anexo: Reporte detallado de las secuencias virales encontradas en las especies analizadas en el estudio
	B. Anexo: Número de blancos predichos en el genoma humanos para cada candidato vsRNA en los tres Beta-CoVs
	Repositorio de código fuente
	Bibliografía

