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Resumen 

Evolución molecular de Betacoronavirus zoonóticos 

asociados con el Síndrome 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 detectó por primera vez en 2012. A finales de 2019, se inició la pandemia de 

COVID-19, lo que impulsó a los científicos de todo el mundo a aplicar sus respectivos conocimientos para abordar 

cómo el SARS-CoV-2 infecta a los humanos. La principal estrategia ha sido la implementación de sistemas 

convencionales de vigilancia sanitaria para identificar, intervenir y controlar las infecciones virales causadas por estos 

virus emergentes. Aunque el seguimiento de la evolución genética del virus ha sido de gran importancia, se desconoce 

hasta qué punto es posible la transmisión zoonótica entre especies animales susceptibles y no susceptibles, así como 

la eventual funcionalidad de la arquitectura estructural del genoma de RNA de los Betacoronavirus en la 

fisiopatología, principalmente para SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2. Para llenar este vacío de conocimiento 

y facilitar el desarrollo de tratamientos eficaces, se realizó un estudio amplio de los genomas de los Betacoronavirus 

mediante el análisis 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 información genómica, como se presentan y discuten en el capítulo 2: Análisis de secuencia. Esta parte 

del trabajo presenta un análisis evolutivo de transmisión horizontal en las secuencias virales para caracterizar y 

describir completamente la variación intra-hospedera de los Betacoronavirus. Los resultados revelan que cambios de 

aminoácidos en la subunidad S1 de la proteína S de SARS-CoV (G > T; A577S), MERS-CoV (C > T; S746R y C > 

T; N762A) y SARS-CoV-2 (A > G; D614G) con señales de selección positiva son factores fundamentales que 

subyacen al posible salto de barrera de los murciélagos al huésped intermedio. El capítulo 3: Análisis estructural, es 

una sección que explora los Betacoronavirus a nivel estructural como propuesta para descubrir si el plegamiento de 

estructuras secundarias de RNA conservadas podrían actuar como loci putativos para procesar RNAs pequeños virales, 

con una posible función asociada a la patogénesis en proceso de selección. Más del 87.58% de estas estructuras de 

RNA indican que 12 regiones portan RNAs pequeños en los Betacoronavirus, sugiriendo la posibilidad de modular la 

reprogramación transcripcional del nuevo huésped después de la infección. 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; Evolución molecular; Transmisión inter-especies; Estructura secundaria de RNA; 

Selección positiva; RNA pequeño 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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1 Introducción 

 

1.1 Evolución de virus de RNA 

 

Se estima que la evolución temprana de la vida involucró primero moléculas de RNA que funcionaron 

como sistemas de almacenamiento de información y como catalizadores (ribozimas) (Bernhardt, 2012). 

Posteriormente, se ha planteado la hipótesis de que la evolución implicó la formación de DNA y proteínas. 

Sin embargo, pese a la función principal que el DNA y las proteínas tienen en la regulación del 

funcionamiento celular, las moléculas de RNA siguieron siendo fundamentales para portar la información 

como RNAs mensajeros (mRNAs) e incluso para soportar el proceso de la traducción de esa información: 

desde los genes hasta las proteínas. Además, diversas funciones reguladoras han sido primordiales en los 

procesos de regulación post-transcripcional asociado a la función de los ncRNAs (Nelson & Breaker, 2017). 

En el contexto actual, los virus con genomas de RNA, representan la recapitulación más 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 evolución más altas, y especialmente los virus de RNA gozan 

de un potencial evolutivo sin precedentes dentro de los cuales, juegan un papel importante en la formación 

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 catálisis 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 replicación (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 et al., 2017). Sin embargo, el gran tamaño del genoma de estos virus junto con la baja 
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fidelidad de la RdRp (nsp12-RdRp), los hace susceptibles a la aparición de mutaciones espontáneas durante 

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

 

1.2 La biología natural de los Coronavirus 

 

Los CoVs son virus de genoma tipo RNA de cadena sencilla y sentido positivo (+ ssRNA) con un tamaño 

extraordinariamente grande de aproximadamente 26 a 32 kb, en comparación con otros virus de RNA. Al 

igual que todos los demás CoVs, la organización del genoma sigue un orden característico: los primeros 

dos tercios del 5’UTR del genoma codifican las poliproteínas (ORF1a/b), que se dividen en 16 proteínas 

no estructurales, denominadas nsp1 ~ 16, mientras que un tercio del 3’UTR consta de un conjunto anidado 

de mRNA sub-genómicos (sgmRNA) que codifican proteínas estructurales, incluida Spike (S), Envoltura 

(E), Membrana (M) y Nucleoproteína (N) (Hussain et al., 2005) (Figura 1.1). 

 

Figura 1.1 Estructura esquemática de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2.  
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(A) Diagrama esquemático de la organización genómica del SARS-CoV, el MERS-CoV y el SARS-CoV-2. Se 

comparan las regiones genómicas o marcos de lectura abierta (ORF). Se indican los ORF1a/b que generan las proteínas 

no estructurales, así como las proteínas de spike (S), de envoltura (E), de membrana (M) y de nucleocápside (N), y las 

proteínas accesorias. (B) Estructura esquemática del virión de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 y sus 

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

 

1.3 Transmisión zoonótica de los Beta-CoVs 

 

La mayoría 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 et al., 2020). Sin embargo, no es de sorprender que las primeras comparaciones 

genómicas hayan revelado que SARS-CoV-2 también se origina de los murciélagos como ha sido propuesto 

por varios grupos de investigación (Fan et al., 2019; Rabi et al., 2020), aunque existan otro tipo de posibles 

orígenes, que son polémicos en la prensa y en el mundo científico. 

Los primeros análisis 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 podrían actuar como posibles reservorios naturales. Más tarde, 

se descubrió que los pangolines eran un posible huésped intermedio. La reciente detección y el análisis del 

SARS-CoV-2, revelaron una identidad de secuencia de 85.5 - 92.4% con el CoV del pangolín malayo 

(Manis javanica), que es menor en comparación con la del murciélago RaTG13 (96.2%). Sin embargo, el 

dominio de unión al receptor (RBD), de la proteína S del virus aislado del pangolín, exhibió una similitud 

de aminoácidos del 97.4% con la del SARS-CoV-2, que es mayor en comparación con la del RaTG13 

(89.2%) (Han, 2020). Además, el RBD del SARS-CoV-2 comparte cinco residuos claves con el CoV del 

pangolín, mientras que con el de RaTG13 solo comparte un residuo (Han, 2020). Este hallazgo sugiere que 

los murciélagos actúan 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 mutación secuencial y recombinación entre 

CoVs, para finalmente saltar de nicho y adquirir la capacidad de infectar a huéspedes humanos. 
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1.4 Los Beta-CoVs una amenaza para la salud mundial 

 

En las últimas dos décadas, han surgido brotes de Beta-CoVs en poblaciones humanosas de todo el mundo, 

cada uno con características únicas pero que también comparten varias similitudes. En 2002, el brote de 

síndrome respiratorio agudo severo se produjo debido al SARS-CoV en la provincia de Guangdong de 

China y rápidamente se convirtió en una epidemia en 27 países, 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 provocó la 

aparición de un nuevo brote de síndrome respiratorio del Medio Oriente con 2,494 casos confirmados de 

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

La reciente aparición del nuevo brote de COVID-19 por el SARS-CoV-2 (identificado por primera vez el 

12 de diciembre de 2019) se detectó inicialmente en Wuhan, provincia de Hubei, China, y ahora se ha 

extendido por todo el mundo a un ritmo alarmante que continúa sin control en muchos países (Lu et al., 

2020). La tasa de transmisión 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 

infección humanosa y 5,570,163 muertes en todo el mundo (World Health Organization (WHO), 2022).  

 

1.5 Una vista estructural y funcional del genoma RNA viral 

 

El conocimiento de la estructura secundaria de RNA es importante para dilucidar su función y mecanismo 

de acción (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 características que pueden tener potencial de selección 

natural. Una estructura conservada implica que las sustituciones compensatorias (por ejemplo, GC → CG, 

o AU → UA), mantienen los patrones de bases pareadas, indicando una selección negativa. En cambio, los 

eventos de sustitución que alteran estas bases pareadas, provocando restricciones relajadas en la estructura, 

representan una selección positiva (Nowick et al., 2019; Piskol & Stephan, 2008; Walter Costa et al., 

2019a). La naturalidad del plegamiento del RNA genómico de los Beta-CoVs es expuesto en el citoplasma 

del huésped durante la replicación, la cual se asocia con estructuras discretas de RNA con funciones 

definidas, como los elementos de replicación y la iniciación de la traducción (Liu et al., 2009; Sola et al., 

2011). En general, estas estructuras presentan pares pareados muy conservados evolutivamente, albergando 

estructuras específicas de RNAs pequeños derivados de los virus (vsRNAs) que interactúan 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) porque no se sabe con certeza si 

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

1.6 Funciones biológicas de vsRNAs codificados por virus de RNA 

 

Actualmente, la mayoría de los v-miRs conocidos, están 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 endógenos, inicialmente poseen loci específicos que son transcritos en largos miRs primarios 

(pri-miRs) por la RNA polimerasa II. Estos pri-miRs son luego procesados en pequeños precursores-miRs 

(pre-miRs), con forma de hairpin de ~70 nt mediante Drosha, una enzima RNasa III nuclear, para 

posteriormente ser exportados al citoplasma por la proteína de membrana nuclear, Exportin5. En el 

citoplasma, los pre-miRs son procesados de nuevo por la enzima RNasa III, Dicer, en dúplex de hsa-miRs 

maduros de ~22 nt. Después del corte de Dicer, el hsa-miR maduro se carga en una proteína AGO, un 

componente esencial del complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC), y utiliza una de las hebras, 

conocida como hebra guía, para dirigirse a la región 3′UTR de sus RNAs mensajeros (mRNA) (Cullen, 

2004). La inquietud que se plantea en este trabajo es si los virus de RNA citoplasmáticos como los Beta-

CoVs pueden o no producir sus propios bona fide vsRNAs utilizando la vía endogénica durante la infección 

o si se encuentran en un proceso evolutivo en el cual se gane este tipo de interacción virus-huesped. 

Hipótesis 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 detección viral (Z. 

Li et al., 2017), la secreción de citosinas (Mallick et al., 2009; Peng et al., 2011; Dickey et al., 2016; Ma 

et al., 2018), y la eliminación 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 patología pulmonar. Sin embargo, aún existe un gran vacío 

de que posibles vsRNAs puedan utilizar las proteínas AGO como se ha comprobado con los v-miRs y estén 

involucrados en el desencadenamiento del Síndrome de Distrés Respiratorio (SDRA) en el huésped. 

Aunque la predicción in silico de vsRNAs que son codificados por los genomas virales es un enorme reto, 

se requiere utilizar una metodología bien establecida que combine análisis computacionales y 

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. 
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2 

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 

 

La transmisión zoonótica de Betacoronavirus desde animales al humanoso puede estar asociada con las 

estrategias de adaptación que estos virus desarrollan para explotar de forma óptima las células de la nueva 

especie huésped. Este capítulo permite identificar qué características moleculares se distinguen de los 

genomas virales para impulsar el salto de barrera entre las especies animales estudiadas. Para este propósito, 

se empleó un enfoque evolutivo de transmisión horizontal en las secuencias virales para caracterizar y 

describir la variación genómica presente en cada huésped del SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 

mediante el análisis 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 análisis 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 aminoácidos en la subunidad S1 de la proteína S del 

SARS-CoV (G > T; A577S), el MERS-CoV (C > T; S746R y C > T; N762A) y el SARS-CoV-2 (A > G; 

D614G) con señales de selección positiva son factores fundamentales que subyacen al posible salto de 

barrera de los murciélagos al huésped intermedio. Además, nuestros datos sugieren que para que se logre 

la entrada del virus a una célula humanosa, se requiere previamente la transmisión desde los murciélagos a 

un animal intermedio. Los hallazgos destacan la urgente necesidad de realizar estudios de dinámica 
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molecular de las sustituciones de aminoácidos y estudios de correlaciones estructura-función de la proteína 

S para dilucidar posibles interacciones emergentes entre virus-huesped y el desarrollo de tratamientos 

terapéuticos. 

Palabras claves: Betacoronavirus; Evolución molecular; Transmisión inter-especies; Mutación; Selección 

natural. 

 

2.2 Introducción 

 

En las dos últimas 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). Según 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). Además, los Beta-CoVs se dividen en cinco subgéneros: Embecovirus (e.g, HCoV-

OC43, HCoV-HKU1), 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 tamaño 

aproximadamente de 26 a 32 kb, que supera en tamaño a otros virus de RNA. Los primeros dos tercios del 

5’UTR del genoma codifican las poliproteínas (ORF1a/b), que se dividen en 16 proteínas no estructurales, 

denominadas nsp1 ~ 16, mientras que un tercio del 3’UTR consta de un conjunto anidado de mRNA sub-

genómicos (sgmRNA) que codifican proteínas estructurales, incluida Spike (S), Envoltura (E), Membrana 

(M) y Nucleoproteína (N) (Hussain et al., 2005).  

Los Beta-CoVs son patógenos zoonóticos 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 interacción antropogénica que puede producirse por el 

efecto de los humanos en los ecosistemas de murciélagos. Sin embargo, en la mayoría de los casos, estos 

virus se transmiten a los humanos a través de un huésped animal intermedio. Por ejemplo, el primer brote 

que se registró para los humanos debido a la circulación de Beta-CoVs fue en China en el año 2002 causado 

por el SARS-CoV (tasa de letalidad, 9.6%) y se determinó que los gatos civeta (Paguma larvata) eran los 
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huéspedes responsables de la transmisión humanosa (Guan et al., 2003). Más tarde, en 2012, el MERS-

CoV (tasa de letalidad, 34.7%) causó una grave enfermedad respiratoria que surgió en Medio Oriente, 

siendo los camellos dromedarios (Camelus dromedarius) la principal fuente de transmisión (Conzade et al., 

2018). En diciembre de 2019, se inició 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 más 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 últimas décadas y pese a su trascendencia en salud humanosa, aún faltan varias piezas en el 

rompecabezas para rastrear el origen zoonótico de estos virus y para entender qué procesos evolutivos 

subyacen al salto de barreras entre especies, convirtiéndose en un área activa de la investigación 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 evolución y la ecología viral que, 

hasta ahora, se está descifrando (Abdullahi et al., 2020). Diferentes fuentes de evidencia, han demostrado 

que el éxito de la transmisión e infección viral entre especies depende de la rápida evolución resultado de 

altas tasas de mutación, recombinación y variabilidad genética, así como de las relaciones entre las posibles 

especies de huéspedes (Abdullahi, et al., 2020). Estos mecanismos destinados a explicar la transmisión 

zoonótica han incrementado el potencial de infectar a los humanos. De hecho, los factores ambientales 

desempeñan un papel clave en la transmisión zoonótica 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 transmisión zoonótica 

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 más directo en la transmisión 

humanosa, o si un tercer mamífero actúa como el verdadero huésped intermedio y cómo interactúa con las 

diferentes especies, incluidos los humanos y los murciélagos (Åsjö & 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 

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

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

características principales de la proteína S contribuyen a la evolución de los Beta-CoVs, entre ellas: i) la 

excepcional capacidad de uso de receptores, ii) la alta tasa de mutación y iii) el potencial de adquirir nuevos 
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sitios de escisión proteolítica (Farrag et al., 2021). Por lo tanto, un solo cambio de aminoácido en la 

subunidad S1, puede provocar el cambio de huésped y el surgimiento de graves epidemias. Por ejemplo, se 

determinó que dos cambios de aminoácidos, T31K y E38D, en la subunidad S1 del SARS-CoV refuerzan 

la unión a la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2). Estos cambios son potencialmente la clave de 

la transmisión 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 propagación en humanos (Qu et al., 2005), varios aspectos relacionados 

con el origen, los patrones evolutivos, la dinámica de transmisión de los murciélagos como huéspedes 

reservorios, y la interacción entre los animales y los humanos en los tres Beta-CoVs patogénicos siguen sin 

aclararse. Para ello, en este capítulo 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 transmisión 

horizontal. El objetivo de este capítulo fue rastrear las variaciones en los genomas circulantes de diferentes 

especies con utilidad para identificar marcadores genómicos y construir un sistema de vigilancia molecular 

que permita detectar la aparición de posibles nuevas variantes de importancia en las transmisiones y 

desarrollar nuevas estrategias de control y mitigación de la infección viral. 

 

2.3 Materiales y métodos 

 

2.3.1 Recuperación de datos 

 

Las secuencias genómicas de SARS-CoV y MERS-CoV se descargaron de National Center for 

Biotechnology Information Virus (NCBI Virus) (Brister et al., 2015), Virus Pathogen Database and 

Analysis Resource (ViPR) (Pickett et al., 2012) y ViruSurf (Canakoglu et al., 2021). Adicionalmente, 

Global Initiative on. Sharing All Influenza Data (GISAID) (Shu y McCauley, 2017) se utilizó para colectar 

genomas del SARS-CoV-2 (consultado Mayo de 2021). Los criterios de inclusión de los datos fueron: i) 

genomas completos, ii) alto nivel de cobertura y iii) secuencias únicas. Para construir los conjuntos de datos 

que representaran los diferentes huéspedes de cada uno de los Beta-CoVs, se etiquetaron las secuencias de 

la siguiente manera: a) Murciélagos – reservorio natural, consistió 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 formó el grupo c) Humanos – amplificador. En total 

se obtuvieron 30 conjuntos de datos, 9 SARS-CoV (Murciélagos: 3; Animales intermedios: 3; Humanos: 
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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 Preparación y curación de la información 

 

A partir de los conjuntos de datos registrados para cada grupo de huéspedes y especie viral, se implementó 

un flujo de trabajo para filtrar, comparar, evaluar y seleccionar las secuencias más representativas. Para 

ello, se desarrolló un script en Python para filtrar individualmente las secuencias descargadas de las bases 

de datos que incluyera sólo los cuatro nucleótidos: A, C, G, T, sin ambigüedades, que pueden resultar de la 

baja precisión de la secuenciación 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 única secuencia que constituiría el conjunto 

de datos representativo de cada huésped viral, definiendo así un grupo no redundante de datos. 

Posteriormente, estos datos se analizaron usando un script de Python que permitió 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 último, para verificar que se trataba de secuencias 

únicas, 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 Edición de los alineamientos y obtención de los metadatos 

 

Posterior a la definición de datos no redundantes, las secuencias del genoma completo determinadas para 

cada huésped, se alinearon mediante Clustal-Omega (v1.2.4) (Sievers et al., 2011) con parámetros por 

defecto. Los alineamientos múltiples (MSA) se editaron manualmente y se visualizaron con Aliview (v1.27) 

(Larsson, 2014). Una vez establecidos y curados los conjuntos de datos, se recuperó por cada secuencia de 

los virus SARS-CoV y MERS-CoV: i) el nombre científico del huésped, ii) el número de acceso de 

Genbank, iii) la fecha de colección, iv) la región, v) el país, vi) la longitud y vii) la fuente de colección. Se 

recuperaron datos adicionales para SARS-CoV-2 como: el viii) número de acceso de GISAID, ix) el linaje 

PANGO y, x) el clado correspondiente. La información no disponible en las bases de datos se consultó a 

través de revisión de literatura.  

2.3.4 Predicción de los Open Reading Frames virales 
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La caracterización de los Open Reading Frames (ORFs) putativos en genomas representativos de los Beta-

CoVs estudiados, se realizó a partir de los MSA de cada huésped viral utilizando una modificación 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 cálculo de las puntuaciones de enriquecimiento de los motivos X. Como resultado, GOFIX genera las 

características y coordenadas de los ORFs predichos por secuencia. Este archivo se utilizó para extraer y 

agrupar las secuencias que se encontraban en cada ORF mediante la implementación de un script de Python. 

La validación y corroboración de los ORFs se realizó 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 Identificación de variantes de un solo nucleótido 

 

En este análisis, el propósito fue destacar las variantes viables que se producen de forma natural y en toda 

la población, definidas como diferentes a la referencia del SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 con 

un impacto en el potencial de codificación. Para todos los análisis posteriores, los datos de cada grupo de 

huéspedes se concatenaron y se re-alinearon con Clustal-Omega (v1.2.4) (Sievers et al., 2011), 

representando un solo conjunto de datos por especie viral. Así, la identificación de las variaciones en las 

secuencias genómicas analizadas se realizó 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). Además, 

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 nucleótidos como de aminoácidos 

en la secuencia traducida. A partir de la obtención de los VCFs anotados, las tablas se analizaron para 

extraer la información de las variantes. Los datos anotados se importaron, manipularon y trazaron utilizando 

R (v4.1.0) (R Core Team, 2021). Se utilizó 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 Análisis filogenéticos 
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Las secuencias de nucleótidos 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 nucleótidos utilizando una combinación 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 máxima verosimilitud (ML) e inferencia Bayesiana (IB) en el servidor CIPRES 

Science Gateway (v3.3) (https://www.phylo.org/) (Miller et al., 2010). Según el criterio de información de 

Akaike (AIC) y Bayesiano (BIC), la selección estadística del modelo de sustitución que mejor se ajusta a 

los datos se realizó con jModelTest (v2.1.10) (Darriba et al., 2012) y con el paquete Analysis of 

Phylogenetics and Evolution (APE) (v5.5) (Paradis et al., 2004) implementado en R. Los árboles ML para 

las tres especies virales, se construyó con RAxML-HPC (v8.2.12) (Stamatakis, 2014) utilizando el modelo 

de sustitución reversible en tiempo general con distribución 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 proporción de sitios invariantes y distribución gamma (GTR+Г+I) y un reloj molecular estricto. El 

análisis se ejecutó para 100,000,000 de estados con un crecimiento exponencial a priori. Cada 10,000 

estados, se muestrearon los árboles y los parámetros. Los archivos de registro se inspeccionaron en Tracer 

(v1.7.132) (Rambaut et al., 2018) y se utilizó Tree annotator (v1.10.0) para eliminar el 25% burn-in de los 

archivos de las filogenias. Estos árboles 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 árboles 

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 análisis de selección natural se realizó en los sub-conjuntos de secuencias codificantes (CDS) para 

SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 a través del Servidor de Evolución Adaptativa de Datamonkey 

2.0 (https://www.datamonkey.org/) (Weaver et al., 2018). En el caso de que los sitios sean estadísticamente 

significativos, con un valor positivo de sustituciones no sinónimas a sinónimas dN/dS > 1, se infiere una 

selección positiva (diversificadora), mientras que la selección negativa (purificadora) se infiere cuando 

dN/dS < 1 y, la neutralidad como dN/dS = 1 (Zhang et al., 2005). Estos sitios por codón se analizaron con 

una combinación 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 señales de selección positiva y negativa, mientras que MEME se utilizó para detectar los sitios con 

selección positiva (Pond et al., 2012). Los resultados de cada método evolutivo SLAC, FEL, MEME se 

analizaron con un soporte estadístico p-value < 0.05, así como una probabilidad posterior > 0.95 para 

FUBAR, las cuales fueron considerados bajo selección 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 aminoácidos identificadas en las 

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

 

2.4 Resultados 

 

2.4.1 Tasa de error en la secuenciación de los datos 

 

Se descargó 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 distribución de las secuencias recuperadas de las bases de 

datos para cada especie viral por huésped específico, así como el número de secuencias curadas después 

del proceso de filtrado. Interesantemente, los virus asociados a los murciélagos registraron el menor número 

de secuencias y la mayor tasa de aceptación en comparación con los otros virus encontrados en los demás 

grupos de huéspedes. En particular, aunque los virus aislados en humanos del grupo viral SARS-CoV-2 se 

recuperaron una gran cantidad de información, por ser el huésped de interés con una alta demanda de 

secuenciación, su tasa de aceptación de secuencias fue significativamente la más baja, con un 0.0078%. La 

mayoría de sus secuencias mostraron una alta tasa de artefactos como resultado de la secuenciación. En el 

Anexo A, se puede consultar información 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 Representación de los conjuntos de datos y el número de secuencias recuperadas y analizadas para los tres 

Beta-CoVs 
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Virus Host Database Raw 

sequences 

Total raw 

sequences 

Filtering Clustering 

(cut-off = 1.0) 

Curated 

sequencesa 

Range (bp) Acceptance 

rate (%) 

SARS-CoV Murciélagos  NCBI Virus 33 57 33 33 4 29,725 - 29,725 7.02 

ViPR 23 

ViruSurF 1 

Animales 

intermedios 

NCBI Virus 52 110 18 18 3 29,707 - 29,707 2.73 

ViPR 57 

ViruSurF 1 

Humanos NCBI Virus 12 86 43 43 14 29,727 - 29,727 16.28 

ViPR 73 

ViruSurF 1 

MERS-CoV Murciélagos  NCBI Virus 5 11 4 4 2 30,027 - 30,028 18.18 

ViPR 3 

ViruSurF 3 

Animales 

intermedios 

NCBI Virus 337 872 281 252 45 30,106 - 30,106 5.16 

ViPR 205 

ViruSurF 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 

intermedios 

NCBI Virus 54 515 204 184 48 29,728 - 29,774 9.36 

ViPR 43 

ViruSurF 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 

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

posterior análisis. 

 

2.4.2 Ganancia y perdida de genes 

 

Se utilizaron GOFIX junto con la validación de BLASTN para caracterizar posibles ORFs en el genoma de 
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los tres Beta-CoVs, prestando especial atención a los cambios evolutivos de las proteínas accesorias en los 

grupos de huéspedes. La figura 2.1 ofrece una visión general de los ORFs predichos en cada genoma, 

confirmando, por ejemplo, que la poliproteína (ORF1a/b) y las estructurales S, E, M y N están conservadas. 

Sin embargo, se descubrió que en los tres genomas virales carecían de proteínas accesorias en común. Si se 

observa con más 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 poliproteína (ORF1a y ORF1b), estructurales (S, E, M y N) y accesorias (ORF3a, ORF3b, 

ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9b y ORF9c) resultaron conservados, excepto para los de los humanos, 

en el que ORF8 divergió en ORF8a y ORF8b (Figura 2.1A). La anotación de los genomas de MERS-CoV 

identificó 11 ORFs, incluyendo la poliproteína (ORF1a y ORF1b), estructurales (S, E, M y 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 poliproteína (ORF1a y ORF1b), estructurales (S, E, M y N) y accesorias (ORF3a, ORF6, 

ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9b, ORF9c y ORF10) para un total de 14 ORFs predichos (Figura 2.1C).  

 

 



 

 

 

16 

Figura 2.1 Predicción de ORFs representativos en los genomas de Beta-CoVs para Murcielagos, Animales 

intermedios y Humanos.  

Los genomas están 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 

poliproteína (ORF1a y ORF1b), proteínas estructurales (S, E, M y N) y proteínas accesorias (ORF3a, ORF3b, ORF6, 

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 poliproteína (ORF1a y ORF1b), proteínas estructurales (S, 

E, M y N) y proteínas accesorias (ORF3, OFR4a, ORF4b, ORF5 y ORF8b); y (C) SARS-CoV-2, los virus aislados 

en los tres tipos de huésped poseen la poliproteína (ORF1a y ORF1b), proteínas estructurales (S, E, M y N) y proteínas 

accesorias (ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9b, ORF9c y ORF10). Cada ORF está anotado con un color 

distintivo. 

a. El ORF1ab está dividido en 2 regiones que corresponden a las regiones upstream (ORF1a) y downstream (ORF1b) 

del cambio de marco 

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

c. La anotación 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 sinónimas parecen ser las más 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 sinónimas y 2,273 sinónimas) con un 88.4% 

de cambio de base T > C; 10,075 en MERS-CoV (451 intergénicas, 3,173 no sinónimas, 1 codón de parada 

y 6,450 sinónimas) prevaleciendo el 99.9% de C > T y 4,913 para SARS-CoV-2 (1 conservativa, 5 

disruptivas, 250 intergénicas, 1,691 no sinónimas, 12 codón de parada y 2,954 sinónimas) con una 

frecuencia de cambios C > T del 67.3%. El análisis de los huéspedes para el SARS-CoV mostró que los 

virus asociados a los murciélagos tuvieron el mayor número de mutaciones sinónimas (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 observó que SARS-CoV-2 registró la misma tendencia que en SARS-CoV. Por 

el contrario, las mutaciones no sinónimas de los genomas virales de animales intermedios y humanos 

resultaron ligeramente más frecuentes que las de los murciélagos, excepto para MERS-CoV. Por ejemplo, 
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en SARS-CoV-2 se identificaron más mutaciones no sinónimas 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). Sólo se observaron mutaciones de codón 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 distribución de los tipos de mutación en los principales genomas de Beta-CoVs para los 

diferentes huéspedes. 

(A) Gráficos de donut que muestran la distribución 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 sinónimas las más 

frecuentes (93.6%); (B) Los genomas del MERS-CoV tienen el mayor número de mutaciones detectadas con respecto 

a la secuencia de referencia NC_019843 que comprenden en gran medida de sinónimas y no sinónimas en animales 

intermedios y humanos y (C) en SARS-CoV-2 muestra que, al igual que SARS-CoV, los virus que están en 

murciélagos siguen representado el mayor porcentaje de mutaciones en total (44.12%), seguido de los humanos 

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

 

Para comprender mejor los cambios que se dan según la dinámica de propagación y el salto de barrera de 

las especies, se realizó un análisis 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, sólo dos 

mutaciones no sinónimas se mostraron comunes en los genomas virales de animales intermedios y 

humanos. Estas mutaciones se detectaron en la posición 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 impidió 

realizar posteriores análisis en busca de variantes de un solo nucleótido (SNV). Aunque la comparación 

entre los virus que pertenecen a los grupos de animales intermedios y humanos mostraron una tendencia 

similar con una distribución uniforme de la prevalencia de cada tipo de mutación, se evidenciaron dos 

mutaciones no sinónimas en la posición 23,756 (C > T; S746R) y 23,804 (C > T; N762A) del gen S (Figura 

2.4). Sin duda, SARS-CoV-2 presentó patrones significativos que merecen una atención considerable. El 

primer patrón observado está relacionado con una mutación intergénica localizada principalmente en la 

posición 241 (C > T) de la región 5'UTR, la cual es compartida entre los genomas virales de animales 

intermedios y humanos. Además, como novedad, se detectó una mutación sinónima en la base 3,037 (C > 

T; F924F) del ORF1a, que inicialmente se encontraba en virus de murciélagos y se conservó en los otros 

huéspedes. Es también interesante mencionar que se identificaron dos mutaciones no sinónimas con un 

rasgo característico perteneciente a los genomas virales de animales intermedios y humanos. Una de estas 

SNVs se localizó en la posición 14,408 (C > T; P4715L) y la otra en el 23,403 (A > G; D614G) dentro de 

los genes ORF1b y S, respectivamente. Esta última 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 países distintos al de China, lugar donde se inició la propagación 

del SARS-CoV-2. 
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Figura 2.3 Representación gráfica de las mutaciones puntuales encontradas en los genomas del SARS-CoV. 

Las variantes están coloreadas según el tipo de mutaciones (cambio de marco de lectura, intergénicas, no sinónimas y 

sinónimas). Las principales variantes consisten en dos mutaciones no sinónimas 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 están 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 2.4 Representación gráfica de las mutaciones puntuales encontradas en los genomas del MERS-CoV. 

Las variantes están coloreadas según el tipo de mutaciones (intergénicas, no sinónimas, codón de parada y sinónimas). 

Aunque las mutaciones muestran una tendencia similar con una distribución uniforme, se resaltan dos mutaciones no 

sinónimas en la posición 23,756 (C > T; S746R) y 23,804 (C > T; N762A) dentro del gen S. Las secuencias están 

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 Representación gráfica de las mutaciones puntuales encontradas en los genomas del SARS-CoV-2. 

Las variantes están coloreadas según el tipo de mutaciones (conservativa, disruptiva, intergénicas, no sinónimas, 

codón de parada y sinónimas). Los patrones más significativos corresponden a: i) una mutación intergénica en la 

posición 241 (C > T) en la región 5'UTR en virus de animales intermedios y humanos; ii) Una mutación sinónima 

localizada en 3,037 (C > T; F924F) del ORF1a, entre los virus de los tres huéspedes; y iii) Dos mutaciones no 

sinónimas 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 están 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 continuación, se propuso estimar relaciones filogenéticas de las secuencias reportadas según el brote de 

SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 con un amplio conjunto de análisis filogenéticos, incluyendo 

árboles de máxima 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 topología reveló la existencia de tres linajes bien definidos; el más basal correspondió 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 más cercano a los virus 

asociados a humanos. Además, 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 sinónimas en la proteína 

S (Figura 2.3 y 2.6C). 

Interesantemente, MERS-CoV y SARS-CoV-2 mostraron una topología con características diferentes a las 

del SARS-CoV. Por ejemplo, aunque las tres filogenias sugieren que la mayoría de las secuencias virales 

encontradas en murciélagos podrían considerarse el ancestro común más 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). Además, 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 árbol 

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 análisis 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 procedían de Italia, mientras que la mayoría de los virus de los linajes animales 
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intermedios (Camelus dromedarius) y humanos eran de origen de los Emiratos Árabes Unidos y Arabia 

Saudí, con una proporción del 50% y el 40%, respectivamente (Figura 2.7B). Asimismo, esta apreciación 

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 observó que MERS-CoV presentó una tendencia uniforme (Figura 2.7C) comparado con 

SARS-CoV-2 que mostro una ligera tasa de mutación en las proteínas ORF1a y S (Figura 2.8C), lo que 

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

(A) Análisis filogenético inferido a partir de 21 secuencias de SARS-CoV, mostrando que la tasa más 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 últimos aparecen como grupos monofileticos. Topología del 

árbol y valores de probabilidad posterior bayesiano obtenidos con BEAST, seguido de valores bootstraps utilizando 

RAxML-HPC, con escala temporal inferida por TreeTime, reconstrucción de estados discretos inferida con BEAST, 

e integración y visualización de datos con Nexstrain (https://nextstrain.org/sars-cov-2/). La longitud de las ramas 

muestra la divergencia y los códigos de color indican el huésped viral. El árbol se enraizó utilizando la secuencia B2-

RS-CHA; (B) El mapa muestra la espacio-dinámica del SARS-CoV y proporciona una visión del posible origen 
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geográfico de cada huésped con una red compleja e interconectada de genomas; y (C) representa la diversidad a nivel 

de aminoácido para cada ORF. 

 

Figura 2.7 Filogenia ML resuelta en el tiempo, dinámica espacial y diversidad del MERS-CoV. 

(A) Análisis 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). Topología del árbol y valores de probabilidad posterior bayesiano obtenidos con BEAST, seguido de valores 

bootstraps utilizando RAxML-HPC, con escala temporal inferida por TreeTime, reconstrucción de estados discretos 

inferida con BEAST, e integración y visualización de datos con Nexstrain (https://nextstrain.org/sars-cov-2/). La 
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longitud de las ramas muestra la divergencia y los códigos de color indican el huésped viral. El árbol se enraizó 

utilizando la secuencia B2-PK-ITY; (B) El mapa muestra la espacio-dinámica del MERS-CoV y proporciona una 

visión del posible origen geográfico de cada huésped con una red compleja e interconectada de genomas; y (C) 

representa la diversidad a nivel de aminoácido para cada ORF. 

 

 

Figura 2.8 Filogenia ML resuelta en el tiempo, dinámica espacial y diversidad del SARS-CoV-2. 
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(A) Análisis filogenético inferido a partir de 149 secuencias de SARS-CoV-2 agrupadas en dos linajes, siendo los 

genomas virales de murciélagos los más basales (0.00 – 0.055). Virus aislados de animales intermedios y humanos 

parecen tener un origen no-monofiletico. Topología del árbol y valores de probabilidad posterior bayesiano obtenidos 

con BEAST, seguido de valores bootstraps utilizando RAxML-HPC, con escala temporal inferida por TreeTime, 

reconstrucción de estados discretos inferida con BEAST, e integración y visualización de datos con Nexstrain 

(https://nextstrain.org/sars-cov-2/). La longitud de las ramas muestra la divergencia y los códigos de color indican el 

huésped viral. El árbol se enraizó utilizando la secuencia B3-RA-CHA (RaTG13); (B) El mapa representa la 

propagación y la evolución de los genomas de SARS-CoV-2 en diferentes áreas geográficas desde el 01-12-2019; y 

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

 

Para detectar sitios específicos que evolucionan bajo selección natural, se utilizó una combinación de 

diferentes algoritmos centrados en un marco filogenético de codones. Los métodos SLAC, FEL y FUBAR 

permitieron identificar una selección negativa a través de la comparación de los tres huéspedes. En SARS-

CoV se encontraron 30 codones localizados dentro de cinco CDSs (S:24 > ORF1a:2 > ORF1b:1 = ORF3a:1 

= M:1 = N:1); MERS-CoV experimentó 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 fijación de mutaciones sinónimas (dN/dS < 1). Es de destacar que el único SNV detectado en 

SARS-CoV-2 como sinónimo en la posición 3,037 (C > T; F924F) del ORF1a (Figura 2.5), también se 

encontró como un sitio codónico bajo selección negativa. Por otra parte, la neutralidad (dN/dS = 1) varió 

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 

detectó el ORF9b, mientras que MERS-CoV mostró 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 Selección negativa en genomas representativos de SARS-CoV 

Visión general obtenida por el análisis SLAC, mostrando la tasa de evolución (dN-dS o dN/dS) en genes individuales 

del SARS-CoV. Los codones estadísticamente significativos son inferidos a partir de las múltiples pruebas evolutivas 

utilizadas en este estudio. La barra horizontal ilustra el CDS que está experimentando sitios de codones con selección 

negativa. 

 

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

Visión general obtenida por el análisis SLAC, mostrando la tasa de evolución (dN-dS o dN/dS) en genes individuales 

del MERS-CoV. Los codones estadísticamente significativos son inferidos a partir de las múltiples pruebas evolutivas 

utilizadas en este estudio. La barra horizontal ilustra el CDS que está experimentando sitios de codones ya sea una 

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

Visión general obtenida por el análisis SLAC, mostrando la tasa de evolución (dN-dS o dN/dS) en genes individuales 

del SARS-CoV-2. Los codones estadísticamente significativos son inferidos a partir de las múltiples pruebas 

evolutivas utilizadas en este estudio. La barra horizontal ilustra el CDS que está experimentando sitios de codones ya 

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

La selección positiva fue respaldada significativamente por cuatro pruebas diferentes, incluyendo SLAC, 

FEL, MEME y FUBAR. Según este análisis, SARS-CoV no parece estar evolucionando bajo una selección 

positiva (Figura 2.9), mientras que el resto de las especies virales si fue posible detectar señales de selección 

positiva (Figura 2.10 y 2.11). Para MERS-CoV, se detectaron 4 codones encontrados en cuatro CDSs 

(ORF1a:1 = 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, además del nuevo CDS correspondiente al ORF10 (Tabla 

2.3). Interesantemente, todos los sitios detectados bajo selección positiva han acumulado un mayor número 

de mutaciones sinónimas (dN/dS > 1). Además, al rastrear estas mutaciones dentro de los virus de diferentes 

huéspedes, se observó que estos cambios podrían explicar la divergencia de las especies virales en los 

grupos filogenéticos. 

 

Tabla 2.2 Evidencia de selección positiva en sitios del MERS-CoV con valores significativos de acuerdo con el 

análisis: SLAC, FEL, MEME (p-value < 0.05) y FUBAR (probabilidad posterior > 0.95). El criterio para considerar 

un sitio seleccionado positiva o negativamente se basó en su identificación por las cuatro pruebas. 

Gene Gene 

codon 

position 

SLAC FEL MEME FUBAR Inferred substitution Amino acid 

dN-

dS 

P[dN/dS 

< 1] 

dN/dS p-value dN/Ne

utral 

evoluti

on 

p-

value 

dN-dS Prob[d

S<dN] 

Murci

elagos 

Animales 

intermedios 

Humanos 

ORF1a 4,390 6.73 0.043 Infinity 0.009 25.09 0.02 44.23 0.997 GTG GCA, GTA  GCA, GTA V | A, V | A, V 

ORF1b 1,503 7.01 0.021 37.05 0.028 96.1 0.0 41.70 0.992 GTC ATC, GTC ATC, GTC V | I, V | I, V 
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S 30 7.22 0.017 Infinity 0.028 30.27 0.04 31.37 0.989 ACT GTT, TTT GTT, CTT, 

ATT, TTT 

T | V, F | V, L, I, 

F 

N 3 5.54 0.034 25.68 0.046 15.65 0.045 37.67 0.995 ACT GCC, TCC, 

CCC 
GCC, TCC T | A, S, P | A, S 

 

Tabla 2.3 Evidencia de selección positiva en sitios del SARS-CoV-2 con valores significativos de acuerdo con el 

análisis: SLAC, FEL, MEME (p-value < 0.05) y FUBAR (probabilidad posterior > 0.95). El criterio para considerar 

un sitio seleccionado positiva o negativamente se basó en su identificación por las cuatro pruebas. 

Gene Gene 

codon 

positio

n 

SLAC FEL MEME FUBAR Inferred substitution Amino acid 

dN-dS P[dN/d

S < 1] 

dN/dS p-

value 

dN/Ne

utral 

evoluti

on 

p-

value 

dN-dS Prob[d

S<dN] 

Murcielag

os 

Animales 

intermedios 

Humanos 

ORF1a 3,607 5.40 0.025 Infinity 0.01 56.19 0.0 39.71 0.999 GTG GTG, TTG, 

TTT 

TTG, TTT V | V, L, F | L, F  

ORF1b 2,595 9.45 0.013 Infinity 0.007 120.31 0.0 30.88 0.998 AAC, TTC AAC AAC, CTC N, F | N | N, L 

S 461 4.97 0.0096 Infinity 0.015 55.98 0.0 39.94 0.986 TAT, CTT CTT, CTG CTG, ATG, 

CGG, CAG 

Y, L | L, L | L, M, R, 

Q 

N 13 9.45 0.038 Infinity 0.033 45.38 0.02 10.77 0.998 CCC CCC CCC, CTC, 

TCC 
P | P | P, L, S 

ORF10 25 11.43 0.025 Infinity 0.018 49.64 0.03 28.98 0.989 AAC, GAC AGC AAC N, D | S | N 

 

 

2.5 Discusión  

 

Este estudio a gran escala caracteriza y analiza en profundidad la variación 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 evolución y el salto de barrera entre las especies 

(Anexo A). Hasta donde sabemos, este es el primer intento de investigación que recupera todos los genomas 

disponibles de las bases de datos más relevantes en virus, NCBI Virus (Brister et al., 2015), ViPR (Pickett 

et al., 2012), ViruSurf (Canakoglu et al., 2021) y GISAID (Shu y McCauley, 2017), siguiendo criterios de 

estudios previos relacionados con análisis 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 secuenciación 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 selección de bases de la lectura de 
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secuenciación, porque en el momento de la filtración, parece que sus 1,250,651 genomas virales analizados 

presentaban muchas bases ambiguas y sesgos, obteniendo solo 98 registros con una tasa de aceptación 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 información.  

Los Beta-CoVs son genomas complejos con una gran plasticidad en términos de contenido génico (Michel 

et al., 2020). Se cree que esta característica conduce el proceso altamente dinámico 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 más rápida evolución 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 sufrió una deleción de 29 nucleótidos en el centro del ORF8, lo que dio lugar a la 

escisión del ORF8 en dos ORF más pequeños, a saber, el ORF8a y el ORF8b. En cambio, aquellos que 

infectaban a murciélagos y animales intermedios, el ORF8 codificaba una única proteína (Chen et al., 2007; 

Oostra et al., 2007) (Figura 2.1A y 2.2A). Esta noción coincide con otros estudios en los que se supone que 

la evolución de ORF8 desempeña un papel importante en la adaptación al huésped humano (Keng et al., 

2006; Xu et al., 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 

adaptación 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 sólo ha recibido la atención de unos pocos autores (Lokugamage 

et al., 2020), pese a que desempeña un papel central en la infección del SARS-CoV y en las primeras 

interacciones inmunitarias como antagonista del interferón en animales intermedios y humanos (Kopecky-

Bromberg et al., 2007). Alternativamente, la presencia del ORF10 es exclusivo del SARS-CoV-2, pero 

también está presente en genomas virales de animales intermedios e incluso, su origen puede remontarse a 

los virus encontrados en murciélagos. 

A nivel de nucleótidos, hemos encontrado una importante variación entre los virus de los huéspedes en los 

tres Beta-CoVs, donde el 65.42% de todas las mutaciones detectadas corresponden a variaciones sinónimas 

y que, según la teoría evolutiva neutral, la mayoría de estos cambios no tienen ningún 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 superó los límites del umbral sin tener la 

posibilidad de analizarse (Boni et al., 2020; El-Sayed & Kamel, 2021) (Figuras 2.2B y 2.4). Si se analiza 

con profundidad el SARS-CoV, se encontró que las dos mutaciones no sinónimas dominantes estaban 

presentes exclusivamente en las poblaciones virales recolectadas de animales intermedios y humanos, la 



 

 

 

33 

cual correspondían 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 información para 

comprobar si estas mutaciones no sinónimas están implicadas en el mecanismo de entrada del virus en las 

células del huésped. De manera similar, se observó en SARS-CoV-2, pese a que se registró una mutación 

sinónimas 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 más han llamado la atención en los 

últimos tiempos son las registradas en los virus aislados de los huéspedes animales intermedios y humanos. 

Una de ellas se detectó en la posición 241 (C > T) del 5'UTR, sugiriendo posiblemente un cambio 

conformacional en la estructura del RNA y, como consecuencia, en la función infecciosa del virus, mientras 

que las otras dos mutaciones no sinónimas 14,408 (C > T; P4715L) y 23,403 (A > G; D614G) se encontraron 

en los genes ORF1b (nsp12) y S (Figura 2.6). Si bien nuestros resultados son consistentes con los estudios 

que han investigado detenidamente las variantes P4715L y D614G, demostrando que desempeñan un papel 

clave en la transmisión del virus, la mayoría de ellos corresponden al análisis de la población humana 

(Daniloski et al., 2020; Toyoshima et al., 2020; Yang et al., 2020; L. Zhang et al., 2020), y, de hecho, no se 

sabía si estas mutaciones formaban parte del reservorio de los animales intermediarios. Nuestro estudio 

sugiere, por tanto, que las mutaciones no sinónimas identificadas en el gen S del SARS-CoV (G > T; 

A577S) y del SARS-CoV-2 (A > G; D614G) están asociadas directamente o indirectamente con el salto de 

especie desde los murciélagos, un patrón que parece común 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 distribución uniforme de la prevalencia de cada tipo de mutación entre 

virus que pertenecen a animales intermedios y humanos (Farrag et al., 2021). Sin embargo, llama la atención 

dos mutaciones no sinónimas 23,756 (C > T; S746R) y 23,804 (C > T; N762A) dentro del gen S (Figura 

2.5). Además, una limitación de esta investigación es que no fue posible caracterizar y analizar 

holísticamente esta especie viral, porque las secuencias virales de los murciélagos mostraron una 

divergencia > 80% que no permitió detectar las variantes con el pipeline MicroGMT v1.4 (Xing et al., 2020) 

como se muestra en la figura 2.2B.  

Para analizar más a fondo la trayectoria evolutiva de los genomas virales de Beta-CoVs que subyacen a su 

circulación desde el reservorio natural - huésped intermedio - humanos, nosotros realizamos análisis 

filogenéticos (Figuras 2.6 – 2.8) y una combinación de diferentes algoritmos para detectar sitios específicos 

que evolucionan bajo selección natural (Figura 2.9). Para SARS-CoV, la topología 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 raíz del árbol (Figura 2.6A). Esta hipótesis 

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 topología similar a la de estudios 

anteriores (Hon et al., 2008; Lau et al., 2005). Lo interesante es que, la escala temporal del árbol 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 acumulación de los efectos mutagénicos 

y la recombinación permiten que sea posible el escape viral a través del salto de barrera a otras especies 

(Menachery et al., 2017; Pond et al., 2012). Según los autores, la clave de este posible salto reside en los 

sitios de la subunidad S1 de la proteína 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). 

Así pues, la variación de la proteína 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 está bajo una fuerte selección negativa (dN/dS < 1) (Figura 2.9A). Sin 

embargo, especulamos que en el momento de la epidemia de SARS-CoV, la proteína S estaba sufriendo 

una selección 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 mutación no sinónima (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 variación, se ha demostrado que dos cambios de aminoácidos, T31K y E38D, en la subunidad 

S1 del SARS-CoV refuerzan la unión al ACE2 en estos huéspedes (Li, 2013). Además, la presencia de la 

inserción de 29 nucleótidos en el ORF8 de los genomas virales de los murciélagos sugiere que es poco 

probable una transmisión viral entre especies de murciélagos a los humanos. En cambio, es más probable 

que 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 análisis filogenetico y la estimación 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 noción también 

se ratifica por el hecho de que, el pariente más 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. Más allá de que el entorno de los murciélagos favorece la transmisión por 
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recombinación/mutaciones, se ha propuesto a M. javanica como el principal huésped que actúa como 

intermediario (Andersen et al., 2020; Cyranoski, D, 2020; Han, 2020). Sin embargo, no compartimos esta 

suposición 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-2 y, 

de hecho, son más distantes que los virus detectados en murciélagos (Figura 2.8A); iii) el virus aislado de 

M. javanica y SARS-CoV-2 únicamente comparten más de un 99% de similitud de secuencia con la región 

RBD (Andersen et al., 2020; Cui et al., 2019); iv) todos los virus miembros del grupo de animales 

intermedios, incluyendo a M. javanica poseen la mutación no sinónimas (A > G; D614G) también ubicada 

en la subunidad S1 como en el SARS-CoV (Figura 2.5); y v) evidencias recientes señalan el reconocimiento 

de receptores ACE2 expresados en peces, anfibios, reptiles, aves y mamíferos (Shi et al., 2020). Por el 

momento se desconoce si SARS-CoV-2 se transmitió a los humanos a través de un huésped intermedio y 

qué animales estuvieron implicados. No se subestima la posibilidad de un salto zoonótico 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 

variación (A > G; D614G). De hecho, esta variación parece ser la responsable de la transmisión inter-

específica entre virus detectados en animales intermedios y humanos, debido a que le confiere una mayor 

aptitud viral al SARS-CoV-2 en humanos (Plante et al., 2021). Adicionalmente, se encontró que las 

proteínas ORF1a, ORF1b, S, N y ORF10 mantienen una selección positiva fuerte (Figura 2.11); sin 

embargo, el sitio 461 localizado en la subunidad S1 del SARS-CoV-2 merece gran atención (Tabla 2.3), 

dado que es probable que sea indicativo de un cambio de fenotipo en el virus durante la transmisión a 

humanos. 

Por último, 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 

que los virus muestreados en los murcielagos también se encuentran en la base del árbol del MERS-CoV 

(Figura 2.7A), se podría 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 análisis de 

escala temporal sugiere que los primeros ancestros aparecieron hace cientos de años, mostrando una alta 

divergencia 0.1 – 1.3. Esta distancia genética se debe principalmente a que el único virus similar al MERS-

CoV detectado en murciélagos se encontró en Sudáfrica (Corman et al., 2014), pero nuestra dinámica 

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 zoonótico (Omrani et al., 
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2015; Raj et al., 2013). Sin embargo, nuestro estudio reveló que la introducción de dos mutaciones no 

sinónimas (C > T; S746R) y (C > T; N762A) en el límite S1/S2 de la proteína S inculcó por completo su 

aptitud para ser potencialmente crítica 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 descubrió que ORF1a, ORF1b, S y N muestran señales de selección positiva, favoreciendo 

potencialmente la infección viral del MERS-CoV (Tabla 2.3). Además, es probable que el sitio 30 de la 

proteína S también esté asociado a la transmisión zoonótica entre especies. 

 

2.6 Conclusiones 

 

A través de las metodologías de análisis genómico, 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 inmunología de este huésped natural, han proporcionado durante mucho tiempo la circulación de 

quasiespecies con altas tasas de mutación para escapar de su zona de confort. La clave del salto zoonótico 

se puede proponer como el resultado de la presencia de importantes mutaciones no sinónimas en la 

subunidad S1 de la proteína S del huésped intermedio, así 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 más probable la existencia de un ancestro común entre virus detectados en los murciélagos 

y el huésped intermedio. Estos hallazgos también están respaldados por la noción de que la proteína S está 

constantemente en una acción diversificadora a medida que MERS-CoV y SARS-CoV-2 evolucionan y se 

desplazan por el mundo. Por lo tanto, estudios de dinámica molecular de las sustituciones de aminoácidos 

y estudios de correlaciones estructura-función de la proteína S para dilucidar posibles interacciones 

emergentes entre virus-huesped proporcionarán la base para el desarrollo de estrategias preventivas y 

terapéuticas contra una futura epidemia, así como identificar rápidamente cualquier mutación que pueda 

dar lugar a cambios fenotípicos del virus. 
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3 

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 

 

Los Betacoronavirus portan el genoma de RNA de cadena sencilla de mayor tamaño conocido y parte de 

su éxito infeccioso puede residir en la forma como se pliega su genoma. Sustituciones compensatorias 

impulsan la evolución de estructuras secundarias de RNA estables con funciones aún desconocidas que son 

reportadas en la naturaleza. La incógnita que aún permanece es establecer si estas estructuras presentes en 

los genomas virales pueden servir como moldes precursores de RNAs pequeños. Aunque en los genomas 

virales de otras familias se ha establecido este potencial, se desconoce si en los genomas de Betacoronavirus 

se procesan RNAs pequeños 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 genómica, nosotros evaluamos 1,252,952 secuencias combinando novedosos enfoques 

computacionales de Machine Learning y sofisticadas interacciones RNA-RNA de largo alcance para buscar 

pequeños RNAs ocultos en las estructuras de RNA conservadas de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-

2 en todos los animales infectados. Demostramos que más del 87.58% de las estructuras de RNA de los tres 

Betacoronavirus se conservan evolutivamente, produciendo 12 nuevos posibles RNAs pequeños, 4 en 

SARS-CoV, 3 en MERS-CoV y 5 en SARS-CoV-2, algunos compartidos entre dos huéspedes. Estos RNAs 

pequeños 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 descubrió que 

30 genes blancos potenciales dirigidos por estos RNAs pequeños se sobre-expresaban en las células 

humanas infectadas, desencadenando el Síndrome de Distres Respiratorio Agudo. En conjunto, estos datos 

indicarían que los RNAs pequeños 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; Selección positiva; Interacción virus-

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

 

3.2 Introducción 

 

De todos los patógenos potenciales que pueden estar implicados en las transmisiones entre especies, los 

virus de genoma tipo RNA son de gran preocupación (Carrasco-Hernandez et al., 2017). En particular, el 

coronavirus del síndrome respiratorio agudo severo 2 (SARS-CoV-2) patógeno causante de la enfermedad 

por coronavirus en el 2019  (COVID-19), ha provocado una alta tasa de mortalidad (Wang et al., 2020; Wu 

et al., 2020). Como virus de genoma RNA, el SARS-CoV-2 así como el coronavirus del síndrome 

respiratorio agudo severo (SARS-CoV) del año 2002 y el coronavirus del síndrome 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 tamaño (~30 kb) que está 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 subgenómicos (sgRNAs) desde el 

extremo 3′, que posteriormente son capsulados y traducidos en proteínas estructurales y accesorias (Fehr & 

Perlman, 2015; Hussain et al., 2005). Además, el genoma alberga varios elementos de RNA de acción cis 

(CRE), así como estructuras de RNA desconocidas que interactúan con el RNA y las proteínas virales o del 

huésped para formar interacciones RNA-RNA o RNA-proteína que facilitan la replicación viral, la 

traducción y el empaquetamiento del genoma (Madhugiri et al., 2016; Sola et al., 2011). Sin embargo, estas 

estructuras de RNA y 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 últimos 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 íntegramente conservados a lo largo de la transmisión 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 selección que actúan sobre la estructura en relación con el patrón 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 selección negativa, es decir, sustituciones compensatorias, 

como la sustitución 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 amplificación 

de posibles formas y ganancias de pares compensatorios se incrementa. En cambio, las sustituciones que 

alteran los pares de bases denotan una selección positiva (Rivas, 2020). Conceptualmente, esto no es 

diferente de las sustituciones no sinónimas y sinónimas (dN/dS) usadas sobre los genes que codifican 

proteínas y que fueron calculadas en el capítulo anterior. Sin embargo, los codones son locales en la 

secuencia, mientras que las estructuras secundarias son intrínsecamente no locales, y suelen implicar pares 

de interacciones de largo alcance con respecto a otras posiciones y ser más diversas que las reportadas sólo 

a nivel de secuencia (Walter Costa et al., 2019a). Esto significa que, al utilizar información evolutiva 

positiva y negativa de las estructuras del RNA, se podría soportar la presencia de RNAs estructuralmente 

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

La mayoría de los non-coding RNAs derivan de precursores que deben plegarse o dependen de su 

plegamiento para realizar su función biológica, 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 nucleótidos similar al tamaño de microRNAs 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 

transcripción de los loci en el genoma mediado por la RNA polimerasa II, en largos miRs primarios (pri-

miRs). La enzima Ribonucleasa III-Drosha, se encarga de escindir los pri-miRs en pequeños precursores-

miRs (pre-miRs) que luego son exportados al citoplasma por la proteína de membrana nuclear, Exportin5. 

En el citoplasma, otra enzima Ribonucleasa III-Dicer procesa el pre-miR para formar un dúplex de hsa-

miR intermedio. Después del corte de Dicer, el hsa-miR maduro se carga en una proteína Argonauta (AGO), 

un componente esencial del complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC), y utiliza una de las 

hebras, conocida como hebra guía, para dirigirse a la región 3′UTR de sus RNAs mensajeros (mRNA) 

blancos de regulación (Cullen, 2004). Recientemente, varios estudios han demostrado la identificación 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 et al., 2004; Pham et al., 2014; Bernard et al., 2014);  

Ortomixovirus: H5N1 (miR-HA-3p) (Li et al., 2018); Flavivirus: DENV-2 (DENV–vsRNA-5) (Hussain y 

Asgari, 2014) y Filovirus: EBOV (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). Sin embargo, estos estudios se apoyan en la suposición 
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de que estos v-miRs se procesan y funcionan a través de la vía 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 

retrotranscripción inversa y se exportan al núcleo. En cambio, en otras familias virales hay escasa evidencia 

de su mecanismo porque un microprocesador debería exportarse al citoplasma. Además, 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 predicción de los v-miRs derivados del 

SARS-CoV-2 se han fundamentado en la hipótesis de que utilizan la maquinaria del huésped (Aydemir 

et al., 2021; Saçar & Adan, 2020; Saini et al., 2020; Verma et al., 2020). Dado al controvertido debate sobre 

si los virus de RNA citoplasmáticos como los Beta-CoVs pueden o no producir sus propios bona fide v-

miRs utilizando esta vía endogénica durante la infección, en este estudio, se designarán como RNA pequeño 

derivado de virus (vsRNAs) de tipo putativo. 

Otro factor decisivo para definir un verdadero v-miR es su predicción in silico a partir de los genomas 

virales. Aunque muchos métodos computacionales ab initio se basan en búsquedas de homología para su 

identificación, no tienen en cuenta otras propiedades importantes como la estructura secundaria del cual 

pueden derivar o ser procesados. Para llenar este vacío, se han propuesto muchos enfoques de Machine 

Learning (ML) en los últimos años (Merino et al., 2020; Yones et al., 2021). El propósito de estos métodos 

es aprender otras propiedades intrínsecas que definen un vsRNA más allá de la secuencia cruda. Inspirado 

en el éxito del ML y la importancia de la de las interacciones RNA-RNA, nuestro estudio se centró en la 

identificación de vsRNAs derivados de los genomas SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 que circulan 

desde el reservorio natural hasta los humanos. Además, para comprender las bases moleculares de la 

enfermedad subyacente a estos Beta-CoVs, resultó 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 diagnóstico y desarrollo antiviral útiles en el futuro.  

 

3.3 Materiales y métodos 

 

3.3.1 Obtención de los conjuntos de datos 

 

La obtención de los datos se recuperó bajo los criterios del capítulo anterior (secciones 2.3.1, 2.3.2 y 

2.3.3) 
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3.3.2 Predicción de estructuras de RNA conservadas  

 

Para analizar la arquitectura genómica de los Beta-CoVs en cada huésped, se escaneó el MSA del huésped 

viral en ventanas de 120 nucleótidos cada una deslizada por 40 nucleótidos 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 mínimo de energía libre (MFE) de cada secuencia individual plegada. Además, 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 conservación de la estructura: i) la 

puntuación z del MFE para cada secuencia individual, ii) la puntuación z del MFE promedio entre todas las 

secuencias, y iii) el índice de conservación de la estructura (SCI) de todo el MSA. Con base en los criterios 

anteriores, RNAz asigna un valor de clasificación denominado clase P (P), indicando la probabilidad de 

que una región determinada albergue una estructura. Para este estudio, se consideraron estructuras de RNA 

con los siguientes parámetros: i) --no-reference; ii) --both-strands (+/-); iii) P > 0.9; y iv) --no-shuffle. Como 

resultado, RNAz generó los resultados en loci que corresponde a las regiones con estructura de RNA. Así 

que, para seleccionar las estructuras más representativas, los loci de cada huésped viral se filtraron con un 

P > 0.98 y un z < -3. 

El objetivo que se busca con esta metodología es encontrar qué regiones específicas del genoma viral de 

cada Beta-CoV albergan estructuras de RNA relevantes que han sido conservadas, compartidas o únicas 

por los tres huéspedes virales a lo largo de su linaje elutivo. A continuación, la tarea se enfocó 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 según la posición inicial y final de cada loci utilizando el paquete 

tidyverse (v1.3.1) (Wickham et al., 2019). Esta comparación se realizó individualmente por especie viral y 

los resultados se visualizaron con el paquete ggplot2 (v3.3.5) (Ito & Murphy, 2013). 

3.3.3 Detección de selección 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 estadísticos los posibles vsRNAs 

candidatos. Para evaluar la selección 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 

estadísticamente empleando la prueba SSS-test (v1.0) (Walter Costa et al., 2019b) con parámetros 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: selección negativa; ii) 

s ≤ 4.99: selección débil; iii) s ≤ 9.99: selección moderada; y iv) s ≥ 10.0: selección positiva.  

3.3.4 Identificación 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 señales de selección 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 calculó la 

secuencia consenso para cada una de estas regiones. A partir de este consenso, se realizó la predicción de 

la estructura secundaria de RNA con RNAfold (v2.4.18) (Hofacker, 2003) utilizando los parámetros por 

defecto y luego se concatenó cada secuencia consenso con su respectiva estructura en un único archivo para 

cada huésped viral. Para descubrir posibles vsRNAs que se esconden en los tres genomas virales, se empleó 

una red neuronal residual profunda convolucional (mirDNN) basada en ML y un enfoque de interacción 

RNA-RNA. 

 

3.3.4.1 Enfoque basado en ML 

 

Se ha comprobado que mirDNN es capaz de utilizar tanto la información de la secuencia como la estructura 

de la misma, mejorando significativamente las predicciones en comparación con los métodos basados en la 

ingeniería de características (Yones et al., 2021). Se entrenó un modelo específico para virus, que consistió 

en una clase etiquetada positiva incluyendo todos los v-miRs conocidos descargados de miRBase (v22) 

(Kozomara et al., 2019) y Rfam (v14.6) (Kalvari et al., 2021). Después del entrenamiento, se utilizaron para 

la predicción las secuencias plegadas del huésped consideradas como muestras no etiquetadas en cada 

genoma completo del virus. El modelo da una puntuación a cada secuencia de entrada, indicando si es un 

buen candidato vsRNA o no, y explica la decisión proporcionando la importancia de cada nucleótido en la 

secuencia de entrada. 

3.3.4.2 Enfoque basado en interacción RNA-RNA 

 

Dado que el tracto respiratorio superior representa probablemente el sitio inicial de la infección por los 

Beta-CoVs (Masters, 2006), se realizó una exhaustiva búsqueda bibliográfica para determinar qué hsa-miRs 

estaban implicados en la infección de células pulmonares para SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2. 
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Se consideraron estudios con una sólida validación computacional y experimental para la inclusión de estos 

hsa-miRs por virus. 

La validación experimentalmente de los hsa-miRs maduros dirigidos al 3′UTR de los genes predichos, se 

realizó 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 puntuación ≥ 1.0. Para aumentar 

aún más la confianza de obtener hsa-miRs verdaderamente positivos, los resultados de los genes de las tres 

listas de miRWalk se compararon con datos de análisis de expresión diferencial. Un perfil de expresión por 

secuenciación de RNA de alto rendimiento (RNA-seq) de la línea celular de cáncer de pulmón 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 

utilizó para identificar genes expresados diferencialmente (DEGs) que están altamente regulados durante 

la infección viral. En el caso de MERS-CoV, se analizó un perfil transcripcional completo (RNA-seq) de 

la expresión de circRs, miRs y mRNAs en células de cáncer de pulmón 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 infección frente al inicio y iii) contraste de la expresión de genes de 

las células infectadas con las respectivas mock. La expresión relativa de los datos de RNAseq de las células 

Calu-3, se realizó con el paquete DESeq2 (Love et al., 2014) de R y los genes con un cambio de log2 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 interacción RNA-RNA. 

Para priorizar la lista de interacciones predichas, se recuperaron las secuencias de los hsa-miRs del miRBase 

(Kozomara et al., 2019) y de los 3ʹUTR de los transcritos de los genes asociados empleando la base de datos 

UTRdb (Mignone et al., 2005). La interacción termodinámica se realizó con la herramienta RNAhybrid 

(Krüger & 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 búsquedas de 

RNAhybrid se consideraron con una fuerte unión a la región semilla (especificada como los nucleótidos 2-

8 en los hsa-miRs candidatos), un umbral MFE de ΔG ≤ -18 kcal/mol, y una protuberancia máxima y bucle 

interno de 1. Paralelamente a este enfoque, también utilizamos la herramienta miRanda (Betel et al., 2010) 

con una puntuación de alineación de hibridación ≥ 140 y un MFE de ΔG ≤ -18 kcal/mol para la estructura 

del dúplex de hsa-miR:3′UTR. Posteriormente nos centramos sólo en las coincidencias de hsa-miRs que 

fueron predichas tanto por RNAhybrid como miRanda. 
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Una vez se estableció la lista final de los hsa-miRs, se evaluó la unión de estos hsa-miRs con los loci que 

registraron una selección 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 parámetros 

especificados en la hibridizacion hsa-miR:3′UTR del huésped. Finalmente, con R se recuperaron sólo las 

combinaciones de loci que fueron predichas por ambos métodos y se extrajeron las regiones que formaron 

la estructura dúplex.  

3.3.5 Predicción de blancos de los vsRNAs 

 

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). Sólo 

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 cruzó con el repertorio de DEGs 

de cada especie viral (utilizada en la sección 3.3.6) y se recuperaron los genes que coincidieron. Por último, 

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

3.3.6 Análisis de enriquecimiento funcional 

 

Los genes predichos se exploraron utilizando Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships 

(PANTHER) (Mi et al., 2019) con una clasificación funcional de los términos GO en PANTHER GO-Slim 

Biological Process (BP). Además, se utilizó la base de datos Gene cards (https://www.genecards.org/) para 

descubrir el tejido epitelial pulmonar humano en el que se expresan los genes más significativos dirigidos 

por los vsRNAs virales y para recuperar información sobre las patologías que podrían estar asociadas a 

estos genes. 

 

3.4 Resultados 

 

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

 

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

datos virales más 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 realizó en cada especie viral con el fin de recuperar, filtrar y construir los conjuntos 

de datos no redundante para los análisis posteriores. Claramente, se evidenció que el mayor número de 

secuencias se registró 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 genómico. No obstante, la rápida expansión de la 

secuenciación viral en humanos ha propiciado de forma concomitante un significativo número de 

posiciones con muchas bases ambiguas, sugiriendo evidencias de errores sistemáticos en la secuenciación 

que, de alguna manera, afecta a las secuencias virales.  

 

 

 

Figura 3.1 Diagrama de flujo del método de recogida de datos, su proceso de curación y el rango de longitudes de las 

secuencias de los tres Beta-CoVs analizados. 

En la recopilación de la información 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 número de secuencias crudas encontradas. Después de varios métodos de filtrado y 

curación, se identifican las secuencias virales más representativas que conformarían cada conjunto de datos no 

redundante con sus longitudes. 

 

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

 

La principal prueba de la existencia de la formación de estructuras de RNA en el SARS-CoV-2 y otros 

genomas de CoVs se derivó de la detección de múltiples loci con un P > 0.98 en todo el genoma. El enfoque 

RNAz logró la predicción 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 superó ligeramente al SARS-CoV-2, que registró 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% y el 24.22%, respectivamente. Al 

analizar el número de loci por cada huesped, se observó que las secuencias virales de los grupos animales 

intermedios y humanos contenían más regiones estructuradas en comparación con las de los murciélagos, 

la única excepción en la que estos últimos huéspedes superaron a los otros grupos fue en MERS-CoV. 

Tabla 3.1 Número de loci estructurados predichos por RNAz según el huésped del virus y la proporción 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 24.41 

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 formación de la estructura de RNA impuesta en el tránsito 

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 apreció que en SARS-CoV y SARS-CoV-

2 las estructuras eran en gran medida únicas y específicas 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 mostró 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 compartió 

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 ORF1a (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 región no 

codificante (13,401 – 13,520 bp) que correspondió al desplazamiento programado del marco ribosómico (-

1 PRF), implicado en la dirección de la síntesis de las proteínas tempranas (Kelly et al., 2021) (Figura 3.2B); 

y en el caso de SARS-CoV-2, también se encontró 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. 



 

 

 

48 

 

Figura 3.2 Representación gráfica 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 y iii) únicos: regiones que sólo están 

presentes en un huésped en particular. (A) La mayoría de las estructuras de RNA en SARS-CoV son únicas en los tres 

huéspedes, sin embargo, se evidencian tres estructuras conservadas en el ORF1a (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, así 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 



 

 

 

49 

ORF1b (19,401 – 19,520 pb). Los diagramas de Venn determinan el número de regiones que son conservadas, 

compartidas y únicas en los tres huéspedes de cada virus. 

 

3.4.3 La selección positiva actúa sobre las estructuras de RNA en la región S del MERS-CoV y SARS-

CoV-2 

 

La mayoría 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 fenotípico 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 interacción para formar nuevos pares de bases. En las evaluaciones 

exhaustivas de la selección del RNA, se determinó que todos los Beta-CoVs mostraron significativamente 

un amplio número de estructuras secundarias de RNA bien conservadas bajo selección negativa ≥ 87.58%, 

que son cruciales para la función de la molécula de RNA (Nowick et al., 2019) (Figura 3.3 – 3.5). Además, 

se ha demostrado que un umbral s ≤ 2.99 es suficiente para considerar una selección 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 señales de selección 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 mostró una alta incidencia de estas 

estructuras en el ORF1a (59) de los genomas virales en humanos y también en el ORF1a (143) de los 

animales intermedios (Figura 3.4A y 3.3B) (Tabla 3.2). Similarmente, en SARS-CoV-2 se detectaron más 

estructuras de RNA con señales de selección positiva en virus encontrados en humanos y animales 

intermedios, con un gran número 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 número de estructuras de RNA 

favorables, la región 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 circulación activa temprana del MERS-CoV y el SARS-

CoV-2 ha impulsado la evolución de estructuras de RNA seleccionadas positivamente en la región S, lo 

que repercute directamente en el fenotipo de la estructura. 
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Figura 3.3 Visión general de la selección 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 están en una selección negativa, 

pero en el gen M se detectan algunas estructuras con señales positivas; (B) el 99.66% de los elementos de RNA en 

virus pertenecientes a animales intermedios son estables; y (C) solo N presenta selección positiva en virus detectados 

en murciélagos, los 94.11% restantes corresponden a estructuras bien conservadas. La grafica de barras representa el 

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

≤ 9.99: selección moderada; y s ≥ 10.0: selección positiva. 

 

Figura 3.4 Visión general de la selección 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 

selección negativa, mientras que el ORF1a muestra restricciones positivas; (B) en los virus de animales intermedios 

tiene un 91.03% de estructuras de RNA con señales de selección negativa. La grafica de barras representa el número 

de estructuras de RNA dependiendo de la restricción selectiva en cada huésped. Las restricciones selectivas son las 

propuestas por (Walter Costa et al., 2019b): i) s ≤ 2.99: selección negativa; ii) s ≤ 4.99: selección débil; iii) s ≤ 9.99: 

selección moderada; y s ≥ 10.0: selección positiva. 
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Figura 3.5 Visión general de la selección 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 

señales de selección positiva en los genes ORF3a y ORF1a comparado con las de (C) los murciélagos. Sin embargo, 

la frecuencia de los elementos de RNA con selección negativa en los tres huéspedes sigue siendo alta con 97.47%, 

94.21% y 91.48%, respectivamente. La grafica de barras representa el número de estructuras de RNA dependiendo de 

la restricción selectiva en cada huésped. Las restricciones selectivas son las propuestas por (Walter Costa et al., 

2019b): i) s ≤ 2.99: selección negativa; ii) s ≤ 4.99: selección débil; iii) s ≤ 9.99: selección moderada; y s ≥ 10.0: 

selección positiva. 
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Tabla 3.2 Reporte de frecuencias de las estructuras de RNA según la restricción selectiva que actúa 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 

loci 

Genome 

coverage (%) 

ORF and RNA structure 

frequency 

ORF and RNA structure 

frequency 

ORF and RNA structure 

frequency 

SARS-

CoV 

Murcielagos 34 23.16 ORF1a (11) ORF1a (5); S (5) N (1) 

Animales 

intermedios 

46 30.14 ORF1a (1) 
  

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

M (7) 

MERS-

CoV 

Animales 

intermedios 

44 22.57 ORF1a (48); S (31); ORF5 

(1) 

ORF1a (19); S (56); ORF4b 

(1); NC (7) 

ORF1a (143); S (2); ORF4b 

(33); N (4) 

Humanos 41 20.85 ORF1a (77); ORF1b (33); S 

(1); ORF5 (17); N (15) 

ORF1a (9); ORF1b (15); S (9); 

ORF5 (46); NC (1) 

ORF1a (59); ORF1b (11); S 

(26); ORF5 (7); N (13) 

SARS-

CoV-2 
Murcielagos 26 14.52 ORF1a (2); ORF1b (3); S 

(1); ORF3a (2) 
ORF1b (2); ORF3a (1) S (1) 

Animales 

intermedios 

35 22.04 ORF1a (41); ORF1b (22); S 

(2); ORF3a (17); NC (12); M 

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

(1) 

ORF1a (66); ORF1b (21); S 

(15); ORF3a (16); M (2); ORF8 

(4) 

ORF1a (38); ORF1b (5); S 

(5); M (1) 

Humanos 38 20.52 ORF1a (40); ORF1b (7); S 

(2); ORF3a (19) 

5UTR (6); ORF1a (44); NC 

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

(5); N (15) 

ORF1a (10); NC (2); ORF1b 

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

(3); N (2) 

NC: Región 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 detección de selección natural sobre las estructuras de RNA es que podemos 

identificar cuáles de estas estructuras poseen señales de selección negativa, lo que indica que están más 

conservadas y estables, posiblemente enriquecidas con vsRNAs. La identificación de estos elementos 

codificados por los genomas del SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 se realizó utilizando los 310 loci 

detectados bajo fuertes señales de selección negativa (Tabla 3.2), mediante enfoques de ML: mirDNN 

(Yones et al., 2021) e interacciones RNA-RNA: RNAhybrid (Krüger & Rehmsmeier, 2006) y miRanda 

(Betel et al., 2010). El método ML proporcionó una lista de secuencias candidatas de posibles vsRNAs a 

cada huésped apoyada por una puntuación. 

Nuestro segundo método, basado en hibridaciones de RNA-RNA, comenzó con una revisión de literatura 

actualmente disponible de los hsa-miRs implicados en la infección pulmonar de los Beta-CoVs. En la 

búsqueda sistemática del SARS-CoV a partir de 2002, se registraron 3 artículos que mostraron 34 hsa-miRs 
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mediante técnicas computacionales y experimentales, seguido de MERS-CoV desde el 2012 con 4 artículos 

para un total de 60 hsa-miRs. Como es de suponer, SARS-CoV-2 siendo el de mayor atención médica y 

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

Tabla 3.3 Reporte sistemático sobre el número de hsa-miRs asociados con fisiopatología 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 (Liu et al., 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; Saçar 

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 et al., 

2021) 

Computational/Experimental 5 2021 (Siniscalchi et al., 2021) 

 

 

En la validación experimental de la unión de los hsa-miRs en los 3′UTR de los genes humanos con 

miRWalk, SARS-CoV registró el mayor número 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 común entre las dos comparaciones: ii) células infectadas 

tras la infección frente al inicio y iii) contraste de la expresión 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 continuó 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 reducción del impacto de las tasas de error de falsos positivos y falsos negativos, la 

interacción predicha de los hsa-miRs:3′UTR, se confirmó 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). 

 

 

Figura 3.6 Análisis de expresión diferencial de los experimentos de RNA-seq de los cultivos celulares Calu-3 

infectados por Beta-CoVs.  

Los volcano plots de los DEGs estadísticamente significativos (-log10 de p-value ajustado) se muestra en función del 

log2 fold change ≥ |2| y los diagramas de Venn registran el número de DEGs para las tres listas de contrastes analizadas: 

i) células mock entre el tiempo final e inicial, ii) células infectadas tras la infección frente al inicio y iii) contraste de 

la expresión de genes de las células infectadas con las respectivas mock. Para los análisis de interacción con los hsa-

miRs de miRWalk, se consideran los DEGs en común entre las comparaciones descritas II y III. De las cuales, (A) 
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SARS-CoV muestra 314 DEGs; (B) MERS-CoV, 261 DEGs y por último, (C) SARS-CoV-2 logrando un número 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 Número de hsa-miRs predichos después de ser evaluados en cada método de interacción 

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 propósito fue identificar qué sitios de unión 

compartían la secuencia de semilla entre estos hsa-miRs con los loci de selección negativa de los huéspedes 

virales. Notablemente, se encontró que la unión hsa-miRs:loci formó 12 complejos únicos de hibridación 

con un rango de longitud de 20 a 22 nucleótidos y un MFE promedio de ΔG -25 kcal/mol. Luego de un 

análisis comparativo, estos 12 sitios de unión a la secuencia de la semilla de los loci se definieron como 

vsRNAs candidatos codificados por los genomas de Beta-CoVs. Además, 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 albergó en su genoma 4 vsRNAs que comprendieron 2 en 

virus de murciélagos (SB-vsRNA-ORF1a a; SB-vsRNA-S), 1 en animales intermedios (SI-vsRNA-ORF1a) 

y 1 en humanos (SH-vsRNA-ORF1a a) (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 b) 

y humanos (MH-vsRNA-ORF1a b) (Figura 3.8). Por último, el mayor número de predicciones, SARS-CoV-

2 registró 5 vsRNAs, pero solo 1 en virus aislados en animales intermedios (S2I-vsRNA-ORF1a c) y los 

restantes en humanos (S2H-vsRNA-ORF1ac; S2H-vsRNA-ORF1b-1; S2H-vsRNA-ORF1b-2 y S2H-

vsRNA-S) (Figura 3.9). Interesantemente, se descubrió que más de un vsRNA predicho era compartido 

entre dos huéspedes, lo que posiblemente indicaría que se derivan de una estructura de RNA altamente 

conservada durante la evolución viral. Este comportamiento se observó en la posición 8,836 - 8,856 de los 

virus encontrados en murciélagos (SB-vsRNA-ORF1a a) y humanos (SH-vsRNA-ORF1a a) en SARS-CoV. 

También se apreció en MERS-CoV y SARS-CoV-2, pero entre virus que circulan en animales intermedios 

y humanos, ubicados en la posición 2,450 - 2,470 (MI-vsRNA-ORF1a b y MH-vsRNA-ORF1a b) y 3,541 - 

3,582 (S2I-vsRNA-ORF1a c y S2H-vsRNA-ORF1a c), respectivamente (Tabla 3.5). Como estos vsRNAs 
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son similares tanto en su secuencia como en su estructura, se seleccionó sólo 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 vsRNA sequence vsRNA 

length 

Genome 

position 

ORF RNAhybrid 

MFE 

SARS-CoV Murcielagos SB-vsRNA-ORF1a a UUCUUGCAUUUUCUACCUCG 20 8,836-8,856 ORF1a -23.3 

Murcielagos SB-vsRNA-S UACCAUACAGCCUCUACUUUA 21 23,427-23,448 S -32.8 

Animales 

intermedios 

SI-vsRNA-ORF1a CAACAUGCACUUGUCUACCUUG 22 1,115-1,177 ORF1a -24.6 

Humanos SH-vsRNA-ORF1a a UUCUUGCAUUUUCUACCUCG 20 8,836-8,856 ORF1a -23.3 

MERS-CoV Murcielagos MB-vsRNA-ORF1a AAAUUGUUCAGCCUGCUACUUC 22 3,437-3,459 ORF1a -28 

Animales 

intermedios 

MI-vsRNA-ORF1a b UUCUAAUAUCAGUGCUGUUA 20 2,450-2,470 ORF1a -18.8 

Humanos MH-vsRNA-ORF1a b UUCUAAUAUCAGUGCUGUUA 20 2,450-2,470 ORF1a -18.8 

SARS-

CoV-2 

Animales 

intermedios 
S2I-vsRNA-ORF1a c CAAUCUUGCUAAACACUGUCU 21 3,541-3,561 ORF1a -25.6 

Humanos S2H-vsRNA-ORF1a c CAAUCUUGCUAAACACUGUCU 21 3,561-3,582 ORF1a -25.6 

Humanos S2H-vsRNA-ORF1b-1 GUUGACACUGUGAGUGCUUUG 21 17,553-175,74 ORF1b -30.4 

Humanos S2H-vsRNA-ORF1b-2 CGUUGCAAUUUAGGUGGUGCUG 22 19,437-19,459 ORF1b -26.1 

Humanos S2H-vsRNA-S AGAAUCAGCAACUGUGUUGCUG 22 22,603-22,625 S -23.5 

a SB-H-vsRNA-ORF1a 

b MI-H-vsRNA-ORF1a 

c S2I-H-vsRNA-ORF1a 
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Figura 3.7 Interacciones predichas de los hsa-miRs seleccionados con la secuencia de semilla de los loci de selección 

negativa para SARS-CoV.  

RNAhybrid y miRanda identifican 4 estructuras dúplex en común (Murciélagos = 2; Animales intermedios = 1 y 

Humanos = 1), las cuales se comparte una estructura entre virus detectados en especies de murciélagos y humanos 

(SB-vsRNA-ORF1a a y SH-vsRNA-ORF1a a). La figura resume la información relacionada con el loci representado 

por la secuencia escrita en rojo (vsRNA), el hsa-miR que aparece en verde, la energía libre MFE, la posición donde 

inicia la unión 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 selección 

negativa para MERS-CoV.  

La figura muestra 3 hibridaciones mediante las herramientas de predicción RNAhybrid y miRanda, formando un 

complejo dúplex 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 b y MH-vsRNA-

ORF1a b). Además, proporciona información sobre el loci representado por la secuencia escrita en rojo (vsRNA), el 
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hsa-miR que aparece en verde, la energía libre MFE, la posición donde inicia la unión y la complementariedad de la 

secuencia semilla. 

 

 

Figura 3.9 Interacciones predichas de los hsa-miRs seleccionados con la secuencia de semilla de los loci de selección 

negativa para SARS-CoV-2.  

Las predicciones revelan 5 sitios de unión (Animales intermedios = 1 y Humanos = 4) que incluyen una estructura en 

común entre los virus pertenecientes a animales intermedios y humanos (S2I-vsRNA-ORF1a c y S2H-vsRNA-ORF1a 

c), donde el loci está representado por la secuencia escrita en rojo (vsRNA), el hsa-miR en verde, la energía libre MFE, 

la posición donde inicia la unión y la complementariedad de la secuencia semilla. 

 

3.4.5 Los vsRNAs codificados en los genomas de los Beta-CoVs podrían modular la expresión de los 

genes del huésped 

 

Para comprender mejor los procesos que pueden afectar este conjunto de vsRNAs de los Beta-CoVs y 

asumiendo que actúan 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 análisis 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 comparación 

con los otros virus, que resultaron 586 oscilando entre 101 (SB-vsRNA-S) y 308 (SI-vsRNA-ORF1a), 

siendo 195.3 el número promedio de blancos por vsRNA viral (Anexo B). MERS-CoV registró 432 blancos, 

entre 141 (MB-vsRNA-ORF1a) 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). 

Está bien demostrado que los vsRNAs virales pueden regular la expresión de los genes después de la 

infección (Mishra et al., 2020). Para determinar cómo la infección por los Beta-CoVs podría alterar la 

expresión de los genes del huésped en las células epiteliales de pulmón, se realizó un análisis de expresión 

diferencial de los datos de secuenciación 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 log2 fold change ≥ |2| y un criterio de p-value ajustado de 0.05, se cruzaron con el número 

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 infección 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 número con 8 

DEGs (2.3%) por los 4 vsRNAs de SARS-CoV-2 (Figura 3.10C). En la exploración detallada de estos genes 

del SARS-CoV se destacaron (SI-vsRNA-ORF1a; CXCL10) (Callahan et al., 2021), con valores (Diana: 

80; miRDB: 74; log2FC: 7.03) y (SI-vsRNA-ORF1a; SCN3A) (Wyler et al., 2021), (Diana: 83; miRDB: 

91; log2FC: 7.52). Asimismo, para MERS-CoV el gen más significativo después de 24h de infección (MI-

H-vsRNA-ORF1a; GEM) (Rabaan et al., 2021), se registró con puntuaciones (Diana: 90; miRDB: 96; 

log2FC: 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; log2FC: 9.13) y (S2H-vsRNA-

ORF1b-2; ZEB2) (Meckiff et al., 2020), (Diana: 87; miRDB: 97; log2FC: 7.58). 

Para explorar estos DEGs a un nivel funcional más profundo, se realizó una clasificación 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 proporción entre los tres Beta-CoVs (SARS-

CoV: 21.9%; MERS-CoV: 18.8%; SARS-CoV-2: 22.6%), relacionadas con regulación biológica (GO: 

0065007) y procesos celulares (GO: 0009987). Las siguientes categorías más enriquecidas de MERS-CoV 

con SARS-CoV correspondieron con la vía de señalización (GO: 0023052); mientras que con SARS-CoV-

2 se encontró la respuesta a estímulos (GO:0050896), mostrando proporciones de 12.5% (Figura 3.10). En 

conjunto, nuestros análisis indican que los múltiples vsRNAs predichos en el genoma de los tres Beta-CoVs 
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podrían regular el transcriptoma del huésped durante la infección asociada con Síndrome de Distrés 

Respiratorio Agudo (SDRA). 

 

 

Figura 3.10 Los vsRNAs codificados por Beta-CoVs regulan los genes del huésped implicados en SDRA.  
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Número 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 clasificación 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 jerarquía de la ontología, siendo el término con mayor proporción el más significativo. ORF1a: morado, ORF1b: 

amarillo, S: rojo. 

 

3.5 Discusión 

 

La constante emergencia de nuevas variantes de los Beta-CoVs está reduciendo aparentemente la eficacia 

de las vacunas y los kits de prueba existentes. No obstante, hasta la fecha, el efecto de la variante Omicron 

está aprendiendo a mejorar la infectividad viral y el escape inmunológico (Hu et al., 2022), evadiendo los 

esquemas de vigilancia. Para afrontar este problema, consideramos importante identificar la mayor cantidad 

de características 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 diagnóstico. Aquí, evaluamos 

1,252,952 secuencias combinando enfoques computacionales de ML y RNA-RNA interacción para buscar 

vsRNAs 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 más 

relevantes en virus, NCBI Virus (Brister et al., 2015), ViPR (Pickett et al., 2012), ViruSurf (Canakoglu 

et al., 2021) y GISAID (Shu y McCauley, 2017), para predecir computacionalmente los vsRNAs putativos 

codificados por los tres Beta-CoVs presentes en las especies virales desde la trayectoria de su reservorio 

natural hasta su circulación en humanos, proporcionando una perspectiva evolutiva de la arquitectura del 

genoma de estos virus de RNA. Además, nuestro enfoque de búsqueda de estos vsRNAs virales parte de 

un profundo y riguroso proceso de filtrado y curación de secuencias (Figura 3.1), que posteriormente se 

utilizaron para la detección y selección natural sobre las estructuras secundarias de RNA en el genoma viral, 

permitiendo plantear la hipótesis de que estas estructuras con señales de selección negativa posiblemente 

portaban vsRNAs. 

La detección y caracterización de la estructura secundaria del RNA a gran escala en el genoma de los Beta-

CoVs revelan un sorprendente e imprevisible grado de organización 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 biológica 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 está mucho 

mejor provisto de estos elementos estructurales (158), superándolo en un 4.69% (Tabla 3.1). Este hallazgo 

también se puede apreciar en la figura 3.2B, mostrando ligeramente una mayor agrupación de estructuras 

que 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 desempeñan las 

estructuras de RNA en el ciclo de vida del virus (Rangan et al., 2020; Simmonds, 2020; Yang & Leibowitz, 

2015). Más allá de la estructuración del genoma, hay que destacar que individualmente en los tres grupos 

de huéspedes de los Beta-CoVs poseen elementos estructurales únicos, lo que indica que las regiones 

codificantes y no codificantes están presionando fuertemente la disponibilidad de sustituciones que alteran 

las bases pareadas, limitando así la conservación 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 análisis bioinformáticos 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 sólo se han reportado en virus asociados a humanos (Andrews et al., 

2021; Rangan et al., 2020). En conjunto, estas propiedades pueden ser atribuibles como explicación de por 

qué no se encontraron vsRNAs compartidos entre los tres huéspedes.  

Por otra parte, parece que la circulación activa de MERS-CoV y SARS-CoV-2 impulsa la evolución de 

estructuras de RNA bajo selección positiva, lo cual concuerda con los análisis de selección natural de los 

CDSs virales del capítulo anterior (Figura 2.10 y 2.11). Esta puede ser una razón por la cual se encontraron 

varios estructuras de RNA con selección positiva (s ≥ 10.0) en sitios de codones en ORFs de relevancia 

epidemiológica como ORF1a, ORF1b, S y N (Cui et al., 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 relajación de sus restricciones en las bases hace que sea 

poco probable predecir que la estructura desempeñe un papel funcional en la biología 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 función destacada, indicando que 

está bajo una selección negativa (Walter Costa et al., 2019b). Este planteamiento es consistente con las 

evaluaciones exhaustivas de selección de RNA, demostrando que todos los huéspedes de los Beta-CoVs 
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contienen significativamente una alta proporción de estructuras secundarias de RNA bien conservadas bajo 

selección negativa (s ≤ 2.99), la cual representan más del 87.58% del total de las estructuras predichas 

(Figura 3.3 – 3.5). Por desgracia, la función y el mecanismo de acción de estos elementos estructurales de 

RNA conservados continúan siendo desconocidos en la actualidad.  

Para dilucidar el posible funcionamiento de las estructuras de RNA conservadas y llenar este vacío de 

conocimiento, recuperamos estas estructuras con señales de selección 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 et al., 2019) y Rfam (Kalvari et al., 2021)), y su correspondiente 

estructura secundaria; y ii) un completo análisis 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 (Krüger & Rehmsmeier, 2006) y miRanda (Betel et al., 2010) se confirma la estructura del 

dúplex de hsa-miR:3′UTR para recuperar una sólida y definitiva lista de hsa-miRs (Tabla 3.4). Esta lista se 

emplea posteriormente para establecer una interacción hsa-miR:loci e identificar sitios de unión en la 

secuencia de semilla de las estructuras de RNA seleccionadas negativamente en los virus, sugiriendo que 

estas regiones podrían 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 dúplex 

hsa-miR:loci para determinar los vsRNAs más significativos (Tabla 3.5). Nosotros proponemos 12 vsRNAs 

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 mayoría 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 poliproteína (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 y 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 podría suponer que existen regiones 

estructuradas de RNA altamente conservadas durante la evolución viral. 

Hace tiempo se ha demostrado con evidencias experimentales que los virus de DNA codifican sus propios 

v-miRs endógenos, procesados por la participación de Dicer y que parecen interactuar con la familia de 
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proteínas AGO, el componente catalítico de RISC (Zhan et al., 2020), mientras que en virus de RNA esta 

suposición sigue siendo objeto de debate, en particular por su replicación citoplasmática. No obstante, 

varios informes describen v-miRs producidos por genomas virales de RNA como en Influenza (miR-HA-

3p) (Li et al., 2018); Dengue-2 (DENV–vsRNA-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 patología pulmonar. Aunque nuestros vsRNAs predichos no pueden ser considerados 

como v-miRs puesto que, se requieren más estudios para su validación experimental, como recomienda 

(Prasad et al., 2020), se puede justificar que la presencia de sitios de unión 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 podría estar involucrada 

en la biogénesis de los vsRNAs. Por lo tanto, la producción de vsRNAs derivados de los genomas virales, 

sugiere una compleja interacción de silenciamiento génico post-transcripcional subyacente a la progresión 

de la infección (Guzzi et al., 2020; Li & Zou, 2019). 

Nuestros vsRNAs, al compartir la secuencia semilla con los hsa-miRs (Figura 3.7 – 3.9), podrían actuar 

sobre los genes blancos de los humanos; por consiguiente, la expresión de estos vsRNAs en células Calu-3 

infectadas por el virus, podría afectar al tejido pulmonar, contribuyendo con las manifestaciones clínicas 

del SDRA (Mishra et al., 2020). Se descubrió que todos los 30 genes predichos como blancos de nuestros 

candidatos vsRNAs estaban sobre-expresados transcripcionalmente después de la infección (Figura 3.10). 

Esto podría sugerir que los vsRNAs virales se producirían en diferentes fases del ciclo de replicación viral, 

o dependiendo de la carga viral en la célula, lo que probablemente desencadenaría la reprogramación 

transcripcional (Merino et al., 2020). Notablemente, entre los blancos DEG encontramos que los vsRNAs 

SI-vsRNA-ORF1a (SARS-CoV) y S2H-vsRNA-ORF1b-1(SARS-CoV-2) serían capaces de dirigirse al 

DEG SCN3A, cuya acumulación aumenta significativamente durante la infección. Se ha sugerido que los 

altos niveles de expresión de SCN3A interfiere en el transporte de sodio a través de los canales de sodio 

epiteliales no activados por voltaje, provocando una reducción del drenaje del líquido alveolar (Chen et al., 

2009; Wyler et al., 2021). Asimismo, tres adicionales DEGs se han asociado significativamente con la 

infección SDRA por Beta-CoVs. El primero de ellos corresponde a la citoquina pro-inflamatoria CXCL10, 

esencial en la inducción de la “tormenta de citoquinas” que se incrementa como consecuencia de la 

infección del SARS-CoV (Callahan et al., 2021). El segundo DEG, GEM se ha evidenciado en MERS-CoV 

con la inducción 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 transcripción ZEB2, cuya sobre-expresión regula la diferenciación efectora, la 

función, 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-expresión de estos 

DEGs puede modular el transcriptoma del huésped favoreciendo la regulación biológica (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 interactúen 

con proteínas AGO, mediante el poder del ML y las sofisticadas interacciones RNA-RNA de largo alcance, 

como los dúplex y las uniones multidireccionales. Hasta donde sabemos, esta estrategia ha sido la primera 

en aplicarse a la predicción de vsRNAs virales con una alta precisión, proporcionando una mejor 

comprensión de los mecanismos y el posible papel de los vsRNAs en la patogénesis asociada al SDRA de 

estos virus. Sería interesante cuantificar la expresión de estos vsRNAs identificados en grandes cohortes de 

pacientes con diferente gravedad de la enfermedad para diseñar nuevas terapias basadas en agomir que 

aumenten la capacidad protectora de las células contra las infecciones por Beta-CoVs patógenos. 
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4 

4 Conclusiones generales y direcciones futuras 

 

4.1 Conclusiones 

 

• La aplicación de un enfoque amplio desde la perspectiva evolutiva de transmisión horizontal entre 

especies permitió 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 según la 

información disponible indica que son los murciélagos. Esta conclusión se deriva de los análisis de 

SNVs que mostraron que las secuencias virales circulantes en los murciélagos registraban una elevada 

tasa de mutación en comparación con secuencias virales detectadas en los huéspedes intermedios y 

humanos. Estos resultados indican que según el huésped se da origen a grupos de quasiespecies virales, 

que conduce a cambios puntuales en sitios relevantes de las proteínas como en la subunidad S1 de la 

proteína S del SARS-CoV (G > T; A577S), MERS-CoV (C > T; S746R y C > T; N762A) y SARS-

CoV-2 (A > G; D614G), que se encuentran con señales de selección 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 transmisión previa desde los murciélagos a un animal intermedio. 

 

• La predicción in silico de potenciales vsRNAs que puedan ser procesados por la maquinaria del huésped 

en virus de RNA con replicación citoplasmática, como los Beta-CoVs, es un gran desafío y sigue siendo 

objeto de debate. En consecuencia, se desarrolló una de las metodologías más innovadoras hasta la 

fecha que incluye la combinación de ML y sofisticadas interacciones RNA-RNA de largo alcance para 

descubrir estos vsRNAs a partir de los loci de estructura secundaria de RNA conservados. 
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Interesantemente, más del 87.58% del total de las estructuras predichas para los Beta-CoVs mostraron 

estar bien conservadas y estables, sugiriendo una selección 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 está más conservada y, por tanto, aporta más funcionalidad que a nivel de secuencia, 

dado que se encontró un mayor número de sitios en las proteínas sometidas a selección 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 infección. 

 

• En resumen, este estudio proporciona un conjunto significativo de perfiles de firmas moleculares de 

relevancia para un sistema de vigilancia molecular tanto en el análisis de la secuencia como de la 

arquitectura de los genomas de los Beta-CoVs. A nivel de secuencia, se demuestra que mutaciones no 

sinónimas en la subunidad S1 de la proteína S del SARS-CoV (G > T; A577S), MERS-CoV (C > T; 

S746R y C > T; N762A) y SARS-CoV-2 (A > G; D614G), fueron fundamentales para la transmisión 

de los murciélagos a los animales intermedios, destacando la urgente necesidad de realizar estudios de 

dinámica molecular de estas sustituciones en la proteína S. Por otro lado, se proponen 12 potenciales 

vsRNAs en la patogénesis asociada al SDRA de estos virus, para diseñar 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 

conmoción mundial. La comunidad científica internacional está 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 sinónimas identificadas en la subunidad S1 podrían haber provocado 

que el virus se transmitiera a los humanos con una rápida adaptación, lo que activaría la evolución viral 

y la aparición de nuevas variantes. A nivel de estructura, la presencia de vsRNAs predichos en las 

células epiteliales respiratorias infectadas, podrían aprovechar las proteínas AGO del huésped para 

dirigirse a genes sobre-expresados y desencadenar el SDRA. En conjunto, fomentamos la realización 
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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 países con mayor diversidad de murciélagos y el ecosistema de su selva 

amazónica es favorable para la aparición de una enfermedad infecciosa emergente. Los murciélagos 

son la fuente principal de la mayoría de las epidemias recientes y, es esencial entender sus hábitats y su 

diversidad como reservorios de Beta-CoVs y otros múltiples virus. En este sentido, un estudio muy 

interesante que sugeríamos seria explorar la diversidad de CoVs en los murciélagos de nuestras selvas 

amazónicas para identificar regiones con características de posibles focos de tensión, y así, mejorar la 

vigilancia regional y desarrollar herramientas de alerta e intervención. Por último, para prevenir nuevos 

virus zoonóticos emergentes, recomendamos como prioridad detener el proceso incontrolado de 

deforestación, conversión de tierras y tráfico de fauna silvestre. ¡El peligro está aquí! 
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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 

per specie 

Raw 

sequences 

Total raw 

sequences 

Total 

SARS-

CoV 

Murcielagos NCBI 

Virus 

Aselliscus stoliczkanus 1 33 57 1,252,952 

Chaerephon plicatus 1 

Chiroptera 2 

Rhinolophus affinis 1 

Rhinolophus 

ferrumequinu 

7 

Rhinolophus macrotis 1 

Rhinolophus pusillus 3 

Rhinolophus sinicus 16 

Rhinolophus 1 

ViPR Aselliscus stoliczkanus 1 23 

Murcielagos 1 

Rhinolophus affinis 1 

Rhinolophus 

ferrumequinu 

3 

Rhinolophus monoceros 1 

Rhinolophus pusillus 2 

Rhinolophus sinicus 13 

Rhinolophus 1 

ViruSurf Chiroptera 1 1 

Animales 

intermedios 

NCBI 

Virus 

Chlorocebus aethiops 1 52 110 

Mus musculus 41 

Paguma larvata 1 

Paradoxurus 

hermaphrod 

6 

Viverridae 3 

ViPR Chlorocebus aethiops 1 57 

Badger 1 

Mus musculus 40 

Paguma larvata 15 

ViruSurf Palm civet 1 1 

Humanos NCBI 

Virus 

Homo sapiens 12 12 86 

ViPR Homo sapiens 73 73 

ViruSurf Homo sapiens 1 1 

MERS-

CoV 

Murcielagos NCBI 

Virus 

Hypsugo savii 1 5 11 

Neoromicia capensis 2 

Pipistrellus kuhlii 1 

Vespertilio sinensis 1 

ViPR Hypsugo savii 1 3 

Neoromicia capensis 1 

Pipistrellus kuhlii 1 
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ViruSurf Hypsugo savii 1 3 

Neoromicia capensis 1 

Pipistrellus kuhlii 1 

Animales 

intermedios 

NCBI 

Virus 

Camelus bactrianus 1 337 872 

Camelus dromedarius 258 

Camelus 77 

Lama glama 1 

ViPR Camelus dromedarius 200 205 

Camelus 5 

ViruSurf Camelus dromedarius 253 330 

Camelus  76 

Lama glama 1 

Humanos NCBI 

Virus 

Homo sapiens 257 257 643 

ViPR Homo sapiens 134 134 

ViruSurf Homo sapiens 252 252 

SARS-

CoV-2 

Murcielagos NCBI 

Virus 

Rhinolophus affinis 1 2 7 

Rhinolophus cornutus 1 

GISAID Rhinolophus affinis 1 5 

Rhinolophus malayanus 2 

Rhinolophus shameli 2 

Animales 

intermedios 

NCBI 

Virus 

Canis lupus 2 54 515 

Felis catus 10 

Feliformia 1 

Mesocricetus auratus 5 

Mus musculus 1 

Mustela lutreola 13 

Neovision vision 12 

Panthera leo 4 

Panthera tigris 6 

ViPR Canis famiaris 1 43 

Canino 1 

Cat 2 

Felis catus 4 

Mesocricetus auratus 4 

Mustela lutreola 13 

Neovision vision 9 

Panthera leo 4 

Panthera tigris 5 

ViruSurf Canis familiaris 1 54 

Canino 1 

Environment 1 

Felis catus 10 

Feline 1 

Mesocricetus auratus 5 

Mustela lutreola 13 

Neovision vision 12 

Panthera leo 4 

Panthera tigris 6 
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GISAID Canis lupus 4 364 

Chlorocebus sabaeus 1 

Environment 24 

Felis catus 16 

Gorilla 1 

Manis javanica 12 

Mink 7 

Mustela lutreola 13 

Mus musculus 1 

Neovision vision 275 

Panthera leo 4 

Panthera tigris 6 

Humanos NCBI 

Virus 

Homo sapiens 69,536 69,536 1,250,651 

ViPR Homo sapiens 58,284 58,284 

ViruSurf Homo sapiens 32,083 32,083 

GISAID Homo sapiens 1,090,748 1,090,748 
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B. Anexo: Número de blancos predichos en el genoma 

humanos para cada candidato vsRNA en los tres Beta-

CoVs 

 

Anexo B. Número 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 

vsRNAs; 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 código fuente 

 

Los códigos informáticos y los notebooks derivados de este estudio pueden encontrarse en el repositorio 

de GitHub: 

https://github.com/alrojascr 
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