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RESUMEN

El nuevo coronavirus SARS-CoV-2, que fue detectado en Wuhan en el afio 2019, ha
adquirido mutaciones que le han conferido mdltiples ventajas evolutivas. Aunque la mayoria
de las mutaciones detectadas son por la eliminacion, sustitucién o adiciéon de un nucledtido,
los analisis gendmicos han encontrado que en SARS-CoV- 2 existen regiones que
frecuentemente muestran deleciones. Una de las regiones donde mas frecuentemente se
han detectado deleciones largas es en los ORFs 7a/8, aunque aun se conoce poco de sus
consecuencias tanto en el virus como en los contagiados. En México, el Consorcio
Mexicano de Vigilancia Genomica detect6 que las deleciones largas no eran bien
detectadas por software estdndar ya que las posibles deleciones podrian ser confundidas
con errores en la secuenciacion. Por esto, fue necesario crear un pipeline que detectara
posibles deleciones largas en SARS-CoV-2. Como parte del Consorcio Mexicano de
Vigilancia Gendmica, en este trabajo se presenta un pipeline llamado Indel-Mex para
detectar deleciones largas en alineamientos de SARS-CoV-2. La validez de sus resultados
los confirmamos en una delecion de 4411 nt en el linaje B.1.243 que fue detectada a final
del afio 2020 que fue confirmada mediante PCR y secuenciacion. El pipeline nos mostré
gue dicha delecion solo circulo durante 3 meses. Ademas, el analisis de la secuenciacion de
3805 secuencias nos permitid detectar multiples deleciones entre el ORF7a y el ORF8 que
circularon en el afio 2021 y que no son de un tamafio especifico ni tienen un origen en
comun. Entre ellas mostramos la identificacion de una posible delecion de 4222 nt en
muestras de SARS-CoV-2 asignadas al linaje B.1.243. Ahora sabemos que han circulado
multiples deleciones de los ORFs 7a/8 que se han detectado en el afio 2021. Nuestro
pipeline permitirA una bulsqueda de deleciones largas en todo el genoma y queda

determinar si estas deleciones siguieron apareciendo los afios proximos de la pandemia.



|. INTRODUCCION

En la familia Coronaviridae, existen alrededor de 26 especies de coronavirus (CoVs), los
cuales se clasifican en los siguientes géneros: alfa (a), beta (), gamma (y) y delta (d)
(Shereen et al., 2020; Yang et al., 2006). De estos CoVs a la fecha existen siete especies
gue infectan a los seres humanos, las cuales son 229E, NL63, OC43, HKUL1, el virus
causante del sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV), Sindrome Respiratorio
Agudo Severo-CoV (SARS)-CoV, y el mas reciente Sindrome Respiratorio Agudo Severo 2
causado por coronavirus (SARS-CoV-2) (Prajapat et al.,, 2020) perteneciente al género

Betacoronavirus.

En el afio 2003, en la provincia de Guangdong, China emergid el virus SARS-CoV que
origina sintomas de infecciones respiratorias y en algunos casos diarrea. Este brote fue
provocado por la zoonosis de animales a humanos (Shereen et al., 2020; Yang et al., 2006;
Zhong et al., 2003). En este primer brote, SARS-CoV infect6 a 8,098 personas con una tasa
de mortalidad del 9%, en 26 paises del mundo (Shereen et al., 2020).

Una década mas tarde, en 2012, dos ciudadanos de Arabia Saudita iniciaron con sintomas
de infecciones respiratorias y se realizaron pruebas clinicas confirmando la infeccion por un
nuevo coronavirus. Esta enfermedad fue el sindrome respiratorio de Oriente Medio causado
por coronavirus (MERS-CoV). La enfermedad se transmiti6 por una nueva zoonosis con
camellos infectados (Shereen et al., 2020). La Organizacion mundial de la salud (OMS)
inform6 que el coronavirus MERS infecté a mas de 2,428 personas y dej6 un saldo de 838

muertes.

El virus del SARS-CoV-2 es un nuevo coronavirus que se detecté en Wuhan, China en el
afio 2019 y se fue expandiendo por todo el mundo en poco tiempo. El 11 de marzo de 2020,
la OMS por los alarmantes niveles de propagacion de la enfermedad y por su gravedad de
la enfermedad, declar6 pandemia (COVID-19, s/f). En el area de urgencias de Wuhan
entraron personas con sintomas respiratorios graves como: tos, fiebre y dificultad para
respirar (Zhou et al., 2020). En México, el primer caso de COVID-19 se detectd el 28 de
febrero del 2020. Hasta la fecha (21 de mayo de 2022) México tiene mas de 6 Millones de
casos confirmados (COVID-19 Tablero México, s/f).

Los virus de SARS-CoV-2 son de cadena de RNA de sentido positivo (30 kbs de longitud) y
tienen un tamafio aproximado de 65-125 nm. Dentro de su envoltura, el genoma viral esta
encerrado en un nucleo de ribonucleoproteina (RNP) (Rossi et al., 2020). En la superficie

del virus se detectan picos (receptores) que le dan forma de una corona y por eso recibe el



nombre de coronavirus (Prajapat et al., 2020; Shereen et al., 2020). Los CoVs tienen en su
genoma 4 proteinas estructurales importantes (Figura 1.1): la proteina espiga (S) por su
nombre en inglés, la proteina de membrana (M), la proteina de envoltura (E) y la proteina
nucleocapside (N) (Prajapat et al., 2020; Shereen et al., 2020).

En el trabajo de Roujian Lu et. al. Se compararon los genomas de SARS-CoV y SARS-CoV-
2y se encontré que tenian un porcentaje de identidad del 79% (R. Lu et al., 2020). También
se encontré la presencia de la proteina 8a en SARS-CoV, pero esta proteina estaba
ausente en el SARS-CoV-2 (Shereen et al., 2020; Wu et al., 2020). Mientras que la proteina
8b tiene un tamafio de 84 aminoacidos en SARS-CoV, en SARS-CoV-2 es de 121
aminodcidos (Wu et al., 2020).

Membrana
Proteina M
Nucleocapside
Proteina N
Envoltura
Proteina E

Receptor Espiga
Proteina S

+-—

Figura 1.1 Estructura del SARS-CoV-2. La estructura del SARS-CoV-2 esta compuesta por
proteinas estructurales importantes como: la proteina Spike (estructuras con tres curvaturas
aglomeradas de color azul), la Nucle6capside (circulos aglomerados azules), la Membrana (figuras
rojo oscuro) y la Envoltura (figuras en forma de clavo naranja). Estas proteinas estructurales se
encargan de dar la forma caracteristica del coronavirus. Créditos de la
figura:https://bioicons.com/Hanna Vega

El genoma de SARS-CoV-2 ademéas codifica para genes no estructurales (ORFs 1ab-10) los
cuales tienen una variedad de funciones accesorias, algunas de las cuales pueden ser no
esenciales para la replicacion o patogénesis viral (Yadav et al., 2021). Las proteinas virales
estan codificadas en Marcos de Lectura Abiertos (ORFs, Open Reading Frames, por su

acronimo en inglés) y se caracterizan por tener un inicio de traduccion delimitado por un



codon o sefal de paro al final del gen. En el coronavirus, algunos ORFs codifican varias
proteinas en la misma regién, mismas que son traducidas por los ribosomas de las células
infectadas y procesadas por proteasas intracelulares y virales (Marco abierto de lectura |
NHGRI, s/f). Hasta ahora no se conoce a profundidad el funcionamiento de los ORF 7b/8 de
SARS-CoV-2. Sin embargo, en SARS-CoV han detectado que el gen ORF8 en SARS-CoV
induce el estrés del reticulo endoplasmatico al dirigirse especificamente al factor de
transcripcién activador 6 (ATF6) y este facilita el plegamiento y procesamiento de proteinas
(Sung et al., 2009).

Una mutacion ocurre cuando uno o mas nucleétidos son afiadidos, eliminados o sustituidos
por otro nucleétido en un genoma. En el virus del SARS-CoV-2, se observan mudltiples
mutaciones a lo largo de su genoma en comparacion con su pariente mas cercano, el
SARS-CoV. En especial, las mutaciones identificadas en la proteina Espiga (S) parecen
conferir al virus ventajas evolutivas, por ejemplo, una mejor capacidad de adherirse a los
receptores de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) de células humanas (Wang
et al., 2020). Algunos reportes han mencionado que estas mutaciones en la proteina S tiene
una mayor transmisibilidad (Peacock et al.,, 2021, p. 2). En este sentido, un linaje es un
grupo genéticamente relacionado a las variantes de un virus derivadas de un ancestro
comun. Una variante tiene una o mas mutaciones que la diferencian de otras variantes de
los virus (CDC, 2020). Para tener un mejor entendimiento de estas variantes las OMS las
clasifico en; variantes de interés (VOI) o variantes de preocupacion (VOC), las cuales
pueden ser asociadas con una reduccion de la neutralizacién de anticuerpos, una mayor
transmisibilidad 6 gravedad de la enfermedad (CDC, 2020; WHO | SARS-CoV-2 Variants,
s/f). Estas variantes pueden emerger y desaparecer mientras otras persisten en el tiempo
(CDC, 2020). Tal es el caso de la variante 201/500 Y.V1 (B1.1.7), llamada alfa que se
detecté en el territorio de Reino Unido y podria ser una variante que permita a este
coronavirus ser mas infectivo. También se reconocieron otras dos variantes de
preocupacion como es la 20H/501.vV2 (B.1.351), denominada Beta, que se detectd en
sudafrica y la variante 20J/501 Y.V3 (P.1), Gamma encontrada en Brasil, donde la
preocupacion principal es la capacidad de provocar una re-infeccion en humanos (Spike
E484K Mutation in the First SARS-CoV-2 Reinfection Case Confirmed in Brazil, 2020 -
SARS-CoV-2 Coronavirus / NCoV-2019 Genomic Epidemiology, 2021). Por otro lado, la
variante B.1.617.2, denominada Delta se detect6 en India en octubre del 2020 y tomé gran
relevancia debido a su capacidad de ser mas transmisible e infectiva (Raman et al., 2021).
Finalmente, la variante B.1.1.52, llamada Omicron, se detect6é en Estados Unidos en
noviembre del 2021 y el incremento de los casos fue causado por esta variante. Se cree

gue uno de los factores mas importantes fue su capacidad de evadir el sistema inmune y



reducir la capacidad de neutralizacion de las vacunas de tal forma que es capaz de infectar

a humanos previamente infectados o vacunados (How Bad Is Omicron?, 2021).

Ademés de mutaciones de un nucleétido, también se han detectado deleciones relevantes
en SARS-CoV-2 y en SARS-CoV. De hecho, anteriormente se creia que una delecion de 29
nucledtidos (nt) en la region gendmica del ORF8 en SARS-CoV habia sido importante para
el cambio de hospederos ya que la delecion de 29 nt en el ORF8 estaba ausente en
genomas de coronavirus cercanos a SARS-CoV aislados de muestras en murciélagos, pero
presente en algunos SARS-CoV gue infectan a los humanos (Muth et al., 2018). Este indicio
apuntaba a que la falta de este fragmento del ORF8 conducia a la adaptacion del SARS-
CoV con humanos. Ya en SARS-CoV-2, Su y colaboradores mostraron una delecién de 382
nt en el ORF 7b/8 (Su et al., 2020), la cual no fue persistente durante la pandemia del 2019.
Incluso durante la realizacion de este trabajo se publicé que una variante con delecion
estaba asociada a sintomas mas leves en personas con SARS-CoV-2 (Young et al., 2020).

Por estas razon es importante que el monitoreo incluya también la deteccién de indeles.

En México, el monitoreo de las variantes de este virus se ha efectuado en el Instituto de
Diagnéstico y Referencia Epidemioldgicos (INDRE), el cual es un centro de investigacion
gubernamental que ha diagnosticado y secuenciado de forma masiva, las muestras de
pacientes infectados. Para realizar el diagnostico de infecciébn se han empleado pruebas
como las de antigenos, las serolégicas y las de Reaccién en Cadena Polimerasa (PCR)
(Sethuraman et al., 2020). La prueba de RT-PCR sintetiza fragmentos de genes blanco que
son reconocidos por oligos de una regién del genoma viral. El test de RT-PCR es
considerado el Gold standard para la deteccion del virus que causa la enfermedad de la
COVID-19 (Nucleic Acid Amplification Tests (NAATs) | CDC, s/f). Cuando se realiza la
prueba de PCR mediante exudado nasofaringeo la especificidad es de 99,5% vy la
sensibilidad oscila entre 85-90% (Langa et al., 2021).

La secuenciacion de las muestras positivas sirve, entre otras cosas, para identificar que
mutaciones podrian darle un beneficio al virus o perjuicio a pacientes. Esto ha impulsado la
preocupacion de cientificos y médicos alrededor del mundo. En México se realiz6 un
monitoreo constante de SARS-CoV-2 para conocer las mutaciones que el virus pudo
generar. El monitoreo se ha logrado mediante la secuenciacién masiva del material genético
del coronavirus. La secuenciacion masiva se puede ejecutar en cuatro etapas principales: la
extraccion de acidos nucleicos, la preparacion de las librerias, la secuenciacién y el andlisis

bioinformatico e interpretacion de los resultados (H. Lu et al., 2016).
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La tecnologia de secuenciacion lllumina sigue abarcando la mayor parte de investigaciones
gendmicas. lllumina realiza la amplificacion de los fragmentos gendmicos mediante una
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) de puente. Para la secuenciacion se utilizan
cuatro nucleotidos con terminadores reversibles y cada ciclo tiene lugar con los cuatro
nucleétidos simultdneamente (Next-Generation Sequencing (NGS) | Explore the technology,
s/f). Esta tecnologia miniaturizada permite la generacion de miles de millones de regiones

clonales con una alta fidelidad (Martin et al., 2020).

La secuenciacién de nanoporos ofrecida por Oxford Nanopore Technologies (ONT) detecta
directamente los cambios en las corrientes generadas cuando los 4cidos nucleicos pasan a
través de nanoporo proteico. La velocidad de estas moléculas es rapida, ya que pasan a
través de una proteina nanoporosa (=450 bases S~1) para DNA y para RNA (=80 bases S~
) (Wang etal.,, 2020). La tecnologia de ONT tiene las caracteristicas de; ser portatil;
procesar fragmentos de cualquier longitud (reads largos); no requiere maquinaria costosa
(Faria et al., 2016). Esto nos permitiria encontrar deleciones largas. La pandemia de SARS-
CoV-2 uso a la secuenciacion como herramienta para la toma de decisiones que coadyuven
a controlar la propagacion de la enfermedad (Pal et al., 2020; Resende et al., 2020).

Por otro lado, la secuenciacion Sanger es un método que proporciona informacion sobre la
identidad y el orden de las cuatro bases de nucledétidos en un segmento de DNA (Heather &
Chain, 2016). Esta tecnologia se dirige a una regién especifica de la plantila de DNA
utilizando un cebador de secuenciacion de oligonucleétidos, que se une al DNA adyacente
a la region de interés. Es una de las tecnologias que tiene una precision del 99,99%, siendo
el estandar de oro para la mayoria de las aplicaciones, tanto de investigacién como clinicas

(What is Sanger sequencing?, s/f).

Las plataformas de secuenciacion que fueron descritas anteriormente pueden ser utilizadas
para responder preguntas biolégicas. Para el caso de SARS-CoV.2 , lllumina nos permite
conocer la variabilidad genética del virus, mientras que ONT y Sanger nos permiten analizar
posibles deleciones que por su tamafio podrian pasar desapercibidas en los reads cortos
qgue produce lllumina. (Figura 1.2). Por supuesto, las cualidades de cada una de estas

tecnologias pueden ser usadas como mejor le convenga a cada investigador.
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Figura 1.2. Alineamientos de reads de lllumina al genoma de SARS-CoV-2 y ubicacién del
posible fragmento faltante de 411nt en el linaje B.1.243. En la parte superior se esquematizan los
genes virales contenidos en ~30,000 nt del genoma de SARS-CoV-2. Cada rectangulo representa un
marco de lectura abierto y algunos genes estructurales como S, M y N se pueden distinguir. La
mayoria de los genes no estructurales estan contenidos en el ORF1 a/b. Un acercamiento hacia la
region 3’ se enmarca la delecion de A411 nt observada experimentalmente y que comprende los
ORF7b y ORFS8. Figura elaborada utilizando el visualizador de Next Strain (Hadfield et al., 2018).
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[I. ANTECEDENTES

En México, el monitoreo de las variantes de SARS-CoV-2 ha sido coordinado por el Instituto
de Diagnéstico y Referencia Epidemiologicos (InDRE), el cual ha diagnosticado vy
secuenciado muestras de los pacientes infectados. También se cred el Consorcio Mexicano
de Vigilancia Genomica (CoViGen-Mex), formado por el Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS), el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), el Laboratorio
Nacional de Gendmica para la Biodiversidad (LANGEBIO) del CINVESTAYV, el Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C. (CIAD) y el Instituto de Biotecnologia (IBT)
de la UNAM. EI Consorcio se consolidé para identificar en la Republica Mexicana variantes
del virus SARS-CoV-2 que pudieran tener un comportamiento biolégico de interés para la
salud publica nacional (MexCoV2, s/f). En este sentido, muestras de RNA de pacientes
positivos son obtenidas mediante un acuerdo entre el CoViGen-Mex y el IMSS.
Semanalmente se entregan alrededor de 500 muestras, las cuales son procesadas en
sedes autorizadas por el CoViGen-Mex. Las distintas sedes del consorcio realizan la
secuenciacién de muestras de SARS-CoV-2 utilizando la tecnologia de lllumina. Esta
tecnologia utiliza el conjunto de oligos de ARTIC (Quick, 2020) para amplificar regiones de

150 pares de bases que en conjunto cubren todo el genoma.

La Dra Celia Boukadida del INER y miembro del CoViGen-Mex se percatd de la ausencia de
A411 nucledtidos en la region gendmica de los ORFs 7b/8 cuando realizaba la
secuenciacion y los analisis de ensamblaje de genomas del SARS-CoV-2 del linaje B.1.243.
Al analizar mas genomas notaron la ausencia de esta regién en otras muestras. Estas
irregularidades fueron detectadas con mas frecuencia. Posteriormente, en el INER
decidieron realizar las sintesis de regiones de los ORFs 7b/8 utilizando tres pares de oligos
para demostrar la delecion. Estos oligos tendrian tamafios esperados de amplificacion: 680,
995, 1018 para muestras sin delecién. Los resultados fueron congruentes con los tamafos
esperados de: 269, 584, 607 para muestras con delecion. En este punto quedd por
determinar qué tan comun era dicha delecion entre las otras secuencias obtenidas por el
consorcio. También se realiz6 una busqueda en la literatura y esta delecion fue reportada
por primera vez en Estados Unidos en muestras de diciembre de 2020 con las secuencias
disponibles en GISAID en enero de 2021. Mientras que en México sospechamos de esta
deleciobn en muestras de febrero 2021 de la variante B.1.243 que fueron publicadas en
GISAID en marzo de 2021. Ya que al inicio de la pandemia GISAID solicitaba que los
genomas ensamblados tuvieran un cobertura del 97% del genoma. Algunas de nuestras
muestras fueron rechazadas ya que la pérdida de 411 nt afectaba la cobertura del genoma.

por lo que es necesario buscar y corregir los genomas que tengan esa delecion de A411 nt.
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El pipeline para generar nuevos genomas de SARS-CoV-2 del CoViGen-Méx esta
compuesto por instrucciones que permiten correr secuencialmente diferentes softwares
bioinformaticos (Taboada et al., 2020). Para el inicio de este pipeline, se necesitan reads de
muestras de SARS-CoV-2 secuenciados por la tecnologia lllumina. La salida de este
pipeline es un archivo fasta que contiene la secuencia genémica SARS-CoV-2. Este
genoma se obtiene mediante el alineamiento de todos los reads que pertenezcan a la
muestra, contra una secuencia de referencia y la posterior generacién de una secuencia
consenso. Ademas de los 4 nucleétidos (A,C,G y T), el genoma consenso puede contener N
's por varias razones; la primera: el nucle6tido no pudo ser descifrado correctamente debido
a una falla en la secuenciacion o falta de cobertura y la segunda es la existencia real de una

delecién cuando se compara contra el genoma utilizado como referencia.

Este trabajo demuestra estrategias para diferenciar las deleciones reales de las fallas
técnicas de la secuenciacion. En las muestras secuenciadas por lllumina las fallas pueden
deberse a la eficiencia de los oligos que estuvieran en esta region. Como ejemplo, nos
centramos en la ausencia de 411 nt de muestras selectas de la variante B.1.243. Cuando
estos genomas son visualizados se puede observar 411 N 's consecutivas en las regiones
de los ORFs 7b/8, las cuales indican que los nucleétidos no pudieron ser descifrados
correctamente. En este trabajo se demuestra que se trata de una deleciébn y no una
secuenciacion fallida. Para ello, se utilizaron estrategias tanto experimentales como

bioinforméticas.

En primer lugar, se realizé la amplificacion de las regiones gendémicas de los ORFs 7b/8 de
SAR-CoV-2 asignados al linaje B.1.243. Los amplicones fueron secuenciados utilizando las
tecnologias Nanopore y Sanger. Esto con el fin de confirmar la delecion o su ausencia. El
CoViGen-Mex ha secuenciado y analizado aproximadamente 19,471 muestras de SARS-
CoV-2 en distintas sedes del pais (MexCoV2, sff). Se analizaron experimentalmente las
muestras asignadas al linaje B.1.243, Sin embargo, el poder recuperar el material genético
seria complicado, ya que algunas muestras pudieron degradarse con el tiempo. Como
consecuencia, desarrollamos Indel-Mex un pipeline bioinformético programado con el
lenguaje bash que sirve para detectar deleciones largas en una region de interés del
genoma de SARS-CoV-2 definida a priori. Finalmente, se utilizé Indel-Mex para buscar otras
posibles deleciones largas en las regiones de los ORFs a 7a/7b/8 de todos los genomas
secuenciados en la sede de LANGEBIO de SARS-CoV-2.
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[ll. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la prevalencia espacio-temporal de deleciones en la regién de los ORFs
7a/8 de SARS-CoV-2 en genomas obtenidos por secuenciacién de reads cortos
mediante un pipeline bioinformatico que analice las muestras secuenciadas del
CoViGen-Mex para observar su recurrencia y persistencia entre los SARS-CoV-2
circulantes en México durante el afio 2021.

Objetivo especifico:

Desarrollar un software para la busqueda de deleciones largas en genomas
secuenciados por la tecnologia de lllumina.

Identificar la ocurrencia de dichas deleciones en los datos del CoViGen-Méx
Confirmar y analizar la delecién de A411 en el linaje B.1.243 utilizando diferentes
tecnologias de secuenciacion: Nanopore y Sanger.

Comparar deleciones largas en las regiones del ORF 7a/8 en distintos linajes de
SARS-CoV-2.

Implementar en el Parque de Innovacion Agrobioteg la secuenciacion de genomas
de SARS-CoV-2, utilizando la tecnologia de secuenciacién por Oxford Nanopore
Technologies (ONT).
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IV. JUSTIFICACION

El monitoreo gendmico de SARS-CoV-2 ha permitido la detecciobn de mutaciones
puntuales, asi como de inserciones o deleciones en diversas variantes del virus que
le podrian estar otorgando una ventaja evolutiva. En cuanto a las deleciones, se han
encontrado en las regiones de los ORFs 7b/8 donde aln se desconoce su
funcionalidad. Adicionalmente, se han detectado mutaciones similares en distintas

partes del mundo.

El CoViGen-Mex reportd, mediante amplificacién de las regiones de los ORFs 7b/8,
una delecion de A411 nt. Sin embargo, habia mas muestras que posiblemente
también tenian una delecién similar y que GISAID no aceptaba por que la delecién
hacia parecer que tenian una cobertura menor al 97%. Para corregir estos y otros
casos similares es conveniente tener una estrategia bioinformatica ya que si esta
delecién se buscara a gran escala hubiera sido tardado y costoso hacerlo por

técnicas de biologia molecular.

Indelseek es un software para la deteccion de inserciones y deleciones complejas en
datos que se generen con Next Generation Sequencing (Au et al., 2017). Sin
embargo, cuando analizamos nuestros datos con dicho software no se detectaron
deleciones en los ORFs 7b/8 con los parametros estandar.

V. HIPOTESIS

Existen deleciones largas en las regiones de los ORFs 7a/8 en muestras de SARS-CoV-2

del afio 2021 que no han sido correctamente identificadas en México. Los origenes de estas

deleciones y la frecuencia de apariciébn cambiaron durante el monitoreo en 2021.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Desarrollo de un pipeline para detectar deleciones largas en SARS-
CoV-2.

Descripcion del problema.

Las secuencias provienen de muestras obtenidas por el IMSS que previamente fueron
identificadas como positivas para SARS-CoV-2 por RT-PCR. Cada mes el consorcio pedia
estratégicamente muestras para monitorear todos los estados o para darle seguimiento a
posibles VOIs o VOCs. Una vez al mes dichas muestras se secuenciaron por lllumina en el
LANGEBIO y esas fueron las analizadas aqui. Cuando la Dra. Boukadida del INER
realizaba los ensamblajes gendmicos de reads largos y se percaté de que algunas muestras
carecian de ~400 nt. Esta informacion era consistente con las 11 muestras depositadas en
GISAID con deleciones ~411 nt en genomas de SARS-CoV-2, los identificadores de acceso
de estas muestras se pueden consultar en el anexo de Tabla suplementaria 1. Después de
hacer un analisis manual y secuenciar amplicones el INER confirmé la presencia de una
delecion de 4411 nt. El INER compartié estos hallazgos con los miembros del consorcio,
por lo que fue necesario buscar si las muestras de otras sedes también presentaban esta
delecion. Las herramientas existentes en ese momento no identificaban estas deleciones
largas en ensamblajes con reads cortos de lllumina, por lo que se decidié desarrollar una
herramienta para el seguimiento de estas deleciones en las muestras del CoviGen-Mx.
Finalmente, para corroborar la delecion de 4411 nt se decidi6é realizar validacion

experimental y bioinformatica de ambas con muestras de la sede LANGEBIO.

Ensamblado de reads de Illumina.

Se solicitaron al CoviGen-Mx los alineamientos que se generaron contra el genoma de
referencia (archivos BAM/SAM) del afio 2021. Los alineamientos y los reads se encuentran
en resguardo en los servidores de CONACYT. El proceso de ensamblado utilizado por el
CoviGen-Mx ya fue descrito por Taboada et. al. en su trabajo sobre analisis genémicos de
SARS-CoV-2 (Taboada et al., 2020, 2021), asi como por Zarate et. al. en su trabajo sobre
como la variante alfa no llegé a ser dominante en México (Zarate et al., 2022). Para efectos
de claridad de la tesis, a continuacion se describen las principales herramientas de software
utilizadas en estos trabajos: en primer lugar se utiliza fastp V0.20 que funciona para el
andlisis de los archivos FASTQ (recorte de adaptadores, calidad de la secuencia, etc.);
después cd-hit V4.8.1 es un programa que agrupa y compara secuencias de proteinas o
nucleétidos (Li & Godzik, 2006); bowtie2 V2.3.5.1 se utiliza para el alineamiento de

secuencias contra un genoma de referencia (Langmead & Salzberg, 2012): samtools V1.9
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es un conjunto de utilidades que manipulan alineaciones en los formatos SAM (Sequence
Alignment/Map) (Danecek et al., 2021) y finalmente, con ivar V1.2 que es un paguete
computacional para analizar amplicones virales, en este caso, se utiliz6 para generar la
secuencia consenso de genomas virales (Grubaugh et al., 2018). Estas herramientas de
andlisis y los comandos secuenciales de cada uno se encuentran disponibles en el siguiente

repositorio de Github: https://github.com/fabell34/Deleciones-Mex/tree/main/Mazorca.

Programacién del pipeline Bioinformatico para detectar deleciones largas.

Para corroborar que podia detectar la delecién A411nt que se observd experimentalmente,
se desarrollé “Indel-Mex” un pipeline que detecta deleciones largas en los ORFs 7b/8 de
SARS-CoV-2. El proceso de InDel-Mex busca reads que hayan alineado en dos regiones
distintas del genoma de referencia y que su alineamiento se divida justo en la frontera de la
posible delecion. Los reads pueden ser de dos tipos, forward es o reverse y esto sera
importante para el pipeline al momento de calcular las coordenadas y las intersecciones.
Los reads forward son secuencias de nucledtidos que estan en direccion 5’ - 3’ y los reads
reverse son secuencias de nucledtidos que estan en direccion 3’- 5°. Para los read forward
el script los detecta porque bi < bf (Se muestran los posibles tipos de reads respecto a una
posible delecién en la Figura 6.1). Indel-Mex consta de 7 pasos principales que se observan
en la Figura 6.2. Indel-Mex requiere los siguientes parametros: posicion de inicio y posicién
final de la deleccién (Figura 6.2, paso 1). Estas posiciones fueron tomadas de los reads
alineados al genoma de Wuhan-1. Indel-Mex por default toma un pre-inicio (PI) que es -150
nt antes del inicio y un pos-final (PF)+150 nt después del final de la delecion. Se toma el
valor de 150 ya que es el maximo tamafio que puede tener un read de Illlumina (tamafio que
fue elegido por un acuerdo del Consorcio). También necesita un archivo BAM/SAM (estos
archivos tienen las caracteristicas alineadas al genoma de referencia Wuhan-1). Se
seleccionan todos los reads que se encuentren en la regién de interés, es decir, entre Pl y
PF (Figura 6.1).
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Figura 6.1. Clasificacién de reads utilizando “Indel-Mex”.

En la parte superior se encuentra la estructura gendémica de SARS-CoV-2, asi como, los parametros
iniciales para el pipeline. En los rectangulos punteados de color gris, es el area donde Inde-Méx
clasifica a los reads alineados antes y después de la delecién. Las flechas rojas indican los reads que
no pasaron el primer filtro, las amarillas indican que pasaron el primer filtro pero no el segundo, las
verdes que pasaron el primer y segundo filtro y las flechas bicolores (amarillo y verde) son reads
partidos. La direccion de la flecha es igual a la direccién del read, asi como su inicio y el final.

Los reads previamente seleccionados se convierten en un archivo procesable (formato
Fasta) para BLAST. Se realiza el Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Estos datos
son alineados read por read al genoma Wuhan-1 utilizando la herramienta BLAST (Figura
6.2, paso 3). El formato de salida es de tipo “outfmt 6, el cual nos muestra el nombre del
read, Inicio del alineamiento con BLAST (bi) y el final del alineamiento con BLAST (bf)
(Figura 6.1).

Método: Reads alineados en dos regiones del genoma (REDOG)

Indel-Mex se queda con todos los reads (forward y reverse) que hayan alineado entre Pl y
PF. Después se crea una lista de los nombres de reads que estan alineados entre el Pl y el
inicio de la delecion (ini) y reads que estén alineados entre final de la delecion (fin) y el PF.
Por ultimo, las listas generadas se comparan para detectar los reads que se encuentren en
ambas listas. Si se encuentran reads comunes en ambas listas, se dice que estos reads
estan alineado en dos regiones cercanas a la delecion y por ende sugieren la delecion

Figura 6.2A, paso 4.

Método: Numero de nucledtidos en la delecion (NUNUDEL)
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Este método toma el archivo de salida del proceso BLAST vy lo siguiente que realiza es crear
un archivo que incluya todos los reads forward entre la region Pl y PF, es decir, bi < bf. Para
los reads Reverse se toman los reads que este entre la region Pl y PF, es decir, bi > bf
Figura 6.1 y Figura 6.2A, paso 5, . Se calcula la interseccion de cada read usando las

siguientes férmulas:

Tamarfo de la interseccion en los reads forward:

min (fin, bf) — max (ini, bi)...(1)
Tamafo de lainterseccion en los reads reverse:

min (fin, bi) — max (ini, bf)...(2)

Después de calcular el tamafio de interseccién con la delecion de cada read forward y
reverse. Indel-Mex busca los reads que alinean en dos regiones cercanas al inicio y al final
de la delecion, es decir, el tamafio de la interseccion debe estar en el intervalo -2, 2 Figura
6.1 (reads verde-amarillo). Posteriormente, se buscan los reads que se encuentren dentro
de la delecién entre ini y fin, es decir, el tamafio de interseccién debe estar entre 3 y 150
gue representan reads que provienen de genoma sin delecién. Como paso previo al final, se
contabilizan de forma independiente los reads que alinean antes, después y dentro de la
delecion.

Por dltimo, Indel-Mex compara REDOG y NUNUDEL, contando el nimero de reads que
fueron detectados por ambos métodos Figura 6.3, paso 6. Indel-Mex culmina mostrandos
la existencia de una delecion al identificar las muestras con reads que alinean en las dos
regiones que flanquean la frontera de la delecién (Figura 6B), no delecién 6 muestras con
reads dentro de la delecién (Figura 6C) y muestras con una combinacién de las

caracteristicas descritas previamente (Figura 6D).
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A) Proceso de Indel-Mex

Archivos con reads alineados al genoma de referencia
(BAM/SAM).
Inicio y fin de la delecién.

PROCESO ‘

Se seleccionan los reads que estén alrededor de la region
de interés.

Se alinea (BLAST) contra el genoma de referencia
Wuhan-1

\
| |
El proceso REDOG busca Proceso NUNUDEL
reads que alinean en dos cuenta el numero de
regiones del genoma de nucledtidos de cada
referencia, alrededor de la read B dentro de Ila
region de interés. delecion.

Nombre de reads que estén antes y después de la delecion

|

Determinar si existen

Reads que estan
“~—— endosregionesy ——

reads que se sin intersecarse
compartan entre
REDOG y NUNUDEL

[ No hay reads que
intersecan en la

Que haya por lo menos un read del paso 6 .
delecion.

Que existan reads reverse y forward

‘ Sugiere delecion (Figura B),

no delecion (Figura C) y reads
~ SAUDA

que intersecan (Figura D).

B) Delecion confirmada si, los reads aparecen en dos regiones del
genoma de referencia ademds de tener una interseccién de 0

123456788012385678901234567890123456789013

Ref i TC AAACA ACTCAGTTTGCCTGTCCTTC
N
Nombre Nombre
del read del read
read 1/F CAGTTTGCCTGTCCTTC read 1/F
read 2IF CABTTTBCCTETCCTTC read 2IF
read 3/F CAGTTTECCTGTCCTTC read 3/F

read 4/F
read 1/R
read 2IR
read 3R
read 4R

CABTTTBCCTRTCCTTC "e0d 4F
CABTTTBCCTBTCETTG read %
CABTITBCCTBTCCTTC road 2R
CABTTTBCCTRICCTTC road 3R
CABTITBCCTBTEGITG =2 4R

A

1
Posible delecién

C) Delecion que no puede ser sustententada ya que aparecen
reads que intersecan en la delecién

123456789012345678901234567890123456789012

TCA AAACAC, ACTCAGTTTGCCTGTCCTTC

»
Nombre Nombre
del read del read
GTCAACBAGAA GTCCAACTCABTTTGCCTETCCTIC read 1/F
BTCAACBABAAAACACACG CABTTTGCCTETCCTTC read 2/F
CCAACTCABTTTBCCTETCCTTC

read 3/F

BTCAACEABAA
BTCAACBABAAAACACACGTCCAAC CABTTTECCTEICCTTC read 4F

read 1/F
read 2/F
read 3/F
read 4/F

read 1R GTCCAACT| read 1/R
read 2/R ACACACGT read 2/R
read 3R BTCAACBABAAAACACACGT CABTTTGCCTETCCTTC read 3R

read 4R BTCAACBABAA CABTTTECCTBTECTTE ™ 4R

< »
Tamaiiode la
interseccion

D) Algunas muestras podrian tener reads que intersecan en la
delecién, asi como reads que aparecen en dos regiones del
genoma.

123456789012345678901234567890123456789012

Referencia TCAACGAGAAAACACACGTCCAACTCAGTTTGCCTGTCCTTC
-

Nombre Nombre
del read del read
read 1/F  ETCAACEABAA GTCCAACTEABTTTECCTETCETIC read 1/F
read 2F  BTCAACBABAAAACACACG CAGTTTGCCTTCCTTC read 2F
read 3F GTCAACBABAA ° CABTTTGCCTGTCCTTC read IF
read 4F  BTCAACBABAAAACACACGTCCAAC GABTTTBCCTETCCTTC 2 47
read 1R BTCAACBABAA CABTTTECCTETCCTTC ™2 1R
read 2R BTCAACEBAGAA CABTTTBCCTBTCCTTC ro2d 2R
read 3R BTCAACBABAA CABTTTECCTBTCCTIC road IR

read 4R GTCAACBABAA CABTTTBCCTRTCETTC 230 4R

Figura 6.2. Proceso del Indel-
mex en muestras de SARS-
CoV-2.

Principales pasos para el
procesamiento del pipeline en
busqueda de deleciones. (1).
Para iniciar el pipeline necesita
archivos en formato BAM/SAM.
Ademés de también conocer la
posicién inicial y final de la
posible delecién. (2) Asi mismo,
se hace un filtrado para obtener
los reads que estan ubicadas
en la regiéon de la posible
delecion. (3) Se realiza un
alineamiento (BLAST) contra el
genoma de referencia. (4) (5)
Cada muestra es analizada por
el la seccibn que encuentra
Reads Alineados a Dos lugares
del Genoma (REDOG)
alrededor de la delecion vy
Ndmero de Nuclettidos del
read que alineen en la Delecion
NUNUDEL y determina si en
estas hay reads compartidos
(6) . (7) Indel-Mex te muestra
posibles deleciones.
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Confirmacién de una delecion de A411 nt utilizando: PCR, ONT y Sanger.

Obtencion de RNA viral de muestras con sospecha de delecion.

Las muestras fueron facilitadas por el IMSS al Consorcio Mexicano de Vigilancia Gendmica.
Estas muestras son de RNA de pacientes positivos confirmados por RT-PCR obtenido a
partir de exudado nasofaringeo. Los pacientes son de edad, sexo, y origen diferente, asi
como de sintomatologia variada. La cuantificacion de las muestras se hizo con el equipo
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™).

Sintesis de cDNA para secuenciar por Nanopore.

La transcripcion reversa se realizé utilizando el kit Protoscript 1l First Strand DNAc Synthesis
(E6560S,New England). Siguiendo las recomendaciones del fabricante. Ademas, se agreg6é
inhibidor de RNAsas (M03147, New England) para tener un mejor rendimiento. Para
finalizar, estas reacciones se incubaron de la siguiente manera; 25°C 00:05:00 (incubacién);
42°C 01:00:00 (incubacién); 80 °C 00:05:00 (inactivacion de la enzima).

PCR de Muestras con posible delecién.

Para amplificar las regiones de las muestras con una posible delecion. Se seleccionaron un
par de oligos de la red de Artic (Quick, 2020). El oligo nCoV-2019 92 LEFT forward
(BTTTGTGCTTTTTAGCCTTTCTGCT3’) abarca desde la posicion 27,785 a la 27,808 vy el
oligo nCoV-2019 93 RIGHT reverse (5’AGGTCTTCCTTGCCATGTTGAG3’) abarca desde

la posicion 28,443 a la 28,464. Ambos oligos fueron sintetizados por la empresa T4 oligo,

ubicada en Irapuato, Guanajuato. La concentracion final para la reaccién de PCR fue de 10
UM de cada oligo. La PCR se realiz6 utilizando la Q5® High-Fidelity 2X Master Mix asi como
las recomendaciones del fabricante. En el termociclador, las temperaturas fueron de la
siguiente manera: desnaturalizacién de 98°C (30 seg); posteriormente 35 ciclos de 98°C (10
seq), 55°C (30 seg), 72°C (30 seq) y un ciclo de 72°C (2 min), por ultimo, se conservé a 4°
C (00). Los amplicones fueron tefiidos con SYBR Green en un gel de agarosa al 1%. El gel
fue corrido a 80 V por 1 hora. Finalmente fueron visualizados en un fotodocumentador (Gel
Doc™ XR, Bio-Rad).

Estandarizacion de secuenciacion por nanopore.

Para poder comprobar la calidad de la celda se puede realizar una prueba rapida. Los
reactivos que se utilizaron para esta secuenciacion fueron: el Rapid Barcoding Kit (SQK-
RBKO004) para ligacién del material genético con los adaptadores que son reconocidos por

el nanoporo; el Control Expansion (EXP-CTL0O01) contiene el DNA control del fago lambda;

22



La R9.4.1 flow cells (FLO-MIN106), se debe observar que el sensor array esté libre de

burbujas Figura 6.3. El protocolo de secuenciacion de prueba se encuentra disponible en la

documentacion de Oxford Nanopore (Ligation sequencing gDNA - Lambda control (SQK-

LSK109), sff). Es necesario lavar la celda de flujo con el Flow Cell Wash Kit (EXP-WSH004)

para que posteriormente pueda ser utilizada. El protocolo de limpieza se encuentra

disponible en la documentacién de Oxford Nanopore (Flow Cell Wash Kit (EXP-WSH004),
SpotON sample

Waste SpotON activator  port cover

port 2 Waste i
port 1~ Priming port cover

s'g,Sth ON

e ! et KBS R T e ————

Waste channel Sensor array
s/f).

Figura 6.3. Estructura de una celda de flujo de ONT. Esta imagen fue tomada del protocolo Flow
Cell Wash Kit (EXP-WSHO003) Version: WFC_9088 v1 revF_18Sep2019. La estructura de la celda
esta compuesta por mdultiples orificios los cuales toman relevancia al momento de secuenciar. El
Waste port 1 funciona para extraer los desechos que son generados por la secuenciacién. El SpotON
sample port Cover por donde es introducida la libreria que se va a secuenciar. El Priming port cover
es el orificio por el cual se introduce la reaccion para hacer el priming a la celda. El Waste Channel
funciona como un almacén de desechos. Por (ltimo tenemos el Sensor Array que es donde se
encuentran los nanoporos para para secuenciar DNA 6 RNA. El sensor array debe estar libre de
burbujas.

Secuenciacion de amplicones con delecion: método nanoporos (ONT).

Los productos de PCR antes de la secuenciacion fueron limpiados usando perlas AMPure
XP (relacion de perlas 1:1). Primero fue necesario reparar los extremos cohesivos de los
amplicones utilizando el NEBNext Ultra Il End repair / dA-tailing Module (E7546S). Después
los amplicones ARTIC (~400 nt) son marcados usando el kit Native Barcoding Expansion
(EXP-NBD114) los cuales son cédigos de barras (secuencia de nucleétidos conocidas) que
funcionan para identificar a las muestras. Ademas, se utilizé NEBNext® Ultra™ || Ligation
Module (E7595S) para sintetizar los codigos de barras con los amplicones. Se usaron el
Ligation Sequencing Kit (SQK-LSK109) y también el NEBNext® Quick Ligation Module
(E6056S) que sirven para la ligacion del material genético con los adaptadores que son
reconocidos por el nanoporo. Para la preparacion final de la libreria se utilizaron el
Sequencing Buffer (SQB) y el Loading Beads (LB), los cuales se encuentran en el Ligation
Sequencing Kit (SQK-LSK109). Por ultimo, utilizamos el Flow cell priming kit (EXP-FLP002)
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para la configuracion de la celda de secuenciacion. Las cantidades de cada reactivo se
utilizaron de acuerdo con el protocolo propuesto por Quick y las recomendaciones de
Nanopore (Ligation sequencing amplicons - native barcoding (SQK-LSK109 with EXP-
NBD104 and EXP-NBD114), s/f; Quick, 2020).

Basecalling, filtrado y limpieza de adaptadores de secuencias de ONT.

Se realiz6 el Base-calling utilizando el software Guppy Basecalling Software, (C) Oxford
nanopore Technologies, Limited. Version 3.3.0+ef22818. Para conocer la calidad de los
reads se utilizd el software FASTQC VO0.11.5. Los filtrados y recortes de adaptadores se
realizaron utilizando el software Porechop V0.2.4.

Secuenciacion de amplicones con delecién: método Sanger.

Las muestras se secuenciaron en los Servicios Genomicos del Laboratorio Nacional de
Gendmica para la Biodiversidad. Se envié un pool de cada muestra a una concentraciéon de
40 ng/ul (2.5 ul por reaccion). Los electroferogramas fueron analizados con la ayuda de los
softwares: BioEdit Sequence Alignment Editor versién 7.0.3 (Hall et al., 2011) y Finch TV
version 1.4.0 (Geospiza Inc. 2006).

Alineamientos al genoma de referencia de las secuencias obtenidas de ONT y
Sanger.

Con el fin de verificar donde alinean, las secuencias que fueron generadas por las
plataformas de Nanopore y Sanger se alinearon usando el software MUSCLE V.3.8.31,
usando los parametros pre-configurados (Edgar, 2004). Para este alineamiento se utilizé el
genoma de referencia NC_045512.2, el primer genoma completo de SARS-COV-2
detectado en Wuhan. Finalmente, el alineamiento de secuencias (Nanopore y Sanger) fue

visualizado con el programa Jalview V2.11.2.2 (Waterhouse et al., 2009).
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Secuenciacion de un genoma completo de SARS-CoV-2 por ONT.

Se utilizaron dos pools de primers: el nCoV-2019_1, que contenia 110 oligos y el nCoV-
2019 2, que contenia 108 oligos. En conjunto estos dos pools funcionan para amplificar
todo el genoma de SARS-CoV-2. Estos oligos fueron donados por el CoViGen-Mex y estan

disponibles en el protocolo de Quick V3 hitps:/github.com/artic-network/artic-

ncov2019/blob/master/primer_schemes/nCoV-2019/V3/nCoV-2019.tsv. Estos oligos fueron

modificandose debido a las mutaciones que ocurrieron en el genoma de SARS-CoV-2
durante la pandemia. Los fragmentos que se generan durante la amplificacion son de
aproximadamente 400 nucleotidos que se sobrelapan para asi cubrir todo el genoma. La
PCR se realizd utilizando la Q5® High-Fidelity 2X Master Mix. Los procedimientos se

realizaron segun lo descrito por la red Artic (Quick, 2020).

Para la secuenciacion se prepararon los amplicones que se generaron con el protocolo de
ARTIC (~ 400 nt) usando el kit Native Barcoding Expansion (EXP-NBD114). Se us6 el kit
Rapid Sequencing (SQK-RADO004) para la preparacion de la libreria. Por ultimo utilizamos el
Flow cell priming kit (EXP-FLP002) para la configuracion de la celda de secuenciacion.
Todos los kits fueron de ONT y se utilizaron de acuerdo con el protocolo del fabricante.
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VIl. RESULTADOS

Deteccion de una delecion de A411 nt en genomas de SARS-CoV-2 mediante
PCR.

Durante la secuenciacion para la vigilancia genémica de abril de 2021 el CoViGen-Mex
discutio la falta de reads en las regiones de los ORFs 7b/8 en muestras ligadas al linaje
B.1.243. La Figura 7.1, nos muestra alineamientos al genoma de referencia de reads, asi
como, la falta de reads. Al realizar un acercamiento notamos que la ausencia de reads inicia
en la posicién 27,825 y termina en la posicion 28,233. Hasta ahora hemos explicado que
cuando existe una delecién el tamafio del read se vuelve mas corto y al menos un read
forward o reverse debe mapear en dos regiones cercanas a la delecién. Otra caracteristica
de estos reads es que tienen que mapear antes y hasta la delecion, y el otro pedazo tiene

gue mapear inmediatamente después de la delecion.

NC_045512.2, Wuhan-Hu-1.
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Figura 7.1. La muestra 590 mostré una delecién de 411 nt en el ORF7b/8

En la siguiente figura se observa los reads lllumina alineados al genoma de referencia. En la parte
superior se observa la reconstruccién genética de SARS-CoV-2 y debajo los reads que alinean al
genoma de referencia Wuhan-1. La imagen inferior nos muestra un acercamiento de las regiones de
los ORFs 7b/8 y se observa una posible delecion de A411nt.

En una visualizacién manual de las muestras asignadas al linaje B.1.243 no se observaron
reads en las regiones de los ORFs 7b/8 (visualizacion TABLET V.1.25) Figura 7.1. Estas
muestras se analizaron con el software Indelseek que no logré mostrar a A411 (Au et al.,

2017). Fue en entonces que decidimos investigar esta variante tanto experimental como

26



bioinformaticamente. Para ello, se tom6 una muestra del linaje B.1.243 y se afadieron dos
muestras correspondientes al linaje B.1.1.222 para utilizarlas como control negativo

respecto a las deleciones.

Las mutaciones en SARS-CoV-2 por lo regular ocurren en unos pocos pares de bases
(Singer et al., 2020). Sin embargo, datos publicados (noviembre, 2020) en GISAID sugieren
una delecion de A411 nt en genoma de SARS-CoV-2, para verificar esta observacién se
sintetizaron dos oligos especificos que cubrieran la region ORF 7b y ORF 8. Estos oligos se
seleccionaron a partir de los descritos en el protocolo ARTIC para secuenciar el genoma
completo (Quick, 2020), ver métodos. El tamafio esperado del fragmento obtenido por PCR
al amplificar las regiones (nCoV-2019 92 LEFT forward y nCoV-2019 93 RIGHT reverse)
de los ORFs 7b/8 completos es de 680 nt, mientras que para los ORFs 7b/8 con delecion el
tamanfo del fragmento es de 280 nt (Figura 7.2A-B). Dada la explicacién anterior, se espera

gque la muestra con delecibn sea de menor tamafo (Figura 7.2.C).

27



A)
406 pb
A A A A A A A
T ET VU1 TET T TUTEN T ihonci TR TENTTRRER | 1

completo

el LR TRTRRTTRRNTURERAT T
A4

Amplicon de 680 pb

B) nCoV-2019_82_LEFT nCoV-2019_93_RIGHT
oawwa"‘l"l"'"""' ...... byl oA "IA"I||"l”'l‘
completo

Amplicon de 280 pb

nCoV-2019_92_LEFT nCoV-2019_93_RIGHT

e LARMARRLERALIRRLREXANS
A411

B.1.1.222 B.1.1.243 Variante

C)

MPM 653 647 590 () Muestra
kb

20— .

15—

ORF
‘ -a —7bi8
: completo
06—
- ORF
-
Ad411
0.1—
- ..

Figura 7.2. Confirmaciéon de la delecion de A411 nt en SARS-CoV-2 mediante PCR. A) Esta
figura es una simulacion de las regiones genémicas de los ORFS 7b/8. El tamafio de la region con
una delecion de 400 nt seria menor si es comparado con el tamafio de la regidn sin delecion. B) Se
observa la simulacidon cuando los oligos sintetizan un amplicon de 680 nt de las regiones de los
ORFs 7b/8, asi mismo, se observa la sintesis de un amplicn de 280 nt cuando existe una delecion
de 411 nt. C) Gel de agarosa al 1% tefiido con Sybr Green. En el carril 1 podemos observar el
marcador de peso molecular (MPM de 100 pb a 1kb). En el carril 2 y 3 son los controles positivos
donde podemos observar los fragmentos de 680 nt para las muestras B.1.1.222 que no tienen
delecion y en el carril 4 podemos observar el fragmento de 280 para una muestra asignada al linaje
B.1.243 con delecion. En el carril 5 tenemos el control negativo.
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En la visualizacion de los productos de PCR se puede observar que las muestras control
tienen un tamafio aproximado de 600 nt, mientras que en la muestra (590) con delecion se
observa un tamafio aproximado de 200 nt (Figura 7.2.B). Esto sugiere una delecion en la
muestra 590 que previamente habia sido visualizada con Tablet (Figura 7.1). El tamafio
esperado del amplicén para muestras con delecion (Linaje B.1.243) fue de 280 nt, mientras

gue para las muestras control (Linajes B.1.1.222) fue de 680 nt.

Confirmacién de una delecion de A411 nt por secuenciacion.

Los fragmentos obtenidos por PCR se secuenciaron por las tecnologias de ONT y de
Sanger. Con la secuenciaciéon de ONT se obtuvieron reads largos (~280 nt) que cubrieran
esta region de A411 nt para verificar que correspondian a la delecion (Figura 7.3). Mediante
la secuenciacién Sanger se obtuvo una Unica secuencia (~280 nt) de una muestra asignada
al linaje B.1.243. Posteriormente, se realizé un alineamiento de las secuencias utilizando la
herramienta BLAST y el software MUSCLE. Se observé que estas secuencias se alinearon
en dos sitios distintos del genoma de referencia separados por 411 nt, la primera region de
alineamiento corresponde a las posiciones 27,724-27,824 y la segunda a la regién 28,239-
28,465 Esta division de una Unica secuencia larga, como se menciond en la introduccion,
solo es posible si la muestra presenta una delecion de A411 nt (Figura 7.3). Por el método
de secuenciacién por nanoporos se obtuvieron 5 reads que pertenecen a la muestra 590 y
gue dos de ellas nos demostraron la division de una lectura en las mismas dos regiones

distintas al genoma que las obtenidas por Sanger.
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Figura 7.3. Confirmacion de la deleciéon de A411 nt en SARS-CoV-2 usando secuenciacion Sanger y Nanopore de la region de interés Nos muestra
el resultado de un alineamiento por MUSCLE de una lectura de ONT y la secuenciacion Sanger contra el genoma de referencia de Wuhan-1, donde
podemos observar que las dos secuencias se dividen en dos regiones distintas al genoma de SARS-CoV-2. Esto solo es posible si existe una delecion.
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Indel-Mex confirmé una una delecion de A411nt en muestras del linaje B.1.243.

El pipeline desarrollado fue capaz de detectar la delecion de A411 nt en muestras de SARS-
CoV-2 asignadas al linaje B.1.243. Esta delecion fue detectada en los meses de abril, mayo
y julio, donde se analizaron 384 muestras de cada mes. Después de analizar todo el afio
2021 con Indel-Mex se demostré que las muestras con 4411 nt en las regiones de los ORFs
7b/8 circularon los primeros dos meses (abril, mayo) y luego no volvieron a aparecer
(Figura 7.4A verde y azul). Sin embargo, Indel-Mex encontré muestras del linaje B.1.243
que sugiere una nueva delecion de 222 nt en SARS-CoV-2 (Figura 7.4A, color salmén).

Para verificar molecularmente que existian otras muestras con delecién de A411 |, se
realizaron PCRs. Algunas muestras del linaje B.1.243 demostraron dos bandas tenues; una
de tamafio aproximado de 600 nt; y la otra mas o menos de 200 nt (Figura 7.4B). Este
resultado puede explicarse de dos maneras. Una primera posibilidad es la existencia
simultanea de una variante con delecion (Ausencia de los ORFs 7b/8) y una variante sin
delecion. La segunda posibilidad es una contaminacién durante el proceso experimental. En
el caso particular de la muestra 613 se encontré un read que alinea dentro de la delecién y
123 reads que alinean en ambas regiones que flanquean la frontera de la delecién. Aunque
es posible la existencia de coinfecciones, es decir, la coexistencia en un hospedero de
particulas virales de diferentes variantes, la baja abundancia de reads que alinean dentro de
la delecién en la muestra 613 no nos permite discernir entre contaminacion y la verdadera
presencia de dos variantes en el paciente. En un caso similar de este linaje, el pipeline
detecté en la muestra 413 cuatro reads alineando dentro de la region de la delecién y 719
reads. Estos datos nos sugieren gue el hospedero podria albergar dos variantes (ORFs 7b/8
completos y A411). Finalmente, en la Figura 7.4C la cobertura de otras muestras del linaje
B.1.243 nos ensena una delecién de A411 nt en los ORFs 7b/8, mientras que los controles
positivos (B.1.1.222) no.
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Figura 7.4. Confirmacién bioinformatica y molecular de la delecién de A411 nt en SARS-CoV-2
en otras muestras asignadas al linaje B.1.243. A) Muestras B.1.243 analizadas con Indel-Mex. Se
observan las muestras con delecion que fueron encontradas para el linaje B.1.243. Asi como, las
muestras sin delecién (barras azules). En el eje de la X podemos observar el mes donde fueron
detectados los linajes. En el eje de la Y podemos observar el nimero de muestras analizadas, las
barras azules nos muestran los controles negativos (Linaje B.1.1.222). Las barras de colores salmon
(4222 nt) y verde (A411 nt) nos muestran las diferentes deleciones detectadas. B) Gel de agarosa al
1% en este se observan los fragmentos de 680 nt para las muestras B.1.1.222 y B.1.243 que no
tienen delecion y fragmentos de 280 para muestras B.1.243 que tienen una delecion. C) Cobertura
de las muestras con delecion. En la parte superior se observa un acercamiento al genoma de SARS-
CoV-2. En la parte inferior se encuentra la cobertura de cada muestra. Los colores verdes indican las
muestras sin delecion, mientras que los colores verdes indican las muestras con una delecién de
A411 nty el color rosa indican las muestras con una delecion de 222 nt.
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Indel-Mex detecté una delecion de A222 nt en los ORFs 7b/8.

Ademas de la confirmacion de la delecion en 9 muestras en el mes de abril con una
delecion de A411 nt, el pipeline detectd 2 genomas con una delecion de 4222 en julio,
asignadas al linaje B.1.243, (Figura 7.4.A). Cabe mencionar que teniamos la hipétesis que
todas las muestras asignadas al linaje B.1.243 podrian tener una delecién de A411 nt. Sin
embargo, hay 15 muestras del B.1.243 que no tienen delecion, asi como también otras
muestras con una delecion de A4222. Todas estas deleciones detectadas por Indel-Mex
estan en las regiones de los ORFs 7b/8 de genomas de SARS-CoV-2. La muestras que
estan asignadas al linaje B.1.1.222 se utilizaron como controles negativos en las cuales no
se detect6 4222 ni A411, (Figura 7.4.A).

Indel-Mex encontrd otras deleciones en otros linajes en los ORFS 7a/8.
Inicialmente solo se buscaba analizar la delecion de A411 nt, pero conforme se hacia este
andlisis, se reportaron deleciones en las regiones de los ORFs 7a/8 en diferentes linajes
tales como A, B, Delta, B.1.1, entre otros (Gong et al., 2020; Mazur-Panasiuk et al., 2021,
Panzera et al., 2021; Su et al., 2020). Después del primer analisis con Indel-Mex también se
mostrd una delecién en dos muestras de 4222 asignadas al linaje B.1.243, (Figura 7.4A).
Este resultado nos llevd a generalizar el pipeline para que pudiera postular posibles
posiciones de deleciones que se encuentren en la region de los ORFs 7a/8. Un caso
particular fue que Indel-Mex al analizar la muestra 4216 se detectaron 1210 reads que
alinearon en dos regiones del genoma y 102 reads que alinean dentro de la delecién. Lo
cual podria apoyar que es posible la existencia de muestras tanto con ORFs 7a/8 completos
y ORFs 7a/8 con delecién.

Para la busqueda de estas posiciones en otras muestras, se agregd un analisis previo que
puede ser visto en la Figura 7.5. Primero, se necesita indicar la regién de interés, es decir
unas coordenadas interés_inicio e interés_final en donde el pipeline realizara un barrido. En
este caso la region de interés es la que comprende los ORFs 7a/8. Basicamente, el pipeline
busca sin filtrar reads que alinean en dos regiones en toda muestra, (Figura 7.5A). Luego,
se enlistan las posiciones de alineamiento mas repetidas en cada muestra, (Figura 7.5B).
Después de obtener las posiciones candidatas de las muestras, (Figura 7.5C), se sigue el
proceso explicado en la seccion de métodos, (Figura 6.3) y se corre Indel-Mex en estas
posiciones candidatas para identificar la presencia de deleciones, realizando de esta
manera un barrido sobre toda la region que abarca de la posicion 27,399 a la 28,259
(ORFS: 7a, 7b y 8).
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BUSQUEDA DE POSICIONES

| EnTRaDA I

Archivos con reads alineados al genoma de referencia (BAM/SAM).

Ingresar las coordenadas de los genes para buscar deleciones.
< ejemplo: los genes del ORFTa/8.

Se seleccionan los reads que estén alrededor de la region de
interés.

Se alinea (BLAST) contra el genoma de referencia
Wuhan-1. (Figura A)

|

Determina los nombres de reads que estén antes y
después de la deleciéon (Figura B)

Busca la posicion de inicio

Busca la posicion final
mas repetida

mas repetida

@ Sugiere las coordenadas de
una delecién. (Figura C)

I

Inicia proceso con Indel-Mex
(métodos)

A)

33345678901 3045678 00L33456783013 3456890123
Referencia G \ 5

Nombre del read Nombre del read

read 1/F HACGAGAA BAGTTTGECTGTCE  read 1/F
read 2F [ETCAACGAGA BAGTTTGCCTGTCETTE road 2F
read 3iF  [CAACGAGAA BAGTTTGCCTGTCCTTE read 3IF
read 4  [ETCAACGAGA BAGTTTGCCTGTCCTTE read 4/F
read siF  NCAACGAGAR BGTTTGCCTGTCCTT  read SIF
read 1R AACGAGAR CAGTTTGCCTGTCE  read 1/R
read ZR GTCAACGAGAR CAGTTTGCCTGTCCTTH read 2/R
read uR NCAACGAGAR CAGTTTGCCTGTCCTTE read 3/R
read 4R GTCAACGAGAN CAGTTTGCCTGTCCTTE read 4R
read IR TCAACGAGAR CAGTTTGCCTGTCCN  read SIR

B)

Los mas repetidos
c)
Delecién
Inicio: 11 Fin: 27
1 23456 789 012345678901 23145678901 7345678901 23
Referencia GTCAACG/ AG

Figura 7.5. Proceso para la bisqueda de posiciones candidatas en muestras de SARS-CoV-2. A)Este diagrama nos muestra un proceso de 6 pasos

que previamente es corrido para conocer posiciones iniciales y finales de una delecién. B) Podemos observar el BLAST que se hace con los reads hacia el
genoma de referencia Wuhan-1. C) Este pipeline se basa en encontrar las posiciones de inicio y final més repetidas en la region de interés
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Esta generalizacion del pipeline nos permite analizar todas las muestras que fueron
secuenciadas a lo largo del 2021. Los resultados arrojaron que de abril a diciembre se
detectaron al menos 1% de muestras totales con deleciébn de tamafos variados (Figura
7.6A). Abril nos mostré6 méas deleciones (5% de las muestras analizadas), mientras que en
julio fue el porcentaje mas bajo de los meses, apenas el 1.2% de las muestras analizadas
(Figura 7.6A). En marzo no se observaron deleciones, segun nuestros criterios de filtracion.
Estos datos nos demuestran que en 9 de 10 meses analizados existieron deleciones y que

estas deleciones se detectaron en gran parte de México, (Figura 7.6 B).
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Figura 7.6. En el afio 2021 se detectaron muestras con deleciones y origen geogréafico de las
muestras analizadas. A) Se observan los porcentajes de muestras que fueron analizadas en el
2021. El color rojo nos muestra el porcentaje de muestras con delecion positiva (no se distinguio
entre linaje y tamafio) y el color azul claro nos dice el porcentaje de muestras sin delecion (no existen
reads partidos). B) Se observan los linajes que circularon en el pais de 97 muestras con delecion en
los ORFs 7 y 8. Los circulos de color indican el linaje asignado a cada muestra.
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Las deleciones surgieron de forma independiente.

Durante 2021, se detectaron diferentes linajes con una delecién en los ORFs 7b/8 del
genoma de SARS-CoV-2, (Figura 7.7B). El clado B fue el mas frecuente en los meses de
abril, mayo y junio. En julio y agosto el clado AY (Delta) desplazé a las otras variantes y
para el resto de los meses la variante AY (Delta) fue la mas prominente. En casi todo el afio
del 2021 surgieron deleciones en las regiones de los ORFs 7/8, no discriminado en funcién
a los linajes, (Figura 7.7B). Sin embargo, el tamafio de la delecion si fue variado en los
linajes, lo que indica que distintos eventos de deleciones tuvieron que haber ocurrido aun
dentro del mismo linaje, (Figura 7.7A). El linaje AY.20 fue el que tuvo un mayor nimero de
muestras con delecion, pero el tamafio de la delecion fue variado. Para el linaje B.1.1.243
no hay muestras asignadas con delecion, pero en julio esta delecién vuelve a reaparecer
con una delecion de 222 nt para el linaje B.1.1.243, (Figura 7.7A). Los linajes que no se
muestran en esta figura se pueden observar en la parte de los anexos S1y S2.
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Figura 7.7. Deleciones y tamafio en las regiones de los ORFs 7a/7b/8 de SARS-CoV-2.

A) En el eje de las X podemos observar los meses y en el eje de las Y podemos observar el nimero
de muestras. Los numeros que se encuentran en cada barra nos indican el tamafio de la delegacion,
asi como el color de cada muestra nos dice el tamafio de la delecién. B) En el eje de las X podemos
observar los meses y en el eje de las Y podemos observar el porcentaje de las muestras. Los colores
de relleno nos indica el linaje que se detectaron con deleciones positivas en 2021.

Los datos sugieren que las deleciones largas en ORF7b/8 no tienen influencia
en el estatus del paciente.

Nuestros datos sugieren que esta delecion es capaz de transmitirse de persona a persona.
Observamos que tres muestras de SARS-CoV-2 con delecion podrian tener algin tipo de
relacion, es decir, podrian de ser de un ndcleo muy cercano. Al analizar los metadatos las

fechas de recoleccion coinciden entre ellas. También los genomas de estas muestras fueron
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asignados a la misma variante (AY.20) y nos hace pensar que hubo transmision de este
virus entre personas. La delecion de 4382 en la regién del ORF8 se ha asociado a una
enfermedad mas leve y menos inflamacion sistémica en pacientes con COVID-19 (Fong
et al.,, 2022). Se han detectado diversas mutaciones de SARS-CoV-2 en la proteina del
ORF8 las cuales se relacionan con una enfermedad més leve (Muth et al., 2018; Young
et al.,, 2020) y una menor incidencia a hipoxia (Young et al., 2020). Para (Trieu & Trieu,
2021) estos datos sugerian que ORF8 es importante en la virulencia del virus.

Al realizar un andlisis Fisher no encontramos relacion significativa entre hospitalizaciones y
presencia de la delecién. Los metadatos no muestran relevancia en la sintomatologia y la
edad de los hospederos. Aunque falta realizar un estudio estadistico mas profundo que
apoyé nuestra hipétesis. La investigacion de Young et al. sefialaba que las infecciones con
deleciones estaban ligadas a tener menos hipoxia en pacientes con deleciones en el ORF8.
Los metadatos disponibles en este experimento no son comparables con los de Young
porque no se tiene el dato cuantitativo de medicién de hipoxia, sino solo la decision médica
hospitalizado vs ambulatorio. Por esta razén no podemos evaluar si los pacientes
portadores de virus con delecion tienen menos hipoxia, pero nuestros resultados no
sugieren enfermedad mas leve con delecién entre nuestras muestras a diferencia de la
observacion de Young et. al donde muestran que dichas personas presentan sintomas mas
leves (Young et al., 2020). Las deleciones de SARS-CoV-2 en los ORF 7a/8 parecen no
estar asociadas con el estatus de salud de los pacientes al nivel de
hospitalizado/ambulatorio, (Tabla 1). Se realizdé una prueba estadistica de Fisher donde se
obtuvo el p-valor de 0,6059. El resultado no es significativo para el umbral p < 0,05. El mes
gue tuvo menos casos de pacientes hospitalizados fue el mes de julio con el 14.29%. Los

demas meses oscilaron entre 30-50% de pacientes hospitalizados, (Figura 7.8).
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Tabla 1. Estatus del paciente con infecciones con delecion y sin delecién

Paciente Con delecioén Sin delecion Total
Hospitalizado 46 1637 1683
Ambulatorio 51 2031 2082

Total 97 3668 3765
100-

3333

46.15
66.67
63.64

70.00

Figura 7.8. El estatus del paciente parece no estar influenciado por deleciones largas.
Porcentajes del estatus de los pacientes infectados con variantes que poseen una delecion en el
2021. El color rojo nos muestra el porcentaje de pacientes hospitalizados y el color azul claro nos
muestra el porcentaje de pacientes ambulatorios.

Estatus del Paciente

Ambulatorio
B Hospitalizado

n = numero de muestras

Meses

abril

mayo-
junio
julio
agosto
septiembre
octubre
noviembre
diciembre
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Secuenciacion del genoma completo en tiempo real mediante la tecnologia
Oxford Nanopore.

La tecnologia Nanopore se utilizé para secuenciar un genoma de SARS-CoV-2 con un total
de 4,346 reads. El tiempo de corrida fue de 6 horas y el tamafio de los reads fue de 400 nt
como se esperaria por la utilizacién de oligos ARTIC. En la Figura 7.8, se pueden observar
los reads alineados al genoma de referencia de SARS-CoV-2. La profundidad promedio del
genoma obtenido fue de 57X, es decir en promedio cada base es leida 57 veces y una
cobertura que abarca 88.8% de todo el genoma. Utilizamos la técnica del protocolo ARTIC
(Quick, 2020) para caracterizar genomas virales y es parte del programa de desarrollo de

productos del startup BetterLab.

NC_045512.2, Wuhan-Hu-1.
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Figura 7.9. Genoma completo de SARS-CoV-2 secuenciado con la plataforma de Oxford
Nanopore. En la parte superior se encuentra la numeracion correspondiente al genoma de referencia
Wuhan-1. Los genes de SARS-CoV-2 estan representados en rectangulos de colores. En la parte
inferior, de color morado, se muestran los reads obtenidas por la secuenciacidon por nanoporos,
empalmadas y alineadas al genoma de referencia.

41



VIII. DISCUSION

Se han detectado Indeles (inserciones y deleciones) en genomas de SARS-CoV-2 en los
genes nsp6, S, ORF8 y N. En las secuencias recopiladas de todo el mundo se revelaron
una cantidad notable de indeles en todo el genoma del virus. (Liu et al., 2021). En la regién
de los ORFs 7a/8 se han detectado largas deleciones >50 nt (Liu etal.,, 2021). Liu y
colaboradores creen que la ocurrencia de estos tipos de Indel es multiple e independiente
(Liu et al., 2021). En el afio 2018 se publicé una delecién de 29 nucledtidos (nt) en la region
gendmica del ORF8 en SARS-CoV (Muth et al., 2018). La delecién de 29 nt en el ORF8
estaba ausente en genomas de coronavirus cercanos a SARS-CoV aislados de muestras en
murciélagos, pero presente en algunos SARS-CoV que infectan a los humanos (Muth et al.,
2018). Este indicio apuntaba a que la falta de este fragmento del ORF8 conducia a la
adaptacion del SARS-CoV con humanos. Afios mas tarde, Su y colaboradores reportaron la
presencia de una delecién de 382 nt en la region del ORF 7b/8 de SARS-CoV-2 (Su et al.,
2020), la cual no fue persistente durante la pandemia del 2019. Asi pues, se han
presentado recurrentemente deleciones en los diferentes virus de SARS-coronavirus. Por
esa razon en este trabajo se desarroll6 un pipeline para detectar deleciones largas en la
region 7a/8 de SARS-CoV-2 que permitiera identificarlas bioinformaticamente para el
CoViGen-Mex.

Entre las primeras variantes que se estudiaron en el consorcio en relacion a las deleciones
esta la B.1.243 gracias a la observacion de la doctora Boukadida. En GISAID existian
depositados genomas de esta variante provenientes de Arizona, USA por lo que
posiblemente, esta fue la entrada de dicha variante a México (Skidmore et al., 2021).
Cuando la delecion en este linaje fue observada en el CoviGen-Mx la variante mostraba un
3.52% de prevalencia en México (MexCoV2, s/f). Aun si A411 estuviera relacionada con un
mejor fitness replicativo como sucede con A382 nt en el ORF8, es posible que la tasa de
replicacion de B.1.243 sea menor en comparacion con la variante delta, ya que B.1.243 fue
desplazada por ella.

Indel-Mex es capaz de detectar deleciones largas, siempre y cuando le ingresamos las
coordenadas correctas de la region de interés. Es por ello que, para amplificar las
posibilidades de Indel-Mex hicimos un pipeline que se aplica previamente, donde se barre
una region en busca de una lista de posiciones que indiquen una posible delecion. Con
estas dos herramientas, primero, se analizaron las muestras ligadas al linaje B.1.243 y se
encontré que algunas de ellas contenian a A411, ademas dos muestras de julio nos

demostraron una nueva 4222 en SARS-CoV-2. Este resultado nos hace pensar que existen
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deleciones largas son de tamafio distinto y que estas deleciones podrian surgir de manera

independiente.

La secuenciacion por Nanopore y Sanger confirmo la falta de los ORFs 7b/8 en muestras
selectas del genoma de SARS-CoV-2, lo que constituye una delecién de A411 nt en el linaje
B.1.243. Esta delecién elimina completamente el ORF7b y suprime parte del ORF8. Se han
publicado otras deleciones del ORF8 de menor tamafio en Bangladesh (345 nucleétidos),
Australia (138 nucledtidos) y Espafa (62 nucleétidos) (Gong et al., 2020; Su et al., 2020;
Young et al., 2020) detectadas entre Enero-Marzo 2020, mientras que en México, A411 se
detectd durante el periodo Febrero-Marzo 2021, un afio después de las anteriores en otras

partes del mundo.

Cuando se realizé el analisis masivo de las muestras del 2021, logramos detectar 97
muestras con delecion en los ORFs 7a/7b/8 de SARS-CoV-2. Ninguna de estas deleciones
estaba ligadas con un patrén en comun, por ejemplo tamafio del delecion o linaje asignado,
(Figura 7.6). A lo largo del tiempo y en distintas partes del mundo se han detectado
genomas de SARS-CoV-2 con deleciones en los ORFs 7a/7bb/8 donde se elimina gran
parte de estas regiones. Los tamafios son variados y no tienen un origen en comun, se
podria pensar que de alguna manera favorecen al SARS-CoV-2, pero estas son
desplazadas por otras variantes mas prominentes, al menos en México se observa esta

tendencia.
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Este trabajo apoya a trabajos anteriores donde demuestran que existen multiples deleciones
en SARS-CoV-2 que surgieron en los ORFs 7a/8. Nuestro pipeline es capaz de analizar y
detectar deleciones candidatas en regiones de los ORFs 7a/8. Como lo explicaron Mazur y
colaboradores cualquier tamafio de la delecion puede conducir a un cambio estructural o
funcional en la proteina. Estos cambios pueden verse reflejados en en el fenotipo del virus,
infectividad, gravedad de la enfermedad o respuesta inmunitaria del huésped. Ellos
detectaron una delecién de 872 nt donde se pierden 3 genes ORF7a/b y ORF8 en muestras

ligadas a la variante Delta (Mazur-Panasiuk et al., 2021).

Es necesario hacer un estudio mas profundo para conocer las consecuencias de estas
deleciones en SARS-CoV-2 y su funcionamiento. Aln no se ha estudiado con profundidad
la funcién que tienen los ORF 7, 8 en SARS-CoV-2, sin embargo, en SARS-CoV esta mejor
caracterizado. Y es que segun los estudios que realizaron en 2007 encontraron que ORF8a
mejora la replicacion de manera eficiente. Asi como, induce la apoptosis cuando se expresa
ORF8a. Entonces ellos concluyen que ORF8a regula la produccién de radicales libres y
provoca la hiperpolarizacion del potencial de membrana. Este estudio concluye que el
ORF8a desempefia un papel importante en la patogénesis de infeccion humana por SARS-
CoV (Chen et al., 2007). Al final de la epidemia del 2003/2004 se describié una mutacién de
429 nt en el ORF8 del genoma de SARS-CoV (SARS), un coronavirus cercano a SARS-
CoV-2 (Muth et al., 2018). Se comprobé que esta deleciéon causa una atenuacion en la tasa
de replicacién de SARS-CoV (Muth et al., 2018). En SARS-CoV-2 las deleciones de 4382 nt
detectadas en Singapur muestran mejor fitness replicativo in vitro que la variante de tipo
silvestre (Su et al., 2020).

La evasién inmune es una de las caracteristicas Unicas del SARS-CoV-2 y se atribuye a la
proteina ORF8 (Trieu & Trieu, 2021). La proteina accesoria ORF8 es una de las proteinas
de betacoronavirus que evoluciona rapidamente (Trieu & Trieu, 2021). Sin embargo Indel-
Mex ha logrado detectar otras deleciones de tamafios y en linajes distintos. Esto nos hace
pensar que los ORFs 7a/8 podrian estarse adaptando al huésped, pero debido al fithess de
otras variantes (como Delta) no ha sido posible fijarse. Estas mutaciones han surgido en el
paso del 2020 y 2021, los cual era de esperarse, por la actual pandemia que se vive. Sin

embargo, estas deleciones largas siguen surgiendo.

Aunque no se sabe concretamente la funcién de los ORFs 7a/8. Algunos datos muestran
que los pacientes con la delecion de 382 nt en el ORF8 mostraban menos probabilidad de
mostrar hipoxia que los infectados con la variante silvestre (Young et al., 2020). Otro estudio

encontrd una interaccion de la proteina viral de SARS-CoV-2 codificada por ORF8 con el
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Complejo mayor de histocompatibilidad de clase | del huésped (MHC-I). Las células que
expresan el ORF8 degradan selectivamente a MHC-I y esta disminucion atenta la actividad
antiviral de los linfocitos T CD8 citotdxicos (Zhang et al., 2020). Finalmente, en cuanto a
pruebas diagnosticas seroldgicas, un estudio sugiere que la respuesta inmune a la
presencia conjunta de ORF8 y ORF3 identifica un 96.5% de muestras con SARS-CoV-2
tanto en etapas tempranas como tardias de la infeccién (Hachim et al., 2020). La pérdida
del ORF8 reduciria la efectividad de estas pruebas para el linaje B.1.243 y otros linajes. Una
vez descrita la importancia del ORF8 pensamos que se requiere mas investigacién para
entender el rol de las deleciones que aparecen en las regiones del ORF7a/8 en SARS-CoV-
2, poniendo especial énfasis en la prediccion de la proteina que se genera cuando existe

esta delecion para saber si hay algin cambio fenotipico en el virus (Su et al., 2020).

Finalmente, en el analisis de los resultados de PCR encontramos que en algunas muestras
se podian observar dos bandas tenues donde el tamafio de las bandas corresponde a la
existencia de dos tipos de fragmento diferentes en una misma muestra, posiblemente
provenientes de dos variantes, una con delecion y otra sin delecion. Indel-Mex detectd en
algunas muestras reads que alinean justo dentro de la delecion, esta podria ser otra prueba
a favor de la posible existencia de dos variantes. Creemos que Indel-Mex podria
incrementar su utilidad si fuera capaz de detectar la presencia de dos variantes. Se deben
realizar andlisis para detectar variantes intrahost y conocer si estos pacientes tienen
infecciones mixtas. Seria muy interesante conocer si existe alguna interaccion entre las
variantes que beneficie o perjudique el desarrollo del virus en el hospedero. Por otro lado,
se tienen que realizar estudios filogenéticos mas exhaustivos para que asi podamos
conocer el origen de esta delecién. Frecuentemente en GISAID, se publican genomas que
tienen alguna delecion en las regiones que se estudiaron. Aln sigue abierta la pregunta
¢Por qué frecuentemente ocurren diferentes deleciones en los ORFs 7a/8 de SARS-CoV-
2?.
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IX. CONCLUSIONES.

e Se confirmé por PCR, secuenciacion y bioinforméatica la presencia de una delecién
de 4411 nt en los ORFs 7b/8 del genoma de SARS-CoV-2.

e Se cred un pipeline capaz de identificar deleciones largas en muestras secuenciadas
por lllumina de genomas de SARS-CoV-2.
Las deleciones en la region ORF 7a/8 surgen de forma independiente.

Los SARS-CoV-2 con delecion en los ORFs 7b/8 son capaces de infectar a su
hospedero.
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X. PERSPECTIVAS

Indel-Mex puede detectar una delecion larga, pero no puede detectar dos deleciones en la
misma regién gendmica. Se detectaron 3 muestras (1487, 1488 y 633) de SARS-CoV-2
asignadas al linaje B.1.1.222, estas muestras mostraban una posible delecion de 346 nt en
la region del ORF7b/8. Sin embargo, al ser visualizada en Tablet, notamos que si estaba la
delecién, pero habia otra de menor tamafio, esta delecion menor no fue detectada por Indel-
Mex. Sin duda, es necesario que Indel-Mex pueda expandir sus opciones para que pueda

buscar deleciones en todo el genoma de SARS-CoV-2.
Por otro lado, Indel-Mex es una herramienta poderosa, la cual puede ser mejorada para

detectar deleciones en otras regiones gendmicas. Por ahora falta determinar si estas

deleciones en los ORFs 7a/8 siguen apareciendo en lo que resta de la pandemia.
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XII. ANEXOS

Tabla suplementaria 1. Datos de muestras con delecion de 411 nt depositados en
GISAID y detectados en USA con fecha de envio entre 07/11/2020 — 03/05/2021.

Accession ID

EPI_ISL_1094327

EPI_ISL_1094325

EPI_ISL_1824306

EPI_ISL_977899

EPI_ISL_984437

EPI_ISL_977898

EPI_ISL_1094326

EPI_ISL_1094324

Collection
date

14/01/2021

19/01/2021

02/02/2021

09/11/2020

22/12/2020

07/11/2020

29/01/2021

27/01/2021

Submission

date

27/02/2021

27/02/2021

01/05/2021

11/02/2021

13/02/2021

11/02/2021

27/02/2021

27/02/2021

Location

North America / USA / Arizona

North America / USA / California

North America / USA / California

North America / USA / California

North America / USA / California

North America / USA / California

North America / USA / Indiana

North America / USA / Montana
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EPI_ISL_776668 06/12/2020 07/01/2021 North America / USA / Washington

EPI_ISL_ 776669 12/12/2020 07/01/2021 North America / USA / Washington

EPI_ISL_776670 12/12/2020 07/01/2021 North America / USA / Washington

Ademas, para fomentar la repetibilidad la primera versién de los datos y los programas

utilizados en este trabajo, con la que se participé en el concurso de salud del estado de

Guanajuato fueron hechos publicos de la siguiente manera:

1.

3.

Microreact: En esta liga se encuentran almacenados los metadatos de cada
muestra, asi como la localizacion de cada una de ellas.
https://microreact.org/project/foKsfc8cCbBikQ1E4wAaDU

GitHub: En este repositorio se encuentran los scripts que se utilizaron para analizar

las muestras. https://qithub.com/fabell34/deleciones-Mex.qit

Zenodo: En este enlace se encuentran los datos disponibles para esta investigacion.
https://doi.org/10.5281/zenodo.5226240
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Figuras Suplementarias.
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Figura S1. Tamafio de delecién de acuerdo a su linaje en SARS-CoV-2. El siguiente grafico nos muestra
los gréaficos de las muestras en SARS-CoV-2. En el eje de las X podemos observar los meses y en el eje de
las Y podemos observar el nUmero de muestras. Los nimeros que se encuentran en cada barra nos indican el
tamafio de la delecion, asi como el color de cada muestra nos dice el tamafio de la delecion.
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Figura S2. Tamafio de delecién de acuerdo a su linaje en SARS-CoV-2. El siguiente grafico nos muestra
los graficos de las muestras en SARS-CoV-2. En el eje de las X podemos observar los meses y en el eje de
las Y podemos observar el nimero de muestras. Los nimeros que se encuentran en cada barra nos indican el
tamafo de la delecion, asi como el color de cada muestra nos dice el tamafio de la delecion.

Sintesis de CDNA

Se necesita una concentracion de 100 ng/ul final para cada muestra. En un tubo eppendorf

1.5 mL, se agregan los reactivos como se enlistan a continuacién. Todos los reactivos

vienen contenidos en el siguiente kit Protoscript |l

para tener un mejor rendimiento.

Tabla 1. Sintesis de cDNA

First Strand cDNA Synthesis
(E6560S,New England). Ademas, se agreg6 inhibidor de RNAsas (M 03147, New England)

Sintesis de cDNA

H20

*variable

100 ng/ul)

RNA (muestra con una concentracion

*variable
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Oligo d(T)VN 1ul

Random primer Mix 1ul

Total 20 ul

La cantidad del H.O depende de la cantidad de RNA para obtener un volumen final de 20 ul.
Se le da una mezcla con la pipeta y se lleva al termociclador a 65° C por 5 min e
inmediatamente se pone en hielo. Tomamos la muestra y se le agregan los siguientes

reactivos

Protoscript Reaction Mix 10ul

Protoscript Enzyme Mix 2ul

para finalizar estas reacciones se lleva al termociclador
25°C 00:05:00
42°C 01:00:00
80 °C 00:05:00
4°C infinito

almacenar a -20° C

Tabla 2. Oligos que se utilizaron para comprobar la delecién.

Nombre del oligo Secuencia Posicion en la que mapean

nCoV-2019_92_LEFT forward TTTGTGCTTTTTAGCCTTTCTGCT 27785 .. 27808

nCoV-2019_93 RIGHT AGGTCTTCCTTGCCATGTTGAG 28443 .. 28464

reverse
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A) Cuando existe una sola
delecion en el genoma de
SARS Indel-Mex es capaz de
detectar lecturas que alinean
en dos regiones diferentes de
SARS-CoV-2.

B) Cuando existe dos
deleciones cercanas en el
genoma de SARS Indel-Mex
solo es capaz de detectar
lecturas que alinean en dos
regiones diferentes de SARS-
CoV-2, pero para una de ellas,
ya que las posiciones de inicio
y de fin son importantes para
que se pueda realizar un buen
diagnostico

C) Esto sucede porque InDel-
Mex, esta construido para
confirmar deleciones en una
region bien definida. Indel-
Mex solo cuenta las lecturas
que se encuentra en dos
regiones distintas del genoma
y en la region donde esta
definida esta delecién.
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Figura 3. Indel-Mex no detecta dos deleciones que se encuentren en el mismo ORF. A) Se
puede observar una delecién en los ORFs, el cual Indel-Mex es capaz confirmar la delecion. B) Indel
Mex necesita posiciones especificas. C) si la muestra tiene dos o mas deleciones en los ORFs, solo
puede detectar a una de ellas.
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