Basic Coronavirus biology and vaccines for COVID-19
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Abstract. Severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is the causal
agent of the COVID-19 pandemic. Two mRNA
vaccines based on the spike protein S have been
authorized by the Food and Drug Administration.
Antibody-based diagnostic test detect antibodies
developed against protein S. Mutations in the
genome of SARS-CoV-2 might compromise the
precision of diagnostic tests and the efficacy of
vaccines and antiviral drugs. We recently profiled
genomic variation in human coronaviruses SARS-
CoV, SARS-CoV-2, and Middle East respiratory
syndrome coronavirus (MERS-CoV). As in all
species of the genus Betacoronavirus, the genome is
hyper variable, and mutations are not random. The
most variable cistron codes for the spike S protein.
Hyper variation in protein S has the potential
to affect the efficacy of vaccines, the reliability

Resumen. El coronavirus de tipo 2 causante del
sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2)
es el agente causal de la pandemia de COVID-19.
Dos vacunas de ARNm basadas en la proteina espi-
cular S han sido autorizadas por la Administracion
de Alimentos y Farmacos de Estados Unidos (FDA,
por sus siglas en inglés). La prueba de diagnostico
basada en anticuerpos detecta anticuerpos desarro-
llados contra la proteina S. Las mutaciones en el
genoma de SARS-CoV-2 podrian poner en ries-
go la precision de las pruebas de diagnostico y la
eficacia de las vacunas y los farmacos antivirales.
Recientemente, realizamos un perfil de la variacion
gendmica en los coronavirus humanos SARS-CoV,
SARS-CoV-2 y el Coronavirus del sindrome respi-
ratorio de Oriente Medio (MERS-CoV). Al igual
que en todas las especies del género Betacorona-
virus, el genoma es hipervariable y las mutaciones
no son aleatorias. El cistron mas variable codifica
la proteina espicular S. La hipervariacién en la
proteina S tiene el potencial de afectar la eficacia
de las vacunas, la confiabilidad de una prueba de
diagnostico basada en anticuerpos y predice el po-
tencial de infecciones recurrentes de SARS-CoV-2.
En este trabajo revisamos lo basico de la biologia y
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of antibody-based diagnostic test, and predicts
potential for repeated SARS-CoV-2 infections.
Here we review the basics of coronavirus biology
and genomic variation, and link them to diagnostic
tests, vaccines, and antiviral drugs.

Key words: Antiviral, Coronavirus, COVID-19,
MERS-CoV, mRNA vaccine, protein S, spike
protein.

The virus

The causal agent of the COVID-19 pandemic is
the Severe acute respiratory syndrome coronavirus
2 (SARS-CoV-2) first described in Wuhan, China in
December of2019 (Luetal.,2020; Zhu et al.,2020).
Two other coronaviruses are highly pathogenic to
humans. The Severe acute respiratory syndrome
coronavirus (SARS-CoV) was described in China
in 2002, and the Middle East respiratory syndrome
coronavirus (MERS-CoV) was described in South
Arabia in 2012 (Cui et al., 2019). Both SARS-CoV
and SARS-CoV-2 originated in bats, in China, and
adapted to infect humans (Cui et al., 2019; Cagliani
et al., 2020; Lu et al., 2020).

Coronaviruses form spherical virions with a
membrane envelope. The genome is single-stranded
RNA (Cui et al., 2019). As in all RNA viruses, in
coronaviruses sources of genetic variation include
nucleotide insertions, deletions, substitutions and
include RNA recombination. These events occur
naturally during RNA replication (Sanjuan and
Domingo-Calap, 2016). Genetic variation and
selection favor accumulation of mutations in parts
of the genome responsible for critical processes,
such as host adaptation, vector transmission, entry
into the cell, and suppression of antiviral defense
(Obenauer et al., 2006; Nigam and Garcia-Ruiz,
2020).

variacion gendémica del coronavirus y los vincula-
mos a pruebas de diagndstico, vacunas y farmacos
antivirales.

Palabras clave: Antivirales, COVID-19, MERS-
CoV, vacuna ARNm, proteina S, proteina espicular.

El virus

El agente causal de la pandemia de COVID-19
es el coronavirus de tipo 2 causante del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2, por sus
siglas en inglés), descrito por primera vez en Wu-
han, China en diciembre de 2019 (Lu et al., 2020;
Zhu et al., 2020). Existen otros dos coronavirus
que son altamente patogénicos para los humanos.
El coronavirus del sindrome respiratorio agudo
severo (SARS-CoV, por sus siglas en inglés) fue
descrito en China en el afio 2002 y el Coronavi-
rus del sindrome respiratorio de Oriente Medio
(MERS-CoV, por sus siglas en inglés) fue descrito
en el sur de Arabia Saudita en el 2012 (Cui et al.,
2019). Tanto el SARS-CoV como el SARS-CoV-2
se originaron en murci¢lagos en China y se adap-
taron para infectar a los humanos (Cui et al., 2019;
Cagliani et al., 2020; Lu et al., 2020).

Los coronavirus forman viriones esféricos y
estan cubiertos por una membrana. El genoma es
un ARN monocatenario (Cui et al., 2019). Al igual
que en todos los virus de ARN, en los coronavirus,
fuentes de variacion genética incluyen inserciones,
eliminaciones, sustituciones e incluyen la recom-
binacion de ARN. Estos ocurren de manera natural
durante la replicacion del ARN (Sanjuan y Domin-
go-Calap, 2016). La variacion y seleccion genética
favorecen la acumulacion de mutaciones en partes
del genoma encargadas de procesos criticos, tales
como la adaptacion del hospedante, la transmision
de vectores, entrada a la célula y la supresion de la
defensa antiviral (Obenauer et al., 2006; Nigam y
Garcia-Ruiz, 2020).
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At the population level, genetic variation and
selection drive the formation of new strains and
species (Lauring and Andino, 2010). This model
supports the emergence of SARS-CoV and SARS-
CoV-2 in bats followed by adaptation to humans
(Cui et al., 2019; Cagliani et al., 2020; Lu et al.,
2020). SARS-CoV never reached pandemic level.
One of the differences is that SARS-CoV-2 is more
readily transmissible than SARS-CoV. The genetic
difference in transmissibility and pathogenicity
maps to the spike protein S (Zhou et al., 2020).

The spike protein decorates the coronavirus
virion and mediates entry into the cell to initiate
infection (Li, 2016; Wrapp et al., 2020a). SARS-
CoV-2 entry is mediated by the specific interaction
between the spike protein S and cellular receptor
angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) (Cai et
al., 2020). Infected people develop neutralizing
antibodies against the entire protein S and non-
neutralizing antibodies against fractions or a
subunit of protein S (Brochot et al., 2020; Cai et
al., 2020). Accordingly, antibodies against the S
protein are used as markers in diagnostic assays
(Zhu et al., 2007; Li et al., 2008; Brochot et al.,
2020). Other, coronavirus diagnostic protocols are
based on the detection of viral RNA by RT-PCR,
viral proteins, or antibodies developed against viral
proteins (Brochot et al., 2020; Phan, 2020b; Zhu et
al., 2020).

Vaccines against SARS-CoV-2 are being
developed using multiple approaches, including
attenuated or inactivated viruses, DNA, adenovirus-
based and mRNA vaccines (Amanat and Krammer,
2020; Dearlove et al., 2020). In the United States of
America, two mRNA vaccines based on protein S
have been authorized for use by the Food and Drug
Administration. The end goal of these vaccines
is to block virus entry into the cell by activating
the formation of antibodies against protein S. We
recently showed that the cistron coding for protein S
is the most variable in the genome of SARS-CoV-2

A nivel poblacional, la variaciéon y la seleccion
genética promueven la formacion de nuevas cepas
y especies (Lauring y Andino, 2010). Este modelo
apoya la emergencia del SARS-CoV y el SARS-
CoV-2 en murciélagos, seguido de su adaptacion
en humanos (Cui et al., 2019; Cagliani et al., 2020;
Lu et al., 2020). El SARS-CoV nunca alcanz6 un
nivel de pandemia. Una de las diferencias es que
SARS-CoV-2 es mas facilmente transmisible que
el SARS-CoV. La diferencia genética en transmisi-
bilidad y patogenicidad se encuentra en la proteina
espicular S (Zhou et al., 2020).

La proteina espicular adorna de virion del coro-
navirus y media la entrada a la célula para iniciar la
infeccion (Li, 2016; Wrapp et al., 2020a). La entra-
da del SARS-CoV-2 es mediada por la interaccion
especifica entre la proteina espicular S y el receptor
celular ACE2 (por sus siglas en inglés), o enzima
convertidora de angiotensina (Cai et al., 2020). Las
personas infectadas desarrollan anticuerpos neutra-
lizantes contra toda la proteina S y anticuerpos no
neutralizantes contra fracciones o una subunidad de
la proteina S (Brochot et al., 2020; Cai et al., 2020).
Por consiguiente, los anticuerpos contra la protei-
na S son usados como marcadores en ensayos de
diagnostico (Zhu et al., 2007; Li et al., 2008; Bro-
chot et al., 2020). Otros protocolos de diagndstico
del coronavirus se basan en la deteccion de ARN
viral por RT-PCR, proteinas virales o anticuerpos
desarrollados contra las proteinas virales (Brochot
et al., 2020; Phan, 2020b; Zhu et al., 2020).

Varias vacunas contra SARS-CoV-2 se encuen-
tran en desarrollo, usando varios enfoques, inclu-
yendo virus atenuados o desactivados, ADN, con
base en adenovirus y vacunas de ARNm (Amanat
y Krammer, 2020; Dearlove et al., 2020). En Esta-
dos Unidos, dos vacunas de ARNm basadas en la
proteina S han sido autorizadas para su uso por la
Administracion de Alimentos y Farmacos de Esta-
dos Unidos (FDA, por sus siglas en inglés). La fi-
nalidad de estas vacunas es bloquear la entrada del
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and in all species in the genus Betacoronavirus
(LaTourrette et al., 2021), which includes SARS-
CoV and MERS-CoV. The wide genetic diversity
of their host has selected Betacoronavirus for hyper
variation in protein S (LaTourrette et al., 2021).
The hyper variable nature of protein S has
several biological functions. One is to maintain
functionality and recognize a genetically diverse
group of potential hosts, such as humans or
bats (Zhai et al., 2020). Another is to trigger the
formation of non-neutralizing antibodies that serve
as decoys. Protein S variation may also escape
neutralizing antibodies formed by natural infection
or triggered by vaccines (Long et al., 2020; Walls
et al, 2020). Accordingly, efficacy of vaccines,
and reliability of antibody-based diagnostic
test has potential to be affected by variation in
protein S. Protein S variation also explains the
occurrence of repeated SARS-CoV-2 infections
(Tillett et al., 2020). Fundamental understanding
of the coronavirus biology and genomic variation
establish the basis for designing and deploying
diagnostic tests, vaccines, and antiviral drugs.

Coronavirus taxonomy

Coronaviruses order
Nidovirales, the
sub-family

genera

belong to  the
family Coronaviridae, the
Orthcoronavirinae, and four
(Alphacoronavirus,  Betacoronavirus,
Gammacoronavirus,  and  Deltacoronavirus)
(Lu et al, 2020; Zhu et al, 2020) (Figure
1).  Alphacoronaviruses

Betacoronaviruses mainly infect bats and humans.

infect mammals.

Gammacoronaviruses and Deltacoronaviruses
infect birds, and some species infect mammals. The
genus Betacoronavirus is divided into five sub-
genera (Figure 1): Embevorirus, Merbecovirus,
Nobecovirus, Hibecovirus, and Sarbecovirus (Lu
et al., 2020; Zhu et al., 2020). The sub-genus

virus a la célula al activar la formacion de anticuerpos
contra la proteina S. Hace poco demostramos que
el cistron que codifica la proteina S es el mas va-
riable en el genoma del SARS-CoV-2 y en toda la
especie del género Betacoronavirus (LaTourrette et
al., 2021), que incluye a SARS-CoV y a MERS-
CoV. La amplia diversidad genética de su huésped
ha seleccionado a Betacoronavirus para la hiperva-
riacion en la proteina S (LaTourrette et al., 2021).
La naturaleza hipervariable de la proteina S tiene
varias funciones bioldgicas. Una es mantener la
funcionalidad y reconocer a un grupo genéticamen-
te diverso de hospedantes en potencia, tales como
los humanos o los murciélagos (Zhai et al., 2020).
Otra es desencadenar la formacion de anticuerpos
no neutralizantes que sirven de sefiuelos. La va-
riacion de la proteina S también podrian escapar a
anticuerpos neutralizantes formados por una infec-
cion natural o desencadenados por vacunas (Long
et al., 2020; Walls et al., 2020). Por ello, la eficacia
de las vacunas y la confiabilidad de la prueba de
diagnostico tiene el potencial de ser afectado por
la variacion en la proteina S. La variacion en la
proteina S también explica la ocurrencia de infec-
ciones recurrentes de SARS-CoV-2 (Tillett et al.,
2020). Una comprension de los fundamentos de la
biologia y la variacion genomica del coronavirus
sientan las bases para el disefio y la implementa-
cion de pruebas de diagndstico, vacunas y farma-
cos antivirales.

Taxonomia del Coronavirus

Los coronavirus pertenecen al orden Nidovira-
les, la familia Coronaviridae, la subfamilia Orthco-
ronavirinae y cuatro géneros (Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoro-
navirus) (Lu et al., 2020; Zhu et al., 2020) (Figura
1). Los alfacoronavirus infectan a los mamiferos.
Los betacoronavirus infectan principalmente a
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Family Sub-Family Genus Sub-genus Clade Representative species Host Tropism
Coronaviridae
— Letovirinae Alphaletovirus Milecovirus Microhyla letovirus 1 Amphibians Not determined
— Alphacoronavirus Alphacoronavirus 1 Cat Enteric
— Embecovirus Human coronavirus HKU1 Human Respiratory
Midale East respiratory Syndrome-related .
| Merbecovirus coronavirus (MERS-CoV) Human, bat, camel Respiratory
— Betacoronavirus —— Nobecovirus Rousetius bat coronavirus HKU9 Bat Not determined
I~ Hibecovirus Bat Hp-betacaronavirus Bat Not determined
L Orthocorovirinae L Sarbecovirus
Bat coronavirus Bat Respiratory
I SARS-CoV-2 Human Respiratory
Bat SARS corenavirus RaTG13 Bat Respiratory
1l SARS-CoV Human Respiratory
Bat SARS-like coronavirus Bat Respiratory
i Deltacoronavirus Bulbul coronavirus HKUT1 Bird Not determined

 Gammacoronavirus

Avian infsctious bronchitis virus

Commercial pheasants Respiraltory, enteric,

and neurological

Figure 1. Taxonomic organization of coronaviruses. Representative species are indicated for every genus and sub-genus.
Their hosts and tropism are indicated. Important human pathogens are highlighted in blue.

Figura 1. Organizacion taxonémica de los coronavirus. Las especies representativas estian sefialadas para cada género y
subgénero. Sus hospedantes y tropismo estan sefialados. Los patégenos humanos importantes aparecen resaltados

en color azul.

Sarbecovirus contains species that infect only bats
or humans and includes SARS-CoV and SARS-
CoV-2. Another human coronavirus, MERS-CoV,
belongs to the sub-genus Merbecovirus. The sub-
genera Nobecovirus, Hibecovirus are integrated by
species that infect bats (Figure 1).

Coronavirus genome organization

In betacoronaviruses the genome consists of
a single RNA, linear, of positive polarity and
is approximately 30,000 nt long. The virion is
spherical, enveloped, and is 120 nm in diameter

murciélagos y humanos. Los gamacoronavirus y
deltacoronavirus infectan a aves y algunas espe-
cies, a mamiferos. El género Betacoronavirus se
divide en cinco subgéneros (Figura 1): Embevo-
rirus, Merbecovirus, Nobecovirus, Hibecovirus y
Sarbecovirus (Lu et al., 2020; Zhu et al., 2020).
El subgénero Sarbecovirus contiene especies que
infectan s6lo a murciélagos y humanos e incluye
a SARS-CoV y a SARS-CoV-2. Otro coronavirus
humano, el MERS-CoV, pertenece al subgénero
Merbecovirus. Los subgéneros Nobecovirus y Hi-
becovirus estan integrados por especies que infec-
tan a murciélagos (Figura 1).
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(Brian and Baric, 2005; Cui et al., 2019). The
genomic RNA is protected by nucleoprotein N
in a nucleocapsid. The envelope is formed by the
membrane (M) protein and the small membrane
protein E. A distinctive feature of the coronavirus
virion is the presence of spikes formed by the
glycoprotein S (protein S) ( Figure 2) (Lan et al.,
2020; Walls et al., 2020; Wrapp et al., 2020a).

The coronavirus genomic RNA (Figure 3) is
capped, polyadenylated and encodes multiple
cistrons in open reading frames 1 (ORFla) and
1b (ORF1b) joined by a ribosomal frameshift.
Polyproteins 1a and lab are processed by papain-
like proteinase NSP3 and 3C-like proteinase NSP5
to form the viral RNA-dependent RNA polymerase
and several non-structural proteins necessary for
RNA replication. M, E, S and other structural
proteins are expressed from subgenomic RNAs co-
terminal with the 3’ end, and contain a 5’ leader that
is 65 to 89 nt long (Brian and Baric, 2005).

Entry into the cell

Entry into the cell is mediated by protein S
spikes on the virion surface that interact with
cellular receptors. The process is facilitated by
entry cofactors (Gallagher and Buchmeier, 2001;
Li, 2013; Cantuti-Castelvetri et al., 2020; Yan
et al., 2020). Protein S is divided into S1 and S2
subunits cleaved by cellular proteases and cofactors
(Millet and Whittaker, 2015; Cantuti-Castelvetri et
al., 2020; Coutard et al., 2020; Xia et al., 2020).
The receptor binding domain is located at the
tip of the S1 head, and mediates recognition and
binding to the surface of the receptor ACE2 (Cai
et al., 2020). Interactions between protein S and
de cellular receptor are critical for cell entry, and
highly specific (Cai et al., 2020). Thus, protein S is
a determinant of coronavirus host range (Gallagher
and Buchmeier, 2001; Zhai et al., 2020).

Organizacion del genoma del Coronavirus

En los betacoronavirus, el genoma consiste
en un tnico ARN, lineal, de polaridad positiva y
con una longitud de aproximadamente 30,000 nt.
El virién es esférico, esta envuelto y tiene un dia-
metro de 120 nm (Brian y Baric, 2005; Cui et al.,
2019). E1 ARN gendmico esta protegido por la nu-
cleoproteina N en una nucleocapside. La envoltura
estd formada por la proteina de membrana (M) y
la proteina E de la membrana pequena. Una carac-
teristica distintiva del virion del coronavirus es la
presencia de puntas formadas por la glucoproteina
S (proteina S) (Figura 2) (Lan et al., 2020; Walls et
al., 2020; Wrapp et al., 2020a).

El ARN gendmico del coronavirus (Figura 3)
estd protegido, poliandenilado y codifica multiples
cistrones en los marcos abiertos de lectura 1 (OR-
Fla) y 1b (ORF1b), unidos por un desplazamiento
de marco ribosémico. Las poliproteinas la y lab
son procesadas por proteinasa similar al NSP3 y
la proteinasa NSP5 similar al 3C para formar la
polimerasa ARN dependiente del ARN viral y va-
rias proteinas no estructurales necesarias para la
replicacion del ARN. M, E, S y otras proteinas es-
tructurales se expresan desde ARNs subgenomicos
coterminales con la punta de 3’ y contienen un lider
de 5’ con una longitud de entre 65 y 89 nt (Brian y
Baric, 2005).

Entrada a la célula

La entrada a la célula esta mediada por puntas
de proteina S en la superficie del virién que inte-
ractuan con receptores celulares. El proceso es
facilitado por cofactores de entrada (Gallagher y
Buchmeier, 2001; Li, 2013; Cantuti-Castelvetri et
al., 2020; Yan et al., 2020). La proteina S se divide
en las subunidades S1 y S2, divididas por proteasas
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Virion

Membrane and envelope ——

Spike glycoprotein

Hemagglutin-
esterase dimer

RNA and N Protein

Cell

ACE2 receptor

Receptor recognition
and entry
Cell

ACE2 receptor

Antibodies recognize
the spike protein

mRNA vaccine

Lipid nanoparticle
containing mRNA

Cap ——————hiny

l Translation

— (%g) Spikeiormationl C

Protruding spikes and
prolein fragments

Helper
T-cell

ACE2 receptor

“ P G
%&%

Secreted antibodies
against protein 5

Figure 2. Schematic representation of corovavirus virions, entry into cells, and generation and activity of neutralizing
antibodies against protein S triggered by natural infection or an mRNA vaccine.

Figura 2. Representacion esquematica de viriones de coronavirus, la entrada a las células y generacién y actividad de
anticuerpos neutralizantes contra la proteina S desencadenada por infeccion natural o una vacuna de ARNm.
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Figure 3. SARS-CoV-2 genome organization and design of a mRNA vaccine. Coordinates are based on the reference isolate

Wuhan-Hu-1 (NC_045512.2).

Figura 3. Organizacion de genomas de SARS-CoV-2 y el disefio de una vacuna de ARNm. Las coordenadas se basan en el
aislamiento de referencia Wuhan-Hu-1 (NC_045512.2).

The mRNA vaccine

For its critical role in cell entry, the spike S
protein is the common target for neutralizing
antibodies and vaccines (Brochot et al., 2020; Cai
et al., 2020). In people infected with coronavirus,

celulares y cofactores (Millet y Whittaker, 2015;
Cantuti-Castelvetri et al, 2020; Coutard et al,
2020; Xia et al., 2020). El dominio de unién del
receptor esta ubicado en la punta del cabezal S1
y media en el reconocimiento y unién con la su-
perficie del receptor ACE2 (Cai et al., 2020). Las

SPECIAL IsSUE: CoviD-19 AND PLANT HEALTH, NOVEMBER, 2021 76



FuLLy BILINGUAL

MEexicaN JOURNAL oF PHYTOPATHOLOGY
REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

neutralizing antibodies are formed against the entire
protein S. However, non-neutralizing antibodies
are also developed against the S2 subunit (Brochot
et al., 2020; Cai et al., 2020).

Vaccines trigger the formation of neutralizing
antibodies against protein S, in the absence of
infection. Two mRNA vaccines based on protein
S have been authorized. Their design is similar
and are based on the genome organization and
gene expression of coronaviruses (Figure 3). The
cistron coding for protein S was cloned using the
sequence from the reference isolate Wuhan-Hu-1
(NC_045512.2). A 5’ UTR, a 3’ UTR, and a poly
A tail were added to provide stability and enhance
translation efficiency. To account for variation
in protein S (Becerra-Flores and Cardozo, 2020)
prevalent mutations were introduced, and to
further enhance translation efficiency, nucleoside
modification were introduced (Pardi et al., 2018).
The basic design was made by integrating all
basic information previously accumulated from
SARS-CoV and MERS (Corbett et al., 2020). For
delivery purposes, and to avoid degradation, the
mRNA is enclosed in a lipid nanodrop that releases
the mRNA into the cell. Ribosomes translate the
mRNA into protein S that triggers the formation of
neutralizing antibodies (Pardi ef al., 2018).

Genome variation

In SARS-CoV-2, mutations have been detected
and are being tracked using on-line tools (Hadfield
et al., 2018; Fernandes et al., 2020). We recently
profiled the genomic variation in all species in
the genus Betacoronavirus (LaTourrette et al.,
2021). Results showed betacoronaviruses are
hyper variable (Figure 4). The most diversity was
observed in Rousettus bat coronavirus HKU9, other
species infecting bats, and MERS-CoV. In these
species, more than 25% of the nucleotides in the

interacciones entre la proteina S y el receptor ce-
lular son fundamentales para la entrada a la célula
y altamente especificas (Cai et al., 2020). Por ello,
la proteina S es un factor decisivo del rango del
hospedante del coronavirus (Gallagher y Buch-
meier, 2001; Zhai et al., 2020).

La vacuna de ARNm

Por su papel fundamental en la entrada a la cé-
lula, la proteina S espicular es el objetivo comun
de anticuerpos neutralizantes y vacunas (Brochot et
al., 2020; Cai et al., 2020). En personas infectadas
con el coronavirus, los anticuerpos neutralizantes
son formados en contra de toda la proteina S. Sin
embargo, también se desarrollan anticuerpos no
neutralizantes en contra de la subunidad S2 (Bro-
chot et al., 2020; Cai et al., 2020).

Las vacunas desencadenan la formacion de an-
ticuerpos neutralizantes contra la proteina S en la
ausencia de una infeccion. Dos vacunas de ARNm
basadas en la proteina S han sido autorizadas. Sus
disefos son similares y estdn basados en la orga-
nizacion gendémica y la expresion de los genes de
los coronavirus (Figura 3). La codificacion del cis-
tron para la proteina S fue clonada usando la se-
cuencia del aislamiento de referencia Wuhan-Hu-1
(NC_045512.2). Un UTR de 5°, un UTR de 3’ y
una cola de poli A se adicionaron para brindar es-
tabilidad y aumentar la eficiencia de traduccion.
Para dar cuenta de la variacion en la proteina S
(Becerra-Flores y Cardozo, 2020), se introdujeron
mutaciones prevalentes, y para aumentar la eficien-
cia de traduccidén atn mads, se introdujeron modi-
ficaciones de nucleosidos (Pardi et al., 2018). El
disefio basico se hizo mediante la integracion de
toda la informacion previamente acumulada acerca
de SARS-CoV y MERS (Corbett et al., 2020). Para
su entrega, y para evitar su degradacion, el ARNm
estd cubierta por una nanogota lipida que descarga
el ARNm dentro de la célula. Los ribosomas tradu-
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Figure 4. Genomic variation in betacoronaviruses. A genomic variation index indicates the proportion of single nucleotide
polymorphisms normalized to the length of the genome. Modified from LaTourrette ez al. (2021).

Figura 4. Variacién genémica en los betacoronavirus. Un indice de variacion genémica indica la proporcion de polimorfismos
de un solo nucle6tido normalizados al largo del genoma. Modificado de LaTourrette ef al. (2021).

genome are polymorphic (Figure 4). The genome of
betacoronaviruses consists of 11 to 14 cistrons. The
most variable cistron codes for the spike protein S.
The lowest variation was detected the cistrons that
code for proteins that mediate virus replication:
RNA-dependent RNA polymerase, RNA helicase,
exonuclease, endo RNAse and methyltransferase,
and that are located in open reading frame 1lb
(LaTourrette ef al., 2021).

Protein S variation

Mutations in the genome of SARS-CoV-2 have
the potential to affect the precision of diagnostic tests
and the efficacy of vaccines. In a recent genome-
wide analysis, we showed that hyper variation in

cen el ARNm en una proteina S que desencadena
la formacion de anticuerpos neutralizantes (Pardi
etal.,2018).

Variacion genémica

En el SARS-CoV-2 se han detectado mutacio-
nes que estan siendo rastreadas con el uso de
herramientas en linea (Hadfield et al., 2018; Fer-
nandes et al., 2020). Recientemente trazamos un
perfil de la variacion gendmica en todas las espe-
cies del género Betacoronavirus (LaTourrette et
al.,2021). Los resultados muestran que los betaco-
ronavirus son hipervariables (Figura 4). La mayor
diversidad se observo en Rousettus bat coronavirus
HKU?Y, otras especies que infectan a murciélagos,
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protein S is a general feature of betacoronaviruses
(LaTourrette et al, 2021). Hyper variation in
protein S is evident in betacoronavirus highly
pathogenic to humans: MERS-CoV (Figure 5A),
SARS-CoV (Figure 5B), and SARS-CoV-2 (Figure
5C). The pattern is also clear in species that infect
bats (Figure 5B). Specifically, in SARS-CoV-2
several regions in protein S are hyper variable,
including the ACE2 receptor binding domain and
the fusion peptide proximal region (Figure 5D).

Betacoronaviruses mainly infect bats and
humans (Figure 1). Given the large genetic
diversity of bats, and possibly humans, the cellular
receptors, proteases, and entry cofactors are likely
diverse (Kuo et al., 2000; Cantuti-Castelvetri et al.,
2020). Accordingly, protein S hyper variation may
provide an evolutionary advantage. Mechanisms
driving diversifying selection in protein S may
include diversity in cellular receptors, cellular
proteases that process the S1/S2 cleavage site,
entry cellular cofactors, and antibodies.

Several domains in protein S are intrinsically
disordered (LaTourrette et al., 2021): the receptor
binding domain and the C-terminal domain 2 in
S1, and the fusion peptide proximal region in S2
(Figure 5D). This observation is important because
intrinsically disordered proteins mediate functional
diversity and interactions with genetically diverse
partners such as cellular receptors and entry
cofactor in bats and humans (Hebrard et al., 2009;
Rantalainen et al., 2011; Charon et al., 2018).
Selection for hyper variation and disorder in protein
S are consistent with the bat origin of SARS-
CoV and SARS-CoV-2 followed by adaptation to
humans (Cui et al., 2019; Lu et al., 2020).

In betacoronaviruses, protein S is hyper variable,
disordered, mutationally robust (LaTourrette et al.,
2021), and is a determinant of host adaptation and
host range (Kuo et al., 2000; Muth et al., 2018; Zhai
etal.,2020). The emerging model is that in protein S

y el MERS-CoV. En estas especies, mas de 25% de
los nucledtidos en el genoma son polimorficos (Fi-
gura 4). El genoma de los betacoronavirus consiste
en entre 11 y 14 cistrones. El cistron mas variable
codifica la proteina espicular S. La menor varia-
cion fue detectada en los cistrones que codifican
las proteinas que median la replicacion del virus:
polimerasa de RNA dependiente de ARN, helicasa
de ARN, exonucleasa, endo-RNAsa y metiltrans-
ferasa, y que se encuentran en el marco de lectura
abierto 1b (LaTourrette et al., 2021).

Variacion de la proteina S

Las mutaciones en el genoma de SARS-CoV-2
tienen el potencial de afectar la precision de las
pruebas de diagndstico y la eficacia de las vacunas.
Mediante un reciente analisis del genoma entero
comprobamos que la hipervariacion de la protei-
na S es una caracteristica general de los betacoro-
navirus (LaTourrette et al., 2021). La hipervaria-
cion en la proteina S es evidente en los betacoro-
navirus altamente patogénicos para los humanos:
MERS-CoV (Figura 5A), SARS-CoV (Figura 5B)
y SARS-CoV-2 (Figura 5C). El patron también es
claro en las especies que infectan a los murciélagos
(Figura 5B). Especificamente en SARS-CoV-2, va-
rias regiones en la proteina S son hipervariables, in-
cluyendo el dominio de union al receptor ACE2 y la
region proximal del péptido de fusion (Figura SD).

Los betacoronavirus infectan principalmente a
murciélagos y humanos (Figura 1). Dada la gran
diversidad genética de los murciélagos, y posible-
mente de humanos, los receptores celulares, pro-
teasas y cofactores de entrada posiblemente sean
diversos (Kuo et al., 2000; Cantuti-Castelvetri et
al., 2020). Por consiguiente, la hipervariacion de la
proteina S puede brinda una ventaja evolutiva. Los
mecanismos que impulsan la seleccion diversifica-
dora en la proteina S podrian incluir la diversidad en
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Figure 5. Distribution of genomic variation in human betacoronaviruses. Single nucleotide polymorphisms were plotted
with respect to the genome. A 99% confidence interval is indicated as a horizontal line. A) MERS-CoV. B) SARS-
CoV. Two species infecting bats are included for comparison. C) SARS-CoV-2. D) Single amino acid polymorphism
in SARS-CoV-2 protein S. Domains are annotated and color coded. Modified from LaTourrette et al. (2021).

Figura 5. Distribucién de variacion genémica en betacoronavirus humanos. Polimorfismos de un solo nucleétido fueron
graficados con respecto al genoma. Un intervalo de confianza de 99% esta sefialado como una linea horizontal.
A) MERS-CoV. B) SARS-CoV. Dos especies que infectan a murciélagos estin incluidas para comparar. C) SARS-
CoV-2. D) Polimorfismo de un solo aminoacido en la proteina S de SARS-CoV-2. Los dominios estin anotados y
con cédigos de color. Modificado de LaTourrette ef al. (2021).
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hyper variation provides an evolutionary advantage
and is an intrinsic property of betacoronaviruses
(LaTourrette et al., 2021).

Antibodies againts protein S

In infected cells, neutralizing antibodies are
developed against protein S (Brochot et al., 2020;
Cai et al, 2020). The receptor-binding domain
is a critical antigen (Noy-Porat et al, 2020).
Additionally, non-neutralizing antibodies against
protein S fragments of subunit two are also
present (Brochot et al., 2020; Cai et al., 2020).
Non-neutralizing antibodies may serve as decoys
the reduce biogenesis and targeting efficiency of
neutralizing antibodies (Cai et al., 2020). Thus, the
hyper variation of protein S might be a mechanism
for betacoronaviruses to escape the immune system.

Variation in protein S and implications for
vaccine use

Vaccines  against SARS-CoV-2  induce
neutralizing antibodies against protein S (Figure 2)
(Cai et al., 2020; Wrapp et al.; Yuan et al., 2020).
Hyper variation in protein S has potential to reduce
efficacy of vaccines by multiple mechanisms. In
an infected individual, new virus variants might
be generated and have been detected (Jary et
al., 2020) with potential to escape neutralizing
antibodies. Furthermore, antibodies developed after
vaccination are a selection agents with potential to
favor virus variants that can escape neutralizing
antibodies (Baum et al., 2020).

Under this scenario, if SARS-CoV-2 remains
genetically stable, vaccines will be efficient
(Dearlove et al., 2020), antibody-based diagnostic
testhighly reliable, and infected people who develop
antibodies will likely acquire immunity to SARS-
CoV-2. However, if SARS-CoV-2 differentiates

receptores celulares, proteasas celulares que proce-
san el sitio de escision S1/S2, cofactores de entrada
celular y anticuerpos.

Varios dominios en la proteina S estan intrinse-
camente desordenados (LaTourrette et al., 2021):
el dominio de unién del receptor y el dominio 2 de
la terminal C en S1, asi como la region proximal del
péptido de fusion en S2 (Figura 5D). Esta observa-
cion es importante, ya que las proteinas intrinseca-
mente desordenadas median en la diversidad fun-
cional y las interacciones con parejas genéticamen-
te diversas, tales como los receptores celulares y el
cofactor de entrada en murciélagos y humanos (He-
brard et al., 2009; Rantalainen et al., 2011; Charon
et al., 2018). La seleccidn para la hipervariacion y
el desorden en la proteina S son consistentes con el
origen en el murciélago de SARS-CoV y SARS-
CoV-2, seguido de su adaptacion en los humanos
(Cuietal., 2019; Lu et al., 2020).

En los betacoronavirus, la proteina S es hiperva-
riable, desordenada, mutacionalmente robusta (La-
Tourrette et al., 2021) y es determinante en la adap-
tacion y el rango de los hospedantes (Kuo et al.,
2000; Muth et al., 2018; Zhai et al., 2020). Estas
son caracteristicas intrinsicas de todos las especies
de betacoronavirus que les da una ventaja evolutiva
(LaTourrette et al., 2021).

Anticuerpos contra la proteina S

En células infectadas se desarrollan anticuerpos
neutralizantes contra la proteina S (Brochot et al.,
2020; Cai et al., 2020). El dominio de unién del
receptor es un antigeno critico (Noy-Porat et al.,
2020). Ademas, se encuentran presentes anticuer-
pos no neutralizantes contra fragmentos de proteina
S de la subunidad dos (Brochot et al., 2020; Cai et
al., 2020). Anticuerpos que no neutralizan propor-
cionan varias ventajas al virus. Reducen la sintesis
de anticuerpos neutralizantes y mantienen ocupados
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into strains, vaccines will be efficient only against
closely related strains, ineffective against diverse
strains, and people might be repeatedly infected by
SARS-CoV-2.

Re-infection in humans has been confirmed
(Tillett et al., 2020), and hyper variation in
protein S is a general feature of betacoronaviruses
(LaTourrette et al., 2021). These observations
predict that adjustments to vaccine design and
antibody-based diagnostic tests will be needed.
Vaccines administered to people may consist of a
cocktail of protein S variants (Baum et al., 2020;
Cai et al., 2020). Alternatively, or in addition, the
vaccines may need to be re-designed based on
SARS-CoV-2 population dynamics, structure and
their geographic distribution (Korber et al., 2020;
Taboada et al., 2020; LaTourrette ef al., 2021).

It is likely that SARS-CoV-2 will accumulate
mutations for efficient replication and differentiate
into biological strains as the virus faces selection
from genetically different
populations (LaTourrette et al., 2021). Multiple
lines of evidence support this model. Despite not
reaching pandemic levels, protein S accumulated
large numbers of mutations in MERS-CoV and
SARS-CoV (Figure 5). SARS-CoV-2 variants
infecting the same individual have been detected
(Tillett et al., 2020; Jary et al., 2020), and recurrent
mutations in open reading frame lab, and cistrons
coding for NSP6 and protein S have been identified
(van Dorp et al., 2020). Additionally, contrasting
mutations have also be described. In Mexico,
SARS-CoV-2 population were grouped into clades
(Taboada et al., 2020), and in Arizona, a 27-amino
acid deletion was detected in protein 7 (Holland et
al., 2020).

The first genome of the SARS-CoV-2 came from
the strain initially described in China, (Wuhan-
Hu-1 NC 045512.2). The cistron coding for protein
S contains residues that are compatible, but not

pressure human

al sistema inmunologico (Cai et al., 2020). Por ello,
la hipervariacion de la proteina S podria ser un me-
canismo para que los betacoronavirus escapen del
sistema inmune.

Variacion en la proteina S e implicaciones para
el uso en vacunas

Las vacunas contra el SARS-CoV-2 inducen an-
ticuerpos neutralizantes contra la proteina S (Figura
2) (Caietal.,2020; Wrapp et al.; Yuan et al., 2020).
La hipervariacion en la proteina S tiene el poten-
cial de reducir la eficacia de las vacunas mediante
varios mecanismos. En un individuo infectado se
podrian generar, y se han detectado, varias varian-
tes del virus (Jary et al., 2020) con el potencial de
escapar a los anticuerpos neutralizantes. Ademas,
los anticuerpos desarrollados después de recibir la
vacuna son agentes de seleccion con el potencial de
favorecer a variantes del virus que pueden escapar
a anticuerpos neutralizantes (Baum ef al., 2020).

En este escenario, si el SARS-CoV-2 permanece
genéticamente estable, las vacunas serdn eficientes
(Dearlove et al., 2020), las pruebas de diagnosticos
basadas en anticuerpos seran muy confiables y la
gente infectada que desarrollen anticuerpos proba-
blemente se vuelvan inmunes al SARS-CoV-2. Sin
embargo, si el SARS-CoV-2 se separa en cepas,
las vacunas seran eficientes sélo contra cepas es-
trechamente relacionadas e ineficiente contra cepas
diversificadas, con lo que la gente se infectara con
SARS-CoV-2 de manera recurrente.

La reinfeccion en los humanos ha sido confir-
mada (Tillett et al., 2020) y la hipervariacion en
la proteina S es una caracteristica general de los
betacoronavirus (LaTourrette et al., 2021). Estas
observaciones predicen que se requeriran ajustes
al disefio de la vacuna y pruebas de diagndstico
con base en anticuerpos. Las vacunas administra-
das a las personas podrian consistir en un coctel
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optimal, for binding human receptor ACE2 (Wan et
al., 2020). Thus, there is potential for protein S to
accumulate mutations for more efficient entry into
human cells. Consistent with this model, a D614G
mutation makes the virus more transmissible,
more pathogenic to humans (Becerra-Flores and
Cardozo, 2020), and has replaced the initial strain
(Long et al., 2020; Volz et al., 2020). The D614G
mutation and others in the receptor binding domain
reduce affinity to monoclonal antibody CR3022
(Long et al., 2020). This is consistent with a role for
protein S variation in escaping from neutralizing
antibodies.

Future challenges

Multiple lines of evidence support the model
that SARS-CoV-2 is mutating (Forster er al.,
2020; Korber et al., 2020; Phan, 2020a), and that
as a group betacoronaviruses are hypervariable
and variation mainly accumulates in protein S
(LaTourrette et al., 2021). This variation has the
potential to affect the both the efficacy of vaccines
and the reliability of antibody-based diagnostic
test. Collectively this information predicts that
vaccine design and deployment will be based on
fundamental understanding and characterization of
proteins S, and other genes, in the SARS-CoV-2
genome in a combination of factors such as human
population genetics, age groups, health underlying
conditions, geographical and regional boundaries.
Characterizing the genetic structure of SARS-
CoV-2 at fine scale, and translating this variation
into the design and deployment of SARS-CoV-2
vaccines is one of the main challenges. To answer
this challenge, it will be essential profile the genetic
structure of the virus in different parts of the
world, in human populations of different genetic
backgrounds, and before and after administration
of the SARS-CoV-2 vaccines

de variantes de la proteina S (Baum et al., 2020;
Cai et al., 2020). Ademas, o como alternativa, las
vacunas quiza necesiten ser redisefiadas con base
en las dinamicas de la poblacion del SARS-CoV-2,
su estructura y distribucidon geografica (Korber et
al., 2020; Taboada et al., 2020; LaTourrette et al.,
2021).

Es posible que el SARS-CoV-2 acumule muta-
ciones para su replicacion eficiente y se diferencie
en cepas biologicas a medida que el virus enfrenta
presion de seleccion de poblaciones humanas ge-
néticamente diferentes (LaTourrette et al., 2021).
Son muchas las lineas de evidencia que apoyan
este modelo. A pesar de no haber alcanzado niveles
pandémicos, la proteina S acumuld grandes canti-
dades de mutaciones en MERS-CoV y SARS-CoV
(Figura 5). Se han detectado variantes del SARS-
CoV-2 que han infectado al mismo individuo (Ti-
llett et al., 2020; Jary et al., 2020) y se han identi-
ficado mutaciones recurrentes en el marco abierto
de lectura lab y cistrones que codifican NSP6 y
proteina S (van Dorp et al., 2020). Ademas, tam-
bién se han descrito mutaciones contrastantes. En
Meéxico, la poblacion de SARS-CoV-2 se agrup6 en
clados (Taboada et al., 2020) y en Arizona se detec-
to la eliminacion de 27 aminoacidos en la proteina
7 (Holland et al., 2020).

El primer genoma del SARS-CoV-2 surgi6 de la
cepa inicialmente descrita en China, (Wuhan-Hu-1
NC 045512.2). El cistron que codifica la protei-
na S contiene residuos que son compatibles, aun-
que no Optimos, para el receptor humano de unién
ACE2 (Wan et al., 2020). Por ello, la proteina S
tiene el potencial de acumular mutaciones para una
entrada mas eficiente a las células humanas. Con-
sistente con este modelo, una mutacion de D614G
hace al virus mas transmisible, mas patogénico
para humanos (Becerra-Flores y Cardozo, 2020) y
ha reemplazado a la cepa inicial (Long et al., 2020;
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Volz et al., 2020). La mutacion de D614G y otros
en el dominio de union del receptor reducen la afi-
nidad al anticuerpo monoclonal CR3022 (Long et
al., 2020). Esto es consistente con un rol de la va-
riacion de la proteina S para escapar de anticuerpos
neutralizantes.

Retos a futuro

El SARS-CoV-2 esta acumulando mutationes
y cambiando (Forster et al., 2020; Korber et al.,
2020; Phan, 2020a) y que, como grupo, los betaco-
ronavirus son hipervariables y la variacion se acu-
mula principalmente en la proteina S (LaTourret-
te et al,, 2021). Esta variacion tiene el potencial
de afectar tanto la eficacia de las vacunas como la
confiabilidad de la prueba de diagnostico basada
en anticuerpos. De forma colectiva, esta informa-
cion predice que el disefo y el uso de las vacunas
se basara en la comprension fundamental y la ca-
racterizacion de las proteinas S y otros genes en el
genoma del SARS-CoV-2 en una combinacion de
factores tales como la genética de las poblaciones
humanas, grupos de edades, condiciones de salud
subyacentes y fronteras geograficas y regionales.
Caracterizar la estructura genética de SARS-CoV-2
a una escala fina y traducir esta variacion al disefo
y la implementacion de las vacunas contra SARS-
CoV-2 es uno de los desafios principales. Para res-
ponder a este desafio sera esencial realizar un perfil
de la estructura genética de este virus en diferen-
tes partes del mundo, en poblaciones humanas de
diversos origenes genéticos y antes y después de
administrar las vacunas contra el SARS-CoV-2.
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