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ABREVIATURAS

%INS.: Porcentaje de inserciones.

%M.: Porcentaje de mutantes.

%RDEL.: Porcentaje de deleciones.

%RTS: Porcentaje de transiciones.

aa: Aminoacido.

CC. AA.: Comunidades auténomas.

cDNA: DNA complementario.

CTs: Ciclos de amplificacion minimos.

DMVs: Vesiculas de doble membrana.

dN/dS: Seleccidn genética.

M.B.M.: Mutaciones por mutante.

M.R.: Tasa de mutacion.

NS/SY: Proporcion de mutaciones no

sindnimas por cada mutacion sindnima.

NSP: Proteina no estructural.

NTD: Dominio N-terminal.

RdRp: Polimerasa dependiente de RNA.

RTC: Complejo de replicacion-transcripcion.

RT-PCR: Reaccion en cadena de la

polimerasa con transcriptasa inversa.

SNP: Polimorfismo de un solo nucleétido.



RESUMEN:

En este estudio se han analizado y comparado secuencias del genoma de SARS-CoV-2
entre 2020 y 2021 provenientes de Castillay Ledn, Madrid y Catalufia dentro de la plataforma
GISAID. Los resultados indican que la tasa de mutacion media se incrementa hasta 5 veces en
el periodo estudiado; Castillay Ledn tiene los valores mas altos, mientras que Madrid tiene los
mas bajos. El gen orf8 es el que mas tasa de mutacion tiene y més tendencia tiene a cambiar
los aminoacidos para los que codifica, mientras que los genes orf6, e y m son los que menos
cambian. El porcentaje medio de transiciones siempre supera a las transversiones y deleciones
en las tres comunidades autonomas. La proporcion entre mutaciones no sinénimas y sinénimas
se ha mantenido relativamente constante entre todas las comunidades. La seleccion media del
genoma (dN/dS) es purificadora en 2020 y positiva en 2021. Las mutaciones predominantes
en ambos afios son: C3037T (orflab: F106F), C14408T (orflab: P323L) y A23403G (spike:
D614G).

Palabras clave: SARS-CoV-2, tasa de mutacion, transversiones, transiciones, deleciones,
dN/dS

ABSTRACT:

In this study, SARS-CoV-2 genome sequences from Castilla y Leon, Madrid and
Catalonia have been analyzed and compared between 2020 and 2021 within the GISAID
platform. The results indicate that the average mutation rate increases up to 5 times within the
period; Castillay Leon has the highest values, while Madrid has the lowest. The orf8 gene has
the highest mutation rate and tendency to change its encoded amino acids, while the orf6, e
and m genes are the ones that change the least. The average percentage of transitions in the
three autonomous communities always exceeds transversions and deletions. Non-synonymous
to synonymous ratio has been maintained constant in all sequences and time periods. The
genome average selection (dN/dS) is purifying in 2020 and positive in 2021. The most common
mutations on both periods are: C3037T (orflab: F106F), C14408T (orflab: P323L) and
A23403G (spike: D614G).

Keywords: SARS-CoV-2, mutation rate, transversions, transitions, deletions, dN/dS



1. INTRODUCCION

Desde el primer caso de COVID-19 registrado en la ciudad de Wuhan (provincia de Hubei,
Republica Popular China) el 1 de diciembre de 2019, el virus que la causa, SARS-CoV-2, ha
sufrido cambios tanto en su genoma como en la sintomatologia asociada a la enfermedad. La
sintomatologia depende tanto de las caracteristicas propias de la persona infectada, como de
las del virus, siendo estas Ultimas de gran interés para su erradicacion ya que gran parte de los
tratamientos antivirales van dirigidos contra proteinas viricas, por ejemplo: “Remdesivir”
inhibe la RNA polimerasa codificada en orflab (Gordon et al., 2020), aunque ya se han
catalogado mutaciones relacionadas con la capacidad del virus para sobrevivir al farmaco
como C16466T (P5401L) (Szemiel et al., 2021; Sarkar et al., 2021). Es de gran utilidad saber
qué genes son los que tienen una mayor proporcion de mutaciones, qué tipo de seleccion tienen,
cudl es el caracter de las mutaciones encontradas, cudles son las méas relevantes y su
implicacion funcional respecto al proceso infeccioso. Todo esto ayudaria en el hallazgo de

estrategias de lucha contra futuras pandemias.

1.1. CARACTERISTICAS DEL SARS-CoV-2

1.1.1. Clasificacion y morfologia del SARS-CoV-2.

El SARS-CoV-2 es un virus RNA (reino Orthornavirae), monocatenario positivo (filo
Pisuviricota), por lo tanto, se clasifica dentro del Grupo IV de la clasificacion de Baltimore.
Este grupo traduce directamente su material genético en los ribosomas de la célula huésped
cuando la infectan, a diferencia de los virus RNA monocatenarios negativos. EI SARS-CoV-2
codifica una proteasa MPRO caracteristica propia de la clase Pisoviricetes. De entre los 6rdenes
encontrados en esta clase, este virus esta clasificado dentro de los Nidovirales debido a que sus
genes estructurales estan separados de los genes no estructurales (por marcos de lectura
abiertos) y ademas tiene un deslizamiento ribosémico +1 en orflab que altera la traduccion en
los ribosomas (Kelly et al., 2020).

El virus de morfologia globular y rodeado de una membrana de bicapa fosfolipidica, posee
proteinas SPIKE con forma de maza ancladas a la membrana (Figura 1) dando un aspecto de
“corona solar” a microscopia electronica de transmision, esta morfologia es caracteristica de
la familia Coronaviridae. Dentro de esta familia los géneros mas importantes son:

Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus; los dos



primeros provienen del viroma de los murciélagos y los dos ultimos del viroma de los cerdos
y aves. El SARS-CoV-2 es un Betacoronavirus humano, que, a diferencia de otros como el
HCoV-OC4, carece de la proteina hemaglutinina esterasa (HE) (Vijgen et al., 2005).
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Figura 1. Estructura (virion) de SARS-CoV-2. Se resaltan las proteinas estructurales y la membrana formada
por una bicapa fosfolipidica. Esquema elaborado a partir de Lim, I. et al. (2021).

1.1.2. Genesy proteinas del SARS-CoV-2.

El genoma del SARS-CoV-2 se caracteriza por tener 29891 nucleotidos totales en longitud
(Figura 2) y 12 genes reconocidos, que ordenados por tamafo en orden decreciente serian:
orflab (21289nt), s (spike) (3821nt), n (3821nt), orf3a (827nt), m (668nt), orf3b (455nt), orf7a
y orf8 (365nt), e (227nt), orf6é (185nt), orf7b (131nt) y orf10 (116nt). EI 85% del genoma esta
ocupado por orflab y s. Por ultimo, tenemos las regiones 5’-UTR (265nt) y 3°-UTR (216nt),
ambas secuencias estan implicadas en la formacion de la estructura tallo-bucle que confiere

estabilidad y proteccion al genoma de RNA viral, y es esencial para la replicacion de este.
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Figura 2. Genoma de SARS-CoV-2. Se puede observar la distribucion de los genes en funcién de la posicion.
NSP (proteinas no estructurales), SP (proteinas estructurales) y NS (proteinas accesorias). Esquema elaborado a
partir de Gordon, D.E et al. (2020).

El virus mas parecido genéticamente a la primera secuencia de SARS-CoV-2 (WIV04) es
BatCoV-RaTG13, siendo este ultimo un betacoronavirus aislado del murciélago Rhinolophus

affinis, endémico de la region de Yunnan, China; por esto se propone que SARS-CoV-2 pudo
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haberse generado por un salto zoon6tico desde este, hasta el ser humano, aunque otras hipotesis
especulan sobre un posible origen artificial (Sallard et al., 2021; Coccia, M., 2022). No esta
del todo claro el origen de SARS-CoV-2 pero existen evidencias de su capacidad para
recombinarse de forma natural (Haddad et al., 2021) y, ademas, durante el 1° cuatrimestre de
2022 aparecieron las variantes XE, XF y XD que provienen de recombinaciones: la primera
proviene de las variantes dmicron BA.1 y BA.2, y las 2 Gltimas provienen de variantes
derivadas del linaje B.1.617 (Delta/Kappa) con variantes de émicron. (Mohapatra et al., 2022).

Existen 3 tipos de proteinas codificadas en el virus: proteinas estructurales, proteinas no
estructurales (NSP) y proteinas accesorias (NS). Las proteinas estructurales son aquellas que
envuelven al virus y estan codificadas por los genes: s, e, my n. Las proteinas accesorias son
aquellas que involucran funciones secundarias: juegan papeles implicados en la evasion
inmunitaria o interaccionando con otras proteinas, estas son codificadas por los genes: orf3a,
orf3b, orf6, orf7a, orf7b, orf8 y orf10. Las proteinas no estructurales (NSP) estan involucradas
en la replicacion y transcripcion del genoma viral y se encuentran formando parte de las
poliproteinas PP1ay PP1lab, ambas codificadas por el gen orflab y en conjunto se componen
de 7097 aminoacidos. El final de PP1ay el comienzo de PP1ab esta localizado en la posicion
nucleotidica 13176-13177 del orflab (aminoacido nimero 4394) y no finaliza en un codén de
parada, por lo tanto, ambas poliproteinas se solapan y no estan separadas. Ambas poliproteinas
(Figura 3) estan compuestas por 16 proteinas no estructurales (NSP), de entre las cuales las
mas importantes son la NSP3 (PLPRO), NSP5 (MPRO) y la NSP12 (RdRp), siendo esta Ultima
la encargada de replicar el genoma virico (Gao et al., 2020). MPRO es una proteasa que se
autoescinde de la poliproteina PP1a al formarse en el ribosoma y posteriormente provoca
cortes en los puntos que delimitan las proteinas NSP4 y desde NSP6 hasta NSP16, dejandolas
libres y funcionales (Malone et al., 2022). Cuando NSP4 se ha liberado, PLPRC escinde NSP1
y NSP2, ademaés provoca la formacion de DMVs (junto con NSP4 y NSP6) cuya funcion es la
de albergar el RTC. Las proteinas NSP7 a NSP16 se asocian entre si formando el RTC que se
introduce en las distintas DMVs y se encarga de producir la transcripcion y replicacion del

material genético del virus (Malone et al., 2022).
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Figura 3. Poliproteinas codificadas en el gen orflab de SARS-CoV-2. Las poliproteinas PPla y PPlab se
acompafia de los nombres de las proteinas que las integran (NSP) y en la parte inferior se nombran las funciones
asociadas a dichas proteinas. Esquema elaborado a partir de ViralZone (2020).

La segunda proteina mas grande es SPIKE (gen s; 1273 aminoacidos) se caracteriza por ser
una Unica proteina estructural con 2 dominios: S1y S2. EI dominio S1 consta de 2 regiones:
NTD (dominio N-terminal) y RBD (dominio de union al receptor), esta Ultima se encarga de
unirse al receptor ACE2 de las células humanas, mientras que S2 tiene los péptidos que
intervienen en la fusion del virus con la membrana celular y proceder a la infeccion (Hoffmann
et al., 2020). La proteina SPIKE necesita 2 enzimas localizadas en la membrana celular con
distinta actividad proteasa (Figura 4) para que la uniéon a ACE2 funcione correctamente: la
furina celular y la TMPRSS2; la primera se une a la region que existe entre S1y S2 (Lan et
al., 2020; Premkumar et al., 2020) y la segunda a la regién S2' (Peacock et al., 2021); una vez
que esto ocurre, S1 se separa de S2 y el virus puede entrar en la célula por endocitosis
(vesicula), o por fusion (solo se difunde el material genético del virus). Existe una via de
entrada alternativa mediada por los receptores de membrana celular NRP1 y NRP2
(neuropilinas) que tienen la capacidad de unirse al motivo Arg-Arg-Ala-Arg (RRAR) entre la
posicion (aa) 682 y 685 de la proteina SPIKE (Figura5), actuando de forma similar a la furina.
(Daly et al., 2020)
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Figura 4. Proceso de union entre SPIKE y ACE2. A la izquierda se muestran las 2 vias de entrada a la célula
que puede seguir el virus cuando la unién entre S1'y ACE2 se ha realizado. A la derecha se detalla el proceso de
activacion. Esquema elaborado a partir de Lippi et al. (2020).

Interior de la célula



Una de las diferencias fundamentales entre SARS-CoV-2 y el SARS-CoV original es que el
primero tiene la secuencia de aminoacidos P-R-R-A entre S1 y S2 de la proteina SPIKE
(Figura 5) que es la region del corte por la furina celular. (Wrobel et al., 2020)

SpeCIeS/AbbrV * Kk Kk Kk *k Kk Kk K * * 0k L * Kk Kk Kk %
1. MN996528.1 SARS-CoV-2 isolate WIV04 complete| I ICASSYQTQTNS|IPRRARSVA[SQS | | AYTMS
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Figura 5. Alineamiento parcial de la proteina SPIKE de SARS-CoV-2 de Wuhan (WIV04), el coronavirus
del murciélago de herradura (RaTG13) y el SARS-CoV original (BJ01). La secuencia de aminoacidos marcada
en rojo (P-R-R-A) forman parte del corte por furina. En la columna izquierda se muestran los nombres de las
especies de coronavirus.

La proteina NS3a (gen orf3a; 275 aminoacidos) posee funciones distintas y poco conocidas;
en cultivos celulares in vitro produce apoptosis (Ren et al., 2020), pero es probable que juegue
un papel importante bloqueando la formacion de autolisosomas celulares (Ghosh et al., 2020;
Miao et al., 2021) por lo tanto, es una proteina esencial para la supervivencia del virus cuando
se encuentra dentro de la célula. La proteina NS3b (gen orf3b; 151 aminoacidos) se caracteriza
por funcionar como un antagonista de interferones; es decir, inhibe mecanismos de inmunidad innata
o celular en células infectadas (Konno et al., 2020). EI gen orf3b esta codificado dentro de orf3a
(aunque dentro de este se consideran tambien los genes orf3c y orf3d), por lo tanto, la region
que abarca la totalidad de orf3a codifica también 3 sub-genes distintos (Redondo et al., 2021).
La proteina estructural E (gen e; 75 aminoacidos) (envelope small protein) es similar a la del SARS-
CoV de 2003, su funcion principal consiste en formar poros en las células infectadas (Nieto-Torres
et al., 2014), ademas juega un papel importante en el ensamblaje del virus en el aparato de Golgi
(Nieto-Torres et al., 2015); también se sabe que interactta con las proteinas que participan en las
uniones celulares estrechas como PALS1 debido a que E presenta el motivo peptidico D-L-L-V en
la region terminal (Teoh et al., 2010). La proteina estructural M (gen m; 222 aminodcidos) (multi-
pass membrane protein) esta implicada en facilitar el ensamblaje del virus en el aparato de
Golgi de la célula hospedadora mediante la interaccion con otras proteinas viricas (Boson et
al., 2021). La proteina NS6 (gen orf6; 61 aminoacidos) interrumpe la formacién del complejo
celular de importacion nuclear al unir carioferina-a-2 y carioferina-p-1, provocando el bloqueo
de la expresion de genes que codifican productos antivirales (Miorin et al., 2020); también
inhibe la produccion celular de IFN-B mediante el bloqueo de la translocacion nuclear del
interferén IRF3 (Xia et al. 2020). La proteina NS7a (gen orf7a; 121 aminoacidos) juega un
papel importante como antagonista de la teherina (BST2), provocando la supresion de su
actividad antiviral (Taylor et al., 2015). La proteina NS7b (gen orf7b; 43 aminoacidos) cuya



funcién es en gran parte desconocida, induce la apoptosis en cultivos celulares (Yang et al.,
2021). La proteina NS8 (gen orf8; 121 aminoacidos) juega un papel importante en la regulacion
inmunitaria: se une al receptor IL17A provocando respuestas proinflamatorias (Chan et al.,
2020) por lo tanto, puede estar relacionada con la severidad de la enfermedad; se sabe que el
gen orf8 proviene de una duplicacién de orf7a, por lo tanto, ambos son genes paralogos
(Neches et al., 2021). La proteina estructural N (gen n; 419 aminoacidos) (nucleoprotein) se
encarga de almacenar el material genético del virus en estado de virion y también esta
implicada en la replicacion viral (Stertz et al., 2007); el gen n codifica 2 subgenes: orf9b
(proteina NS9b) y orfoc (proteina NS9c), el primero antagoniza la interaccién del translocador
mitocondrial TOM70 con HSP90 debilitando la cascada de sefializacion para la expresion de
IFN de tipo 1 (Gao et al., 2021), el segundo interactta con los receptores sigma y con la via
NF-kB (Redondo et al., 2021). La proteina NS10 (gen orf10; 38 aminoacidos) es un péptido
cuya funcion es desconocida, pero se sabe que posee actividad inmunogénica (Mishra, 2020),
aunque, la amplificacion del gen orf10 se utiliza extensivamente para detectar el virus mediante
PCR en diagnostico clinico (Hassan et al., 2020), otros autores defienden la eliminacion de este

gen ya que hay algunas evidencias de su caracter no codificante (Pancer et al., 2020).
1.2. Objetivos
Los objetivos principales de este trabajo consisten en:

A- Comparar los valores de las tasas de mutacion, concentracion de mutaciones, cantidad de
mutaciones no sindnimas por cada sindnima (NS/SY), transiciones, transversiones,
deleciones e inserciones entre las comunidades de Castilla y Ledn, Madrid y Catalufia
durante 2020 y 2021.

B- Comparar los valores de las tasas de mutacion, concentracion de mutaciones, cantidad de
mutaciones no sinonimas por cada sindnima (NS/SY), razén Ti/Tv, deleciones y tipo de
seleccion (dN/dS) en cada gen del virus entre 2020 y 2021.

C- Encontrar, catalogar y explicar los efectos de las mutaciones relevantes mas importantes

en cada uno de los genes desde 2020 a 2021 presentes en las comunidades estudiadas.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Recogida de datos y procedimiento.

Se recogieron el mayor nimero de secuencias posibles del genoma de SARS-CoV-2 desde la
plataforma web GISAID (https://www.gisaid.org/) con una proporcion de ‘N’ (errores de
lectura en la secuencia) menor o igual al 5% y procedentes de las CC.AA. de Castillay Ledn,
Madrid, Andalucia y Catalufia de 2020 y 2021. En las secuencias analizadas se trabaja con
cDNA que es equivalente al RNA virico. El afio 2021 se distribuyo en 3 cuatrimestres (2021-
Q1, Q2 y Q3). Las secuencias se separaron y analizaron por cada uno de los genes del virus.
Andalucia se omitidé en la estadistica por la escasez de secuencias en 2021-Q3, pero se
registraron sus respectivas mutaciones y se anotaron las mas comunes. Se adoptaron estos

criterios para evitar la mayor cantidad de errores posibles.
2.2. Herramientas informaéticas.

El software utilizado para realizar los alineamientos de las secuencias con menos de 100
muestras han sido Mega 7.0.26 (Kumar et al., 2015) y Mega 11 (Kumar et al., 2020); para los
alineamientos con mas de 100 muestras se ha utilizado el servicio web ofrecido por el EBI
(Instituto Europeo de Bioinformatica), en ambos casos se ha utilizado la herramienta Clustal
Omega (Sievers et al., 2018). Para exportar las secuencias a un formato tabulado separado por
comas (.csv) se ha utilizado Ugene (Okonechnikov et al., 2021); la razon entre sustituciones
sindnimas y no sinénimas se ha llevado a cabo con DNAsp (Rozas et al., 2017), las tablas,
figuras y los porcentajes incluidos en los resultados se elaboraron en Excel (ver. 2105).
Ademas, se han escrito y ejecutado scripts en Perl (The Perl Foundation, 2021) para convertir
caracteres con ambiguedad (Nassar et al., 2017) de la IUPAC para nucle6tidos (K, R, Y, W, S,
M, H, B, V, D) a caracteres ‘N’ dentro de las secuencias. También se ha utilizado la herramienta
online MEME (Mixed Model Effects Model of Evolution) (Murrell et al., 2012) desde la pagina
web Datamonkey para calcular la relacion dN/dS exacta de cada gen (valor ). Para comparar
los valores de las tasas de mutacion, concentracion de las mutaciones, razon NS/SY y razén
Ti/Tv entre los genes estructurales y no estructurales (incluido orflab) en ambos afios, se ha
utilizado el software PAST 3.24 (Hammer et al., 2001) mediante el método estadistico
ANOVA para comparar aquellos con valores de distribucion normal y la prueba de Kruskal-

Wallis para aquellos con valores de distribucion no normal.



2.3. Tipo de datos.

Se trataron por separado el conjunto de todas las mutaciones y el conjunto de aquellas que
aparecen al menos un 5% sobre la misma posicion de las secuencias analizadas, a estas las
Ilamamos mutaciones relevantes. Los datos expresados en todas las mutaciones son: el
porcentaje de mutantes totales (%M.); la tasa de mutacién (Mutation Rate, M.R.) que se define
por la cantidad de mutaciones totales sobre la suma de la cantidad de nucle6tidos de cada una
de las secuencias para un intervalo de tiempo, que nos indica cuantas mutaciones adquieren las
secuencias seleccionadas por unidad de tiempo; la seleccidn genética (dN/dS, también llamada
Ka/Ks) se calcula a través del cociente de las mutaciones no sindénimas entre los sitios no
sindnimos dividido por el cociente de las mutaciones sindnimas entre los sitios sinénimos y el
valor resultante nos indica qué genes han adquirido mutaciones que facilitan (seleccién
positiva, ® > 1), dificultan (seleccion purificadora, ® < 1) o no provocan ninguna alteracion
(seleccion neutra, ® = 1) en la supervivencia y reproduccion del virus (Miyata et al., 1980; Nei
et al., 1986); la concentracion de las mutaciones es un valor que nos indica el grado de
dispersion de las mutaciones en una secuencia (valores bajos, mayor dispersion; valores altos,
mayor concentracion) y se calcula por el cociente de la tasa de mutacion (en porcentaje)
relativo al porcentaje de posiciones con mutaciones; las mutaciones no sinénimas (NS) son
aquellas que producen un cambio en el aminoacido original respectivo a la posicion y las
mutaciones sindnimas (SY) son todas aquellas mutaciones que no provocan un cambio, la
razon o proporcion NS/SY indica cuantas mutaciones no sindnimas hay por cada mutacién
sindnima, es semejante a dN/dS pero no se considera la diferencia en el numero de sitios
sinbnimos y no sindnimos, y finalmente, las mutaciones por mutante (Mutations By Mutant,
M.B.M.) que son el total de nucle6tidos de una o varias secuencias multiplicado por la tasa de
mutacion (M.R.). Los datos analizados sobre las mutaciones relevantes son: porcentaje de
mutaciones de tipo transicion (%RTS), cuyo valor expresa el porcentaje de mutaciones en las
que el nucleotido (pirimidina o purina) se sustituye por otro del mismo tipo; por el contrario,
el porcentaje de mutaciones de tipo transversion (%RTV) cuantifica las mutaciones en la que
la naturaleza del nucleétido sustituido es distinta; el porcentaje de mutaciones de tipo delecién
(%RDEL) e insercion (%INS) se calculan a partir de la cantidad de deleciones e inserciones
de forma respectiva; la suma de los valores de %RTS, %RTV, %RDEL e %INS es siempre
100. Finalmente, la razén Ti/Tv que no es mas que la cantidad de transiciones entre
transversiones, este valor nos da la cantidad de transiciones que hay por cada transversion; no

es una variable igual de importante que la dN/dS o que la M.R., pero, algunos autores sugieren



que un valor superior de transversiones frente al de transiciones significa una reduccion de la
eficacia bioldgica en virus RNA (Lyons et al., 2017) que indica si cada particula de virus
empeora la capacidad de multiplicarse en una célula.

3. RESULTADOS

3.1. Numero de secuencias totales.

Las secuencias recogidas en la base de datos del GISAID se muestran en la Tabla 1. Las CC.
AA. de Castilla y Leon, Madrid y Catalufia suman 4269 secuencias. Las secuencias de
Andalucia se omitieron de la estadistica, pero se incluyeron en la lista de mutaciones

relevantes.

Tabla 1. NGmero de secuencias encontradas de cada comunidad en 2020 y 2021. En la Gltima fila se calcula
el nimero total de secuencias por cada intervalo temporal.

Origen Secuencias 2020 | Secuencias 2021-Q1 | Secuencias 2021-Q2 | Secuencias 2021-Q3
Andalucia 520 364 35 0
Castillay Lebn 289 119 506 364
Catalufia 123 257 201 1122
Madrid 480 122 338 348
Sec. suma 1505 942 1129 1834

Total 5188

3.2. Porcentaje de mutantes, tasa de mutacion, concentracion y razon NS/SY.

El 100% de las secuencias muestreadas son mutantes comparadas con el virus original de
Wuhan (Tabla 2), esto se debe a que orflab tenia al menos una mutacion cuando llegé a
Espafia en 2020. Todos los genes incrementan su %M en ambos periodos a excepcion de orf10.
El gen e tiene los valores mas bajos medios, n es el Gnico gen que llega al 100% de mutantes

en el 1°"y 2° cuatrimestre de 2021 y disminuye en el 3°" cuatrimestre de 2021.

Tabla 2. Porcentaje de mutantes encontrados (%M) de cada gen de SARS-CoV-2 en 2020 y 2021. Se
muestran 2 filas por cada intervalo de muestreo, la primera representa las medias y la segunda las desviaciones
entre las CC. AA. (o). Valores en porcentaje.

orflab | spike | orf3a | orf3b e m | orfé | orf7a | orf7b | orf8 n orfl0

| 2020 100 91 23 15 2 28 4 2 2 23 41 25
c 0 8 13 0.3 1 15 1 1 1 14 26 24

| 2021-Q1 | 100 100 40 25 3 59 4 20 2 78 100 46
c 0 0 7 9 1.3 18 2 7 0.6 7 0 19

| 2021-Q2 | 100 100 69 22 3 64 7 59 44 97 100 2
c 0 0 21 8 1 25 3 24 28 7 0 1

| 2021-Q3 | 100 100 100 28 3 99 5 96 94 98 77 4
c 0 0 0 9 1 1 1 4 3 2 20 1

[ % (2021) 100 100 70 25 3 74 5 58 47 91 92 17
c 0 0 9 9 1 15 2 12 11 5 7 7




Respecto a la tasa de mutacion (M.R.) (Tabla 3), en 2020 los genes, ordenados con los valores
de forma creciente son: orf7a (6.7E-5), e (8E-5), orf7b (1.7E-4), orflab (2.5E-4), orf6 (3.2E-
4), orf3a (3.3E-4), s (3.7E-4), orf3b (4.1E-4), m (4.4E-4), n (5.2E-4), orf8 (8.6E-4) y orfl10
(2.2E-3); mientras que en la totalidad del 2021, son: e (1.4E-4), orf6 (2.91E-4), orf10 (7E-4),
orf3b (7.25E-4), orflab (9.1E-4), m (1.5E-3), orf3a (1.8E-3), n (3E-3), s (3.6E-3) orf7a (4.5E-
3), orf7b (5.3E-3) y orf8 (1.36E-2). Al observar la Figura 6, se puede comprobar que hay
correlacion total (R2 = 1) de la tasa de mutacién media del SARS-CoV-2 durante 2021. La tasa
de mutacion media entre 2020 y 2021 es de 9.5E-4 mutaciones/posicion/afio. No se ha
encontrado diferencias significativas (p > 0.05) entre los genes estructurales y los no
estructurales tanto en 2020 (p = 0.55) y 2021 (p = 0.56).

Tabla 3. Tasas de mutacion (M.R.) de cada uno de los genes de SARS-CoV-2 en 2020 y 2021. Los valores de
2020 y 2021 estan expresados en mutaciones/posicion/afio. Valores de los cuatrimestres de 2021 expresados en
mutaciones/posicion/cuatrimestre. Cada valor va acompafiado de su desviacion tipica (o).

orflab o | spike c | orf3a c | orfdb c e c m c
2020 | 2.5E-4 | 2E-4 | 3.7E-4 | 2E-4 | 3.3E-4 | 2E-4 | 4.1E-4 | 2E-4 | 8B.0E-5 | 2E-5 | 4.4E-4 | 3E-4
2021-Q1| 8.4E-4 | 6E-4 | 2.8E-3 | 1E-3 | 7.3E-4 | 4E-4 | 6.6E-4 | 1E-4 | 1.6E-4 | 3E-5 | 8.4E-4 | 4E-4
2021-Q2| 9.0E-4 | 4E-4 | 3.6E-3 | 1E-3 | 1.3E-3 | 7E-4 | 5.8E-4 | 1E-4 | 1.3E-4 | 7E-5 | 1.1E-3 | 4E-4
2021-Q3| 9.3E-4 | 7E-4 | 3.8E-3 | 1E-3 | 2.3E-3 | 1E-3 | 8.3E4 | 1E-4 | 1.4E-4 | 8E-5 | 1.9E-3 | 1E-3
X (2021) | 9.1E-4 | 6E-4 | 3.6E-3 | 1E-3 | 1.8E-3 | 8E-4 | 7.3E-4 | 1E-4 | 14E-4 | 6E-5 | 1.5E-3 | 7TE-4

orfé o | orf7a o | orf’b c orf8 c n o | orfl0 c
2020 | 3.2E-4 | 2E-4 | 6.7E-5 | 2E-5 | 1.7E-4 | 4E-5 | 8.6E-4 | 1E-4 | 5.2E-4 | 3E-4 | 2.2E-3 | 1E-3
2021-Q1| 1.9E-4 | 1E-4 | 5.8E-4 | 2E-4 | 1.8E-4 | 1E-4 | 5.9E-3 | 2E-3 | 3.9E-3 | 2E-3 | 3.0E-3 | 8E-4
2021-Q2| 3.6E-4 | 1E-4 | 3.8E-3 | 1E-3 | 4.1E-3 | 9E-4 | 1.2E-2 | 6E-3 | 4.2E-3 | 2E-3 | 1.9E-4 | 1E-4
2021-Q3| 2.8E-4 | 1E-4 | 6.0E-3 | 4E-3 | 7.4E-3 | 3E-3 | 1.7E-2 | 8E-3 | 2.0E-3 | 4E-4 | 3.6E-4 | 1E-4
% (2021)| 2.9E-4 | 1E-4 | 45E-3 | 2E-3 | 5.3E-3 | 1E-3 | 1.4E-2 | 5E-3 | 3.0E-3 | 1E-3 | 7.0E-4 | 3E-4

| M.R. EN 2020 Y 2021 M.R. DURANTE 2021
. 250E3
3 y = 0.0004x + 0.0008 19363
2| 2.00E-3 R?-1 :
g 1.6E-3 1.56E-3 _ g = L
g 1.50E-3 1 121E-3 B g~ |
= T o -
2 0 -
3 1
g 1.00E-3
g 3E-4
o 5.00E-4 s
= 1
0.00E+0 .
2020 2021 2021-Q1 2021-Q2 2021-Q3
Intervalo temporal
Madrid CyL Cataluia Total B MADRID CyL
2020 2.3E-4 4.5E-4 2.2E-4 3E-4
2021 1.4E-3 1.6E-3 1.7E-3 1.6E-3 CATALUNA MEDIA

Figura 6. Tasas de mutacién (M.R.) de SARS-CoV-2 en Castillay Ledn, Madrid y Catalufia en 2020 y 2021.
La gréfica se compone del valor M.R. (entre todos los genes) en el eje vertical y los intervalos de tiempo en el eje
horizontal. A la izquierda se comparan los valores (mutaciones/posicién/afio) en 2020 y el total de 2021, a la
derecha se comparan los valores (mutaciones/posicion/cuatrimestre) entre los 3 cuatrimestres de 2021; la ecuacion
de la recta se forma a partir de las medias de cada cuatrimestre. En la parte inferior izquierda se expresa en formato
de tabla las tasas de mutacion anuales medias en 2020 y 2021 por cada comunidad, en la columna final se expresan
los valores promedio de cada afio. El color amarillo indica la media de Castilla y Leon, Madrid y Catalufia.
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La cantidad de mutaciones por mutante (M.B.M.) (Figura 7) se incrementa de 2020 a 2021.
Al ser este valor otra forma de expresar la M.R., observamos que la correlacion (R2 = 1) es
exactamente la misma entre los 3 cuatrimestres de 2021. La media entre 2020 y 2021 es de

28.04 mutaciones/mutante/afo.

[ M.B.M. EN 2020 Y 2021 M.B.M. DURANTE 2021 |
70.00
60.00 . P J57.24
50.00 7. 4650
l 3
. 35.93 _—
< 40.00 %
3 I _
2 3000 y = 10.656x + 25.245
R2= |
20.00
8.89
10.00 1
o0 ]
2020 2021 2021-01 2021-Q2 2021-Q3

Intervalo temporal

Figura 7. Mutaciones promedio por mutante (M.B.M) en el genoma de SARS-CoV-2 en 2020 y 2021. La
gréfica tiene un eje vertical que indica el valor M.B.M. y el eje horizontal indica los intervalos de tiempo
muestreados. A la izquierda se comparan los valores (mutaciones/mutante/afio) de 2020 y el total de 2021, a la
derecha se comparan los valores (mutaciones/mutante/cuatrimestre) de los 3 cuatrimestres de 2021; la ecuacion
de la recta se forma a partir de las medias de cada cuatrimestre.

Al ordenar por orden creciente los genes segun la concentracion de sus mutaciones, en 2020
tenemos: orf7a (3.8E-3), orf7b (3.9E-3), e (4.4E-3), orf6 (4.6E-3), orf3a (0.011), orf8 (0.014),
orflab (0.02), orf3b (0.023), n (0.024), s (0.0256), m (0.028) y orf10 (0.07); mientras que en
la totalidad de 2021 son: e (6.14E-3), orf6 (0.01), orf3b (0.013), orf3a (0.02), orf7a (0.035),
orflab (0.038), m (0.04), orf10 (0.044), orf7b (0.066), n (0.081), s (0.09) y orf8 (0.134). No se
ha encontrado diferencias significativas (p > 0.05) entre los genes estructurales y los no
estructurales tanto en 2020 (p = 0.889) y 2021 (p = 0.7). Segun se aprecia en la Figura 8, hay
muy poca o ninguna correlacion (Rz = 0.1892) entre la concentracion de las mutaciones en el
genoma de SARS-CoV-2 a lo largo del 2021. El valor promedio de concentracion entre 2020 y
2021 es de 0.03745.
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CONCENTRACION DE LAS
MUTACIONES DURANTE 2021

CONCENTRACION DE LAS
MUTACIONES EN 2020 Y 2021
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Figura 8. Concentracién de las mutaciones promedio en el genoma de SARS-CoV-2 en 2020 y 2021. El
grafico muestra los valores de las concentraciones de las mutaciones entre todos los genes en el eje vertical,
mientras que el eje horizontal esta formado por los intervalos de tiempo muestreados. A la izquierda se comparan
los valores de 2020 y el total de 2021, a la derecha se indican los valores de los 3 cuatrimestres de 2021; la
ecuacion de la recta se forma a partir de los valores de cada cuatrimestre.

Al calcular la razon NS/SY de las CC.AA. tanto en 2020 como en cada uno de los cuatrimestres
de 2021 (Figura 9) encontramos siempre una tendencia constante de aproximarse a 1.5, en
términos reales equivale a 3 mutaciones no sinénimas por cada mutacion sinénima, es decir,
hay aproximadamente un 60% de mutaciones no sinénimas y un 40% de mutaciones sinénimas
tanto en 2020 como durante 2021. EI promedio entre 2020 y 2021 es de 1.465. Al ordenar por
orden creciente los genes segun la relacion NS/SY en 2020 tenemos: m (0.4), orf6 (0.875),
orflab (1.35), orf7b = n = orf10 (1.5), s (1.65), orf3a (2.44), orf8 (2.7), orf3b (2.833),e (3) y
orf7a (4.33); mientras que, en la totalidad de 2021: m (0.56), orflab (1.17), orf6 (1.46), n
(1.56), s (1.9), orf10 (2.625), e (2.66), orf3a (3.2), orf3b (3.33), orf7a (3.6), orf8 (4.35) y orf7b
(5.22). No se ha encontrado diferencias significativas (p > 0.05) entre los genes estructurales

y los no estructurales tanto en 2020 (p = 0.4) y 2021 (p = 0.085).

RAZON NS/SY ENTRE LAS
SECUENCIAS DE 2020 Y 2021

RAZON NS/SY ENTRE LAS
SECUENCIAS DURANTE 2021

1.8 1 S8 1.64
1.6 148 146 1.44 | 1.44 | 39 e
1.4 .
1.2
Zl 1o
»l 0.8
Zl 0.6
0.4
0.2
0.0
TOTAL MADRID CATALUNA MADRID CATALUNA
m2020 m2021
®2021-Q1 ™2021-Q2 = 2021-Q3

Figura 9. Razon de mutaciones no sindnimas entre sindnimas (NS/SY) de Madrid, Castilla y Ledn y
Catalufia en 2020 y 2021. El grafico muestra el valor NS/SY en el eje vertical y en el eje horizontal encontramos
las comunidades. A la izquierda se comparan los valores de 2020 y el 2021, a la derecha se comparan los valores
de los 3 cuatrimestres de 2021.
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3.3. Seleccion en el genoma virico, razén dN/dS.

Respecto al valor de la relacién dN/dS (Tabla 4), en 2020 los genes se ordenan en orden
creciente de la siguiente forma: m (0.17), orf6 (0.25), orf7b (0.41), orflab (0.6), s (0.68), n
(0.88), orf10 (1.02), e (1.024), orf8 (1.03), orf3a (1.18) y orf7a (1.62) y orf3b (1.68); mientras
que segun los valores promedio de 2021, los genes se ordenan de la misma forma como: m
(0.27), orflab (0.48), orf6 (0.49), e (0.83), s (0.89), n (1.07), orfl0 (1.39), orf3a (1.43), orf3b
(1.54), orf8 (1.58), orf7a (2.38) y orf7b (2.65). No se ha encontrado diferencias significativas
(p > 0.05) entre los genes estructurales y los no estructurales tanto en 2020 (p = 0.34) y 2021
(p = 0.1). Cuando observamos los datos graficamente (Figura 10), no existe correlacion (R2 =
0.0431) durante 2021, pero, estd claro que el genoma de SARS-CoV-2 pasa de tener una
seleccion purificadora en 2020 (0.88) hasta una seleccion positiva en 2021 (1.25). El valor
promedio entre 2020 y la totalidad de 2021 es de 1.065.

Tabla 4. Seleccion genética (dN/dS) de cada uno de los genes en 2020 y 2021. Los datos mostrados son la
media de los valores o (X) seguido de la desviacidn tipica (o).

orflab spike orf3a orf3b e m
0| o0 o ]| 6 oK) ]| 6 |[o® ]| 06 |0X)]| o |o& 9

2020 060 /005| 068|020 118|030 | 169|057 | 1.02]0.33 | 0.17 | 0.06
2021-Q1 | 046 | 0.04 | 077|016 | 129|026 | 169|044 | 064|001 | 0.23]0.10
2021-Q2 | 047 ]0.02 | 113|039 | 177|084 | 155|060 | 068|024 | 0.30]0.15
2021-Q3 | 051 | 0.02 | 0.76 | 0.06 | 1.22 | 013 | 145048 | 118|044 | 0.29 |0.10
2021-x | 048 10.03| 089 |020] 143 /041 | 157|051 | 0.83]0.23] 0.27]0.12

orf6 orf7a orf7b orf8 n orfl0
OEF | 0 |oX)]| 6 |[oX ]| 6 |0o® ]| 6 |oR)]| © o (%) o
2020 025|008 | 162|118 | 0.41|0.06 | 1.03|0.16 | 0.88 | 0.21 1.02 | 0.76
2021-Q1 | 041|015 | 344|240 | 209|130 | 097|011 | 1.14|0.14| 0.97 | 0.54
2021-Q2 | 049 | 0.16 | 254 | 1.04 | 359 | 221 | 252|069 | 1.34 | 0.78 1.60 | 0.77
2021-Q3 | 059 | 030 | 115|024 | 227 | 123 | 126 | 0.46 | 0.73 | 0.20 1.61 | 1.20
2021-x 049|021 | 238|123 | 265|158 | 158|043 | 1.07 | 0.38 1.39 | 0.84

RAZON dN/dS ENTRE LAS RAZON dN/dS ENTRE LAS
SECUENCIAS DE 2020 Y 2021 SECUENCIAS DURANTE 2021
25
2
1.50

dN/dS

| 0.88 l 1.17 1.08

0.5 |y =-0.0451x + 1.3424
R2=10.0431
0

2020 2021 2021-Q1 2021-Q2 2021-Q3
Intervalo temporal

Figura 10. Seleccién promedio del genoma de SARS-CoV-2 en 2020 y 2021. El gréafico de puntos representa
en el eje vertical el promedio de dN/dS entre todos genes de SARS-CoV-2 y en el eje horizontal cada uno de los
intervalos temporales muestreados. A la izquierda se comparan los valores de 2020 y el total de 2021, a la derecha
se comparan los valores de los cuatrimestres de 2021; la ecuacion de la recta se forma a partir de los valores de
cada cuatrimestre.
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3.4. Transiciones, transversiones, deleciones e inserciones en mutaciones relevantes.

La Figura 11y la Figura 12 indican que, en 2020 los valores de %RTS y %RTV medios son
de 81.5% y 17.9% respectivamente, mientras que en 2021 son de 50.6% y 22.8%. Entre 2020
y el total de 2021, los valores de %RTS y %RTV son de 66% y 20.5% de forma respectiva.

%RTS ENTRE LAS %RTS ENTRE LAS
SECUENCIAS DE 2020 Y 2021 SECUENCIAS DURANTE 2021
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*E o 50.6% 3.1% 4740 51.6% 49.8% 51.5% %, S0 st 53.9%
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20%
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TOTAL MADRID CATALUNA MADRID CyL CATALUNA
m2020 m2021

®2021-Q1 ®2021-Q2 © 2021-Q3

Figura 11. Porcentaje de transiciones en mutaciones relevantes de Madrid, Castilla y Ledn y Catalufia en
2020y 2021. El grafico muestra en el eje vertical los porcentajes de transiciones en mutaciones relevantes (%RTS)
y en el eje horizontal muestra las CC. AA. A la izquierda se comparan los valores de cada afio, a la derecha se
comparan los valores de los 3 cuatrimestres de 2021.
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Figura 12. Porcentaje de transversiones en mutaciones relevantes de Madrid, Castilla y Ledn y Catalufia
en 2020 y 2021. El grafico muestra en el eje vertical los porcentajes de transversiones en mutaciones relevantes
(%RTV) vy en el eje horizontal muestra las CC. AA. A la izquierda se comparan los valores de cada afio, a la
derecha se comparan los valores de los 3 cuatrimestres de 2021.

Los valores obtenidos en 2020 indican que solamente el gen s y orf6 tienen deleciones entre
las mutaciones relevantes, los porcentajes respectivos (YoRDEL) de estos son 2.65% y 12.2%);
mientras que, los genes ordenados de forma creciente segun sus valores promedio durante 2021
son: orfl0 (0.23%), n (0.3%), orf7a (0.43%), orf3a (0.73%), orf6 (1.33%), orf3b (7.29%),
orflab (12.84%), s (43.14%) y orf8 (78.54%). La Figura 13 indica que el valor de las %RDEL
en 2020 y 2021 son respectivamente 0.56% y 26.5%. El valor promedio entre 2020 y 202 es
de 13.4%. Respecto a las inserciones (%INS), al observar la Figura 14, identificamos que

solamente aparecen en el 3° cuatrimestre de 2021; la media entre 2020 y 2021 es de 0.035%.
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Figura 13. Porcentaje de deleciones en mutaciones relevantes (Y%oRDEL) de Madrid, Castilla y Leén y
Catalufia en 2020 y 2021. El grafico de barras muestra en el eje vertical las deleciones en mutaciones relevantes
(%RDEL) y las CC.AA. se muestran en el eje horizontal. A la izquierda se comparan los valores de 2020 y el
total de 2021, a la derecha se comparan los valores de los 3 cuatrimestres de 2021.

Los datos obtenidos por orden creciente de los genes segun la relacion Ti/Tv en 2020 tenemos:
m (0.16), e (0.2), orf7b (0.54), orf3a (0.76), orf3b (0.83), orfl0 (0.88), orf7a (1.75), orflab
(3.44), n (3.44), orf8 (7.87), orf6 (11) y s (38.8); mientras que de media en 2021, los genes se
ordenan: orfl10 (0.05), m (0.34), orf3a (0.78), s (0.8), orf7b (0.86), orf7a (0.87), orflab (0.95),
n (1), orf3b (1.08), orf8 (2.1), orf6 (5.6) y e (6). No se ha encontrado diferencias significativas
(p > 0.05) entre los genes estructurales y los no estructurales tanto en 2020 (p = 0.67) y 2021
(p = 0.86). Cuando calculamos la relacion Ti/Tv de cada uno de los intervalos de tiempo,
encontramos que: en 2020 el valor es de 4.56, en el 1° cuatrimestre de 2021 es de 1.82, en el
2° cuatrimestre de 2021 es de 1.96 y en el 3° cuatrimestre de 2021 es de 2.47; el total en 2021
es de 2.22. La media entre 2020 y 2021 es de 2.29.

%RTS, %RTV, %RDEL E %RTS, %RTV, %RDEL E
%INS EN 2020 Y 2021 %INS DURANTE 2021
100%
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Figura 14. Porcentaje de transiciones, transversiones, deleciones e inserciones en mutaciones relevantes de
SARS-CoV-2 en Madrid, Castilla y Ledn y Catalufia en 2020 y 2021. El grafico de barras representa los
porcentajes respectivos a las variables %RTS, %RTV, %RDEL e %INS en el eje vertical, mientras que en el eje
horizontal se representan los intervalos temporales. A la izquierda se comparan los valores de 2020 y el total de
2021, a la derecha se comparan los valores de los cuatrimestres de 2021.

15



4. DISCUSION

El genoma de SARS-CoV-2 empieza a cambiar de forma notable a partir del 1°" cuatrimestre de
2021 debido a que tanto la tasa de mutacion, como la concentracion de estas y el nimero de
deleciones son mayores que en la totalidad del 2020; también, el virus pasa de tener una
seleccion media purificadora a positiva justamente a partir del primer cuatrimestre de 2021.
Una de las posibles causas por las que el virus comienza una tendencia a la seleccion positiva
en el 2021 es debido a que las primeras vacunas que se empezaron a administrar desde
diciembre de 2020 hayan favorecido en el virus aquellas mutaciones capaces de alterar los
distintos antigenos principales localizados en S1, S2 y RBD que forman parte de SPIKE
(Jagtapa et al., 2021), permitiéndole zafarse de los anticuerpos generados en aquellos
vacunados; la mayor parte de las mutaciones relevantes destacadas encontradas en el gen s en
el 3°" cuatrimestre de 2021 tienen relacion con escapes inmunitarios (ANEXO I1). Aln asi, se
puede observar que en el 2°y 3* cuatrimestre de 2021 los valores o en el gen s son menores de
1, por lo tanto, la tendencia a la seleccion positiva en el virus no solamente se explica por los
cambios en SPIKE sino por la combinacidén de estos con mutaciones en otros genes que
provocan sinergia entre sus efectos. Como ya hemos dicho, este estudio solo abarca a las
comunidades de Castillay Ledn, Madrid y Catalufia; seria necesario extender el estudio al resto

de Espafia para tener resultados mas concluyentes.

Se observa en todos los genes a excepcion de orf6 y orf10 una tendencia al incremento de la
tasa de mutacion desde 2020 hasta finales de 2021 (Tabla 3), aunque curiosamente este Gltimo
gen tiene el valor promedio mas alto de todos en 2020, mientras que orf8 lo tiene en 2021; por
otra parte, orf7a y e tienen los valores promedio mas bajos de 2020 y 2021 respectivamente.
El aumento proporcional de cada gen entre 2020 y el promedio de 2021, en orden creciente
son: orf3b (+68%), e (+77%), m (+193%), orflab (+252%), orf3a (+331%), n (+557%), s
(+820%), orf8 (+1241%), orf7b (+2224%) y orf7a (+5021%); por otro lado, los genes en los
que ha disminuido la tasa de mutacion de forma proporcional son: orf6 (-13%) y orf10 (-45%).
Esto indica que hay diferencias con respecto a la velocidad con la que los genes adquieren o
pierden mutaciones. Cuando comparamos los datos entre las 3 comunidades en 2020 (Figura
6) se puede observar que Castilla 'y Ledn tiene la tasa de mutacion mas alta y Catalufia la méas
baja. Catalufia supera a las deméas comunidades en el 1°" cuatrimestre de 2021, pero Castilla y
Ledn predomina en el 2° y 3° cuatrimestre, por otra parte, Madrid tiene la tasa mas baja. Si
ordenamos por orden creciente las CC. AA. que entre 2020 y 2021 tienen mayores M.R.
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tenemos: Madrid (8.15E-4), Catalufia (9.6E-4) y Castillay Ledn (1.03E-3). La tasa de mutacién
anual promedio entre las 3 comunidades se ha incrementado casi 5 veces desde 2020 (3E-4) a
2021 (1.6E-3).

Respecto a la concentracion de las mutaciones (Figura 8), el valor se incrementa hasta 2.5
veces desde 2020 hasta 2021. Por otra parte, desde el 1° hasta el 2° cuatrimestre la
concentracion de las mutaciones aumenta, pero, los valores disminuyen en el 3° cuatrimestre;
este fendmeno puede ser debido a que en el principio de diciembre de 2021 empieza a aparecer
la variante 6micron BA.1 (Del Aguila et al. 2022; Centro de Coordinacion de Alertas y
Emergencias Sanitarias, 2021), provocando que la abundancia de la variante delta en ese
momento disminuya, es decir, las secuencias muestreadas que tenian en su momento
mutaciones comunes de delta se agrupen junto con otras secuencias que tienen mutaciones en
otras posiciones (6micron) provocando un efecto de “dilucion” de la variante dominante
(delta). Los genes orfl0 y orf8 son aquellos con los valores més altos en 2020 y 2021
respectivamente, mientras que, de igual forma, los genes orf7a y e tienen los valores méas bajos.
Cuando hacemos la media entre 2020 y 2021, los genes orf8 (0.07462) y e (0.00525) tienen el
valor mas alto y bajo de forma respectiva. Todos los genes aumentan proporcionalmente la
concentracion de sus mutaciones desde 2020 a 2021 a excepcion de orfl0 y orf3b, ordenados
de forma creciente son: orf3b (-40%), orf10 (-36%), e (+41%), m (+48.5%), orflab (+82%),
orf3a (+88%), orf6 (+120%), n (+240.7%), s (+254%), orf7a (+830%), orf8 (+844%) y orf7b
(+1631%).

Respecto a los tipos de mutaciones mas comunes, predominan siempre las mutaciones no
sindnimas respecto a las sindnimas. Al comparar los valores de la razon NS/SY (Figura 8)
entre las distintas comunidades tanto en 2020 como en los 3 cuatrimestres de 2021, observamos
que el valor tiende a 1.5, es decir, hay alrededor de 40% de mutaciones sinbnimas y 60% de
mutaciones no sindénimas en el genoma de SARS-CoV-2 de forma constante. En lo que respecta
a los genes: orf7b (3.36), orf8 (3.52) y orf7a (3.97) aparecen con las razones NS/SY promedio
mas altas entre 2020 y 2021, mientras que, de igual modo, los genes: orflab (1.26), orf6 (1.17)
y m (0.4) siempre predominan entre los genes con mutaciones sindnimas. EI gen m es el Gnico

con valores en ambos afios por debajo de 1, por lo tanto, es un gen que tiende a conservarse.

Los genes de SARS-CoV-2 que tienen seleccion purificadora (Tabla 4) en 2020 son: orflab, s,
m, orf6, orf7b y n; mientras que en la totalidad de 2021 tenemos: orflab, s, e, my orf6. Por

otra parte, los genes con seleccion positiva en 2020 son: orf3b, orf3a, orf8 y orf7a; mientras
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que en la totalidad de 2021 tenemos: orf3a, orf7a, orf7b, orf8, n, orf3b y orf10. Los valores
mas bajos tanto en 2020 como en 2021 se encuentran en el gen m. Ningln gen evoluciona a
valores por debajo de 1 en el 3° cuatrimestre de 2021 desde valores positivos en 2020, pero si
hacemos la media de 2021 el gen e es el Unico que cambia de tener un comportamiento neutro-
positivo en 2020 (1.023) a purificador en 2021 (0.834). Los valores mas altos en 2020 y el 1°
cuatrimestre de 2021 son encontrados en el gen orf7a, en los periodos restantes se encuentran
en orf7b. Pasamos de 6 genes con seleccion positiva en 2020 a 7 en 2021. Los valores neutros
(o = 1) suelen ser raros en los genes viricos, pero si nos fijamos en las medias totales de la
Figura 10 observamos que los valores del 3° cuatrimestre suelen acercarse al valor de 1. Los
genes que tienden a la neutralidad los encontramos (Tabla 4) en 2020 y el 1° cuatrimestre de
2021, siendo estos: e, orf10 y orf8. Al hacer la media entre ambos afios, el gen n es el méas
cercano a la neutralidad (0.975). Los genes s, orf3a, orf7b, orf8 y n presentan un crecimiento
progresivo en su valor o hasta el 2° cuatrimestre de 2021, pero sufren una posterior bajada
pronunciada en el 3° cuatrimestre de 2021. Entre 2020 y 2021, aquellos genes que
proporcionalmente han aumentado su dN/dS son por orden creciente son: orf3a (21%), n
(22%), s (30%), orf10 (37%), orf7a (46%), orf8 (54%), m (56%) y orf7b (544%); por otra parte,
aquellos que han disminuido son: orf3b (-8%), e (-18%) y orflab (-20%).

Al analizar el promedio de las mutaciones relevantes del genoma virico (Figura 14); el valor
de %RTS siempre es superior al %RTV y %RDEL. El valor de %RTS (Figura 11) en 2020
tiene valores que suelen aproximarse al 90% tanto en Madrid como en Catalufia, no asi en
Castilla'y Leon cuyo valor es el mas bajo (75.2%). A partir del primer cuatrimestre de 2021 los
valores promedio de %RTS caen hasta un 30%, manteniéndose alrededor del 50% durante lo
restante de 2021. Por otra parte, los valores de %RTV (Figura 12) de Madrid y Catalufia en

2020 suelen estar alrededor del 11%, excepto Castilla y Le6n con un valor proximo al 24%.

El valor %RDEL (Figura 13) se incrementa significativamente en todas las CC. AA. a partir
del 1°" cuatrimestre de 2021, siendo el valor de 2020 completamente residual. Durante 2021, la
Comunidad de Madrid tiene la menor proporcién de deleciones, mientras que Catalufia tiene la
mayor. Entre los genes: orf6 tiene proporcionalmente méas deleciones en 2020 que ningun otro,
mientras que durante la totalidad de 2021 es orf8 cuyo valor es muy alto (78.54%), por lo tanto,
en este gen dominan las deleciones sobre todos los demas tipos de mutaciones, y es probable
que la mutacion 28248-28253del (orf8: 119-120A) sea la responsable. Por ultimo, las
inserciones (%INS) empiezan a encontrarse desde noviembre de 2021 debido a la aparicion de
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algunas mutaciones como orf3a: ins104P. Al observar la relacion Ti/Tv entre 2020 y 2021 de
cada gen vemos que s, orf8 y orf6 siempre estan entre los 3 de valores mas altos, mientras que,

por otra parte, el gen m suele ser aquel con valores mas bajos.

Si miramos tanto los datos de la M.R., la relacion dN/dS, la concentracion de las mutaciones,
la razon NS/SY y la razén Ti/Tv entre 2020 y 2021, el gen orf8 tiene un comportamiento
peculiar: siempre esta entre los genes con los valores mas altos, por lo tanto, es un gen que
cambia mucho y concentra mucho sus mutaciones. También Ilaman la atencion los genes orf6,
e y m: el primero tiene valores muy bajos de M.R., concentracion de las mutaciones, razon
NS/SY vy seleccion; el segundo siempre tiene los valores medios méas bajos de la M.R. y
concentracion de las mutaciones entre la media de 2020 y 2021; el Gltimo tiene en la relacion
dN/dS y NS/SY mas bajas en ambos afios, ademas tiene los valores promedio de la razon Ti/Tv
mas bajos; todo esto indica que son genes que cambian muy poco debido a que: o adquieren
muy pocas mutaciones, o0 estas son de caracter sinbnimo. Los genes e y m ademas tienen
también la caracteristica adicional de no tener deleciones y de ser genes estructurales, este
hecho puede tener el potencial para el desarrollo de nuevas vacunas o farmacos cuyo objetivo
sea neutralizar o inhibir las proteinas que codifican. Ademas, se han encontrado anticuerpos
anti-M (Jorrifen et al., 2021) y también anti-E (Szymczak et al., 2021) en suero convaleciente
de personas recuperadas de la COVID-109.

No existen diferencias significativas de los parametros de M.R., concentracion, NS/SY, dN/dS
y Ti/Tv entre los genes estructurales y no estructurales en ambos afos, pero, en 2021, tanto los
valores de NS/SY (p = 0.085) como los de dN/dS (p = 0.1) se acercan bastante al valor minimo
(p = 0.05) para rechazar la hip6tesis nula (H: no existen diferencias), por lo tanto, este estudio
necesitaria un mayor namero de replicas para poder confirmar con mas exactitud estos

resultados.

El gen orflab posee 4 mutaciones relevantes (ANEXO I1) que se han mantenido desde 2020
hasta finales de 2021: C3037T (F924F), C4543T (T1426T), C14408T (P1415L) y C18877T
(L6206L); las 2 primeras y la Gltima son mutaciones sinénimas, la tercera se encuentra en la
polimerasa, afecta a la replicacion viral y se caracteriza por estar relacionada con la severidad
de la enfermedad al combinarse con la mutacion S: D614G (Demir et al., 2021). Las
mutaciones C3037T y C14408T aparecen un 98% de todas las secuencias muestreadas en 2020
y 20201, por lo tanto, son predominantes (ANEXO 111). De entre las mutaciones mas
importantes encontradas en el 3* cuatrimestre de 2021 tenemos: 686-694del (KSF141-143A),
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G15451A (G571S) y C16466T (P5401L); la primera se sabe que afecta a la replicacion y esta
relacionada con la reduccion de la patogenicidad del virus (Benedetti et al., 2020) y la segunda
se encuentra dentro del dominio “dedos” de la polimerasa virica y produce un incremento a la
tolerancia a farmacos antivirales inhibidores de la replicacién como Remdesivir (Sarkar et al.,
2021). Una de las mutaciones mas importantes es 11288-11296del (SGF3675-3677A), esta
aparece en algun momento del 1°" cuatrimestre de 2021 y provoca un aumento de la
transmisibilidad del virus (Lee et al., 2021; Xia et al., 2020). Debe sefalarse que, al codificar
este gen una poliproteina y no una proteina Unica funcional, se tendria que analizar las
secuencias que separan cada NSP (Figura 3) por separado como si fueran genes distintos para

tener mucha mayor precision en los resultados.

El gen s tiene 4 mutaciones (ANEXO 11) que se han mantenido desde 2020 hasta finales de
2021: 21990-21993del (Y144A), C22227T (A222V), A23063T (N501Y) y A23403G
(D614G); la primera forma parte de las variantes alfa (B.1.1.7) y émicron BA.1 y BA.3y su
efecto es la aumentar la transmisibilidad (Sofia et al., 2022), la segunda es una mutacién que
se origino en Espafia en verano de 2020 y produce una mayor unién del anclaje de RBD hacia
los receptores ACE2 sin producir escapes inmunitarios (Ginex et al., 2021), la tercera esta
relacionada con un aumento en la capacidad de transmisién sin que haya mayor virulencia de
la enfermedad y ademas provoca mayor afinidad hacia el receptor ACE2 (Public Health
England, 2021), y por altimo; la mutacion D614G es una mutacion que se encuentra en todas
las secuencias desde 2020 hasta finales de 2021, por lo tanto es predominante (ANEXO I11),
y esté relacionada con menores CTs en RT-PCR, esto quiere decir que esta mutacién confiere
mayor aptitud bioldgica que el virus original (Baric, 2020) y produce una mayor carga viral,
sobre todo en las regiones respiratorias superiores (Demir et al., 2020). Existen otras
mutaciones que son importantes como 21765-21769del (HV69-70A) relacionada con
infecciones en pacientes inmunodeprimidos (Public Health England, 2020) y es propia de la
variante delta (B.1.617.2), alfa (B.1.1.7) y las variantes 6micron BA.4 y BA.5 (Patchsung et
al., 2022; Ministerio de sanidad, 2022). Las mutaciones A23604A (P681H) y A23604G
(P681R) son polimorfismos localizados en la region de union a la furina celular (aa 681-688)
y estan relacionadas con una mayor capacidad de transmision e infectividad (Public Health
England, 2021), por ultimo, la mutacién G24914C (D1118H) la encontramos en S2, no esta
relacionada con incrementar la transmisibilidad o morbilidad, pero se cree que estabiliza la
estructura y dinamica general de la proteina (Zhao et al., 2021). Entrando en el 3° cuatrimestre
de 2021, las mutaciones C21618G (T19R), G21987A (G142D), 22029-22034del (EF156-
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157A), T22917G (L452R) y C23525T (H655Y) estan todas relacionadas con el escape
inmunitario (Planas et al., 2021; Shen et al., 2021; Dussupt et al., 2021; Tchesnokova et al.,
2021; Cao et al., 2022); la mutacion L452R es comun en las variantes delta (B.1.617.2), kappa
(B.1.617.1), epsilon (B.1.427) y las variantes omicron BA.4 y BA.5; la mutacion H655Y es
exclusiva de las variantes 6micron BA.1, BA.2, BA.3, BA.4 y BA.5 y tiene la capacidad de
infectar gatos en condiciones de laboratorio (Braun et al., 2021). C22995A (T478K) es una
mutacion que aparece a finales del 2° cuatrimestre de 2021 y forma parte de la variante
B.1.617.2 (delta) y esta relacionada con el aumento de la virulencia de la enfermedad (Di
Giacomo et al., 2021). Se puede decir que desde 2020 hasta el 2° cuatrimestre de 2021, las
mutaciones relevantes del gen s estan implicadas en su mayoria en mejorar el mecanismo de
entrada a la célula hospedadora: por lo general la mayoria de ellas se concentran en S1y son
no sinénimas o deleciones, es decir, alteran la proteina, y por lo tanto estan afectadas por la

seleccién.

No se han encontrado mutaciones de orf3a que hayan perdurado desde 2020 hasta finales de
2021, pero la mutacion C25626T (H78Y) (ANEXO I1) esta presente durante todo el 2021 y
forma parte de la variante dmicron BA.2 (Desingu et al., 2022). Por otra parte, existen
mutaciones como G25563T (Q57H) relacionadas con mayor infectividad del virus (Chu et al.,
2021) y aparece desde las primeras secuencias de 2020. La mutacion G25979T (G196V) tiene
la capacidad de conferir estabilidad estructural al genoma viral (Bianchi et al., 2021). A partir

del 3° cuatrimestre de 2021 encontramos la primera insercion mas comun: ins104P.

El gen orf3b tiene 2 mutaciones que han persistido desde 2020 hasta el final de 2021: G25906C
(G48R) y G25996T (V78L). Las mutaciones representadas (ANEXO 11) son de tipo no
sinbnimo a excepcion de C25872T (Y36Y), y de entre todas las que tienen un impacto
importante, C26060T (T99I) esta relacionada con la desestabilizacion de la estructura del RNA
viral (Hossain et al., 2021; Bianchi et al., 2021). Existen pocos estudios con relacion al

funcionamiento de este gen y mucho menos sobre sus mutaciones.

El gen de tipo estructural e (envelope small protein) es de pequefio tamafio en comparacién con
otros genes y ademas es el gen que como media, tiene menor tasa de mutacion entre 2020 y
2021 (Tabla 3); por lo tanto, las mutaciones suelen ser bastante escasas. No hay ninguna
mutacion encontrada que haya persistido desde 2020 (ANEXO 11), la tnica mutacion relevante
destacada registrada en 2020 es G26268T (E8D). Por otra parte, las mutaciones C26270T (T9l)
y C26464T (L47L) aparecen en el 1° cuatrimestre de 2021 y permanecen hasta finales del afio;
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la primera es la mas importante y es propia de la variante micron BA.1y se la relaciona con
mayor estabilidad e integridad de la estructura del virus cuando este se ensambla en el aparato
de Golgi (Mou et al., 2021). La mutacion C26408T (S55F) aparece con gran frecuencia en el
2° cuatrimestre de 2021 en Madrid y Catalufia, el cambio que se produce es de aminoacido
polar a no polar (serina por fenilalanina) y puede afectar al proceso de patogenicidad del virus
(Mou et al., 2021). Las mutaciones G26428T (S62F) y C26444T (S68F) suelen ir acompafiadas
y se caracterizan respectivamente por mejorar el plegamiento de la proteina cuando se sintetiza

en el ribosoma y mejorar la infectividad del virus (Mou et al., 2021).

El gen estructural m (small membrane protein) tiene los valores mas bajos de NS/SY tanto en
2020y 2021, por lo tanto, muchas de sus mutaciones son de caracter sinénimo. La cantidad de
mutaciones relevantes catalogadas es baja (ANEXO I1) en comparacion con su tamafio. La
Unica mutacion que se encuentra tanto en 2020 como en el 3°" cuatrimestre de 2021 es C26681T
(F53F) de tipo transversion y sinbnima. La mutacion C26801G (L93L) es destacable porque
aun siendo una mutacion del tipo sindnima se la ha relacionado con una mayor severidad de la
enfermedad (Xi et al., 2021). Por otro lado, existen 2 mutaciones no sinénimas que se
mantienen presentes a lo largo de 2021 de forma continua: G2526T (A2S) y T26767C (182T).

El gen orf6 destaca por tener gran cantidad de mutaciones sinonimas relevantes (ANEXO 11),
pero también encontramos la aparicion de mutaciones sin sentido (presencia de codones de
terminacion) como G27364T (E55*) y G27376T (E59*). La Unica mutacion persistente desde
2020 hasta finales de 2021 es T27384C (D61L). Una mutacion importante en el 3* cuatrimestre
es A27259C (R20R) ya que solo aparece en la variante omicron (BA.1) y algunas variantes

descendientes de esta (Kailing et al., 2022)

El gen orf7a tiene 1 mutacion relevante (ANEXO I1) presente tanto en 2020 como a finales de
2021: G27506T (G38V). Por otro lado, mutacion C27752T (T1201) se mantiene durante todo
el 2021 y se caracteriza por ser una transicion, con cambio de carga polar a no polar y esta
relacionada con reinfecciones e infecciones en vacunados (Chen et al., 2021), es una mutacion

relacionada con el escape inmunitario.

El gen orf7b tiene 1 mutacion relevante (ANEXO I1) presente tanto en 2020 como a finales de
2021: C27807T (L18L), de caracter sindbnimo. Las mutaciones C27769T (S5L) y C27874T
(T40I) son de tipo no sinbnimo y en ambas se produce un cambio de carga de aminoacido polar

a no polar tanto en S5L (serina por leucina) y en T40I (treonina por isoleucina).
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El gen orf8 destaca por tener 2 mutaciones relevantes (ANEXO 11) encontradas tanto en 2020
y finales de 2021: C27944T (H17H) y G28086T (A65S); la primera es de caracter sinénimo y
se ha comprobado que otorga estabilidad estructural al gen (Fang et al., 2021). Existen también,
2 mutaciones relevantes que son importantes en el 3¢ cuatrimestre de 2021: C28093 (S67F) y
28248-28253del (119-120A); la primera provoca un cambio de aminoacido hidrofilico (serina)
por otro de caracter hidrofébico (fenilalanina) y la segunda es una doble delecion codénica,
ambas tienen la caracteristica de alterar la afinidad de ORF8 por el receptor celular ILL7RA 'y
por lo tanto modificar la respuesta inmunitaria (Hassan et al., 2021; Zinzula, 2020). Otras
mutaciones encontradas son: A28111G (Y73C) y T28144C (L84S); la primera esta relacionada
con una transmisibilidad del 40% al 80% por encima del virus original (Public Health England,
2020) y la segunda esta relacionada con mayor severidad y transmisibilidad de la enfermedad
(Rehman et al., 2020). Las mutaciones C27972T (Q27*) y A28095T (K68*) son mutaciones
sin sentido que provocarian péptidos recortados sin funcién bioldgica o con funciones no

estudiadas.

El gen estructural n es el 3°" gen mas grande en el genoma del SARS-CoV-2, por lo tanto, posee
bastantes mutaciones. Existen 2 mutaciones relevantes (ANEXO I1) que han perdurado
durante todo el 2020 y 2021: GG28881-28882AA (R203K) y G28883C (G204R), ambas son
contiguas en la secuencia del gen. Tanto GG28881-28882AA (R203K) como GG28881-
28882TA (R203M) son polimorfismos con cambio nucleotidico doble, el primero es més
prevalente en 2020 y el 1° cuatrimestre de 2021, mientras que el segundo es mas prevalente en
el 2°y el 3°; ambos polimorfismos estan relacionados con la mutacién en s (D614G) formando
parte de la llamada variante B1.617.2 (delta) cuya transmisibilidad es superior al virus
originario de Wuhan (Demlr et al., 2020; Leary et al., 2020). Por otra parte, G28883C (G204R)
esta relacionada con la activacion de cascadas de citoquinas y cuyo efecto es letal en la COVID-
19 (Zhao et al., 2022). La mutacion GAT28280-28282CTA (D3L) es de tipo codén completo
y se caracteriza por un cambio aminoacidico de tipo acido a no polar (acido aspartico por
leucina) y afecta al péptido sefial de la proteina. La mutacion A28461G (D63G) puede estar
relacionada con un aumento en la transmisibilidad por aerosoles (Wassenar et al., 2022).

Por ultimo, el extrafio gen orf10 de pequefio tamafio, funciones desconocidas, pero alta dN/dS
(ANEXO 11), tiene pocas mutaciones y pueden variar mucho incluso entre 2 intervalos
temporales seguidos, pese a esto hay 3 mutaciones que persisten durante 2020 y 2021:
G29402T (D377Y), C29614T (C19C) y G29645T (V30L).
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5. CONCLUSIONES

En el inicio de los primeros casos registrados en Espafia desde finales de enero de 2020 hasta

finales de 2021, el virus ha sufrido distintos cambios que se pueden resumir en estos puntos:

1. Todos los virus son mutantes para el gen orflab desde 2020, por lo tanto, es probable
que todos los virus fueran originalmente mutantes cuando llegaron a Espafia.

2. La tasa de mutacion media aumenta alrededor de 5 veces de 2020 (2.99E-4
mutaciones/posicion/afio) a 2021 (1.57E-3 mutaciones/posicion/afio). Los genes orf10
y orf8 son los que tienen las tasas de mutaciébn mas altas en 2020 y 2021
respectivamente, mientras que los genes orf7ay e tienen las tasas mas bajas. Castilla 'y
Ledn tiene los valores més altos entre 2020 y 2021, mientras que Madrid siempre tiene
los mas bajos.

3. La concentracion de las mutaciones se incrementa desde 2020 hasta 2021. Durante
2021, las mutaciones se dispersan mas en el 3* cuatrimestre que en el 1°y 2°.

4. La proporcién de mutaciones no sindnimas por cada sindnima se ha mantenido
constante con un valor aproximado de 1.5:1 durante 2020 y 2021.

5. Entre las mutaciones mas relevantes: las transiciones superan a las transversiones y las
deleciones empiezan a ser apreciables en el 1° cuatrimestre de 2021.

6. La seleccion del genoma virico (dN/dS) ha pasado de tener seleccién purificadora en
2020 (0.88) a positiva en el 2021 (1.25).

7. El gen orf8 destaca por tener valores muy altos en la tasa de mutacién, concentracion
de las mutaciones, razon NS/SY, porcentaje de deleciones relevantes, relacion Ti/Tv y
seleccion del gen (dN/dS).

8. Los genes orf6, e y m se caracterizan por tener bajas tasas de mutacion y valores de
seleccion (dN/dS) bajos que indican seleccién purificadora.

9. Las mutaciones relevantes mas comunes entre todos los mutantes de 2020 y 2021 son
C3037T (F924F), C14408T (P4715L) y A23403G (D614G).

10. No existen diferencias significativas entre los genes estructurales y no estructurales en
los valores de la tasa de mutacion, concentracion de las mutaciones, razén NS/SY,

razon Ti/Tv y seleccion genética (dN/dS) tanto en 2020 como en 2021.

6. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Ver ANEXO I, 11y Il
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ANEXO | — Mutaciones relevantes de los genes de SARS-CoV-2 en Castilla y Leon, Madrid, Andalucia y Catalufia entre
2020y los 3 cuatrimestres de 2021 con sus respectivos porcentajes en el intervalo temporal analizado.

orflab

2020

CASTILLA Y LEON: C366T (0,4%), T445C (9%), C854T (0,6%), A1547G (2,2%), A1988G (0,7%), C2005T (1,5%), C3037T (14%), G3109T (0,5%),
G4006T (0,5%), C5170T (0,5%), C5388A (14,3%), C5700T (4,3%), C6286T (9%), T6294C (4,1%), C7113T (0,6%), T7236C (0,5%), C8782T (0,7%), T9477A
(0,6%), CI89LT (0,6%), GI929A (1,1%), G11132T (0,5%), C11151T (4,2%), C12415T (0,5%), C14408T (14%), C14805T (0,6%), A15325G (1,1%), G16636T
(0,5%), T18471C (1,3%), A20268G (4,6%), G21255C (7,4%). MADRID: T445C (2,8%), C3037T (26,7%), CA539T (0,7%), C6286T (2,9%), C8782T (8,7%),
TO477A (2,1%), G11083T (1,7%), T12364A (0,6%), C12970T (0,6%), C14408T (26%), C14805T (2,6%), A19719T (0,6%), A20268G (21,5%), G21255C
(2,6%). ANDALUCITA: T445C (9,9%), G1820A (0,5%), A1988G (0,6%), C3037T (17%), C3096T (0,6%), C3425T (0,6%), C4543T (0,8%), C5170T (0,8%),
C5192T (0,6%), G5629T (0,8%), C5784T (0,7%), C6286T (9,8%), C8782T (3,3%), T9477A (2,7%), G9526T (0,8%), C10833T (4,5%), G11083T (0,9%),
G11132T (0,8%), C11497T (0,8%), G13993T (0,8%), C14408T (17%), C14805T (2,9%), G15766T (0,8%), C16308T (4,2%), A16889G (0,8%), G17019T
(0,8%), G18379T (0,7%), C18877T (0,8%), A20268G (4,5%), T20661C (0,9%), G21255C (9,6%). CATALUNA: C313T (1,7%), C1059T (2,3%), C3037T
(33,8%), G5230T (4,8%), C14408T (32,7%), A20268G (24,8%).

2021-01
CASTILLA Y LEON: T445C (4,5%), C913T (3,2%), C2453T (1,5%), C3037T (8,3%), C3267T (3,2%), A3871G (2,1%), C5388A (5,1%), C5497T (2,2%),
C5986T (3,2%), C6286T (4,6%), T6954C (3,2%), C8326T (0,8%), T11288- (3,2%), C11289- (3,2%), T11290- (3,2%), G11291- (3,2%), G11292- (3,2%),
T11293- (3,2%), T11294- (3,2%), T11295- (3,2%), T11296- (3,2%), C11747T (1,5%), C12415T (2,2%), C14408T (8,3%), C14676T (3,2%), C15279T (3,2%),
T16176C (3,2%), AL7013G (2,1%), C19488T (1,3%), G21255C (4,4%). MADRID: T445C (3,3%), C913T (3,8%), C1059T (0,9%), A1180G (0,7%), C2453T
(0,4%), C3037T (8,1%), C3267T (3,7%), T3803C (0,4%), C5170T (0,5%), C5388A (3,7%), C5986T (3,7%), C6286T (3,3%), C6636T (0,4%), C6730T (0,7%),
T6954C (4,4%), C6997T (0,3%), G7743T (0,9%), C8152T (0,3%), T8603C (0,5%), CL0029T (0,8%), C10207T (0,9%), G10870T (0,4%), G11083T (0,4%),
G11132T (0,5%), T11288- (3%), C11289- (3%), T11290- (3%), G11291- (3%), G11292- (3%), T11293- (3%), T11294- (3%), T11295- (3%), T11296- (3%),
C11514T (0,7%), C12400T (0,7%), C12439T (0,9%), C13515T (0,9%), C14408T (8,1%), C14676T (3,7%), C15279T (3,7%), T16176C (3,7%), C16375T
(0,7%), C17172T (0,4%), A17615G (1,5%), G20102T (0,4%), C20178T (0,4%), T20748C (0,8%), G21255C (3,1%). ANDALUCIA: T445C (2,2%), C913T
(3,8%), C1387T (0,4%), C2453T (0,5%), C3037T (6,5%), C3267T (3,8%), C4543T (0,3%), T4844C (1,2%), C5192T (0,5%), C5388A (3,8%), G5629T (0,3%),
C5957T (0,3%), C5986T (3,9%), C6286T (2,2%), T6954C (3,9%), AB181G (0,7%), CI073T (0,3%), C9207T (0,3%), G9526T (0,3%), C10833T (1,3%),
T11288- (3,8%), C11289- (3,8%), G11291- (3,8%), G11292- (3,8%), T11293- (3,8%), T11294- (3,8%), T11295- (3,8%), T11296- (3,8%), C11497T (0,3%),
C12100T (0,3%), G12892A (0,5%), C12970T (0,9%), G13993T (0,3%), C14408T (6,5%), C14676T (3,8%), T15096C (1,5%), C15240T (0,3%), C15279T
(3,8%), G15766T (0,3%), T16176C (3,7%), C16260T (1,4%), C16308T (1,3%), AL6889G (0,3%), G17019T (0,3%), A17615G (0,8%), C18647T (0,5%),
C18877T (0,3%), G21255C (2,1%). CATALUNA: T445C (1%), C913T (4,2%), C1059T (0,3%), G1464A (0,2%), G1820A (0,2%), C2110T (0,7%), C2453T
(0,3%), C2544T (0,4%), C3037T (6,1%), C3177T (0,2%), C3267T (4,2%), C4206T (0,2%), C5170T (0,4%), C5301T (0,2%), C5388A (4,2%), A5689G (0,4%),
C5986T (4,2%), C6286T (1,1%), C6363T (0,2%), T6954C (4,3%), T7767C (0,2%), C8047T (0,3%), T8156C (0,2%), C10029T (0,2%), A10323G (0,2%),
A10978T (0,2%), G11132T (0,4%), G11230A (0,2%), T11288- (4,5%), C11289- (4,5%), T11290- (4,5%), G11291- (4,5%), G11292- (4,5%), T11293- (4,5%),
T11294- (4,5%), T11295- (4,5%), T11296- (4,5%), C11750T (0,2%), A12162G (0,3%), C12400T (0,2%), C12809T (0,4%), C14120T (0,6%), C14408T (6,1%),
G14547A (0,2%), CLAGT6T (4,2%), GL4973A (0,2%), C15279T (4,2%), C15324T (0,4%), TL6176C (4,2%), C16726T (0,2%), T17040C (0,2%), C17104T
(0,3%), A17615G (1%), A20268G (0,3%), A21137G (0,2%), G21255C (1%).

2021-Q2
CASTILLA Y LEON: G347A (0,2%), C913T (3,2%), C1191T (0,2%), C1266T (0,2%), C1625T (0,2%), G1729A (0,2%), G1738T (0,2%), C2110T (0,5%),
G2257A (0,7%), G2284T (0,4%), A2292C (0,1%), G2413A (0,2%), C2453T (0,8%), C2544T (0,3%), C2878T (0,2%), C3037T (5,3%), C3140T (0,2%), C3267T
(3,2%), G3638T (0,2%), GA181T (1,7%), C4206T (0,3%), CA543T (0,5%), A4860G (0,1%), C5184T (0,4%), C5388A (2,1%), A5584G (0,2%), A5689G (0,3%),
C5986T (3,2%), C6385T (0,1%), C6402T (1,7%), T6619C (0,2%), T6735G (0,2%), T6954C (3,2%), C7124T (1,6%), G7798T (0,2%), C8986 T (1,7%), GI053T
(1,7%), G9220A (0,1%), CI89LT (0,4%), C10029T (1,7%), C10186T (0,3%), A11201G (1,7%), C11208T (0,2%), T11288- (3,2%), C11289- (3,2%), T11290-
(3,2%), G11291- (3,2%), G11292- (3,1%), T11293- (3,1%), T11294- (3,1%), T11295- (3,1%), T11296- (3,2%), A11332G (1,7%), T11418C (0,4%), C11514T
(0,2%), C11750T (0,3%), C12073T (0,7%), C12809T (0,3%), T12946C (0,2%), C12970T (0,1%), C13019T (0,2%), G14030A (0,2%), C14120T (0,5%),
A14213G (0,2%), CL4408T (5,3%), G14547A (0,6%), CL4676T (3,2%), TL5096C (0,2%), C15237T (0,7%), C15279T (3,2%), C15324T (0,3%), G15451A
(2%), C15952A (0,6%), T16176C (3,2%), T16242A (0,2%), C16466T (2%), A17615G (0,2%), C17766T (0,2%), C18086T (0,2%), C18176T (0,1%), C18348T
(0,1%), C18508T (0,3%), C18555T (0,6%), C18647T (0,3%), C18687T (0,2%), C18744T (0,3%), C18788T (0,2%), C19220T (1,7%), C20031T (0,1%),
A20262G (0,2%), C20703T (0,5%). MADRID: CO13T (1,1%), C1191T (0,5%), C1266T (0,4%), C1593T (0,6%), G1729A (0,5%), G1738T (0,4%), G2257A
(0,4%), A2292C (0,4%), C3037T (7,3%), C3267T (1,1%), A3428G (0,4%), GA181T (4,4%), C4878T (0,4%), C5184T (1,2%), C5388A (1,1%), A5584G (0,7%),
C5986T (1,1%), C6037T (0,4%), C6402T (4,4%), C6840T (0,4%), T6954C (0,9%), C7124T (4,4%), C7851T (0,5%), C8986T (4,3%), GI053T (4,4%), C9891T
(1,3%), C10029T (4,8%), A10323G (0,9%), A11201G (4,4%), T11288A (0,8%), C11289A (0,8%), T11290G (0,8%), G11291A (0,8%), T11296G (0,6%),
A11332G (4,4%), G11371C (0,8%), T11418C (1,1%), A11451G (0,4%), C11514T (0,8%), C12073T (0,5%), T12946C (0,4%), C13019T (0,6%), A13057T
(0,4%), G14030A (0,5%), C14408T (7,1%), C14676T (1,1%), C15237T (0,5%), C15279T (1,1%), G15451A (5,6%), C15952A (1,7%), T16176C (1,1%),
C16466T (5,6%), G17193T (0,5%), C17491T (0,4%), C18086T (0,5%), C18176T (0,4%), C18348T (0,4%), C18744T (0,8%), C18877T (0,4%), T19035C
(0,3%), C19220T (4,4%), C20031T (0,4%), C20148T (0,3%), A20262G (0,4%), C21301A (0,4%). ANDALUCIA: C913T (4,3%), C2453T (1,3%), C3037T
(5,5%), C3267T (4,3%), GA181T (1%), T4844C (1%), C5388A (4,3%), C5986T (4,3%), C6402T (1%), T6954C (4,3%), C7124T (1%), C8986T (1%), GI053T
(1%), C10029T (1%), A11201G (1%), T11288- (4,3%), C11289- (4,3%), T11290- (4,3%), G11291- (4,3%), G11292- (4,3%), T11293- (4,3%), T11294- (4,3%),
T11295- (4,3%), T11296- (4,3%), A11332G (1%), G12892A (1%), C14408T (5,5%), C14676T (4,3%), T15096C (1,3%), C15279T (4,3%), G15451A (1,3%),
T16176C (4%), C16260T (1%), C16466T (1,3%), C19220T (1%). CATALUNA: G2257A (1%), C3037T (7,3%), G4181T (6,7%), C6402T (6,7%), C7124T
(6,7%), C8986T (6,7%), GI053T (6,7%), CI891T (0,4%), C10029T (6,7%), A11201G (6,7%), A11332G (6,7%), C12073T (1,1%), C14408T (7,3%), C15237T
(1,1%), G15451A (7,1%), C15952A (4,4%), C16466T (7,1%), C18744T (2,5%), C19220T (6,7%).

31



2021-Q3

CASTILLA Y LEON: C383T (0,1%), T516- (0,1%), A517- (0,1%), G598A (0,3%), A685- (0,1%), A686- (0,1%), G687- (0,1%), T688- (0,1%), C689- (0,1%),
AB90- (0,1%), T691- (0,1%), T692- (0,1%), T693- (0,1%), CT44T (0,1%), C828T (0,1%), GLOA7T (0,1%), C1076T (0,4%), C1347T (0,1%), T1371C (0,1%),
C1448T (0,1%), C1472T (0,2%), C1479T (0,2%), C1592T (0,2%), C1683T (0,1%), G1729A (0,4%), G1820A (0,1%), C1911T (0,1%), C1918T (0,3%), A2151G
(0,1%), G2257A (0,5%), A2832G (0,1%), C3037T (5,8%), C3429T (0,1%), A3569G (0,2%), C3587T (0,2%), G4181T (5,2%), C4321T (0,3%), C5144T (0,1%),
C5184T (0,5%), G5230T (0,3%), C5310T (0,1%), T5386G (0,1%), A5584G (0,5%), C5672T (0,1%), C5907T (0,1%), G5924A (0,1%), C6310T (0,1%), G6349T
(0,2%), C6402T (5,1%), G6513- (0,1%), T6515- (0,1%), G6532T (0,1%), C6629A (0,3%), C6730T (0,1%), C7119T (0,1%), C7124T (5,1%), G7235T (0,1%),
C7851T (0,6%), T7984C (0,1%), C8326T (0,1%), G8393A (0,1%), A8413G (0,2%), C8I86T (5,1%), GI053T (5,1%), CI120T (0,1%), CI165T (0,2%), G9441T
(0,3%), C9559T (0,1%), T9702C (0,1%), CI891T (0,5%), T9955C (0,1%), C10029T (5,2%), A10323G (0,3%), C10449A (0,1%), C10450T (0,1%), C10977T
(0,2%), A11201G (5,1%), T11286- (0,1%), G11287- (0,1%), T11288- (0,1%), C11288- (0,1%), T11289- (0,1%), G11290- (0,1%), A11332G (5,1%), T11418C
(0,5%), C11514T (0,6%), A11537G (0,1%), T11560C (0,1%), G11851T (0,3%), C11956T (0,2%), C12073T (0,5%), C12473T (0,2%), A12772G (0,1%),
C13019T (0,5%), T13195C (0,1%), A13712G (0,2%), C13944T (0,1%), C13971T (0,2%), G14030A (0,4%), C14117T (0,3%), G14118A (0,1%), C14403T
(0,1%), C14408T (5,7%), C14585T (0,1%), G15006T (0,5%), C15237T (0,5%), C15240T (0,3%), T15264C (0,1%), C15324T (0,1%), C15368T (0,1%),
G15451A (5,5%), C15656T (0,1%), G15906T (0,1%), C15952A (2,2%), T16056C (0,1%), C16338T (0,1%), G16377A (0,2%), C16466T (5,5%), C16575T
(0,5%), C16887T (0,1%), T16993C (0,1%), T17040C (0,2%), C17463T (0,3%), G17679A (0,3%), T17955G (0,2%), C18029T (0,1%), C18086T (0,4%),
A18163G (0,1%), G18255T (0,4%), A18298G (0,5%), T18438C (0,1%), C18647T (0,2%), C18687T (0,1%), C18744T (1,6%), G18905A (0,1%), G19072T
(0,1%), C19220T (5,1%), G19542T (0,1%), C19545T (0,5%), G19563A (0,3%), G19677T (0,5%), C19718T (0,1%), C19983T (0,2%), G20102T (0,1%),
G20269T (0,1%), A20481G (0,1%), G20578T (0,1%), G20931T (0,5%), G20937T (0,5%), C21301A (0,2%), A21391G (0,2%). MADRID: G526T (0,2%),
C828T (0,2%), G1047T (0,3%), T1186A (0,1%), C1266T (0,1%), G1729A (0,2%), G1738T (0,1%), C1758T (0,1%), C1874T (0,3%), G2257A (0,2%), G2518T
(0,2%), T2745C (0,1%), C3037T (6,3%), GA181T (6,2%), C4331T (0,4%), CA754T (0,2%), C5184T (0,2%), G5437T (0,2%), A5584G (0,3%), C6402T (6%),
G6531T (0,1%), C7124T (6,2%), A7186T (0,2%), C7428T (0,2%), C7768T (0,2%), C7851T (0,6%), T8656C (0,3%), C8ISET (6,1%), G053 T (6%), CI165T
(0,4%), G9190T (0,1%), G9441T (0,2%), C9891T (0,3%), CL0029T (6,3%), C10319T (0,2%), A10323G (0,4%), C11151T (0,1%), A11201G (6,1%), A11332G
(6,2%), G11371C (2,6%), T11418C (0,2%), C11514T (0,2%), C11747T (0,1%), AL1996T (0,1%), C12073T (0,2%), C12439T (0,2%), A12772G (0,3%),
C13019T (0,3%), G14030A (0,2%), C14408T (6%), C14793T (0,1%), C15237T (0,2%), C15240T (0,5%), G15451A (6,4%), G15910T (0,1%), C15952A (3%),
C16466T (6,3%), T17040C (0,3%), G17259T (0,1%), C17977T (0,1%), C18086T (0,2%), G18255T (0,1%), C18744T (1,9%), C18877T (0,1%), C19220T
(6,1%), T19458C (0,1%), C19524T (0,2%), G19563A (0,1%), C20148T (0,1%), C20178T (0,3%), C20233T (0,1%), G20937T (0,1%). CATALUNA: C334T
(0,1%), G509- (0.01%), T510- (0.01%), C511- (0.01%), A512- (0.01%), T513- (0.01%), G514- (0,1%), T515- (0,1%), T516- (0,1%), A517- (0,1%), T518-
(0,1%), G519- (0,1%), G526T (0,1%), A534T (0,3%), C593T (0,1%), A685- (0,1%), AB86- (0,1%), G687- (0,1%), T688- (0,1%), C689- (0,1%), AGIOT (0,1%),
T691- (0,1%), T692- (0,1%), T693- (0,1%), C744T (0,2%), G777A (0.01%), A828G (0,3%), C828T (0,2%), C913T (0,1%), C933T (0,1%), C1043T (0,1%),
G1047T (0,4%), G1124A (0.01%), C1384T (0,1%), C1419T (0,4%), C1472T (0,1%), C1592T (0.01%), C1615T (0,2%), AL690G (0,3%), G1729A (0,1%),
G1738T (0.01%), C1758T (0,1%), G1820A (0,1%), C1911T (0,1%), G2019A (0.01%), C2113T (0,1%), T2152C (0,2%), G2246A (0,01%), G2257A (0,1%),
A2317G (0,1%), C2395T (0,1%), G2518T (0,1%), T2745C (0,1%), C2788T (0,1%), C2939T (0,1%), C2980T (0,1%), C3037T (5,6%), G3122T (0.01%),
G3250T (0.01%), G3340T (0.01%), C3738T (0.01%), C3773T (0,3%), G3870T (0,1%), C3874T (0,1%), G3955T (0,1%), C4113T (0.01%), G4181T (5,4%),
G4201T (0.01%), A4269C (0.01%), C4276T (0.01%), G4309T (0.01%), C4331T (0.01%), C4539T (0,1%), C4543T (0,01%), C4683T (0.01%), C4780A (0,1%),
AA4783T (0,1%), C4965T (0.01%), GA975A (0.01%), C5100T (0,2%), C5184T (0,1%), G5326T (0.01%), C5365T (0,1%), C5392T (0,1%), G5437T (0,1%),
C5497T (0,01%), A5584G (0,1%), C5826T (0,1%), C5835T (0.01%), C6070T (0.01%), G60SOT (0.01%), C6310T (0,1%), C6400T (0,3%), C6402T (5,4%),
C6468G (0.01%), C6500T (0.01%), T6547C (0.01%), A6551G (0.01%), T6580C (0.01%), G6622A (0,4%), C6696T (0.01%), C6730T (0,2%), C6855T (0.01%),
C7124T (5,4%), C7564T (0.01%), G7675T (0,3%), C7765T (0,1%), C7768T (0,1%), G7798T (0,1%), C7851T (0,8%), G7883A (0,2%), A7949G (0.01%),
C8016T (0.01%), C8326T (0,1%), T8656C (0,1%), T8682C (0,1%), C8986T (5,4%), GI053T (5,4%), GIO77A (0.01%), TIL39C (0.01%), A9162G (0,1%),
C9165T (0,1%), GOL90T (0.01%), C9223T (0,1%), CI246T (0,1%), CI344T (0,1%), CI365T (0,1%), C9430T (0.01%), G9441T (0.01%), CI521T (0,1%),
C9559T (0,1%), GIB56T (0,2%), CI891T (0,1%), C10029T (5,4%), C10138T (0,2%), A10181G (0,3%), A10323G (0,2%), C10449T (0.01%), C10537T (0,1%),
C10802T (0,1%), C10833T (0,1%), T10942C (0.01%), C10977T (0,1%), C11003T (0.01%), G11083T (0,1%), G11113T (0,1%), A11201G (5,4%), A11332G
(5,4%), T11418C (0,1%), C11494T (0.01%), C11514T (0,1%), T11569G (0.01%), C11931T (0,1%), C11941T (0.01%), C12025T (0,2%), C12073T (0,1%),
C12484T (0,1%), A12573G (0.01%), G12769A (0,1%), AL2772G (0,1%), A12949G (0,1%), C13019T (0,1%), C13168T (0,2%), C13252T (0.01%), C13329T
(0.01%), G13459A (0.01%), C13860T (0.01%), A13898G (0,1%), C13971T (0.01%), G14030A (0,1%), C14408T (5,5%), G14443T (0,3%), A14510G (0,3%),
G14511C (0,4%), T14544C (0,1%), G14584A (0.01%), C14724T (0.01%), GL14854A (0,1%), C14925T (0,1%), C15237T (0,1%), C15240T (0,2%), C15315A
(0.01%), G15451A (5,5%), T15628C (0,3%), C15660T (0,1%), C15720T (0,1%), G15906T (0,2%), C15933T (0.01%), C15952A (1,8%), C16111T (0.01%),
C16428T (0,3%), C16466T (5,5%), G16710A (0,1%), C16726T (0,2%), C16887T (0,2%), A16998G (0,3%), C17010T (0,1%), T17011C (0.01%), T17040C
(0,5%), G17122T (0,1%), C17133T (0.01%), C17172T (0.01%), A17236G (0,1%), C17304T (0,1%), C17676T (0,1%), C17746T (0,3%), C17747A (0,1%),
C18029T (0.01%), G18079T (0,3%), C18086T (0,1%), C18138T (0.01%), G18255T (0,4%), C18312A (0,1%), T18437G (0.01%), G18462A (0.01%), T18465C
(0.01%), G18583A (0,1%), C18744T (1,5%), A18846G (0,3%), G18905A (0,2%), C19007T (0.01%), G19072T (0.01%), C19164T (0.01%), C19220T (5,4%),
C19245T (0,1%), C19374T (0,1%), A19515G (0.01%), C19524T (0,1%), G19563A (0.01%), T19839C (0.01%), C19859T (0,1%), C19862T (0,1%), G19962T
(0,1%), C20178T (0,1%), G20274T (0,1%), G20397T (0,2%), T20501C (0,1%), A20532G (0,3%), A20608G (0,1%), G20683A (0,3%), A20755G (0.01%),
T20928A (0,1%), G20937T (0,2%), C21058T (0,4%), A21137G (0,1%), G21160A (0,3%), C21179T (0.01%), A21195G (0.01%), T21196C (0.01%), C21301A
(0.01%).

s (spike)

2020

CASTILLA Y LEON: T21765- (0,9%), A21766- (0,0%), C21767- (0,9%), A21768- (0,9%), T21769- (0,9%), G21770- (0,9%), G21898T (1,9%), C22227T
(33,3%), A23063T (0,9%), C23271A (0,9%), A23403G (52%), C23604A (0,9%), C23709T (0,9%), T24506G (0,9%), G24914C (0,9%), T25316C (1,7%).
MADRID: A22151G (2%), C22227T (9,1%), A23403G (88,9%). ANDALUCIA: C21575T (0,7%), C21855T (0,9%), T21991- (0,9%), T21992- (0,9%),
A21993- (0,9%), A22151G (1%), C22227T (29,8%), T22297C (2%), C22432T (1,8%), C22858T (1,1%), G22933A (2%), C22943A (0,9%), G22992A (2,3%),
A23403G (52,7%), C23533T (0,7%), C23730T (0,7%), G24812T (0,7%). CATALURNA: A23403G (100%).

2021-Q1

CASTILLA Y LEON: T21765- (5,2%), A21766- (5,2%), C21767- (5,2%), A21768- (5,2%), T21769- (5,2%), G21770- (5,2%), G21974C (2,1%), T21991-
(4,9%), T21992- (4,9%), A21993- (4,9%), C22227T (7,5%), A23063T (5,2%), C23271A (5,2%), A23403G (13,4%), C23604A (5,2%), C23709T (5,2%),
T24506G (5,2%), G24914C (5,2%). MADRID: C21614T (0,3%), T21765- (4,6%), A21766- (4,6%), C21767- (4,6%), A21768- (4,6%), T21769- (4,6%),
G21770- (4,6%), G21974T (0,3%), T21991- (4,3%), T21992- (4,3%), A21993- (4,3%), C22000T (0,3%), C22227T (5,2%), G23012A (0,4%), T23042C (1,2%),
A23063T (6,3%), C23271A (5,9%), A23403G (12,9%), C23604A (7,2%), C23709T (7,1%), A23932G (0,3%), T24506G (5,9%), G24914C (59%).
ANDALUCIA: C21575T (0,2%), T21765- (5,6%), A21766- (5,6%), C21767- (5,6%), A21768- (5,6%), T21769- (5,6%), G21770- (5,6%), C21846T (0,2%),
C21855T (0,2%), G21987T (0,5%), T21991- (5,3%), T21992- (5,3%), A21993- (5,3%), C22082T (0,2%), C22227T (3%), T22315A (0,2%), T22768C (0,4%),
G22992A (0,4%), A23063T (5,6%), C23271A (5,6%), C23315T (1,7%), A23403G (9,5%), C23604A (5,6%), C23709T (5,6%), T24506G (5,6%), G24794T
(0,3%), G24914C (5,6%). CATALURNA: C21575T (0,3%), C21614T (0,4%), C21621A (0,2%), C21638T (0,2%), T21765- (5,7%), A21766- (5,7%), C21767-
(5,7%), A21768- (5,7%), T21769- (5,7%), G21770- (5,7%), G21974T (0,4%), T21991- (5,6%), T21992- (5,6%), A21993- (5,6%), G22030A (0,3%), G22132T
(0,2%), C22227T (1,4%), A22812C (0,2%), C22879A (0,3%), G23012A (0,4%), T23042C (0,3%), A23063T (6%), C23271A (5,7%), A23403G (8,3%),
T23407C (0,2%), C23525T (0,2%), C23604A (6,2%), C23664T (0,2%), C23709T (5,9%), G24000A (0,2%), T24506G (5,7%), C24642T (0,2%), G24914C
(5,7%), G25088T (0,2%).
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2021-Q2

CASTILLA Y LEON: C21618G (2,5%), G21641T (0,2%), T21765- (4%), A21766- (4%), C21767- (4%), A21768- (4%), T21769- (4%), G21770- (4%),
C21846T (1,3%), G21974C (1%), G21987A (2,4%), T21991- (3,7%), T21992- (3,8%), A21993- (3,8%), T21994C (0,2%), A22029- (2,4%), G22030- (2,4%),
T22031- (2,4%), T22032- (2,4%), C22033- (2,4%), A22034- (2,4%), C22227T (0,2%), C22624T (0,3%), C22792T (0,2%), T22917G (2,5%), C22995A (2,5%),
A23063T (4,1%), C23271A (4%), C23277T (0,2%), A23403G (6,6%), C23604A (6,6%), C23709T (4%), C23718T (0,2%), C24130T (0,1%), G24410A (2,6%),
T24460C (0,1%), T24506G (4%), C24865T (0,3%), G24914C (4%), G24928T (0,1%), C25169T (0,1%). MADRID: C21614T (0,2%), C21618G (6,9%),
G21624C (0,3%), G21641T (0,6%), T21765- (0,4%), A21766- (0,4%), C21767- (0,4%), A21768- (0,4%), T21769- (0,4%), G21770- (0,4%), G21786T (0,2%),
C21789T (0,3%), C21846T (3,1%), G21987A (3,4%), T21991- (0,8%), T21992- (0,9%), A21993- (1,3%), T21995A (0,4%), A22029- (4,1%), G22030- (4,1%),
T22031- (4,1%), T22032- (4,1%), C22033- (4,1%), A22034- (4,1%), C22082T (0,2%), A22206G (0,2%), C22227T (1%), C22314T (0,2%), G22599A (0,5%),
C22792T (0,7%), G22813T (0,2%), T22917G (7,4%), C22987T (0,2%), C22995A (7,3%), G23012A (0,7%), A23063T (2%), C23271A (1,5%), T23398C
(0,4%), A23403G (9,8%), G23593T (0,2%), C23604G (9,4%), C23709T (1,4%), C23718T (0,2%), G24040T (0,7%), C24130T (0,2%), C24138A (0,2%),
G24410A (6,3%), T24506G (1,4%), G24914C (1,5%), G24928T (0,7%). ANDALUCIA: C21618G (1,6%), T21765- (5,3%), A21766- (5,3%), C21767- (5,3%),
A21768- (5,3%), T21760- (5,3%), G21770- (5,3%), T21991- (3,2%), T21992- (3,2%), A21993- (3,2%), C21998T (0,8%), A22029- (1,6%), G22030- (1,6%),
T22031- (1,6%), T22032- (1,6%), C22033- (1,6%), A22034- (1,6%), T22917G (1,6%), C22995A (1,6%), A23063T (5,3%), C23271A (5,3%), C23315T (1,2%),
A23403G (6,9%), C23604A (6,9%), C23709T (5,3%), G24410A (1,6%), T24506G (5,3%), G24914C (5,3%). CATALUNA: C21618G (7,8%), C21846T
(1,6%), G21987A (2,7%), A22029- (7,8%), G22030- (7,8%), T22031- (7,8%), T22032- (7,8%), C22033- (7,8%), A22034- (7,8%), C22227T (0,4%), C22792T
(0,2%), T22917G (7,7%), C22995A (7,8%), A23063T (0,2%), C23277T (0,2%), A23403G (8%), C23604G (8%), C23718T (0,2%), C24130T (0,5%), G24410A
(7,2%), G24926T (0,2%), G24928T (0,4%).

2021-Q3

CASTILLA Y LEON: C21618G (6,8%), A21647G (0,3%), C21846T (2,8%), G21987A (6,8%), T21990- (0,2%), T21991- (0,3%), T21992- (0,3%), A21993-
(0,3%), T21994- (0,2%), T21995- (0,2%), A22029- (6,8%), G22030- (6,8%), T22031- (6,8%), T22032- (6,8%), C22033- (6,8%), A22034- (6,8%), G22201T
(0,2%), C22227T (0,7%), C22311T (0,3%), C22458T (0,3%), C22498T (0,6%), C22624T (0,2%), C22792T (0,5%), G22899T (0,2%), T22917G (6,8%),
C22938T (0,2%), C22995A (6,9%), G23012C (0,5%), A23013C (0,7%), A23063T (0,2%), G23401T (0,3%), A23403G (7%), C23525T (0,2%), G23593C
(0,4%), C23604G (7%), C23854A (0,1%), C24130T (0,9%), G24410A (6,8%), T24589C (0,1%), G25352T (0,2%). MADRID: C21614T (0,1%), C21618G
(6,7%), A21647G (0,1%), C21846T (2,8%), G21987A (7,7%), T21992A (0,1%), A21993C (0,1%), T21995C (0,3%), A21996C (0,2%), C21997T (0,2%),
ins21998A (0,1%), ins21999A (0,1%), ins22000C (0,1%), A22029- (5,8%), G22030- (5,8%), T22031- (5,8%), T22032- (5,8%), C22033- (5,8%), A22034-
(5,8%), C22208T (0,2%), C22227T (0,5%), C22311T (0,1%), C22314T (0,2%), C22498T (0,1%), G22599A (0,1%), C22792T (0,3%), C22858T (0,2%),
T22917G (8,1%), C22993T (0,1%), C22995A (8,1%), G23012A (0,2%), A23063T (0,2%), T23189G (0,2%), C23202A (0,1%), G23401T (0,2%), A23403G
(8,3%), C23525T (0,1%), G23593C (0,3%), C23604G (8,2%), C23683T (0,1%), C23718T (0,2%), C23741T (0,1%), C24130T (0,8%), G24199A (0,4%),
G24410A (8%), C24707A (0,1%), G24872T (0,1%), C25008T (0,1%), T25027C (0,5%), G25337T (0,1%). CATALURNA: C21575T (0,1%), G21604T (0,4%),
C21614T (0,3%), C21618G (6,9%), A21647G (0,01%), C21846T (3,5%), C21897T (0,1%), T21973C (0,4%), G21974C (0,1%), G21987A (6,9%), T21995C
(0,5%), A22029- (6,9%), G22030- (6,9%), T22031- (6,9%), T22032- (6,9%), C22033- (6,9%), A22034- (6,9%), G22104T (0,1%), C22120T (0,1%), C22208T
(0,1%), C22227T (0,7%), C22281T (0,1%), T22307C (0,01%), C22311T (0,01%), C22314T (0,1%), C22413T (0,1%), G22468T (0,1%), C22498T (0,1%),
C22792T (0,1%), T22795C (0,4%), T22917G (6,9%), C22993T (0,1%), C22995A (6,9%), G23012C (0,01%), C23277T (0,1%), A23403G (6,9%), C23557T
(0,2%), G23593T (0,1%), C23604G (6,9%), C23635T (0,01%), C23638T (0,1%), A23667T (0,1%), C23683T (0,1%), C23896T (0,1%), A24014G (0,1%),
G24040T (0,1%), G24095T (0,01%), C24130T (0,5%), G24199A (0,1%), G24410A (6,9%), C24559T (0,1%), G24872T (0,3%), G24928T (0,1%), C25066T
(0,1%), C25156T (0,1%), G25186A (0,1%), T25233C (0,1%).

orf3a

2020

CASTILLA Y LEON: C25613T (38,9%), G25979T (61,1%). MADRID: T25496C (4,3%), G25563T (4,3%), G25979T (19,6%), C26088T (58%), G26144T
(13,8%). ANDALUCIA: C25418A (7,2%), C25517G (7,2%), G25563T (16,9%), C25710T (9,2%), C25777T (8,7%), C25886T (5,3%), G25979T (3L,4%),
A26059G (3,9%), C26088T (5,8%), G26144T (4,3%). CATALURIA: T25485C (27,3%), G25563T (72,7%).

2021-01

CASTILLA Y LEON: G25494T (15,2%), G25563T (21,2%), G25776T (15,2%), G25855T (12,1%), G26155- (12,1%), T26156- (12,1%), T26157- (12,1%).
MADRID: C25413T (30,4%), G25437T (10,9%), G25563T (30,4%), C25904T (17,4%), A25905T (10,9%). ANDALUCIA: A25505G (6,1%), C25517G
(21,2%), G25563T (13,6%), C25626T (10,6%), C25710T (13,6%), C25886T (10,6%), G25906C (6,1%), G25996T (6,1%), C26022T (12,1%). CATALUNA:
G25538A (10,5%), G25563T (15,8%), T25570C (7,9%), T25715A (9,2%), C25795T (9,2%), C25847T (9,2%), C25907T (7,9%), A25961G (9,2%), G25999T
(13,2%), T26152C (7,9%).

2021-02

CASTILLA Y LEON: C25433T (2,7%), G25437T (2,7%), C25469T (59,1%), C25872T (20,4%), C26060T (14,9%). MADRID: C25469T (80,2%), G25563T
(6,3%), G25660A (1,9%), C25844T (1,9%), C25872T (4,7%), C26060T (1,9%), G26167T (1,6%), G26172T (1,6%). ANDALUCIA: C25469T (66,7%),
C25626T (33,3%). CATALURIA: C25469T (83,8%), G25472T (3,8%), C25876T (12,4%).

2021-Q3

CASTILLA Y LEON: C25460T (0,0%), C25469T (64,5%), G25471T (1,5%), T25518C (0,2%), T25518G (0,4%), C25549T (0,9%), C25568T (0,5%),
C25584T (1,3%), C25626T (0,5%), G25690T (1,6%), ins25702C (2,7%), ins25703C (2,7%), ins25704C (2,7%), C25714T (1,3%), G25720T (1,1%), C25810T
(0,7%), G25855T (0,5%), C25872T (5,5%), C26022T (0,5%), G25690A (0,2%), G25690T (1,5%), G26173T (5,8%). MADRID: C25469T (83,2%), G25471T
(1,2%), G25563T (1,2%), C25614T (2,7%), ins25702C (1,5%), ins25703C (1,5%), ins25704C (1,5%), G26109A (2,2%), G26158- (1,2%), T26159- (1,2%),
T26160- (1,2%), A26161- (1,2%). CATALURNA: C25413T (5,3%), G25440T (0,5%), C25463T (0,01%), C25463A (0,7%), C25469T (51,2%), G25471T (1,5%),
G25489T (0,4%), T25514C (0,4%), T25518C (3,2%), C25521T (2,8%), G25526T (0,5%), G25538T (3,5%), C25568T (1,4%), C25614T (4,2%), C25624T
(0,5%), C25667T (1%), G25690T (0,8%), G25699C (0,1%), G25699A (0,3%), ins25702C (0,4%), ins25703C (0,4%), ins25704T (0,01%), ins25704C (0,3%),
G25720T (0,5%), C25721T (1%), G25906T (0,1%), G25906C (0,4%), A25762T (0,5%), G25855T (1,5%), A25856G (0,4%), C25872T (0,9%), G25906C
(0,5%), G25907T (0,5%), C25916T (0,5%), G25947T (0,01%), G25947C (0,5%), G25996A (0,01%), G25996T (1,6%), C26013T (0,5%), G26020T (0,6%),
C26054T (0,01%), C26054A (3,5%), C26060T (2,6%), G26107C (0,6%), G26109A (0,5%), A26170T (3,1%), G26172T (0,4%).

orf3b

2020

CASTILLA Y LEON: C25836T (31,3%), G25979T (68,8%). MADRID: G25979T (21,4%), C26088T (63,5%), G26144T (15,1%). ANDALUCIA: C25777T
(12,9%), C25886T (7,9%), G25906C (5%), G25979T (47,5%), G25996T (5%), A26059G (5,8%), C26088T (8,6%), G26144T (7,2%). CATALUNA: A25765T
(11,1%), T25779A (11,1%), G25979T (22,2%), G25996T (11,1%), C26111A (22,2%), G26144T (22,2%).

2021-Q1

CASTILLAY LEON: G25776T (23,8%), G25855T (19%), G26155- (19%), T26156- (19%), T26157- (19%). MADRID: C25904T (50%), A25905T (31,3%),
G25996T (18,8%). ANDALUCIA: G25785T (9,8%), C25886T (27,5%), G25906C (15,7%), G25996T (15,7%), C26022T (31,4%). CATALUNA: C25792T
(17,8%), C25844T (15,6%), C25904T (15,6%), A25958G (15,6%), G25996T (22,2%), T26149C (13,3%).

2021-Q2

CASTILLAY LEON: G25769T (2,7%), G25855T (4,1%), C25872T (45,3%), C26060T (33,1%), G26158- (3,4%), T26159- (3,4%), T26160- (4,7%), A26161-
(3/4%). MADRID: C25844T (16,2%), C25872T (40,5%), C26060T (16,2%), G26167T (13,5%), G26172T (13,5%). ANDALUCIA: G25947T (16,7%),
C26013T (16,7%), C26060T (16,7%), T26103A (16,7%), G26104A (16,7%). CATALURNA: C25872T (90,6%), C26111T (9,4%).
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2021-Q3

CASTILLA Y LEON: G25767T (1,6%), C25810T (3,3%), C25831T (1,6%), G25855T (2,5%), C25872T (24,6%), G25907T (1,6%), G25912T (1,6%),
C26022T (2,5%), G26109A (18%), T26149C (1,6%), A26161- (1,6%), A26162- (1,6%), T26163- (1,6%), C26164- (1,6%), C26165- (1,6%), A26166- (1,6%),
G26167- (1,6%), T26168- (1,6%), A26169- (1,6%), G26173T (26,2%). MADRID: C25872T (10,8%), C26060T (10,8%), G26109A (24,3%), G26158- (13,5%),
T26159- (13,5%), T26160- (13,5%), A26161- (13,5%). CATALUNA: C25810T (0,9%), A25817G (0,9%), C25844T (1,6%), G25855T (7,1%), A25856G
(2,1%), C25872T (4,6%), G25906T (0,7%), G25906C (1,8%), G25907T (2,5%), C25916T (2,5%), G25947T (0,2%), G25947C (2,3%), G25996A (0,2%),
G25996T (8,3%), C26013T (2,3%), G26020T (3,2%), A26050G (L,1%), C26054T (0,2%), C26054A (17,7%), C26060T (12,8%), G26062T (1,1%), C26078T
(0,9%), C26082T (0,9%), G26107C (3%), G26109A (2,3%), A26170T (15,4%), G26172T (1,8%), C26208T (1,4%).

e

2020

CASTILLA Y LEON: G26268T (100%). MADRID: T26301G (100%). ANDALUCIA: G26268T (54,5%), T26289C (27,3%), T26301G (9,1%).
CATALUNA: SIN MUTANTES.

2021-01,;

CASTILLA Y LEON: C26270T (50%), C26464T (50%). MADRID: C26456T (100%). ANDALUCIA: G26262A (100%). CATALURA: T26446G (33,3%),
C26456T (66,7%).

2021-02;

CASTILLA Y LEON: C26270T (50%), C26464T (50%). MADRID: C26408T (33,3%), C26456T (66,7%). ANDALUCIA: G26428T (100%). CATALUNA:
C26408T (100%).

2021-Q3;

CASTILLA Y LEON: C26256T (14,3%), C26270T (85,7%). MADRID: A26267G (6,7%), C26270T (13,3%), C26340T (6,7%), G26389T (6,7%), C26408T
(6,7%), G26428T (20%), G26439T (6,7%), C26444T (20%), C26455T (6,7%), C26464T (6,7%). CATALUNA: G26365T (16,7%), T26409C (23,3%), G26416T
(20%), T26442A (30%), C26455T (10%).

m

2020

CASTILLA Y LEON: T26609C (4,8%), C26801G (95,2%). MADRID: C26681T (14%), C26801G (86%). ANDALUCIA: C26533T (2%), C26681T (2,3%),
C26735T (6,3%), C26801G (80,2%), T26876C (6,3%), G27112A (3%). CATALUNA: C26801G (100%).

2021-Q1

CASTILLA Y LEON: G26526T (3,8%), C26735T (6,4%), A26748G (51%), C26801G (84,6%). MADRID: T26767C (18,6%), C26801G (8L4%).
ANDALUCIA: C26735T (10,7%), T26744C (2,5%), C26801G (73%), T26876C (10,7%), C26985T (3,1%). CATALUNA: G26526T (8,6%), T26604C
(18,3%), C26636T (10,8%), T26767C (8,6%), C26801G (47,3%), C26936T (6,5%).

2021-Q2

CASTILLAY LEON: G26526T (11,1%), T26604C (9,9%), T26767C (77%), C26873T (2%). MADRID: C26645T (2,3%), T26767C (97,7%). ANDALUCIA:
T26767C (100%). CATALURNA: T26767C (95,6%), A26786G (4,4%).

2021-Q3

CASTILLA Y LEON: T26543C (1,4%), C26549T (2,8%), C26681T (5,2%), T26767C (83,4%), A26786G (1,9%), G27014T (5,4%). MADRID: G26526T
(1,4%), C26681T (2,7%), T26767C (92,3%), A26786G (L,1%), G27014T (2,5%). CATALUNA: G26526T (5,4%), A26528T (1%), A26588G (1%), C26681T
(0,7%), T26767C (81,2%), G26769A (1%), T26773C (1,4%), A26786G (2,3%), T26987C (1%), G27014T (0,8%), C27059T (2%), G27074A (0,6%), G27147T
(1,5%).

orf6

2020

CASTILLA Y LEON: C27247T (27,3%), T27384C (8L,8%). MADRID: T27205- (36,4%), C27213G (18,2%), A27307G (18,2%), T27384C (27,3%).
ANDALUCIA: C27297T (53,8%), G27364T (15,4%), T27384C (30,8%). CATALURNA: T27215C (16,7%), C27247T (16,7%), C27297T (33,3%), A27302G
(16,7%), T27384C (16,7%).

2021-01

CASTILLA Y LEON: C27323T (25%), T27384C (87,5%). MADRID: T27384C (100%). ANDALUCIA: G27281T (25%), T27285C (75%). CATALUNA:
C27213T (14,3%), C27276T (14,3%), C27294T (14,3%), A27363C (14,3%), G27364T (14,3%), A27386- (28,6%).

2021-Q2

CASTILLA Y LEON: C27219A (17,4%), G27281T (8,7%), C27350T (47,8%), G27376T (13%), T27384C (17,4%). MADRID: C27297T (22,2%), G27376T
(55,6%), T27384C (22,2%). ANDALUCIA: C27263T (50%), T27285C (50%). CATALUNA: T27342C (50%), A27344T (50%).

2021-Q3

CASTILLA Y LEON: A27259C (28,6%), T27384C (71,4%). MADRID: C27223G (80%), A27259C (20%). CATALURNA: C27247T (38,5%), A27294G
(11,5%), A27321T (26,9%), T27346C (11,5%), T27381C (11,5%).

orf7a

2020

CASTILLA Y LEON: C27494T (28,6%), C27600T (42,9%), G27746T (28,6%). MADRID: C27476T (25%), G27506T (8,3%), C27538T (8,3%), C27575T
(8,3%), G27604T (8,3%), C27610T (8,3%), G27626T (8,3%), T27656C (8,3%), C27679T (8,3%), T27740C (8,3%). ANDALUCIA: G27467T (16,7%),
G27505T (16,7%), C27630T (16,7%), T27671C (16,7%), A27747G (16,7%), G27754T (16,7%). CATALURNA: G27651T (100%).

2021-01

CASTILLA Y LEON: G27600T (33,3%), C27741T (40%), C27752T (26,7%). MADRID: G27463A (30%), T27501A (20%), C27527T (30%), C27532A
(20%). ANDALUCIA: G27506T (12,5%), G27750T (87,5%). CATALURNA: C27513T (46,9%), G27517A (18,8%), C27577T (12,5%), G27750T (12,5%),
C27752T (9,4%).

2021-Q2

CASTILLA Y LEON: C27513T (2,1%), C27577- (1,4%), A27579G (1,4%), T27638C (44,4%), C27739T (3,7%), G27750T (2,7%), C27752T (44,4%).
MADRID: T27638C (47%), G27708A (1,5%), C27739T (3,8%), C27752T (47,8%). ANDALUCIA: T27638C (36,4%), G27750T (27,3%), C27752T (36,4%).
CATALURNA: T27638C (50%), C27752T (50%).
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2021-Q3

CASTILLA Y LEON: C27494T (1,2%), G27506T (1,4%), C27527T (1,2%), T27638C (47,6%), C27688T (0,7%), C27688- (0,1%), C27752T (47,8%).
MADRID: G27506T (0,8%), C27527G (0,2%), C27527T (1,1%), A27579- (0,8%), T27580- (0,8%), T27581- (0,8%), T27638C (46,1%), A27745G (0,8%),
C27752T (48,7%). CATALURIA: G27420A (0,5%), A27446G (0,2%), T27465C (0,3%), T27484C (0,3%), C27494T (0,2%), G27506T (0,2%), A27507C
(0,5%), T27511C (0,3%), C27527T (3,2%), T27529C (0,5%), G27541T (0,2%), G27561C (0,1%), G27561T (0,1%), C27575T (0,3%), C27577T (0,4%),
C27590T (0,3%), T27638C (45%), C27649A (0,1%), C27649T (0,1%), C27688T (0,3%), G27731T (0,3%), A27743T (0,3%), A27745G (0,6%), C27752T
(45,7%).

orf7b

2020

CASTILLA Y LEON: G27861T (100%). MADRID: G27788T (11,1%), T27803C (11,1%), C27807T (L1,1%), T27810C (11,1%), A27865T (22,2%),
T27866A (11,1%), C27881T (L1,1%), C27883T (11,1%). ANDALUCIA: G27777T (25%), C27804T (25%), T27817G (25%), C27881T (25%).
CATALURA: SIN MUTANTES.

2021-01

CASTILLA Y LEON: T27757C (50%), C27769T (50%). MADRID: C27769T (50%), C27847T (50%). ANDALUCIA: C27800A (100%). CATALUNA:
T27811C (50%), G27870T (50%).

2021-02

CASTILLA Y LEON: T27757C (2,5%), C27874T (97,5%). MADRID: C27769T (1,5%), C27874T (98,5%). ANDALUCIA: C27874T (100%).
CATALUNA: C27874T (100%).

2021-03

CASTILLA Y LEON: C27807T (2,1%), C27874T (97,9%). MADRID: C27828T (1,5%), C27874T (98,5%). CATALUNA: C27874T (100%).

orf8

2020

CASTILLA Y LEON: C27944T (44,3%), C27972T (5,2%), G28048T (5,2%), A28111G (5,2%), T28144C (11,3%), G28193T (28,9%). MADRID: C27944T
(20,3%), T28144C (79,7%). ANDALUCIA: C27944T (35%), C27972T (2,8%), C27982T (15,9%), G28086T (7,9%), T28144C (38,3%). CATALURA:
C27944T (33,3%), G28077T (33,3%), T28144C (33,3%).

2021-Q1

CASTILLA Y LEON: C27944T (24,9%), C27972T (22,4%), C27982T (2,4%), G28048T (22,4%), C28093T (2,4%), A28095T (2,9%), A28111G (22,4%).
MADRID: C27944T (16,8%), C27972T (27,7%), G28048T (27,7%), A28111G (27,7%). ANDALUCIA: C27920T (1%), C27944T (3,8%), C27972T (29,6%),
G28048T (29,5%), A28095T (6,3%), A28111G (29,3%), G28237T (0,5%). CATALURNA: C27972T (29,4%), C27982T (1%), G28001A (1%), G28048T
(29,4%), C28093T (1,2%), A28095T (5,3%), A28111G (29,4%), C28112T (1,7%), G28167A (1%), C28253T (0,8%).

2021-02

CASTILLAY LEON: G27948T (1,8%), C27972T (13,5%), C28005T (0,4%), C28013T (0,9%), G28048T (13,1%), G28090- (0,6%), T28091- (0,6%), T28092-
(0,6%), C28093- (0,9%), T28094- (0,6%), A28095T (3,6%), A28111G (13,1%), G28237T (0,9%), G28248- (8,2%), A28249- (8,2%), T28250- (8,2%), T28251-
(8,2%), T28252- (8,2%), C28253- (8,2%). MADRID: C27925A (1,7%), C27972T (4,8%), C28005T (1,7%), G28048T (5,5%), G28086T (0,5%), C28093T
(1,5%), A28095T (0,8%), A28111G (5%), G28209T (1,1%), G28248- (10,8%), A28249- (10,9%), T28250- (10,7%), T28251- (10,7%), T28252- (10,7%),
C28253A (22,9%), A28254C (0,5%). ANDALUCITA: C27972T (20,8%), G28048T (20,8%), A28111G (20,8%), C28153T (0,8%), G28248- (6,2%), A28249-
(6,2%), T28250- (6,2%), T28251- (6,2%), T28252- (6,2%), C28253- (6,2%). CATALURNA: G28248- (16,7%), A28249- (16,7%), T28250- (16,7%), T28251-
(16,7%), T28252- (16,7%), C28253- (16,7%).

2021-Q3

CASTILLA Y LEON: C27975T (1%), T28007C (0,2%), C28045T (0,3%), G28086T (0,1%), C28093T (0,3%), G28248- (16,3%), A28249- (16,3%), T28250-
(16,3%), T28251- (16,3%), T28252- (16,3%), C28253- (16,3%). MADRID: C27925A (0,3%), C28005T (0,3%), G28086T (0,3%), G28248- (16,4%), A28249-
(16,4%), T28250- (16,4%), T28251- (16,4%), T28252- (16,4%), C28253A (0,7%), C28253- (16,4%). CATALUNA: G27916A (0,1%), G27916T (0,1%),
C27944T (0,1%), C27945T (0,1%), G28001T (0,2%), T28007C (0,4%), G28027A (0,01%), G28027C (0,01%), G28027T (0,1%), G28086T (1%), C28093T
(0,3%), G28116A (0,3%), T28156C (0,1%), G28209T (0,2%), T28245- (0,01%), T28245G (0,9%), G28248- (16%), A28249- (16%), T28250- (16%), T28251-
(16%), T28252- (16%), C28253- (16%).

n

2020

CASTILLA Y LEON: C28657T (6,9%), C28863T (4,7%), C28932T (76,3%), G29235T (12,1%). MADRID: C28333T (4,2%), C28657T (17,3%), C28863T
(17,3%), G28881A (12,5%), G28882A (11,3%), G28883C (11,3%), C28932T (22%), G29402T (3,6%). ANDALUCIA: C28657T (9,7%), C28833T (1,3%),
C28863T (9,9%), G28881A (4,1%), G28882A (3,9%), G28883C (3,9%), C28932T (34,2%), G28975C (2,7%), C29366T (1,7%), C29386T (3,2%), G29398A
(2,19%), G29399A (2,7%), G29402T (17,6%), G29425T (3%). CATALUNA: G28881A (32,7%), G28882A (32,7%), G28883C (34,5%).

2021-01

CASTILLA Y LEON: G28280C (10,8%), A28281T (10,8%), T28282A (10,8%), C28849T (1,4%), G28881A (10,8%), G28882A (11,1%), G28883C (10,8%),
C28932T (15,5%), C28977T (10,8%), C29451T (7,1%). MADRID: G28280C (11,4%), A28281T (11,4%), T28282A (11,4%), G28690T (1,4%), G28881A
(11,8%), G28882A (11,8%), G28883C (11,8%), C28887T (2,6%), C28932T (10%), C28977T (11,2%), G29402T (3,1%), G29513T (2%). ANDALUCIA:
G28280C (12%), A28281T (12%), T28282A (12%), G28346T (0,5%), C28651T (0,6%), C28869T (0,4%), G28881A (12%), G28882A (12%), G28883C (12%),
C28932T (6,4%), G28975C (1%), C28977T (12%), G29398A (1,6%), G29399A (1%), G29402T (4,3%). CATALUNA: G28280C (12,9%), A28281T (12,9%),
T28282A (12,9%), C28512G (0,4%), A28877T (0,7%), G28878C (0,7%), G28881A (13,6%), G28882A (13,6%), G28883C (13,6%), C28887T (0,9%), C28932T
(3,3%), A28951G (0,7%), C28977T (12,8%), C29366T (0,7%), G29513T (0,4%).

2021-Q2

CASTILLA Y LEON: G28280C (8,7%), A28281T (8,7%), T28282A (10,2%), A28299T (1,8%), A28461G (6,5%), A28733G (0,7%), C28849T (1,7%),
G28881A (16,7%), G28882A (10,2%), G28883C (10,2%), G28884C (0,2%), G28916T (5,3%), C28977T (10,3%), G29140T (0,3%), C29149T (0,3%), C29250T
(0,2%), C29253T (0,3%), C29296T (0,3%), G29402T (6,5%), G29422A (0,2%), C29445T (0,6%). MADRID: G28280C (3,7%), A28281T (3,7%), T28282A
(3,7%), C28291T (0,4%), A28299T (5,5%), A28461G (9,9%), C28657T (0,4%), A28877T (0,4%), G28878C (0,4%), G28881T (22,5%), G28882A (4%),
G28883C (4%), C28887T (1,6%), G28899T (0,4%), G28903T (0,4%), G28916T (14,4%), C28977T (3,5%), C29253T (1,7%), C29311T (0,6%), G29402T
(18,3%), A29406T (0,4%). ANDALUCITA: G28280C (12,1%), A28281T (12,1%), T28282A (12,1%), A28299T (1,8%), A28461G (3,6%), G28881A (15,7%),
G28882A (12,1%), G28883C (12,1%), G28916T (2,7%), C28977T (12,1%), G29402T (3,6%). CATALUNA: A28299T (13,4%), A28461G (21,3%), G28881T
(21,8%), G28882A (0,5%), G28883C (0,5%), G28916T (20,1%), C29253T (1,1%), G29402T (21,3%).
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2021-Q3

CASTILLA Y LEON: A28299T (8,3%), A28309G (0,2%), C28311T (0,4%), A28363- (0,3%), G28364- (0,3%), A28365- (0,3%), A28366- (0,3%), C28367-
(0,3%), G28368- (0,3%), C28369- (0,3%), A28370- (0,3%), A28461G (20,9%), C28486A (0,4%), C28507T (0,6%), C28531T (0,4%), G28703C (0,3%),
G28857C (0,1%), G28857T (0,4%), C28866T (0,4%), G28881A (0,4%), G28881T (21%), G28882A (0,4%), G28883C (0,4%), G28916T (19,2%), C28957T
(0,2%), G29179T (1%), G29195T (0,2%), C29253T (0,2%), G29260T (0,2%), C29296T (0,4%), T29335C (0,4%), G29392T (0,2%), G29402T (20,9%).
MADRID: A28299T (10,6%), A28461G (21,7%), G28881A (0,3%), G28881T (22,4%), C28887A (0,3%), C28887T (0,3%), G28916T (21,6%), G29402T
(22,7%). CATALURNA: A28299T (6,9%), G28378A (0,1%), G28378T (2,3%), G28396A (0,8%), A28461G (29,5%), C28610A (0,4%), G28881T (29,5%),
G28916T (29%), G28922T (0,6%), C29077T (0,6%), C29119G (0,3%).

orfl0

2020

CASTILLA Y LEON: G29645T (100%). MADRID: G29645T (100%). ANDALUCITA: C29614T (3,4%), T29619A (1,9%), A29630T (L,9%), G29645T
(92,7%). CATALURNA: G29645T (100%).

2021-01

CASTILLA Y LEON: G29645T (100%). MADRID: C29614T (17,9%), G29645T (82,1%). ANDALUCIA: G29645T (100%). CATALUNA: C29614T
(12,2%), G29645T (87,8%).

2021-02

CASTILLA Y LEON: C29614T (33,3%), C29640T (33,3%), C29642T (33,3%). MADRID: C29563T (9,1%), C29580T (9,1%), C29585G (18,2%), T29589C
(18,29), C29592T (9,1%), C29614T (9,1%), C29640T (18,2%), G29645T (9,1%). ANDALUCIA: T29589C (50%), C29614T (50%). CATALURNA: T29589C
(33,3%), G29639C (33,3%), G29645T (33,3%).

2021-Q3

CASTILLAY LEON: G29562A (5%), C29585T (5%), C29614T (20%), G29616C (10%), C29627T (5%), G29645T (10%), G29648T (25%), C29666T (20%).
MADRID: T29564C (11,1%), T29566C (11,1%), C29592T (44,4%), C29642T (11,1%), A29647G (11,1%), G29648T (11,1%). CATALURNA: (C29572T
(2,6%), C29572- (2,6%), C29614T (5,3%), G29628T (2,6%), G29628A (10,5%), C29642T (7,9%), G29648T (52,6%), A29649G (5,3%), C29659T (5,3%),
G29674T (5,3%).
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ANEXO Il. Mutaciones de SARS-Cov-2 relevantes destacadas entre las comunidades de Castillay Leon, Madrid, Andalucia
y Catalufia. La tabla indica respectivamente, desde el inicio de la primera hasta la Gltima columna: el nombre del gen afectado, el
nombre de la mutacion, el cambio aminoacidico que produce, la fecha en la que se ha encontrado la mutacién, nombre de la region
afectada del gen o proteina, tipo de mutacién (DEL = delecién; TS = transicion; TV = transversion; INS = insercién; CC = cambio
de coddn completo) y su subtipo (DEL = delecion; SY = cambio sin6nimo; NS = cambio no sinénimo; STOP = coddn de parada).
SNP en subrayado; * = STOP. RdRp = NSP12

Gen Mutacion Cambio aminoacidico Fecha detectada Regioén Tipo Subtipo
686-694del KSF141-143A 2021-Q3 NSP1 DEL DEL
G1820A G519S 2020, 2021-Q1, Q3 NSP2 TS NS
C3037T F924F 2020, 2021-Q1, Q2, Q3 NSP3 TS SY
C4543T T1426T 2020, 2021-Q1, Q2, Q3 NSP3 TS SY
C5388A A1708D 2020, 2021-Q1, Q2 NSP3 TV NS
C5986T F1907F 2021-Q1, Q2 NSP4 TS SY
C6402T P2046L 2021-Q2, Q3 NSP4 TS NS
C7124T P2287S 2021-Q2, Q3 NSP4 TS NS
G9053T V2930L 2021-Q2, Q3 NSP4 TV NS
C9891T A3209V 2020, 2021-Q2, Q3 NSP4 TS NS
C10029T T32551 2021-Q1, Q2, Q3 NSP4 TS NS
A10323G K3353R 2021-Q1, Q2, Q3 NSP5 TS NS
C10449A/C10449T P3395L/P3395H 2021-Q3 NSP5 TSITV NS
orflab G11083T L3606F 2020, 2021-Q1, Q3 NSP6 TV NS
A11201G T3646A 2021-Q2, Q3 NSP6 TS NS
11288-11296del SGF3675-3677A 2021-Q1, Q2, Q3 NSP6 DEL DEL
A11332G V3689V 2021-Q2, Q3 NSP6 TS SY
C11514T T37501 2021-Q1, Q2, Q3 NSP6 TS NS
C12970T N4235N 2020, 2021-Q1, Q2 NSP9 TS SY
C14408T PA715L 2020, 2021-Q1, Q2, Q3 NSP12 TS NS
G15451A G5063S 2021-Q2, Q3 NSP12 TS NS
C15952A L52301 2021-Q2, Q3 NSP12 TV NS
C16466T P5401L 2021-Q2, Q3 NSP13 TS NS
C18877T L6206L 2020, 2021-Q1, Q2, Q3 NSP14 TS SY
C19220T A6319V 2021-Q2, Q3 NSP14 TS NS
A20268G L6668L 2020, 2021-Q1 NSP15 TS SY
G21255C AB997A 2020, 2021-Q1 NSP16 TV SY
C21618G T19R 2021-Q2, Q3 S1(NTD) TV NS
21765-21770del HV69-70A 2020, 2021-Q1, Q2 S1(NTD) DEL DEL
C21846T T95I 2021-Q1, Q2, Q3 S1(NTD) TS NS
G21987A G142D 2021-Q2, Q3 S1(NTD) TS NS
21991-21993del Y144A 2020, 2021-Q1, Q2, Q3 S1(NTD) DEL DEL
22029-22034del EF156-157A 2021-Q2, Q3 S1(NTD) DEL DEL
C22227T A222V 2020, 2021-Q1, Q2, Q3 S1(NTD) TS NS
T22917G L452R 2021-Q2, Q3 S1(RBD) TV NS
s (spike) C22995A T478K 2021-Q2, Q3 S1(RBD) TV NS
G23012A/G23012C E484K/E484Q 2021-Q1, Q2, Q2/Q3 S1(RBD) TSITV NS
A23063T N501Y 2020, 2021-Q1, Q2,Q3 |  S1(RBD) TV NS
C23271A A570D 2020, 2021-Q1, Q2 S1 TV NS
A23403G D614G 2020, 2021-Q1, Q2, Q3 S1 TS NS
C23525T H655Y 2021-Q1, Q3 S1/S2 TS NS
C23604A/C23604G P681H/P681R 2021-Q1,0Q2/Q2, Q3 S1/S2 TV NS
C23709T T7161 2020, 2021-Q1, Q2 S2 TS NS
T24506G S982A 2020, 2021-Q1, Q2 S2 TV NS
G24914C D1118H 2020, 2021-Q1, Q2 S2 TV NS
C25469T S26L 2021-Q2, Q3 N/A TS NS
G25563T Q57H 2020, 2021-Q1, Q2 N/A TV NS
orf3a C25626T H78Y 2021-Q1, Q2, Q3 N/A TS NS
ins25702-25704CCC ins104P 2021-Q3 N/A INS INS
G25855T D155Y 2021-Q1, Q3 N/A TV NS
G25979T G196V 2020 N/A TV NS
C25844T T271 2021-Q1, Q2, Q3 N/A TS NS
G25855T D3lY 2021-Q1, Q2, Q3 N/A TV NS
C25872T Y36Y 2021-Q2, Q3 N/A TS SY
orf3b G25906C G48R 2020, 2021-Q1, Q3 N/A TV NS
G25979T G72v 2020 N/A TS NS
G25996T \V78L 2020, 2021-Q1, Q3 N/A TS NS
C26060T T99I 2021-Q2, Q3 N/A TS NS

37



G26268T ESD 2020 N/A TV NS
C26270T Tl 2021-Q1, Q2, Q3 N/A TS NS
C26408T S55F 2021-Q2, Q3 N/A TS NS
T26409C S55S 2021-03 N/A TS sY
e G26428T S62F 2021-Q2, Q3 N/A TV NS
T26442A NB6K 2021-03 N/A v sY
C26444T S68F 2021-Q3 N/A TS NS
C26456T P71L 2021-Q1, Q2 N/A TS NS
C26464T L74L 2021-Q1, Q2, Q3 N/A TS SY
G26526T A25 2021-Q1, 2, Q3 N/A TV NS
C26681T F53F 2020, 2021-Q3 N/A TS SY
0 T26767C 182T 2021-Q1, Q2, Q3 N/A TS NS
A26786G G89G 2021-Q2, Q3 N/A TS SY
C26801G L93L 2020, 2021-Q1 N/A v sY
G27014T P165P 2021-Q3 N/A TV SY
C27223G QBE 2021-03 N/A TV NS
C27247T L16L 2020, 2021-Q3 N/A TS SY
A27259C R20R 2021-03 N/A v sY
T27285C N28N 2021-Q1, Q2 N/A TS SY
orf6 C27297T 1321 2020, 2021-Q2 N/A TS sY
A27321T L40F 2021-Q3 N/A TV NS
G27364T E55* 2020, 2021-Q1 N/A v sTopP
G27376T E59* 2021-Q2 N/A TV STOP
T27384C D61L 2020, 2021-Q1, Q2, Q3 N/A TS SY
G27506T G38V 2020, 2021-Q1, Q3 N/A TV NS
T27638C V82A 2021-Q1, Q2, Q3 N/A TS NS
orf7a C27688T P995S 2021-03 N/A TS NS
C27741T L116L 2021-01 N/A TS sY
G27750T K119N 2021-01, Q2 N/A vV NS
C27752T T1201 2021-Q1, 02, Q3 N/A TS NS
C27769T S5L 2021-01, Q2 N/A TS NS
orfb C27807T L18L 2020, 2021-Q3 N/A TS sY
C27874T T401 2021-Q2, Q3 N/A TS NS
C27944T H17H 2020, 2021-01, Q3 N/A TS SY
C27972T Q27+ 2020, 2021-Q1, Q2 N/A TS STOP
G28048T R52l 2020, 2021-01, Q2 N/A v NS
G28086T AB5S 2020, 2021-Q2, Q3 N/A vV NS
orfs C28093T S67F 2021-Q1, Q2, Q3 N/A TS NS
A28095T K68* 2021-01, Q2 N/A vV STOP
A28111G Y73C 2020, 2021-Q1, Q2 N/A TS NS
T28144C L84S 2020 N/A TS NS
28248-28253del 119-120A 2021-Q2, Q3 N/A DEL DEL
GAT28280-28282CTA D3L 2021-01, Q2 orf9a cC NS
A28299T QIL/ORFYB (S6C) 2021-Q2, Q3 orfob v NS
A28461G D63G/ORFIB (T60A) 2021-02, Q3 orfob TS NS
C28657T D128D 2020, 2020-Q2 orfoa TS sY
C28863T S197L/ORFIC (Q44%) 2020 orfac TS NS
G28881T R203M/ORFIC (G50W) 2021-Q2, Q3 orfac v NS
G28881A
i Co802A R203K/ORFIC (G50K) | 2020, 2021-Q1, Q2, Q3 orfac TS NS
G28881T vV
200028 R203M/ORFIC (G50%) 2021-Q2, Q3 orfac s NS
G28883C G204R/IORFIC (G50G) | 2020, 2021-Q1, Q2, Q3 orfac vV NS/SY
C28887T T2051/ORFIC (L52F) 2021-Q1, Q2, Q3 orfac TS NS
G28916T G215C/ORFIC (A61A) 2021-02, Q3 orfac vV NS/SY
C28932T A220V/ORFIC (L67F) 2020, 2021-Q1 orfac TS NS/SY
C28977T S235F 2021-01, Q2 orfoa TS NS
C29253T S327L 2021-Q2, 03 orfoa TS NS
G29402T D377Y 2020, 2021-QL, 02, O3 N/A TV NS
T29589C F11S 2021-Q2 N/A TS NS
orf10 C29614T c19C 2020, 2021-Q1, Q2, Q3 N/A TS sY
G29645T V30L 2020, 2021-Q1, Q2, Q3 N/A v NS
G29648T D31Y 2021-Q3 N/A TV NS
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ANEXO 11l — Mutaciones relevantes y predominantes de SARS-CoV-2 presentes desde el inicio hasta el final de cada
intervalo temporal que aparecen entre las comunidades de Castilla y Ledn, Madrid, Andalucia y Catalufia en 2020, los 3
cuatrimestres de 2021, y en ambos afios. La primera columna indica el gen afectado, la segunda el nombre de la mutacién y la
tercera indica el porcentaje que ocupa la mutacion en la respectiva posicién respecto a la cantidad de mutantes de ese intervalo

temporal.

MUTACIONES RELEVANTES Y COMUNES DE 2020

orflab C3037T 93%
C14408T 92,08%
S (spike) A23403G 99%
MUTACIONES RELEVANTES Y COMUNES DE 2021-Q1
orflab C3037T 100%
C14408T 99,9%
s (spike) A23403G 100%
m C26801G 85,3%
MUTACIONES RELEVANTES Y COMUNES DE 2021-Q2
orflab C3037T 99,6%
C14408T 99,1%
s (spike) A23403G 100%
MUTACIONES RELEVANTES Y COMUNES DE 2021-Q3
C3037T 97,8%
G4181T 93,1%
C6402T 92,2%
C7124T 93,1%
G9053T 92,4%
orflab C10029T 94,2%
Al11201G 92,9%
Al11332G 93,1%
C14408T 96,9%
G15451A 98%
C16466T 97,5%
C19220T 92,9%
C21618G 92,4%
G21987A 95,9%
s (spike) C22995A 98,3%
A23403G 100%
C23604G 97,7%
G24410A 97,8%
orf3a C25469T 99%
m T26767C 100%
orf7a T27638C 97,3%
C27752T 99,7%
orf7b C27874T 99,4%
orf8 28248-28253del 98,3%
A28461G 96,4%
n (G28881T 97,6%
G28916T 93%
MUTACIONES RELEVANTES Y COMUNES EN 2020 Y 2021
orflab C3037T 98%
C14408T 97%
s (spike) A23403G 100%
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