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Resumen:

Actualmente estamos siendo testigos de una gran epidemia causada por el nuevo coronavirus 2019
(2019- nCoV). La evolucion del 2019- nCoV sigue siendo esquiva. Encontramos 4 inserciones en la
glicoproteina de pico (S) que son tnicas del 2019-nCoV y no estan presentes en otros coronavirus. Es
importante que los residuos de aminoacidos en las 4 inserciones tengan identidad o similitud con los del
VIH-1 gp120 o VIH-1 Gag. Curiosamente, a pesar de que las plantillas son discontinuas en la secuencia
de aminodcidos primarios, el modelo tridimensional del 2019-nCoV sugiere que convergen para
constituir el sitio de union del receptor. El hallazgo de 4 inserciones unicas en el 2019-nCoV, todas las
cuales tienen identidad/similitud a los residuos de aminoacidos en las proteinas estructurales clave del
VIH-1 es poco probable que sea de naturaleza fortuita. Este trabajo proporciona conocimientos aun
desconocidos sobre el 2019-nCoV y arroja luz sobre la evolucion y la patogenicidad de este virus con
importantes implicaciones para el diagndstico del mismo.

Introduccion

Los Coronavirus (CoV) son virus de ARN de sentido positivo de una sola cadena que infectan a
animales y humanos. Se clasifican en 4 géneros basados en la especificidad de su huésped:
Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Deltacoronavirus y Gammacoronavirus (Snijder et al., 2006). Hay
siete tipos conocidos de CoV que incluyen el 229E y el NL63 (Genus Alphacoronavirus), el OC43, el
HKUI, el MERS y el SARS (Genus Betacoronavirus). Mientras que la 229E, la NL63, la OC43 y la
HKU1 infectan cominmente a los seres humanos, el brote de SARS y MERS en 2002 y 2012
respectivamente se produjo cuando el virus pasé de los animales a los seres humanos causando una
importante mortalidad (J. Chan et al., s.f.; J. F. W. Chan et al., 2015). En diciembre de 2019, se informo
de otro brote de coronavirus en Wuhan (China) que también se transmitié de animales a humanos. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha denominado temporalmente a este nuevo virus como
Coronavirus 2019-novel (2019-nCoV) (J. F.-W. Chan et al., 2020; Zhu et al., 2020). Aunque hay varias
hipotesis sobre el origen de 2019-nCoV, la fuente de este brote en curso sigue siendo esquiva.
Las pautas de transmision de 2019-nCoV son similares a las pautas de transmision documentadas en los
brotes anteriores, incluso por contacto corporal o por aerosol con personas infectadas con el virus.

Se han recibido informes de casos de enfermedades leves a graves y de muertes por la infeccion en
Wuhan. Este brote se ha extendido rapidamente a naciones distantes como Francia, Australia y Estados
Unidos, entre otras. El nimero de casos dentro y fuera de China estd aumentando considerablemente.
Nuestra comprension actual se limita a las secuencias del genoma del virus y a modestos datos
epidemiologicos y clinicos. Un andlisis exhaustivo de las secuencias de nCoV disponibles en 2019
puede proporcionar importantes pistas que pueden ayudar a avanzar en nuestro conocimiento actual para
gestionar el brote en curso.

La glicoproteina de espiga (S) del cornonavirus se divide en dos subunidades (S1 y S2). La subunidad



S1 ayuda en la union de los receptores y la subunidad S2 facilita la fusion de las membranas (Bosch et
al., 2003; Li, 2016). Las glicoproteinas de pico de los coronovirus son determinantes importantes del
tropismo tisular y del tipo de huésped. Ademas, las glicoproteinas de pico son objetivos criticos para el
desarrollo de vacunas (Du et al., 2013). Por este motivo, las proteinas de pico representan el elemento
mas estudiado entre los coronavirus. Por lo tanto, hemos tratado de investigar la glicoproteina pico de la
2019-nCoV para comprender su evolucion, la secuencia de caracteristicas novedosas y las
caracteristicas estructurales utilizando herramientas computacionales.

Metodologia

Recuperacion y alineacion de secuencias de acido nucleico y proteinas

Recuperamos todas las secuencias de coronavirus disponibles (n=55) de la base de datos de genoma
viral del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y utilizamos el GISAID (Elbe & Buckland-Merrett,
2017)[https://www.gisaid.org/] para recuperar todas las secuencias completas disponibles (n=28) de
2019-nCoV al 27 de enero de 2020. La alineacion de secuencias multiples de todos los genomas de
coronavirus se realizo utilizando el software MUSCLE (Edgar, 2004) basado en el método de union de
de pares. De los 55 genomas de coronavirus, 32 genomas representativos de todas las categorias se
utilizaron para el desarrollo de arboles filogenéticos mediante el programa informatico MEGAX
(Kumar et al., 2018). Se encontré que el pariente mas cercano del SARS era el CoV. La region de la
glicoproteina del CoV, del SARS y del 2019-nCoV se alinearon y visualizaron utilizando el software
Multalin (Corpet, 1988). La secuencia de aminoacidos y nucledtidos identificada se aline6 con la base
de datos de todo el genoma viral utilizando BLASTp y BLASTn. La conservacion de los patrones de los
nucledtidos y aminoécidos en 28 variantes clinicas del genoma de 2019-nCoV se presentaron realizando
una alineacion de secuencias multiples utilizando el software MEGAX. La estructura tridimensional de
la glicoproteina 2019-nCoV se genero utilizando el servidor en linea SWISS-MODEL (Biasini et al.,
2014) y la estructura se marc6 y visualiz6 utilizando PyMol (DeLano, 2002).

Resultados

Extraia similitud de las nuevas inserciones en la proteina de punta 2019-nCoV con el VIH-1
gpl120 y Gag

Nuestro arbol filogenético de todos los coronavirus sugiere que 2019-nCoV esta estrechamente
relacionado con el CoV del SARS [Figl]. Ademas, otros estudios recientes han vinculado el 2019-
nCoV con el CoV del SARS. Por lo tanto, comparamos las secuencias de glicoproteinas de pico del
2019-nCoV con el CoV del SARS (ntimero de adhesion del NCBI: AY390556.1). Tras un examen
cuidadoso de la alineacion de las secuencias encontramos que la glicoproteina de punta de 2019-
nCoV contiene 4 inserciones [Fig.2]. Para investigar mas a fondo si estas inserciones estan
presentes en cualquier otro coronavirus, realizamos una alineacion de secuencias multiples de las
secuencias de aminoacidos de la glicoproteina de pico de todos los coronavirus disponibles (n=55)
[véase la Tabla S.Filel] en NCBI refseq (ncbi.nlm.nih.gov) esto incluye una secuencia de 2019-
nCoV|[Fig.S1]. Encontramos que estas 4 inserciones [inserciones 1, 2, 3 y 4] son Unicas para 2019-
nCoV y no estan presentes en otros coronavirus analizados. Otro grupo de China habia
documentado tres inserciones que comparaban menos secuencias de glicoproteinas de pico de los
coronavirus. Otro grupo de China habia documentado tres inserciones que comparaban menos
secuencias de glicoproteinas de pico de los coronavirus (Zhou et al., 2020).
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Figura 1: La genealogia de maxima verosimilitud muestra la evolucion de 2019- nCoV: La historia
evolutiva fue inferida usando el método de méxima verosimilitud y el modelo basado en la matriz de
JTT. Se muestra el arbol con la mayor probabilidad logaritmica (12458.88). Los arboles iniciales para

la busqueda heuristica se obtuvieron automaticamente aplicando los algoritmos Neighbor-Join y BioNJ
a una matriz de distancias en pares estimadas usando un modelo JTT, y luego seleccionando la topologia

con valor de logaritmo de verosimilitud superior. Este analisis implico 5 secuencias de aminoacidos.
Habia un total de 1387 posiciones en el conjunto de datos final. Los analisis evolutivos se realizaron en

MEGA X.
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Figura 2: Alineacion de secuencias multiples entre las proteinas de punta de 2019-nCoV y el SARS. Las
secuencias de las proteinas pico de 2019-nCoV (Wuhan-HU-1, Accession NC _045512) y del SARS
CoV (GZ02, Accession AY390556) fueron alineadas usando el software MultiAlin. Los sitios de
diferencia estan resaltados en recuadros.

Luego analizamos todas las secuencias de longitud completa disponibles (n=28) de 2019-nCoV en
GISAID (Elbe & Buckland-Merrett, 2017) como el de 27 de enero de 2020 para la presencia de estas
inserciones. Como la mayoria de estas secuencias no estan anotadas, comparamos las secuencias de
nucleotidos de la glicoproteina de punta de todas las secuencias disponibles de 2019-nCoV usando
BLASTYp. Curiosamente, las 4 inserciones se conservaron absolutamente (100%) en todas las secuencias
disponibles de 2019- nCoV analizadas [Fig.S2, Fig.S3].



Luego tradujimos el genoma alineado y encontramos que estas inserciones estan presentes en todos los
virus Wuhan 2019-nCoV excepto en el virus 2019-nCoV de murci¢lago como huésped [Fig.S4].
Intrigados por las 4 inserciones altamente conservadas Unicas de 2019-nCoV quisimos entender su
origen. Para ello, utilizamos la alineacion local de 2019-nCoV con cada inserciéon como consulta contra
todos los genomas de los virus y consideramos los aciertos con una cobertura de secuencia del 100%.
Sorprendentemente, cada una de las cuatro inserciones se alineaban con segmentos cortos de las
proteinas del Virus de Inmunodeficiencia Humana-1 (VIH-1). Las posiciones de los aminoacidos de las
inserciones en 2019-nCoV vy los residuos correspondientes en gp120 del VIH-1 y en gag del VIH-1 se
muestran en el cuadro 1. Las primeras 3 inserciones (insercion 1, 2 y 3) alineados a segmentos cortos de
residuos de aminoéacidos en la gpl120 del VIH-1. La insercién 4 alineada a la Gag del VIH-1. La
insercion 1 (6 residuos de aminoacidos) y la insercion 2 (6 residuos de aminoacidos) en el pico de
glicoproteina de 2019-nCoV son 100% idénticos a los residuos mapeados a la gp120 del VIH-1. La
insercion 3 (12 residuos de aminoacidos) en 2019- nCoV se mapea a VIH-1 gp120 con lagunas [ver
Tabla 1]. La insercion 4 (8 residuos de aminoacidos) se mapea a VIH-1 Gag con lagunas.

Aunque las 4 inserciones representan tramos cortos y discontinuos de aminoacidos en la glicoproteina
de pico de 2019-nCoV, el hecho de que los tres compartan la identidad o similitud de aminoacidos con
la gp120 del VIH-1 y la Gag del VIH-1 (entre todas las proteinas virales anotadas) sugiere que no se
trata de un hallazgo fortuito. En otras palabras, se puede esperar esporadicamente una coincidencia
fortuita para un tramo de 6-12 residuos de aminoacidos contiguos en una proteina no relacionada. Sin
embargo, es poco probable que las 4 inserciones en la glicoproteina de punta 2019-nCoV coincidan
fortuitamente con 2 proteinas estructurales clave de un virus no relacionado (VIH-1).

Los residuos de aminoacidos de las inserciones 1, 2 y 3 de la glicoproteina de punta 2019-nCoV que se
mapearon a VIH-1 fueron parte de los dominios V4, V5 y V1 respectivamente en gp120 [Tabla 1].
Desde las inserciones de 2019-nCoV mapeados a regiones variables del VIH-1, no eran ubicuos en la
gp120 del VIH-1, sino que se limitaban a secuencias seleccionadas del VIH-1 [véase S.Filel]
principalmente de Asia y Africa.

La proteina Gag del VIH-1 permite la interaccion del virus con la superficie del huésped cargada
negativamente (Murakami, 2008) y una alta carga positiva en la proteina Gag es una caracteristica clave
para la interaccion huésped-virus. Al analizar los valores pl de cada una de las 4 inserciones en 2019-
nCoV vy los correspondientes tramos de residuos de aminoacidos de las proteinas del VIH-1,
encontramos que a) los valores pl eran muy similares para cada par analizado b) la mayoria de estos
valores pl eran de 10£2 [Ver Tabla 1] . Cabe destacar que, a pesar de las lagunas en las inserciones 3 y
4, los valores pl eran comparables. Esta uniformidad en los valores pl para las 4 inserciones merece una
investigacion mas profunda.

Como ninguna de estas 4 inserciones esta presente en ningun otro coronavirus, la region gendomica que
codifica estas inserciones representa los candidatos ideales para disefiar cebadores que puedan distinguir
2019-nCoV de otros coronavirus.



Motivos | Virus Alineacion del motivo La proteina Genoma del Numero de Carga Valor pl
Glycoprot del VIH y VIH Pais residuos total
ein Region fuente/ subtipo polares
variable
Insercio | 2019- 7176 gpl20-V4 Thailand*/ 5 2 11
nl nCoV (GP) | TNGTKR CRF01_AE 5 2 11
HIV1(GP | TNGTKR
120) 404 409
Insercio | 2019- 145 150 gpl120-V5 Kenya*/G 6 2 10
n2 nCoV (GP) | HKNNKS 6 2 10
HIV1(GP | HKNNKS
120) 462 467
Insercio | 019-nCoV | 245256 gpl20-V1 India*/C 8 2 10.84
n3 (GP) RSYL- - - -TPGDSSSG 10 1 8.75
HIV1(GP | RTYLFNETRGNSSSG
120) 136 150
Inserciéo | 2019- 676 684 Gag India*/C 6 2 12.00
n4 nCoV QTNS-————mmrmem - PRRA 12 4 12.30
(Poly P) QTNSSILMQRSNFKG PRRA
HIV1(gag) | 366 348

Tabla 1: Secuencias alineadas de 2019-nCoV y la proteina gp120 del VIH-1 con sus posiciones en
la secuencia primaria de la proteina. Todas las inserciones tienen una alta densidad de residuos
con carga positiva. Los fragmentos eliminados en las inserciones 3 y 4 aumentan la proporcion de
carga positiva en el area de superficie. *Por favor ver la Tabla 1 de la Supp. para los nimeros de
adhesion

Las nuevas inserciones son parte del sitio de union del receptor de 2019-nCoV

Para obtener conocimientos estructurales y comprender el papel de estas inserciones en la glicoproteina
2019-nCoV, modelizamos su estructura basandonos en la estructura disponible de la glicoproteina de
punta del SARS (PDB: 6ACD.1.A). La comparacion de la estructura modelada revela que, aunque las
inserciones 1,2 y 3 se encuentran en lugares no contiguos en la secuencia primaria de la proteina, se
pliegan para constituir la parte del sitio de union de la glicoproteina que reconoce el receptor del
huésped (Kirchdoerfer y otros, 2016) (Figura 4). La insercién 1 corresponde al NTD (dominio N-
terminal) y las inserciones 2 y 3 corresponden al CTD (dominio C-terminal) de la subunidad S1 en la
glicoproteina de punta 2019-nCoV. La insercion 4 esta en la union de la SD1 (sub-dominio 1) y la SD2
(sub-dominio 2) de la subunidad S1 (Ou et al., 2017). Especulamos que estas inserciones proporcionan
flexibilidad adicional al sitio de unién de la glicoproteina al formar un bucle hidroéfilo en la estructura de
la proteina que puede facilitar o mejorar las interacciones entre el virus y el huésped.
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Figura 3. Glicoproteina de pico homotrimer modelada del virus 2019-nCoV. Las inserciones de la
proteina de envoltura del VIH se muestran con cuentas de color, presentes en el sitio de union de
la proteina.

Analisis evolutivo de 2019-nCoV

Se ha especulado que 2019-nCoV es una variante del Coronavirus derivado de una fuente animal que se
transmitid a los humanos. Considerando el cambio de especificidad para el huésped, decidimos estudiar
las secuencias de la glicoproteina pico (proteina S) del virus. Las proteinas S son proteinas de superficie
que ayudan al virus a reconocer y adherirse al huésped. Por lo tanto, un cambio en estas proteinas puede
reflejarse como un cambio en la especificidad del huésped del virus. Para conocer las alteraciones en el
gen de la proteina S de 2019-nCoV y sus consecuencias en los reordenamientos estructurales realizamos
un analisis in-silico de 2019-nCoV con respecto a todos los demas virus. Una alineacion de secuencias
multiples entre las secuencias de aminoacidos de la proteina S de 2019-nCoV, Bat-SARS-Like, SARS-
GZ02 y MERS revel6 que la proteina S ha evolucionado con una diversidad significativa mas cercana a
la del SARS-GZ02 (Figura 1).

Inserciones en la region de la proteina Spike de 2019-nCoV

Dado que la proteina S de 2019-nCoV comparte la ascendencia mas cercana con el SARS GZ02, la
codificacion de la secuencia de las proteinas de punta de estos dos virus se compard utilizando el
software MultiAlin. Encontramos cuatro nuevas inserciones en la proteina de 2019-nCoV-
"GTNGTKR" (IS1), "HKNNKS" (IS2), "GDSSSG" (IS3) y "QTNSPRRA" (IS4) (Figura 2). Para
nuestra sorpresa, estas inserciones de secuencias no s6lo estaban ausentes en la proteina S del SARS,
sino que tampoco se observaron en ningun otro miembro de la familia Coronaviridae (Figura
suplementaria). Esto es sorprendente, ya que es bastante improbable que un virus haya adquirido tales
inserciones unicas de forma natural en un corto periodo de tiempo.

Las inserciones comparten similitudes con el VIH
Se observd que las inserciones estaban presentes en todas las secuencias gendomicas del virus 2019-
nCoV disponibles en los aislamientos clinicos recientes (Figura suplementaria 1). Para conocer la fuente



de estas inserciones en 2019-nCoV se hizo una alineacion local con BLASTp usando estas inserciones
como consulta con todo el genoma del virus. Inesperadamente, todas las inserciones se alinean con el
Virus de Inmunodeficiencia Humana-1 (VIH-1). Analisis posteriores revelaron que las secuencias
alineadas del VIH-1 con 2019-nCoV se derivaron de la glicoproteina gp120 de superficie (posiciones de
la secuencia de aminoacidos: 404-409, 462-467, 136-150) y de la proteina Gag (366-384 aminoacido)
(Tabla 1). La proteina mordaza del VIH participa en la union de la membrana del huésped, en el
empaquetamiento del virus y en la formacion de particulas similares al virus. Gp120 juega un papel
crucial en el reconocimiento de la célula huésped al unirse al receptor primario CD4. Esta union induce
reordenamientos estructurales en GP120, creando un sitio de union de alta afinidad para un co-receptor
de quimiocinas como CXCR4 y/o CCRS.

Discusion

El actual brote de 2019-nCoV justifica una investigacion exhaustiva y la comprension de su capacidad
para infectar a los seres humanos. Teniendo en cuenta que ha habido un claro cambio en la preferencia
del huésped de coronavirus anteriores a este virus, estudiamos el cambio en la proteina de punta entre
2019-nCoV vy otros virus. Encontramos cuatro nuevas inserciones en la proteina S de 2019-nCoV
cuando la comparamos con su pariente mas cercano, el SARS CoV. La secuencia del genoma de los 28
aislamientos clinicos recientes mostrd que la secuencia que codifica estas inserciones se conserva entre
todos estos aislamientos. Esto indica que estas inserciones han sido adquiridas preferentemente por el
2019-nCoV, proporcionandole una ventaja adicional de supervivencia e infectividad. Profundizando
mas, encontramos que estas inserciones eran similares al VIH-1. Nuestros resultados destacan una
relacion asombrosa entre la gp120 y la proteina Gag del VIH, con la glicoproteina de punta 2019-nCoV.
Estas proteinas son fundamentales para que los virus identifiquen y se aferren a sus células huéspedes y
para el ensamblaje viral (Beniac et al., 2006). Dado que las proteinas de superficie son responsables del
tropismo del huésped, los cambios en estas proteinas implican un cambio en la especificidad del
huésped del virus. Segun informes de China, se ha producido una ganancia de especificidad del huésped
en el caso 2019-nCoV, ya que se sabia que el virus originalmente infectaba a los animales y no a los
seres humanos, pero después de las mutaciones, ha ganado tropismo también para los seres humanos.
Avanzando, el modelado en 3D de la estructura de la proteina mostré que estas inserciones estan
presentes en el sitio de union de 2019-nCoV. Debido a la presencia de patrones de gpl20 en la
glicoproteina de punta de 2019-nCoV en su dominio de unidén, proponemos que estas inserciones de
motivos podrian haber proporcionado una mayor afinidad hacia los receptores de las células huésped.
Ademas, este cambio estructural también podria haber aumentado el rango de células huésped que 2019-
nCoV puede infectar. Hasta donde sabemos, la funcion de estos patrones aliin no esta clara en el VIH y
debe ser explorada. El intercambio de material genético entre los virus es bien conocido y ese
intercambio critico pone de relieve el riesgo y la necesidad de investigar las relaciones entre familias de
virus aparentemente no relacionadas.

Conclusiones

Nuestro analisis del pico de glicoproteina de 2019-nCoV revel6 varios hallazgos interesantes: Primero,
identificamos 4 inserciones Unicos en la glicoproteina pico de 2019-nCoV que no estan presentes en
ningun otro coronavirus reportado hasta la fecha. Para nuestra sorpresa, las 4 inserciones en el 2019-
nCoV se mapearon a segmentos cortos de aminoacidos en el VIH-1 gpl120 y Gag entre todas las
proteinas de virus anotadas en la base de datos del NCBI. Esta asombrosa similitud de las nuevas
inserciones en la proteina de punta de 2019-nCoV con la gp120 y Gag del VIH-1 es poco probable que
sea fortuita. Ademas, el modelado tridimensional sugiere que al menos 3 de las inserciones Unicas que
no son contiguos en la secuencia de la proteina primaria de la glicoproteina de punta 2019-nCoV
convergen para constituir los componentes clave del sitio de union del receptor. Cabe destacar que las
4 inserciones tienen valores de pl de alrededor de 10 que pueden facilitar las interacciones entre virus y
huésped. En conjunto, nuestros hallazgos sugieren una evolucion no convencional de 2019-nCoV que
justifica una mayor investigacion. Nuestro trabajo destaca los nuevos aspectos evolutivos del 2019-
nCoV vy tiene implicaciones en la patogénesis y el diagndstico de este virus.
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Fig.S1 Alineacion de secuencia multiple de glucoproteina de la familia coronaviridae, que representa los
cuatro insertos.
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21e) GR020| EP1 ISL 404227 TGTCTCTGGGACCAATGOTACTAAGAGGTTTGAT AT|CTCCTEOTEATTETTETTCAGE TTGGAC|AGACTECAGACTAATTCTCETCGGCGGGECACGTA
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WUHANZO19] EPL5SL_402124. ATGTCTETEGGACCAATGGTACTAAGAGG TTTGAT|ATTACCACAAAAACAACAAARAGT TGGAT|CTCCTEGTGATTCTTCTTCAGGTTGGAC|AGACTEAGACTAATTCTCETCGGEEGGEACGTA
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NONTHABURIZ020| EP| L 403963 A TG TCTCTGGGACCAATGGETACTAAGAGGTTTGATIa 1T ACCACAAAAACAACAAAAGTTGGAT|CTCCTGGTGATTCTTCTTCAGGTTGGAC[AGACTCAGACTAATTCTCCTCGGCGGGCACGTA
NONTHABURIZO20| EP| 5L 403962 A TG TCTCTGGGACCAATGGTACTAAGAGG T TTGATI: 17T ACEACAAAAACAACAAAAGTTGGAT|CTCCTEGTGATTCTTETTCAGG TTGGAC[AGACTCAGACTAATTCTCETCGGEGGGCACE TAC
IPBCAMS-WH-03/2020| EPI ISL 403924 TG T C TETGGGACCAATGGTACTAAGAGG T TTGAT|A TTACCACAAAAACAACAAAAGTTGGAT(CTCCTEOTGATTCTTCTTCAGOTT ClAGACTCAGACTAATTCTCCTCGGCGGGCACG TAG
GUANGDONG2020|EPI 5L 403937 A TG TCTCTGGGACCAATGGTACTAAGAGG T TTGAT|, 174 CCACAAAAACAACAAAAGT AT|ETCCTBOTGATTICTTCTTCAGGTTGGAC/AGACTCAGACTAATTETCETCGGEGGGCACG TAC
GUANGDONG2020|EP1 5L 403936 A TG TCTCTGGGACCAATGGTACTAAGAGG TTTGAT s 17 4ACCACAAAAACAACAAAAGTTTGGAT|CTCCTEGTGATTCTTCTTCAGGTTGGAC|AGACTCAGACTAATTCTCCTCGGCGGGCACS T

GUANGDONG2020|EPIISL 403933 A TG TCTCTGGGACCAATGGTACTAAGABG T TTGAT s 17 4ACCACAAAARACAACAAAAGTTTGGAT|CTCCTEETGATTCTTCTTCAGGTTGGAC|AGACTCAGACTAATTCTCCTCGGCGGGCACS TA
GUANGDONGZ020] EP1 5L 403934 A TG TCTCTGGGACCAATGGTACTAAGAGG T TTGAT|, 11 ACCACAAAAACAACAAAAGTTGGAT|CTCCTEGTGATTCTTETTCAGETTGGAC|AGACTCAGACTAATTCTCCTCGGEGGGCACG T+
GUANGDONG2020|EPII5L 403933 A TG TCTETGGGACCAATGG TACTAAGAGG T TTGAT), 1 1A cEACAAAAACAACAAAAGTTGGAT|CTCCTEGGTGATTCTTCTTCAGGTTGGAC|acAC TEAGACTAATTETEETCGGEBGGEACG TA
GUANGDONGR020|EP1 L 403932 A TG TCTCTGGGACCAATGGTACTAAGAGG TTTGAT|, 11 AccACAAAAACAACAARAGT TGGAT|CTCCTGGTGATTCTTETTCAGGT TGGAC|AGACTCAGACTAATTCTCCTCGOCEGECACG T

BETACOVUISAMAL 2020/ EPI ISL 40414 TG T C TCTGGGACCAATGGTACTAAGAGG T TTGAT|, 17,4 cCACAAAAACAACAAAAGT AT|ETCCTEETGATTCTTCTTCAGGTTGGAC AGACTCAGACTAATTCTCCTCGGCGGGCACG TA
BATUNNANRO13|EPI ISL 402131 ATGTTTCA ACCAATGGTATTAAAAGGTTTGAT ) 1A cCACAAAAACAACAARAGT AT[CTCCTBOTGATTCTTCTTCAGGTTGGAC|AGACTCAAACTAATTC - - SACGTA

Fig.S2: Las cuatro inserciones estan presentes en los genomas alineados del virus 28 Wuhan 2019-
nCoV obtenidos del GISAID. El hueco en el Bat-SARS Like CoV en la tltima fila muestra que la
insercion 1 y 4 es muy exclusivo de Wuhan 2019-nCoV.

BETACOV/WUHAN/HBCDC-HB-01/2019|EPI ISL 402132
IPBCAMS-WH-05/2020|EPI ISL 403928
BETACOV/WUHAN/WIV04/2019|EPI ISL 402124
BETACOV/WUHAN/WIV06,/2019|EPI ISL 402129
BETACOV/WUHAN/IPBCAMS-WH-02/2019|EPI ISL 403931
BETACOV/WUHAN/WIV07/2019|EPI ISL 402130
BETACOV/WUHAN/IVDC-HB-01/2019|EPI ISL 402119
BETACOV/WUHAN/IPBCAMS-WH-01/2019|EPI ISL 402123
BETACOV/GUANGDONG/205F028/2020|EPI ISL 403936
BETACOV/GUANGDONG/205F040/2020|EPI ISL 403937
BETACOV/WUHAN-HU-1/2019|EPI ISL 402125
BETACOV/ZHEJIANG/WZ-01/2020|EPI ISL 404227
BETACOV/WUHAN/IVDC-HB-04/2020|EPI ISL 402120
BETACOV/WUHAN/IVDC-HB-05/2019|EPI ISL 402121
BETACOV/WUHAN/IPBCAMS-WH-03/2019|EPI ISL 403930
BETACOV/WUHAN/WIV02/2019|EPI ISL 402127
BETACOV/WUHAN/WIV05/2019|EPI ISL 402128
BETACOV/WUHAN/IPBCAMS-WH-04/2019|EPI ISL 403929
BETACOV/CUANGDONG/20SF014/2020|EPI ISL 403934
BETACOV/NONTHABURI/61/2020|EPI ISL 403962
BETACOV/MONTHABURI/74/2020|EPI ISL 403963
BETACOV/ZHEJIANG/WZ-02/2020|EPI ISL 404228
BETACOV/USA/IL1/2020|EPI ISL 404253
BETACOV/GUANGDONG/205F012/2020|EPI ISL 403932
BETACOV/GUANGDONG/205F013/2020|EPI ISL 403933
BETACOV/GUANGDONG/205F025/2020|EPI ISL 403935
BETACOV/USA/WA1/2020|EPI ISL 404895
BETACOV/BAT/YUNNAN/RATG13/2013|EPI ISL 402131

outgroup

Fig.S3 Arbol filogenético de 28 aislamientos clinicos del genoma de 2019-nCoV incluyendo uno de
murciélago como huésped.
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Suplemento de la figura 4. Alineacién del genoma de la familia Coronaviridae. Las secuencias

negras resaltadas son las inserciones representadas aqui
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