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Resumen

El monitoreo epidemioldogico de SARS CoV-2 con secuenciacion es indispensable
actualmente, ya que permite identificar de manera oportuna variantes que pueden ser de
interés por su impacto epidemiolégico. Como consecuencia de este cambio de enfoque
actualmente se cuenta con una gran cantidad de informacion gendmica cuya
interpretacion es fundamental para que las instituciones de salud y gobiernos puedan
tomar decisiones informadas sobre el control y contencion del virus. En este contexto, el
analisis secundario, es decir el llamado de variantes genémicas es importante pues
implica hacer que esta informacidn sea accionable al identificar eventos genéticos que
puedan impactar el fithess viral aumentando la transmisibilidad, patogenicidad y
disminuyendo la eficiencia de los tratamientos disponibles. Sibien dentro de estos eventos
genéticos, las sustituciones de nucledétidos han sido muy estudiadas, este no ha sido el
caso parainsercionesy deleciones. Razén por la que en este estudio se pretende identificar
eventos de delecion e insercidon que tengan un impacto positivo en el fitness viral. Esto
dentro de cerca de 800 secuencias del virus del SARS CoV-2 en Ecuador que se
descargaron del GISAID. También se incluyé més de 1000 secuencias de Colombia, México
y Brasil, para contar con un panorama mas amplio sobre el comportamiento delvirus en la
region y con diferentes presiones ambientales dentro del periodo de octubre de 2023 a
septiembre de 2024. Esto mediante el uso de herramientas bioinformaticas como
NextClade de NextStrain, ancladas en la nube y realizando graficos y clasificacion de datos
en Excel, y pruebas estadisticas en R.



Abstract

Since the beginning of the 2020 COVID-19 epidemic, sequencing has become a major tool
for epidemiological monitoring, because it enables an early identification of variants of
concern or interest due to their epidemiological impact. Genomic information has
increased exponentially, but interpreting it remains a bottleneck in this workflow. This
abundance of information, which could help build strategies to combat potential
contagious variants, becomes useless.

Secondary analysis of this information is key to making it actionable, through identifying
genetic events as substitutions, deletions, or insertions that may impact viral fitness by
increasing its transmissibility and pathogenicity or decreasing the effectiveness of available
treatments. Despite extensive research on substitutions, insertions and deletions
remained unexplored. Consequently, this study sought to identify deletion and insertion
events that could potentially enhance viral fithess by analyzing nearly 2000 SARS CoV-2
sequences from four countries: Ecuador, Colombia, Brazil, and Mexico. This work was
carried out using bioinformatics tools such as the cloud-based platform: NextClade from
NextStrain. Microsoft Excel for data classification and R Studio for statistical analysis.



1 Introduccion

Elvirus del SARS CoV-2 y la pandemia que ocasiond, cambiaron totalmente la forma cémo
se realizaba vigilancia gendmica a nivel mundial, ocasionando una revolucion que permitio
un mayor acceso a la secuenciacién de fragmentos cortos en paises del sur global, como
Ecuador. Esta tecnologia demostré ser fundamental para monitorear casi en tiempo real la
evolucién y propagacion del virus (Farkas, Mella, Turgeon, & Haigh , 2021). Un virus que
desde los inicios de la pandemia ha demostrado, por la naturaleza de su genoma de ARN
en sentido positivo, ser altamente variable y adaptable a sus hospederos, los humanos
(Tosta, y otros, 2023). Por ello a nivel mundial se crearon bases de datos como el GISAID
que han permitido compartir secuencias y notificar de manera oportuna la aparicién de
variantes de preocupaciéon también conocidas como VOCs. Las VOCs son linajes de virus
que comparten caracteristicas biolégicas que afectan su fitness viral, es decir su
capacidad de replicacion, transmisién y su patogenicidad; y que pueden llegar a afectar la
inmunidad alcanzada ya sea por infecciones previas o vacunas (Konings, y otros, 2021).

Estas caracteristicas biolégicas se originaran a partir de eventos genéticos que afectaran
la secuencia de ARN “original” del virus. Dentro de estos eventos genéticos tenemos
sustituciones, insercionesy deleciones. Las sustituciones han sido ampliamente descritas
por investigadores pues su monitoreo desde los primeros afos de la pandemia fue crucial,
ya que muchas de ellas como ejemplo D614G han afectado la efectividad de las vacunas
(Cheng, y otros, 2021). Por otro lado, muy poco se ha monitoreado de las deleciones e
inserciones, siendo fendmenos que han sido un tanto relegados, pese a que en los ultimos
afos ha aumentado la evidencia de que estos tienen un rol dentro del éxito evolutivo de
VOCs como Alfa (Akaishi & Fujiwara, 2023). Por lo que este proyecto busca identificar
deleciones e inserciones que impacten positivamente el fitness viral. Esto mediante el
analisis secundario con la plataforma NextClade de secuencias del virus del SARS CoV-2
de Ecuador dentro del periodo de octubre de 2023 a septiembre de 2024. También, y para
tener un panorama mas extenso de la situacién en laregidn, también se realizé este analisis
con secuencias de Colombia, México y Brasil. Sin dejar de lado que los cuatro paises por
su situacién geografica y social; brindara presiones selectivas diferentes al virus.
Finalmente, el proyecto pretende demostrar la utilidad de herramientas de libre acceso
robustas como NextClade de NextStrain para facilitar el acceso a la gran cantidad
informacién gendmica disponible.

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo general

Identificar la diversidad de inserciones y deleciones de nucledtidos en los genomas de
SARS CoV2 circulantes en Ecuador, Brasil, Colombiay México, entre el periodo de octubre
2023 a septiembre 2024, reportados en la Base GISAID.

1.1.2 Objetivos especificos

- Trabajar con las herramientas disponibles en NextStrain para el analisis secundario
de secuencias de SARS CoV-2

- Acceder a las secuencias de los genomas de SARS CoV-2 en la base de datos de
GISAID

- ldentificar la diversidad de inserciones y deleciones en los genomas de SARS CoV-
2 en Ecuador, Brasil, Colombia y México.

- Evaluar la correlacion entre indels y el fitness del virus del SARS CoV-2



2 Justificacion

El presente proyecto es relevante para la vigilancia gendmica viral en Ecuador, ya que,
aungque actualmente se realiza seguimiento al virus en el pais, esta informacién continua
sin aprovecharse en el sentido de que todavia desconocemos como esta informacion
puede ser relevante en la toma de decisiones a nivel de salud publica. A través de este
estudio, se busca de manera modesta pero significativa, demostrar el potencial de los
datos genédmicos para comprender mejor la evolucién del virus del SARS CoV-2 dentro del
pais, y su impacto en la poblacién, utilizando herramientas sencillas y de libre acceso
como NextStrain. El proyecto también aspira a contribuir en los constantes esfuerzos por
entender globalmente la dindmica del virus.

3 Planteamiento del problema

Desde la aparicion del virus del SARS-CoV-2 en 2019, la secuenciacion ha sido
fundamental en la caracterizacion del virus y para vigilar su co evolucionado con los
humanos. Ademas, que es una herramienta que ha permitido generar alarmas tempranas
ante la aparicion de variantes que sean epidemiolégicamente relevantes, ya sea porque
tengan una mayor transmisibilidad, mayor gravedad en la enfermedad, reduzcan la
eficiencia en los tratamientos disponibles o presenten evasién inmunitaria. Como
consecuencia, actualmente, se cuenta con una gran cantidad de genomas delvirus en las
diferentes bases de datos disponibles (Farkas, Mella, Turgeon, & Haigh, 2021). Un ejemplo,
y la base de datos con la que se realizd esto proyecto es el GISAID (Global Initiative on
Sharing All Influenza Data), una iniciativa que inicié en 2018 para almacenar informacién
gendmica de influenza, pero que en los ultimos anos a raiz de la pandemia se convirtié en
la mayor base de datos de genomas de SARS CoV-2. Ecuador es miembro del GISAID y
participa en esta, proporcionando secuencias y actualizaciones constantes sobre el
estado epidemioldgico del SARS CoV-2.

Para estudiar la evolucién del virus, es importante identificar los eventos que generan
diversidad genética y que, en el caso de virus de ARN como el SARS-CoV-2, se ven
influenciados por altas tasas de mutacion, replicaciény recombinacion. Las insercionesy
deleciones seran originadas, por estos ultimos eventos (Rogozin, y otros, 2024).

Y es importante correlacionar la presencia de estos eventos con ventajas evolutivas que
han otorgado a los linajes una mayor propagacion y prevalencia. Por lo que con este
proyecto deseo caracterizar la diversidad de deleciones e inserciones de nucleétidos
presentes en los genomas del virus del SARS CoV-2, circulantes en el periodo de tiempo
desde octubre de 2023 a septiembre de 2024, en cuatro paises: Ecuador, Colombia, Brasil
y México. Ademas, y determinar si existe una relacion entre ciertos indels y el fitness del
virus (Li, Yan, Wong , & Cui, 2023).

También, y conociendo lo complicado que es actualmente acceder a herramientas
gratuitas para realizar analisis secundario de secuencias de SARS CoV-2 para personas no
familiarizadas con bioinformatica, utilizamos NextClade de NextStrain, para que su
implementacidén en este proyecto pueda servir como referencia a otros investigadores.



4 Marco tedrico

4.1 Antecedentes o marco referencial

Elfoco principal de este proyecto es el Ecuador, lo tomamos como punto de partida, ya que
enuninicio nuestro objetivo era centrarnos en analizar la diversidad genética del SARS CoV-
2, no obstante, la historia estaba incompleta, por lo que afiadimos mas sets de datos de
Colombia, Brasily México; para tratar de comprender un poco la dinamica del virus en este
periodo de tiempo en estos territorios, y como se detalla mas adelante, son “ecosistemas”
muy particulares que brindaron escenarios interesantes al virus para su evolucién. Sin
embargo, solo en Ecuador ahondamos en temas relacionados con ministerios de salud,
vigilancia, politicas, etc., ya que es la realidad con la que nos relacionamos diariamente y
de la que tenemos un mayor conocimiento.

Aclarado esto, esta primera parte se va a concentrar en Ecuador, en el pais la respuesta
ante la pandemia del SARS CoV-2 estuvo encabezado por el Ministerio de Salud Publica el
mismo que desarrollo el Plan Fénix. Un plan que inicio en 2021 y cuyo objetivo era
responder (no hay datos sobre cuando concluyé) de manera integral ante el COVID-19,
entre sus pilares podemos descartar: el fortalecimiento de los laboratorios nacionales y la
prevencion del control de infecciones. Ambos permitieron que entre 2021 y 2022, se
implementara la infraestructura para realizar vigilancia epidemiolégica del virus a nivel
nacionaly a través de los hospitales parte de la red de salud publica (Acosta, y otros, 2022).

Esto siguiendo un protocolo donde primero se realiza una evaluacién por parte de un
meédico quien, al identificar los criterios clinicos afines a la enfermedad, indicara al
paciente que se realice una prueba de RT-qPCR para confirmar el diagnéstico. Se cierra el
caso si el paciente es negativo. Mientras que, si es positivo, se procedera con el tratamiento
correspondiente, ademas que se dara seguimiento en el caso de que los sintomas sean
mas graves (Acosta, y otros, 2022).

Como es conocido, la alta variabilidad del virus representa también un reto importante al
momento de diagnosticar y dar un tratamiento a los pacientes, por lo que fue necesario
implementar un protocolo adicional para la vigilancia de variantes (Acosta, y otros, 2022).
Es allidonde unainstitucion publica jugé un rol protagénico, el INSPI (Instituto Nacional de
Investigacion en Salud Publica), con dos departamentos: El Centro de Referencia Nacional
de Gendémica, Secuenciacion y Bioinformatica (Con Sede Quito) y el Centro de Referencia
Nacional de Influenzay otros Virus Respiratorios (Con Sede Guayaquil). Ambos realizando
vigilancia genémica del virus en tiempo real, lo que permitié que Ecuador identificara a
tiempo variantes relevantes como FLIiRT (Ministerio de Salud Publica, 2024).

Regresando con el protocolo de secuenciacion para vigilancia de variantes, este se sigue
en pacientes que presenten ciertos sintomas como: reinfecciones, infeccién grave pese a
contar con vacunacion, fallecimiento pese a contar con vacuna, y pacientes menores de
50 anos sin comorbilidades (Acosta, y otros, 2022). Se debe mencionar que estos criterios
han cambiado considerando como las nuevas variantes han afectado la sintomatologia
“tipica” del COVID-19.

En Ecuador, la vigilancia gendmica de SARS CoV-2 es un ejemplo positivo del impacto que
tuvo la pandemia en las politicas de salud publica, pues permitié que se equiparan con
tecnologia de secuenciacién dos laboratorios en Quito y Guayaquil (en INSPI) orientados a
la vigilancia de virus respiratorios como el SARS CoV-2, la influenza; de bacterias



multirresistentes y de otras enfermedades infecciosas como el Dengue. Sin mencionar,
gue existen también universidades que colaboran en este esfuerzo por realizar vigilancia
del virus. Y es gracias a estas instituciones que los investigadores contamos con la
informacién gendmica para realizar proyectos de este tipo. Anteriormente se ha trabajado
con esta informacidn caracterizando variantes, no obstante, no se ha realizado una
investigacion con el enfoque que proponemos de identificar y caracterizar inserciones y
deleciones, junto con caracterizarlas y correlacionar su efecto en el fitness.

4.2 Conociendo al virus

El virus del SARS CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) es el virus
causante de la enfermedad respiratoria de coronavirus de 2019 o COVID-19, que fue el
causante de la pandemia del COVID-19 (PAHO, s.f.). Este virus de ARN monocatenario de
cadena positiva de la familia de los Coronaviridae se origind en un mercado en Wuhan
donde se comercializa fauna silvestre, por lo que se cree el virus “migré” hacia los
humanos, es decir es un virus zoonético (Tosta, y otros, 2023).

La primera alerta epidemiologia por parte de la OMS (Organizacion mundial de la Salud) se
dio el 16 de enero de 2020 debido a la rapida propagacién que este presentaba dentro de
Asiay Europa, enun principio se especulaba que su transmisién era por via aérea, un hecho
gue se confirmaria mas adelante. El alto nivel de globalizacién e interconectividad del
mundo moderno permitié que el virus se propagara en todo el mundo en cuestién de
meses, declarandose de manera oficial el inicio de la pandemia el 11 de marzo de 2020
(Tosta, y otros, 2023).

Este virus de puso a prueba los sistemas de salud publica a nivel mundial. Pues al ser un
virus novedoso, no se contaba con guias de tratamiento a seguir, esto sumado con la rapida
propagacion y las complicaciones en poblaciéon en riesgo como las personas de la tercera
edad, hizo que la demanda por camas, medicamentos sea insostenible para las entidades
de salud, lo que llevé a su colapso. Todo esto sin detallar el gran drama humano, social y
econdmico que trajo consigo la pandemia (Tosta, y otros, 2023).

En los primeros afios de la pandemia, la comunidad cientifica se centré en buscar una
vacuna que permitiera que se recuperara la tan necesaria normalidad, y para ello, la
vigilancia genémica fue fundamental pues brindd la informacion para desarrollarla,
ademas de los recursos para desarrollar pruebas diagndsticas que se ajustaran a los
cambios que ocurrian en el genoma del virus (Tosta, y otros, 2023).

4.3 Evolucion del virus

Se debe mencionar un hecho, y es que el virus del SARS CoV-2 es un virus altamente
variable, y esto se debe a multiples factores, que se detallan mas adelante. Primero, elvirus
del SARS CoV-2, aligual que los virus de la influenza y del HIV, pertenecen a una variedad
de “virus envueltos”, que son virus recubiertos en una bicapa lipidica que contiene
glicoproteinas que estan glicosiladas en los grupos nitrégeno. Esta capa los hace mas
susceptibles al estrés ambiental como sequia, alcohol, y otros agentes; y por tanto
presentaran una mayor plasticidad, respondiendo “evolutivamente” de manera acelerada
(Rao, y otros, 2021).

Segundo, estos virus recurren a la polimerasa dependiente de ARN o RdRp, para su
replicacioén, y esta es mas susceptibles a errores lo que hara que exista una mayor aparicion
de mutaciones, hasta 2021 se reporté una tasa de 7.23 mutaciones por muestra en



promedio (Rao, y otros, 2021). Ademas, relacionado con este mecanismo al copiarse el
ARN, en algunas ocasiones la RdRp se disociara de la cadena que esta copiando,
integrandose nuevamente a otro lugar del genoma, similar alque se estaba copiandoy que,
al unirse a un lugar no exactamente homoélogo, se generaran dos situaciones. En una de
ellas se generara una copia de mas originando una inserciéon. O una delecién, omitiéndose
una parte del genoma. Todo esto en un proceso llamado recombinacién homadloga
imperfecta (Sierra, y otros, 2021).

Tercero, los virus del SARS CoV-2 dependen de la maquinaria de la célula hospedera para
la edicion de su genoma como consecuencia ocurren mutaciones sustanciales y dirigidas
(Markov, y otros, 2023).

Cuarto, la tasa de sustitucion para el virus, en comparacion a otros es muy elevada. Aqui
es importante diferenciar entre tasa de sustitucidony de mutacién que no son lo mismo. Por
un lado, la tasa de mutacién es definida como la frecuencia a la cual ocurriran nuevas
mutaciones en el genoma dentro de cierto periodo de tiempo, siendo estas causadas por
errores durante la replicacidon, o motivada por otros factores ambientales causantes de
mutaciones como la radiacién. Por otro lado, la tasa de sustitucion describe a la frecuencia
con la que las mutaciones que ya ocurrieron regresan a la version anterior (Markov, y otros,
2023).

Entre mutaciones relevantes podemos mencionar a las que afectan a la proteina SPIKE,
presente en laenvolturadelvirusy que es clave en elingreso delvirus a la célula hospedera,
a través del receptor ACE2 (angiostensin-converting enzyme). Para ser mas especificos, la
sustitucion D614G que se ha observado aumenta la transmision del virus, permitiendo la
expansiony prevalencia del virus (Cheng, y otros, 2021).

4.4 EISARS CoV-2 en América Latina

Este estudio se va a concentrar en lo ocurrido con el virus del COVID-19 en Ecuador;
durante el periodo comprendido entre octubre del 2023 y septiembre del 2024. No
obstante, para tener informacién contrastante se eligié tres paises adicionales: Colombia,
Brasil y México. Antes de ahondar en los motivos por los cuales se eligio cada pais, es
importante mencionar que se decidié analizar a cada uno de estos “ecosistemas” para
comprender como el virus co-evoluciona con sus hospederos, pues cada pais de maneras
peculiares permitié que ocurriera lo siguiente:

4.4.1 Flujo genético:

El ingreso de nuevas variantes al acervo genético local. Que puede ser causado por
fendmenos sociales como la migracién, el comercio en fronteas y el turismo. Entonces al
ingresar nuevas variantes al acervo genético, si la propagacién del virus es lo
suficientemente descontrolada ya sea por factores como una baja vacunacion, alta
movilidad interna o medidas sanitarias inadecuadas; estas variantes transmitiran
internamente, llegando a ocurrir recombinaciones, lo que llevara a una alta diversidad
genética, que a largo plazo tendra consecuencias como aparicién de nuevos linajes y
eventualmente clados (LaRotta, y otros, 2023).

4.4.2 Seleccion natural:

Es decir que, por procesos como la vacunacion o la diversidad de la respuesta inmune de
su poblacién, el virus se enfrente a diferentes escenarios a los que debe adaptarse. En el
caso de Latinoamérica, la regiéon presenta diversidad de poblaciones mestizas y migrantes,
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loque hace que larespuestainmune en laregidn sea muy variada. Y a esto hay que sumarle
que, como consecuencia de las diversas condiciones politicas y sociales de los paises
analizados, sus estrategias de vacunacion fueron diferentes, y las vacunas utilizadas muy
diversas (LaRotta, y otros, 2023).

Se detalla las caracteristicas de cada pais para dar un contexto del “ecosistema” de cada
uno:

4.4.3 Ecuador:

Representa un escenario en el que durante los primeros meses la propagacion fue
descontrolada en zonas altamente urbanas como Guayaquil, la propagacién comunitaria
se frend debido a la fuerte cuarentena y reducida actividad social y comercial que se
observé en el primer afio de la pandemia, algo imperativo para un sistema de salud como
el de Ecuador. Este ecosistema también recibira un flujo de migraciéon de América Latina
(ya que comparte su frontera mas larga con Colombia), y turismo en baja medida desde
América del Norte, Europa y Asia. Ademas, por sus regiones naturales y la gran
heterogeneidad de su poblacidn, y diversidad de vacunas utilizadas para inmunizar a la
poblacién la presién evolutiva varia significativamente (Herrera, Troya, & Gaus, 2020). En
resumen, Ecuador funcionara como receptor de variantes y propagador de nuevos linajes.

4.4.4 Colombia:

Es un escenario interesante para el flujo genético de nuevos linajes, mas alla de ser un
destino turistico atractivo a nivel mundial, es un pais de transito importante en América
Latina no solo aéreo (ya que tiene el segundo aeropuerto mas transitado), también
terrestre, considerando que aqui se encuentra la selva del Darién, que conecta Colombia
con Panama, un sitio de paso para migrantes. Por otra parte, al contener regiones naturales
diferentes (andes, costa, amazonia, etc.), la respuesta y propagacion del virus ocurrié de
diversas formas. En resumen, se podria decir que Colombia funciona como un receptory
propagador de nuevos linajes (Ramirez, y otros, 2021).

4.4.5 Brasil:

Dentro de los fendmenos demograficos que generardn un mayor diversidad genética en
este, el pais mas grande de Latinoamérica se debe mencionar que recibe un flujo migratorio
y turistico importante de América Latina, Europa, Asia y América del norte. Y que posee un
intenso movimiento migratorio interno que no cesoé ni durante la cuarentenadel 2020. Y hay
recordar que por la baja cobertura de vacunacién que hubo durante los primeros afos de
la pandemia, la tasa de transmision comunitaria fue muy alta, algo agravado por la alta
urbanidad que tiene el pais. Lo que ha puesto a Brasil en multiples olas de COVID, siendo
la mas relevante la segunda ola de COVID, durante la cual surgié el linaje Gamma, una
variante caracterizada por su alta transmisibilidad y evasion inmune. (Giovanetti, y otros,
2022). Se podria considerar que este ecosistema en el comportamiento de su poblacién se
asemejo a lo observado en Estados Unidos por el movimiento antivacunas y un flujo
intenso de migracién internacional. En resumen, Brasil ofrece un ecosistema con un alto
flujo genético, y diversidad de respuestas inmunes por una poblacion heterogénea, que
hace que funcione como sitio de origen de nuevas variantes.

4.4.6 Meéxico:

En este caso el pais presentara un alto flujo genético, ya que comparte con Estados Unidos
la frontera con mayor transito de América, ademas de concentrar un flujo migratorio masivo



proveniente de Latinoamérica y Centroamérica. También, presentara una alta diversidad
de presién inmune de parte de la poblacion, no solo por las diversas estrategias y vacunas
utilizadas para inmunizar a la poblacion, también por el desigual acceso al sistema de
salud en las diferentes regiones de México (Flores, y otros, 2022). En resumen, México,
funcionard como un sitio de recepcién de nueva variantes, y por la presién inmune de la
poblacién al virus, permitira que estas se diversifiquen y propagara nuevos linajes a nivel
mundial.

De manera general, ecosistemas como México, Colombia y Ecuador, por factores
demograficos, sociales y ambientales; en estos afios han funcionado como propagadores
y generadores de nuevos linajes de COVID-19. Mientras que Brasil, debido al tamafo de su
poblacién, y a las estrategias de vacunacioén utilizadas durante los primeros afios (que
permitieron un propagacién comunitaria descontrolada), se ha comportado como un
ecosistema que brinda una mayor diversidad genética, como ejemplo tenemos a la
variante VOC (variants of concern) a la que dio origen.

5 Marco conceptual

5.1 SARS CoV-2 y su nomenclatura

La alta variabilidad genética caracteristica de este virus dio origen a multiples “variantes de
COVID-19” con lo que fue necesario clasificarlas y nominarlas para que su seguimiento
seamas sencillo. Aqui se debe aclarar varios conceptos, eltérmino “variante” es unaforma
coloquial de referirse a lo que en taxonomia conocemos como linajes, que son un conjunto
de virus que comparten algunas caracteristicas genéticas y un origen comun (Dellicour, y
otros, 2021). Estos linajes a su vez se pueden agrupar en clados, dentro de los cuales se
incluird todos los descendientes y el ancestro comun mas préoximo, compartiendo una
caracteristica genética clave. Aqui se debe aclarar que un clado puede contener uno o
varios linajes, y que un linaje estara contenido dentro de un clado (Fauver, y otros, 2020).

Dentro los sistemas de nhomenclatura que se utilizaron durante los primeros afios de la
pandemia existen cuatro que son relevantes por su popularidad estos son: OMS,
NextStrain, Pango y GISAID. Mas adelante, se va a revisar en detalle cada uno de estos
sistemas, sin embargo, en este proyecto solo haremos referencia a los tres primeros, por
su uso mas difundido en plataformas de analisis gendmico y en reportes de eventos
genéticos relevantes.

5.1.1 Nomenclatura de la OMS

Esta nomenclatura fue desarrollada a finales del 2020, y entre sus finalidades tenemos
crear una nomenclatura facil de identificar por un publico no técnico, y sobre todo liberar
de estigma a los paises donde por primera vez se reportaba una variante. Para ello se
utilizarian letras del alfabeto griego, para variantes de relevancia epidemioldgica, es decir
para variantes VOC (variants of concern) y VOI (variants of interest) (Konings, y otros, 2021).
Ambas se basan en la presencia de mutaciones, o inserciones dentro de un linaje que
tendran afectaciones en: la transmisibilidad del virus, la severidad de la enfermedad y la
eficiencia (ya sea del diagndstico, la terapia o las vacunas) (Ahmad , Fawaz, & Aisha, 2022).

Las variantes VOI (variantes de interés), representan un riesgo a la salud publica ya que
presentan eventos genéticos que se sospecha podrian afectar una de las tres
caracteristicas del virus es decir su transmisibilidad, la severidad o la eficiencia de los
tratamientos disponibles para tratarla o prevenirla. Ademas, que este evento parece haber
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causado una mayor tasa de propagacion en elvirus. Dentro de este criterio se ha agrupado
avariantes como Mu, Lamba, Epsilon (Ahmad , Fawaz, & Aisha, 2022).

Por otro lado, las variantes VOC (variantes de preocupacion), son aquellas en las que de
manera efectiva, reiteraday sélida se demuestra que una o mas de las tres caracteristicas
antes mencionadas del virus, si han cambiado, junto con una mayor tasa de propagacién
delvirus. En este grupo tenemos a las variantes: Alfa, Gamma, Deltay Omicron (Ahmad ,
Fawaz, & Aisha, 2022).

5.1.2 Nomenclatura Pango

Esta nomenclatura se desarrollé en abril de 2020, y surgié como una respuesta al gran
volumen de informacién gendmica que surgia sobre el virus del SARS CoV-2, buscando no
enfocarse en clados, como lo hacian las nomenclaturas cientificas mas usadas hasta el
momento (NextStrain y GISAID=. La nomenclatura PANGO por sus siglas en inglés
Phylogenetic Assignment of Named Global Outbreak Lineages, hila mucho mas fino, pues
utiliza Pangolin una herramienta computacional que asigna de manera automatica el linaje
mas probable tomando en cuenta su genoma, y brindandole una nomenclatura dindmica
(O'Toole, y otros, 2021). Podemos mencionar como ejemplo: linaje B.1.1.7 mas tarde
agrupado como variante Alpha (VOC).

5.1.3 Nomenclatura NextStrain

Esta nomenclatura designa a los clados de SARS CoV-2 buscando lo siguiente: asignar un
nombre a aquellos que estan genéticamente definidosy que han alcanzado una frecuencia
y dispersion geografica histérica. Ademas, que en caso de ser necesario designar un
nombre temporal, a clados emergentes cuya nomenclatura se volvera “oficial” si este llega
a ganar presenciay relevancia epidemioldgica. Finalmente, utilizar una nomenclatura facil
de entender sin perder rigor cientifico junto con que esta nomenclatura seguira
funcionando, aunque surjan nuevos clados, o que el virus mute (Bedford, y otros, 2025).

Por otro lado, esta nomenclatura se conformara por el ano en el que se estima emergio el
cladojunto con una letra del alfabeto, no obstante, anualmente estos reinician lo que evita
que lleguemos a usar todas las letras del alfabeto ademas que se evitara nombres largos o
muy técnicos. Es importante mencionar que el hecho de que anualmente se reinicien las
letras no implica que nuestros clados ya nombrados sean renombrados, aunque ya no
circulen. Aqui es importante aclarar el concepto de clado principal, que ocurre cuando al
menos un clado presenta dos mutaciones que lo distancia de su clado padre, tiene una
frecuencia a nivel mundial del 20% y que sus secuencias se distribuyen de manera
adecuada en el espacio y tiempo (Bedford, y otros, 2025). Por estas razones recurrimos a
esta nomenclatura durante este proyecto, junto con la de OMS.

5.2 Fitness Viral

Durante esta investigacidon un concepto importante a entender es el fitness viral, que es un
concepto muy amplio, recordemos que el fitness desde el punto de vista de la evoluciéon de
Darwin se refiere al éxito que tiene una especie para heredar sus genes a una siguiente
generacion, algo no muy lejano a lo que buscamos evaluar en los virus al momento de
hablar de fitness viral, que se define como: “La capacidad del virus de producir progenie
infecciosa en un ambiente dado”. Evaluandose tres tipos de fitness: replicativo, de
transmision y epidemiolégico (Wargo & Kurath, 2012).
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58.2.1 Fitness Replicativo

Se evalua mediante estudios in vivo e in vitro, donde se infecta modelos animales o
celulares con dos o mas variantes de un virus para determinar cual se replica de manera
exitosa. Esta medida trata de explicar la capacidad del virus para propagarse o replicarse
eficientemente en una célula hospedera (Wargo & Kurath, 2012).

5.2.2 Fitness de Transmision

Mide la efectividad que tiene un virus replicandose dentro de un hospedero y
transmitiéndose a través de sus vectores, para de esta manera llegar a nuevos hospederos
(Wargo & Kurath, 2012).

5.2.3 Fitness Epidemiolégico

Es el que mas nos interesa en este estudio, para entenderlo hay que analizar los cambios
en la composicidon de la poblacién viral (genotipos), junto con su distribucién y prevalencia.
Para ello se puede ejecutar estudios in vivo, pero también se puede recurrir a informacién
como las estadisticas de los virus circulantes durante cierto periodo de tiempo (Wargo &
Kurath, 2012), este ultimo fue el enfoque que siguio este estudio.

6 Metodologiay Técnicas

A continuacién, vamos a detallar la metodologia utilizada durante este estudio:

6.1.1 Muestreo

Para acceder a las muestras de interés, se creé una cuenta en la base de datos del
GISAID, esto permitié acceso a secuencias de todo el mundo, pero los paises de interés
para este proyecto son: Ecuador, Colombia, Brasily México. Considerando que la cuenta
toma cerca de dos semanas en ser aprobada, y una vez que se contd con el acceso se
procedié a familiarizarse con la paginay las herramientas que esta tiene.

6.1.1.1 Busqueda refinada de las secuencias

Para descargar las secuencias disponibles en la base de datos, se ingresa a la pestana
Downloads, y se elige la opcidén Custom selection, esto permite elegir las secuencias del
pais que nos interesa, desplegandose la ventana que se muestra abajo:

Imagen 1. Ventana de busqueda personalizada GISAID

EPI_ISLID [ ]viusname | | EPILSETID [ | m@Complte ®

Location [South America / Ecuador / .. v | Host Human v | [JHigh coverage @
Collection |2[)24,01,(]1 | to |2024,{}6,30 | Submission | | to ‘ | M Low coverage excluded (3
Clade [all v| Lineage | v | Variant | v|  [DWith patient status @

AA Substitutions (3 | v | Nucl Mutations (3 | - | [ Collection date complete (3

[JUnder investigation

Text Search

P

Descripcion: En la imagen se puede observar los filtros a llenar dentro de la ventana de busqueda
personalizada en GISAID para descargar las secuencias de SARS CoV-2 con las que se va a realizar
el proyecto.

A continuacién, se detalla las configuraciones utilizadas en los filtros para los diferentes
paises, junto con comentarios y el total de secuencias recuperadas:
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Tabla 1. Configuraciones utilizadas para descargar secuencias de cada pais

Ubicacion South America/ South America/ South America/ North America/

Ecuador Colombia Brazil/Sao Paulo | Mexico/ Mexico
City

Host Human Human Human Human

Collection date | 2023-10-01to 2023-10-01to 2023-10-01to 2023-10-01 to
2024-09-30 2024-09-30 2024-10-31 2024-10-31

Complete Check Check Check Check

Low coverage Check Check Check Check

excluded

Comentarios

Se mantiene el
filtro general
“Ecuador”
tomando en
cuenta el bajo

Se mantiene el
filtro general
“Colombia”
tomando en
cuenta el bajo

Se colocé como
ubicacioén filtro
Sao Paulo,
tomando en
cuenta que este

Se colocéd como
ubicacion filtro
Mexico Cityr,
tomando en
cuentaqueesla

secuencias
recuperadas al
momento”

ndmero de ndmero de estado contiene | ciudad mas

muestras de muestras de ala ciudad mas poblada de

SARS CoV-2 que | SARS Cov-2 poblada de México, y su

llegan a ser reportadasenla | Brasil, Sao estatus de

secuenciadas en | capital,y Paulo, capital, hace

todo el pais considerando la importante que concentre
diversidad de capital una poblacion
nomenclaturas econdmicade muy
utilizadas por los | Brasil. heterogénea.
investigadores.

Total, 831 313 1155 1039

‘Se debe tomar en cuenta, que la base de datos de GISAID esta en constante curacion, por lo que los
reportes de secuencias variaran con el tiempo, llegando a aumentar su numero (si se reportan
nuevas) o disminuir (si existe algun cambio en estas). Por lo que los numeros reportados aqui pueden
variar.

Descripcion: En la tabla se registra las configuraciones utilizadas para cada pais, en el caso de
México y Brasil se explica por qué geograficamente se eligieron ciertas ciudades o estados. También
el total de secuencias que en al momento de realizar el muestreo se recuperaron de GISAID.

Es importante mencionar novedades que ocurrieron durante el muestreo, en el caso de
Ecuador se dejo el filtro de tiempo original desde el primero de octubre de 2023 al 30 de
septiembre de 2024. Para Colombia el caso fue diferente, se coloco el mismo filtro de
tiempo, pero no existian registros para octubre de 2023, ni para septiembre de 2024. Para
México, se coloco el filtro, pero no habia registros para septiembre y octubre de 2024.
Finalmente, para Brasil, se mantuvo el filtro indicado en la tabla 1, es decir que se incluyd
datos de un mes extra. Esto serd muy evidente en los anexos 3 y 4. En el caso de la
tendencia de las deleciones a lo largo del tiempo, nos limitamos a trabajar con los meses
desde noviembre de 2023 hasta agosto de 2024, para todos los paises. Pero en el caso de
linajes a lo largo del tiempo, se conservaron los meses originales con los que se realizo el
muestreo.
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6.1.1.2 Descarga de las secuencias en un solo archivo
FASTA
Unavez que se concluye la busqueda con los filtros indicados anteriormente, se selecciona
todas las secuencias a la vez y se los procede a descargar. Se generara un documento
comprimido que contiene un documento FASTA con todas las secuencias de los virus y un
archivo TSV con metadata de estos, en donde se nos indicard informacién como la fecha
de recoleccién de la muestra, pais, region de recoleccion, paciente, etc.

6.1.1.3 Trabajando con la plataforma NextStrain
Para realizar el analisis secundario de las secuencias (es decir alinear la secuencia para
identificar variantes y asignar clados), se utilizé la plataforma NextStrain de Nextclade.

Imagen 2. Ventana Plataforma NextClade para andlisis secundario

<« c 23  https:/clades.nextstrain.org & W = 9

&= Nextclade mb Dataset Settings About Citation Docs CLI EN
==
S
;
\
o nt tatinr ino { v v
sienmen itation calling, and sequen

e quality checks

Provide sequence data Selected reference dataset @

Link  Text  Example ~ B ) suggest automatically
Drag &drop files SARS-CoV-2 (XBB)
or folders  ofricial |

<>
=

Change reference dataset

Descripcidn: En la imagen se observa la ventana de NextClade para el anélisis secundario de SARS
CoV-2, en la izquierda se observa el boton para la carga de las secuencias compiladas en un
mismo documento FASTA. A la derecha se observa la seleccion de la secuencia de referencia, en
este caso la secuencia SARS CoV-2 de Wuhan.

Setrabajé conelgenomadereferencia de uno de los primeros virus del SARS CoV-2 aislado
de Wuhan. Posteriormente, se cargd las secuencias de cada pais, analizandolos por
separados, ya que, al tratar de cargar cerca de 2000 secuencias, la plataforma se caia, esto
porque al ser una plataforma anclada en la nube, utilizara los recursos computaciones de
la PC con la que se accede y estos eran limitados. Razén por la cual tampoco se recurrié al
CLI de NextClade (Aksamentov, Roemer, Hodcroft, & Neher, 2021).

6.1.1.4 Alineacién con el genoma de referencia

La plataforma utiliza un algoritmo optimizado de Smith-Waterman, que realizard una
alineacion en parejas, donde se alineara la secuencia de interés (query) con la referencia o
raiz (en este caso la secuencia Wuhan), utilizando un “alineamiento local con banda” que
hace que el algoritmo sea mas rapido. Revisandolo por partes, este algoritmo comenzara
alineando dos secuencias (query y raiz), mas adelante buscara fragmentos idénticos entre
ambas secuencias, estos se los conocera como seads (semillas), y a partir de ellos se
identificara las regiones mas grandes del genoma por las cuales se puede comenzar a
comparar (bandas) (Neher, y otros, 2025).
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Para identificar los seed utilizara el FM-INDEX una estrategia para hacerlo de manera mas
sensible ya que ignorara la tercera letra, esto debido a que muchas mutaciones silenciosas
sinimpacto en la proteina ocurren como consecuencia de un cambio en la tercera letra, de
esta manera se identificara secuencias similares, aunque existan mutaciones genéticas.
Entonces comenzara con la alineacién dirigida a las regiones “banda” del genoma,
aquellas dénde hay una mayor probabilidad de que las secuencias coincidan y con ello de
los sitios en los que ocurre los cambio, en caso de que no lo consiga, ajusta los parametros
y vuelve a intentar. De la comparacion del query y el root, NextClade identificara SNPs,
sustituciones, deleciones, inserciones y si esta anotado en el genoma, cambios en las
proteinas. Y en algunas ocasiones cuando no se tiene claro dénde ocurrié la mutacién o
doénde se ubicara el gap, el algoritmo buscara ubicarlo en dénde tenga mas sentido
bioldgico (Neher, y otros, 2025).

Como resultado, se obtiene un documento CSV con asignacién de clado, llamada de
variantes (sustituciones, deleciones e inserciones de nucleétidos), chequeo de calidad de
las secuencias, cambios en aminoacidos (sustituciones, deleciones e inserciones de
aminoacidos); y otros relevantes para construir arboles como la alineacién de las
secuencias. También en la plataforma de NextClade se puede observar un arbol
filogenético que ha sido construido a partir de un arbol base con el que cuenta NextStrain
y que contiene miles de secuencias globales. Para hacer la alineacién, en este caso, no
solo lo comparara con la secuencia original de Wuhan, sino que también lo compara con
el ancestro comun mas préximo, esto permite entender mejor la historia evolutiva de los
linajes que estamos estudiando (Bedford, y otros, 2025).

6.1.1.5 Trabajando con los llamados de variantes
Una vez que se obtuvo los CSV del analisis secundario de todos los paises, se reservo solo
los datos que tenian un gc overall: Good, este filtro indica que la secuencia:

- No presenta muchas Ns (es decir nucleétidos ambiguos)

- Lasecuencia query se alineé de manera satisfactoria a la referencia

- No presenta una cantidad inusual de mutaciones (lo que podria ser indicativo de
errores de secuenciacion).

- No presentainserciones o deleciones grandes o poco comunes.

Tomado de: (Aksamentoy, y otros, 2025).
En total, tras este analisis las secuencias que se recuperaron de cada pais fueron:

Tabla 2. Secuencias totales que pasaron el filtro de QC

Ubicacion Ecuador Colombia | Brasil México
Secuencias recuperadas de 831 313 1155 1039
GISAID

Secuencias que pasaronel QC | 582 303 937 811

Descripcidn: En la tabla se registra el total de secuencias que se recuperaron y que pasaron el filtro
de calidad después del analisis secundario con la plataforma NextClade.

De manera resumida, es una secuencia confiable, a esto hay que ahadir que solo nos
guedamos con los indices que se generaron al comparar la secuencia query con la raiz o
secuencia de referencia Wuhan, no con los indices que también se nos presentaba al
comparar la secuencia query con el ancestro comun mas préximo (Aksamentoy, y otros,
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2025). Como resultado, de las cerca de 500 columnas del CSV generadas del analisis
secundario, solo se preservaron las siguientes:

- Index

- Date (esta se incluyé del metadata)
- SegName

- Clade WHO

- Clade NextStrain

- Qc. Overall

- Totaldeleteions

- Totalinsertions

- Totalframe

- Coverage

- Deletiones (Nucledtidos)
- Insertions (Nucledtidos)
- FrameShift

6.1.1.6 Analizando las deleciones e inserciones

Una vez que nos quedamos con las secuencias de interés, se revisé a las inserciones y
deleciones que se llamaron en las secuencias en cada periodo de tiempo, por meses. Se
identificé sesenta y siete tipos de deleciones y doce tipos de inserciones entre todas las
secuencias de los cuatro paises. Mas adelante, se procedié a clasificarlas segun los sitios
donde ocurrian dentro del genoma de SARS CoV-2, esto con el objetivo de identificar su
potencial efecto dentro de la transcripcién o replicacidn del virus (para revisar en mayor
detalle ir al Anexo 1y 2). Aqui, cabe mencionar que se utilizé el genoma del SARS CoV-2
Wuhan-Hu-1 (NCBI Reference: NC_045512.2), para poder construir las tablas y ubicar los
eventos de delecion.

Después se tomaron decisiones con relacion al manejo de informacién, para realizar
analisis descriptivos sobre la tendencia y ocurrencia de estos eventos de INDELS nos
centramos en aquellos que tenian unaincidencia mayor, no fue una decisién arbitraria sino
mas bien utilitaria para mas adelante revisar bibliografia sobre reportes de estos indels y
efectos en el fitness (se detallara mas adelante). Entonces de las 67 deleciones
identificadas, se conservd 10; y de las 12 inserciones se conservé 2. En ambos casos se
procedié a colocarles un “alias”, que esta conformado por una letra del alfabeto y la regién
gendmica en la que ocurren para de manera mas sencilla poder identificarlos.

Por otro lado, también al indagar en profundidad sobre estos eventos, se comprendié que
no solo es importante analizar el evento de manera individual, sino en la perspectiva de la
regién gendmica donde estos ocurren, dado que existiran regiones que por la proteina que
generan o por la funcién que desempefan en la regulacion genética del virus tendran una
mayor o menor tolerancia a mutaciones, deleciones e inserciones. Es aqui donde si
recurrimos a la totalidad de los eventos ocurridos en cada regién, para realizar un calculo
de frecuencias y una prueba estadistica que nos permita identificar efectivamente si existe
una relacién entre la ocurrenciay el sitio.

6.1.1.7 Analisis terciario de estas variantes
A continuacién, después de recuperar las 10 deleciones y las 2 inserciones, y revisar sus
reportes en internet sobre un efecto en el fitness, el proyecto tomd dos perspectivas
diferentes. Si bien ambas perspectivas partieron de buscar reportes en el internet de
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eventos donde se ha reportado que dichas deleciones/inserciones afectan el fitness del
virus, ya sea influyendo es la transmisibilidad, gravedad en la enfermedad, eficiencia en los
tratamientos disponibles o respuesta inmune. Para las deleciones, si habia reportes de
estos eventos de delecidon ocurriendo en los nucledtidos, e incluso de su presencia en
VOCs. Pero en el caso de las inserciones de nucledtidos, fue mas complejo, pues por el
momento no hay reportes de eventos nucleotidicos de insercién puntual con efecto en el
fitness, pero side inserciones de aminoacidos causados por multiples eventos de insercion
de nucledtidos en un regién determinada del genoma que si presentaban efectos en el
fitness, es decir que estos eventos presentaban relevancia cuando ocurren en una region.
Esto se analiza mas adelante en la discusion.

Posteriormente, y a partir de la perspectiva de que estos eventos de delecién podrian
ocurrir o heredarse en conjunto, se procedié a analizar las tendencia de los eventos a lo
largo deltiempo (Anexo 3), y observar tendencias. En este caso de observa que los eventos
de delecion F, G, Ty M presentan una tendencia similar, lo que seria un indicativo de que
hay una alta probabilidad de que al heredarse en conjunto ofrezcan ventajas adaptativas al
virus, ya que han prevalecido a lo largo deltiempo, y a pesar de las transiciones entre linajes
algo que también se observa en el Anexo 4, dénde se evidencia que en la mayor parte de
casos los linajes del 2023 (caracterizados por el prefijo 23) fueron reemplazados en su
totalidad por los linajes del 2024, particularmente 24A. También, tomando en cuenta solo
la informacién de las secuencias de Ecuador se procedié a analizar la ocurrencia en
conjunto de las deleciones como se observa en el grafico 3 con el mapa de calor. Aqui,
también se identifica que con una frecuencia mayor a 300 secuencias los eventos de
delecidon mencionados anteriormente (F, G, Ty M) ocurren en conjunto.

Otra tendencia que se observa es entre las deleciones Q, P, Vy K; que al comparar con el
mapa de calor tiene una frecuencia menor a 300, y que tenderdn a ocurrir en gran
frecuenciaconF, G, Ty M; pero no entre ellas; algo que podriaindicar que su rolen el fitness
no es claro.

Finalmente, |y S no presentan unatendencia clara de ocurrencia, aligual que su ocurrencia
en conjunto con las otras deleciones es de menor a 100 eventos. En el caso de |, esta surge
en 2024, lo que es muy interesante para un futuro, ya que puede ser una delecién que surgio
al azar pero que si presenta alguna ventaja se podria llegar a fijarse en la poblacion. En el
caso de S, su comportamiento un poco mas erratico con subidas y bajadas podria indicar
que es neutral a la evolucion.

6.1.1.8 Analisis de linajes

A la par que se recuperaba la informacién sobre las inserciones/deleciones en cada
periodo de tiempo para cada pais, se procedid a registrar la informacion de los linajes
reportados (en nomenclatura NextStrain), para mas adelante también poder realizar un
analisis en tendencia de como estos iban cambiando a lo largo del tiempo. Finalmente,
para poder entender como ocurria la transicién entre linajes se realizé un arbol filogenético
utilizando NextClade, ya que buscabamos una aproximacién mejor, tomando en cuenta
que este cuenta con un arbol base que trabaja con secuencias a nivel mundial.

6.1.1.9 Agrupacion por regiones genémicas
Mas adelante, se tomo un enfoque final, el de agrupar los eventos de delecidn e insercidn
por regiones gendmicas, para calcular un indice de frecuencia. Para ello se calculé lo
siguiente: longitud, eventos totales y frecuencia.
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Longitud = |Coordenada superior — coordenada inferior| + 1

Se suma1 considerando que en teoria se cuenta nucledétido por nucleétido para determinar
la longitud.

Eventos totales = (suma de los eventos reportados en la region de todos los paises)
Para calcular la frecuencia utilizamos la siguiente férmula sencilla:

Eventos totales

Frecuencia = -
Longitud
Esto nos permite obtener la frecuencia con la que ocurrira un evento de delecién o
insercion por regidn gendmica, considerandose frecuencias altas, aquellas que son
mayores a 1. En el caso de frecuencias, el indice fue alto para delecion S, N y 3UTR.
Mientras que, para inserciones, seria S.

6.1.1.10 Analisis estadistico Kruskal Wallis

Serealizé el analisis no paramétrico estadistico Kruskal Wallis, ya que los datos con los que
estamos trabajando (Tabla 5 y 6), no cumplen con los supuestos de ANOVA,
independencia, homocedasticidad y distribucién normal (para las frecuencias). También
gue permitira comparar las medianas de las observaciones dentro de cada grupo
independiente, en este caso de las regiones del genoma. Para de esta manera determinar
si existe una diferencia estadisticamente significativa entre las frecuencias de delecidn
para cada una de estas regiones (Amat, 2016).

6.1.1.11 Arbol filogenético

Para comprender cdmo ocurria la evolucion de linajes de SARS CoV-2 a lo largo del tiempo
dentro de los cuatro paises de interés. Se tomo al azar 250 linajes de Colombia, 250 de
Brasil y 250 de México. Junto con todas las secuencias de Ecuador. Y se trabajé con
NextStrain, porque su arbol base que cuenta con informacién globaly de amplios periodos
de tiempo que la hace ideal para realizar aproximaciones.

7 Resultados

Se analizé la informacién secundaria generada a partir de NextClade de las 2633
secuencias de SARS CoV-2 de los cuatro paises en estudio, identificAndose sesentay siete
eventos de deleciodn, estos se redujeron a 10 que hemos considerado relevantes por la alta
frecuencia que presentan dentro de las poblaciones en analisis, y se los escogié para
analizar a profundidad. Cabe mencionar que se les colocé alias que permiten una
identificacién mas sencilla.
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Tabla 3. Eventos relevantes de delecion nucleotidica por region genédmica

Deleciones

L L . Secuencias
Region | Coordenadas Ubicacion Alias ECc IMx |Bz lco
5UTR 1 265
ORF1a |266 13,468 |11288-11296 F-ORF1A 582 | 811 |937 |293
ORF1b |13,468 |21,555
21633-21641 G-S 519 | 771 |889 |292
21653-21655 I-S 22 100 |84 |41
21765-21770 K-S 288 | 708 |581 |151

S 21,563 25,384 21992-21994 M-S 579 | 768 [921 |291
22194-22196 P-S 282 | 737 |592 |173
23009-23011 Q-S 228 | 699 |537 |160

ORF3a [25,393 |26,220

E 26,245 |26,472

M 26,523 |27,191

ORF6 27,202 |27,387

ORF7a 27,394 |27,759

ORF7b |27,756 |27,887

ORF9 28,284 |28,577 |28254 S-ORF9 24 15 |33 |7

N 28,274 29,533 |28362-28370 T-N 580 | 797 |936 |263

ORF10 |29,558 |29,674

3UTR 29,675 |29,903 |29734-29759 V-3UTR 545 | 731 |793 |216

Descripcion: En la tabla se puede apreciar las diez deleciones mas frecuentes que superan las 20
secuencias porlo menos en dos paises, junto con un alias que esta compuesto por una letra del
alfabeto y el gen dénde ocurren. Estas 10 deleciones se evaluaran bibliograficamente, y evidenciar
si efectivamente existen reportes sobre impacto en el fitness viral de SARS CoV-2.

En el caso de los eventos de insercidn, se realizd lo mismo, quedandonos con aquellos
eventos que presentan una alta frecuencia dentro de las poblaciones de estudio.

Tabla 4. Eventos relevantes de insercion nucleotidica por region genémica

‘ Inserciones

Secuencias
EC MX BZ co

Region | Coordenadas | Ubicacidn | Longitud | Alias

5UTR 1 265
ORF1a| 266 |13,468
ORF1b | 13,468 | 21,555

S 21,563 (25,384 21,608 12bp |Ains-S| 185 662 558 93
ORF3a | 25,393 | 26,220

E 26,245 26,472

M 26,523 27,191
ORF6 | 27,202 |27,387
ORF7a | 27,394 | 27,759
ORF7b | 27,756 | 27,887

18



ORF8 |27,894|28,259
ORF9b | 28,284 | 28,577
N 28,274 29,533

3UTR | 29,675 (29,903
Descripcion: En la tabla se puede apreciar la Unica insercion relevante, ya que tiene una frecuencia
elevada para los cuatro paises.

Para que la informacién sea mas digerible se procedio a calcular un indice de frecuencia
de deleciones e inserciones para las regiones gendmicas.

Tabla 5. Frecuencia deleciones por region

Regién

Coordenadas

Deleciones

Longitud

Eventos totales

Frecuencia

ORF1a 266 13,468 13,203.00 2,682.00 0.2031
S 21,563 25,384 3,822.00 10,446.00 2.7331
ORF3a 25,393 26,220 828.00 2.00 0.0024
ORF6 27,202 27,387 186.00 3.00 0.0161
ORF7a 27,394 27,759 366.00 4.00 0.0109
ORF7b 27,756 27,887 132.00 5.00 0.0379
ORF9 28,284 28,577 294.00 85.00 0.2322
N 28,274 29,533 1,260.00 2,580.00 2.0476
3UTR 29,675 29,903 229.00 2,295.00 10.0218

Descripcidn: La tabla presenta los indices de frecuencia de un evento de delecién por region
gendmica, lo que observamos es que existen solo 3 regiones que presentan una frecuencia alta S, N
y UTR.

Para realizar el andlisis de Kruskal Wallis, no se tomé en cuenta los valores de cero, es decir
aquellos en los que no ocurrieron eventos de delecidn, por dos motivos, primero porque
hay una explicacién biolégica detras de esto, y porque estos valores extremos pueden
afectar el poder estadistico de la prueba.

Imagen 3. Resultado Analisis Kruskal-Wallis para frecuencia de deleciones

Kruskal-Wallis rank sum test
data: Frecuencia by Region

Kruskal-Wallis chi-squared = 9, df =9, p-value = 0.4373

Descripcidon: En la imagen se observa el resultado del analisis de la prueba estadistica no
paramétrica Kruskal Wallis, ejecutada en R. En este caso no existe suficiente evidencia estadisticas
para aceptar la hipdtesis nula ya que el valor de p es mayor a 0.05. Por tanto, la prueba nos estd
indicando que no existe un diferencia estadisticamente significativa entre la frecuencia para las 10
regiones gendmicas analizada. No obstante, el valor p alto podria ser un indicador de que la prueba
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ha perdido poder estadistico debido a los valores tan extremos que presentamos para algunas
regiones (Ej. ORF3a) que poseen pocos eventos de delecion, frente a otros como S que acumulan
miles. Por tanto, se va a buscar el efecto biolégico tras de estas observaciones.

Taly como se hizo con la frecuencia por regiones de delecidn, para frecuencia por regiones
de insercién, no se considerd valores outliners de cero, para poder realizar el calculo de
Kruskal- Wallis, quedandonos solo con seis valores para el analisis.

Tabla 6. Frecuencia inserciones por region

Inserciones
.. . Eventos
m
ORF1b 13,468 21,555 |3,822 1.00 0.0003
S 21,563 25,384 |828 1,525.00 1.8418
ORF3a 25,393 26,220 |228 1.00 0.0044

| \
| \

| \
| |
| \

3UTR 29,675 29,903 |229 2.00 0.0087

Descripcion: La tabla presenta los indices de frecuencia de eventos de insercion por region
gendmica, lo que observamos es que existen solo 1 region que presentan una frecuencia alta S.

Imagen 4. Resultado Anélisis Kruskal-Wallis para frecuencia de inserciones

Kruskal-Wallis rank sum test
data: Frecuencia by Region

Kruskal-Wallis chi-squared = 5, df =5, p-value = 0.4159

Descripcidon: En la imagen se observa el resultado del andlisis de la prueba estadistica no
paramétrica Kruskal Wallis, ejecutada en R. Ya que el valor de p es mayor a 0.05 no se puede aceptar
la hipotesis de que existe una diferencia estadisticamente significativa entre la frecuencia de
delecidn para las 6 regiones genémicas. No obstante, este valor tan alto podria ser un indicador de
que la prueba ha perdido poder estadistica debido a los valores tan extremos que presentamos para
algunas regiones (Ej. ORF9) que presentan eventos bajos de delecidn, frente a otros como S que
acumulan miles. Por tanto, se va a buscar el efecto bioldgico tras de estas observaciones.

También, para tener una representacién grafica de estas frecuencias de insercién vy
delecion se realizé un grafico de barras, que nos permite visualizar de manera sencilla las
regiones gendmicas mencionadas anteriormente, y que registran altas frecuencias.
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Figura 1. Frecuencia de deleciones por region: En el grafico se aprecia las regiones gendmicas que
presentan una mayor frecuencia de delecion: 3UTR, gen S y gen N; estos presentan un indice de
frecuencia mayor a 1, aqui representado con la linea punteada. En la discusion se va a buscar la
explicacion evolutiva detras de esto.
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Figura 2. Frecuencia de inserciones por region: En el grafico se aprecia la region gendmica que
presenta una mayor frecuencia de insercion: gen S. Este presenta un indice de frecuencia mayor a

1, aqui representado con la linea punteada. En la discusidn se va a buscar la explicacién evolutiva
detréas de esto.
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Figura 3. Mapa de calor ocurrencia de deleciones. En este grafico se observa la ocurrencia a la
deleciones, algo que se puede interpretar las veces que estas deleciones se heredaron en conjunto.
Se puede observar que F, G, My T; ocurren en conjunto con una frecuencia mayor a 400 secuencias.
Mientras que Q, P, Vy K si bien ocurren muy frecuentemente con F, G y M (aproximadamente 300
secuencias) no con T (menor o igual a 100 secuencias), ni entre ellas. Finalmente, | y S presentan
una frecuencia baja menor a 100 secuencias, pero se las menciona por su presencia alta.

8 Discusion

Tras revisar los resultados (que también se extienden a los anexos), tenemos los siguientes
hallazgos, que se discutiran a continuacién. Primero, tras revisar los indices de frecuencia
de delecion e insercidn se logrd identificar regiones gendmicas que presentan una alta
tolerancia a los eventos de delecidn e insercidn, mientras que otras una baja toleranciay
otras nula. Segunda, que de los diez eventos de delecidn que se consideraron relevantes
existen algunos que parecen heredarse en conjunto, y otros cuyo comportamiento es mas
complicado de comprender. A continuacién, revisaremos las explicaciones biolégicas
detras de estos hallazgos, ya que las prueba estadistica utilizada no fue informativa.

Para comenzar, analizaremos la relacion entre las regiones gendmicas y la tolerancia a
eventos de inserciéon y delecién, como se observa en el grafico 1y 2; las regiones mayor
tolerancia a las deleciones son 3UTR (presenta en indice mas alto), gen Sy gen N; y
tolerancia a inserciones el gen S. Mientras que las que presentan intolerancia a deleciones
son 5UTR, gen E, gen My ORF10 (Tabla 5). En el caso de las inserciones: 5UTR, ORF1A, gen
E, gen M, regidon genémica, ORF7a/b, ORF10y gen N.

Comenzaremos, analizando elrol de cuatro regiones que se repiten en ambos casos 5UTR,
gen M, gen E y ORF10; y que parecen tener una tolerancia cero a eventos de delecién e
insercion. En el caso del 5UTR, no lo podemos analizar sin su “contraparte” el 3UTR que en
este caso presenta un comportamiento totalmente opuesto, con una alta tolerancia a las
deleciones. Ambos no generaran productos proteicos, pues el rol que desempenan dentro
del virus es de regulacion de la traduccién y patogénesis. En el caso del 5UTR, esta
altamente conservado dentro de la familia de los Betacoronaviridae, ya que regula la
transcripcién de la poliproteina del ORF1a/b, fundamental para el ciclo viral. Por otro lado,
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el 3UTR generara estructuras secundarias de tipo tallo y bucle que desempefnan roles
importantes en la transcripcion y replicacion. Si bien a grandes rasgos pareceria imposible
que en esta regidon ocurran deleciones, hay estudios que identifican una region
hipervariable en este UTR (comun en los betacoronaviridae) (Verma, y otros, 2021).
Ademas, que se ha identificado de una regién s2m (Steam loop Il motif) que, pese a que se
la mutd o vario, la funcionalidad del 3UTR no se vio afectado (Jiang, y otros, 2023). Por lo
gue podria decirse que esta region tiene alta tolerancia a eventos de delecidn ya que estos
al ocurrir en sitios clave no lo afectaran. Si tiene una ventaja evolutiva, la delecién en este
sitio, se analizara mas adelante.

Continuaremos con el gen E y M; la baja tolerancia de ambas se debe a que codificaran
para proteinas estructurales fundamentales para el ciclo del virion del SARS CoV-2, ya que
induciran la formacion de la membrana que se requiere para liberarlas y ensamblarlas; es
decir que una delecion que llegue a afectar estas proteinas y por tanto este proceso tan
delicado en el ciclo del virién, es mortal, por esto experimentan una presién evolutiva tan
alta (Zhou, y otros, 2023).

Por otro lado, en el caso del ORF10, este codifica para una proteina que contiene 38
aminodacidos, cuya funcién no es del todo clara, pero que se creia desempefiaba un rol
importante durante la infeccion primaria. En un estudio ejecutado por Liy otros en el 2022
efectivamente se identifico que induce la mitofagia lo que lleva a la degradacion del MAVS
(sefalizacion antiviral mitocondrial) bloqueando la respuesta del interferéon 1, y con ello
inhibiendo la respuesta primaria del sistemainmune del hospedero. Por lo que una falla en
esta proteina implicaria que el virus no realice una infeccién ni replicacién exitosa (Li, y
otros, 2022).

En el caso de las otras regiones gendmicas, que poseen eventos ocasionales de deleciéon o
insercion como el ORF6, ORF9y ORF3a, estos eventos podrian ser neutrales a la evolucion,
es decir que ocurrieron al azary que al no presentar un efecto ni positivo ni negativo para el
virus no se fijaron pero que eventualmente se eliminaran (Jeronimo, Aksenen, Duarte, Lins
, & Miyajima, 2024).

En el caso de las regiones con alta frecuencia de deleciones el 3UTR ya se revisd que
ocurre, a continuacion, se revisara lo que pasé enelgenSygen N. Elgen S, codifica parala
proteina estructural spike, la mas importante para el virus, ya que es la que permite la
entrada hacia las células para que comience la infeccion. En el caso de los humanos, se
une al receptor ACE2, para que se fusionen las membrana. Las inserciones/deleciones en
este gen, aumentaran la transmisibilidad y la evasién al sistema inmune, un rasgo que ha
sido muy caracteristico de los linajes de Omicron, entonces las deleciones alias G, K, M, P
y Q; estan relacionados con una mejora en el fitness, lo que explica porque su persistencia
heredandose en conjunto como lo muestra el grafico 3.

Continuando el hilo con este hallazgo mutaciones que parecen heredarse en conjunto, se
revisé informacién que respalde esta presuncioén, y se encontré un articulo del 2023 que
relata que existen siete deleciones que ocurren muy cominmente en los linajes de
Omicron. Estas son 11,288/11,296 (F-ORF1a); 21,633/21,641 (G-S); 21,765/21,770 (K-S):
21,992/21,994 (M-S); 22,194/22,196 (P-S); 28,362/28,370 (T-N) y 29,734/29,759 (V-3UTR)
(Akaishi & Fujiwara, 2023). También se procedié a analizar el comportamiento de las
deleciones a lo largo del tiempo (Anexo 3.) para identificar alguna tendencia particular, y
efectivamente se observa que F, G, Ty M comparten tendencia en los cuatro paises.
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F es la delecidon con un origen mas antiguo aproximadamente 2020, se ha fijado desde las
VOCs Gammay Alpha. En el otro lado, tenemos a G que es una delecion de un origen mas
reciente (data del 2022) y que solo estara presente en los linajes derivados de Omicron
(Akaishi & Fujiwara, 2023). Entonces, podriamos decir que F y G efectivamente presentan
una ventaja evolutiva para el virus. Para ello se reviso la delecién que ocasionaran dentro
de la secuencia de aminoacidos F (del ORF1a:S3675:G3676:F3677) y G (del S:AH69/V70).

Por otro lado, en el caso de T este se originé junto con Omicron, manteniéndose a lo largo
de los linajes. También se revisé el cambio en aminoacidos que generaria esta delecion,
este seria del N: E31:R32:S33. Y en el caso de M del S:N211. Hay un articulo en el que se
reporta que estos eventos de delecién ocurren cominmente en los linajes de Omicron
conocidos como JN.1 (Nomenclatura Pango) y que comprenden la mayor parte de linajes
23y 24 en nomenclatura NextStrain (Kumar, 2024). Y que también ocurrirdn junto con la
insercién que identificamos como relevante en S, ya que esta genera un producto, la
ins16MPLF, que funciona muy bien en conjunto, ya que compensara los efectos negativos
que puedan tener las deleciones (Meng, y otros, 2021).

También, durante los primeros estudios que se hizo de esta insercion presente en el
sublinaje de Omicrén, BA.2.86 conocida como pirola, se considerd que podria desempenar
un rol importante en la evasién inmunitaria (Rothstein, y otros, 2023). Ademas, que hay
reportes de que estainsercion (incluso en la secuencia de aminodacidos) no es identificada
por los pipelines bioinformaticos disponibles (WHO, 2024).

Por otro lado, las cuatro deleciones que presentan un patrén divergente de frecuencia, y
que se alinea con lo que observamos con los linajes y su permanencia son: K, P, Qy V. En
el caso de la delecién K, que, si bien ocurriracon F, My G, no lo harda con Vy T, aqui es
importante mencionar que esta guarda un origen evolutivo con alfa, es decir que esta
delecion estara presente en los sublinajes de Omicron identificados como 23A y 23F que
en el caso de Ecuador (datos a los que corresponde el heatplot) presenté un pico en los
meses de octubre a febrero de 2023 (un comportamiento que también se observa en los
otros paises). Este declive nos lleva a pensar que V si bien presenté en su momento una
ventaja evolutiva, fue relegada por otros eventos. M se origind a la par con K, no obstante,
esta muestra persistencia, lo que nos lleva a pensar que en el ambiente actual M, tiene una
mayor ventaja evolutiva que K. Enrelacién aVy T, estas se originaron con el clado Omicron,
pero su baja incidencia, nos lleva a pensar que su rol en el fitness todavia no es claro, lo
mismo para Q (Akaishi & Fujiwara, 2023). Finalmente, | y S que son las deleciones con un
comportamiento mas atipico, no tienen reportes en literatura sobre impacto en el fitness,
porque en base a su comportamiento, en el Anexo 3, se podria intuir que | es muy reciente
por lo que falta datos para poder intuir su influencia en el fitness; mientras que S, al tener
una tendencia mas oscilante, se podria decir que su efecto en el fitness es neutro.

Algo que también llamo nuestra atencidn es la mayor prevalencia de eventos de delecién
sobre eventos de insercién, y algunos investigadores sugieren que esto responde a una
tendencia que se ha observado en el SARS CoV-2 y otros Betacoronavirus, de reducir el
tamano de su genoma para disminuir el gasto energético que representa la retro
transcripcién de estos elementos, algo comun en genes codificantes para proteinas no
estructurales como: ORF3, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8a, y ORF8b (Jeronimo, Aksenen,
Duarte, Lins, & Miyajima, 2024).
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9 Conclusiones y recomendaciones

Se concluye que las regiones que presentan alta tolerancia a las deleciones/inserciones
gen N y gen S, brindaran una mayor plasticidad al virus, y le permitirdn adaptarse a
ambientes altamente variables (como los cuatro paises estudiados) pues al codificar
proteinas que se unen a la superficie de la célula humana le permitiran al virus adaptarse
a cambios generados por eventos como las vacunas, o la inmunidad adquirida. En el caso
de 3UTR, este tiene una regién altamente variable y otra que tolerara la ocurrencia de este
tipo de deleciones y que por el momento se podria considerar como probablemente con
impacto positivo en el fitness.

En cuanto a las deleciones de manera individual, la deleciones aliasF, G, Ty M junto conla
insercion A, han demostrado que tienden a heredarse juntos dentro de los linajes de
Omicron, y en conjunto se ha evidenciado que tienen un impacto positivo en el fitness del
virus, razén por la cual han permanecido desde los linajes 23A/23F/23G hasta los mas
recientes 24A. Por otro, lado el rol de las deleciones |y S, no es claro, para | al ser muy
reciente es dificil de determinar, y en el caso de S su tendencia divergente, nos lleva a creer
que tiene un impacto neutro dentro de la evolucién. Por otro lado, para las deleciones alias
K,V, PyQ, parece que también se heredan en conjunto, pero al tener una frecuencia menor
es dificil de comprender su impacto en el fitness del virus.

Referente al uso de NextClade para realizar analisis secundario, se concluye que su uso es
altamente recomendado, pues es una herramienta con amplias funcionalidades que
pueden facilitar estudios con relacion al virus del SARS CoV-2 y su diversidad genética.
También, al ser de cdodigo abierto y trabajar con la base de datos global de GISAID, nos
permiten tener mejores aproximaciones en cuanto al comportamiento global del virus. Se
recomienda que para analisis mas complejos o mas especificos, se puede trabaje con la
version CLI de NextClade, la misma que serd mas poderosa al trabajar con linea de
comando.

Para futuros estudios, se recomienda también incluir la informacidn de las deleciones en
la secuencia de aminoacidos ya que, trabajar con la delecién en la secuencia de
nucledtidos representd un reto muy importante, esto ya que dependiendo del genoma del
virus del SARS CoV-2 que se tome de referencia, las coordenadas para las deleciones
pueden cambiary variar muchisimo, lo que nos puede llevar a hallazgos no esperados, o a
no encontrar informacion que pueda ser relevante, pues la mayor parte de investigadores
toman la secuencia de aminoacidos (Rothstein, y otros, 2023). Esto tomando en cuenta
que su relacion con la funcionalidad de la proteina es mas facil de vislumbrar trabajando
con la secuencia de aminoacidos. También, y otra recomendacion, esta informacién nos
permitird realizar simulaciones y llevar a predicciones en relacién con como se vera
afectada la funcionalidad de las proteinas por estas deleciones.

Otra recomendaciéon es indagar sobre otras pruebas estadisticas que sean menos
sensibles a valores extremos, y que sean mas adecuados para este tipo de eventos
genéticos. Ya que en este caso Kruskal Wallis, parece a ver sido afectado por los valores
extremos.
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11 Anexo 1. Eventos de delecion totales

Tabla 7. Eventos de delecidn totales identificados en los cuatro paises

Deleciones

Region

Coordenadas

Ubicacion

Secuencias

EC

MX BZ

Cco

5UTR

265

ORF1a

266

13,468

425-427

506-511

509-520

509-523

510-518

512-517

515-520

| == O

516-518

518-520

519-524

521-523

686-694

1431-1433

Al =N

3161-3163

3333-3335

4880-4882

6656-6679

8562-8564

9761-9763

11288-11296

582

811 937

293

ORF1b

13,468

21,555

21,563

25,384

21632-21640

21633-21641

519

771 889

292

21635-21643

21653-21655

22

100 84

41

21655-21657

14

21765-21770

288

708 581

151

21990-21995

21992-21994

579

768 921

291

21993-21998

21995-21997

22101-22115

22115-22120

22115-22129

22194-22196

282

737 592

173

23004-23006
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23009-23011 228 699 537 160

ORF3a 25,393 26,220 26155-26157 1
25423-25431 1

E 26,245 26,472
26513-26520 2

M 26,523 27,191

ORF6 27,202 27,387 27373 1
27265-27291 1
27293 1

ORF7a 27,394 27,759 27601-27625 1
27700-27702 1
27571-27594 1
27568-27580 1

ORF7b 27,756 27,887 27792-27794 1 2
27879-27880 1
27795-27797 1

ORF8 27,894 28,259 28254 24 15 33 7
28090-28095 5
28151-28152 1

N 28,274 29,533 | 28240-28245 1
28242-28251 1
28344-28352 1
28362-28370 580 797 936 263
28365-28370 1

ORF10 29,558 29,674 29564-29565 1

3UTR 29,675 29,903 29680
29682-29683 3
29711 1
29726-29729 1
29728-29776 1
29728-29766 1
29733-29758 1 1
29734-29759 545 731 793 216
29819-29821 1

Descripcion: En la tabla se puede observar todas las sesenta y siete deleciones identificadas en
todas las secuencias de SARS CoV-2 de los cuatro paises. Se observa la region gendmica (junto con
el gen) en la que ocurre, su ubicacion dentro del genoma y la secuencias identificadas para cada
una de estas.
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12 Anexo 2. Eventos de insercion totales

Region Coordenadas Ubicacion Secuencias
EC MX Bz co

ORF1a 266 13,468

ORF1b 13,468 21,555 14,376 1
21,608 185 662 558 93
21,610 2

S 21,563 25,384 21,613 22
22,204 1
22,304 2

ORF3a 25,393 26,220 25,701 1

E 26,245 26,472

M 26,523 27,191

ORF6 27,202 27,387 27,298 1

ORF7a 27,394 27,759

ORF7b 27,756 27,887

ORF8 27,894 28,259 28,065 !
28,250 3 1 7

ORFSb 28,284 28,577

N 28,274 29,533
29,758 1
29,889 1

Descripcion: En la tabla se puede observar todas las doce inserciones identificadas en todas las
secuencias de SARS CoV-2 de los cuatro paises. Se observa laregién gendmica (junto con el gen) en
la que ocurre, su ubicacién dentro del genomayy la secuencias identificadas para cada una de estas.
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13 Anexo 3. Tendencia a lo largo del tiempo deleciones mas frecuentes
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9.
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Figura 4. Tendencia de deleciones a lo largo del tiempo. En el caso de la delecion F, G, Ty M se observa una tendencia similar de ocurrencia: 1,2,3y
4. Lo mismo para las deleciones Q, P, Vy Kcomo se observaen 5, 6, 7 y 8. Por otro lado la delecidn | (9) este recién aparecera entre mayo y agosto de

2024, con un pico que similar al que se observa tanto en el primer grupo como en el segundo. Finalmente, la delecion S (10) no muestra una
tendencia similar a ninguno de los otros grupos, lo que se va a analizar en la discusion.
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14 Anexo 4. Tendencia de linajes a lo largo del tiempo

ECUADOR BRASIL
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Figura 5. Tendencia de linajes a lo largo del tiempo. En este grafico observamos la tendencia de ocurrencia de los linajes para cada pais. En 1, la
tendencia en Ecuador se observa una transicion entre 23F/23Ay 24A; con pequefios picos de 24B. En 2, Brasil, se observa un cambio entre 23A/23G
con 24A/24E. En 3, México, se observa predominancia de 24A, con picos delante de 24B, 24C y 24G. Finalmente, en 4, Colombia, se observa
predominancia de 24A, una ligera transicion desde 23F, y picos en 2024 de 24B y 24G.
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15 Anexo 5. Arbol filogenético SARS CoV-2

Filtered to [New (1580)[@ || [ ) [good (1244 @ 5 -

Phylogeny Q E RESET LAYOUT
Clade A

B 2zr B 23

B 23 [7] 24n

B 238 [] 248

] 23D [ 24c

B 23e [ 24€

B 23F B 24F

] 236 B 26

] 23H | | recombinant

Alpha
80 100 120 140

Mutations

Figura 6. Arbol filogenético de secuencias de SARS CoV-2. En el arbol filogenético generado por NextStrain, se observa un clado monofilético que
surge a partir de 24A, y engloba a todos los linajes que se originaron en 2024 y 2025. Y el 24A parte de un clado 23l, con el que compartirdn mas
similitud. Mientras que linajes de Omicron 23A/ 23F y 23G comparten un clado, y una mayor similitud con el VOC Alfa. Algo que se revisara en mayor
detalle en la discusion.
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