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Resumen

Titulo: Identificacion del Cambio de Marco Ribosémico Programado en la pérdida de regiones en
el genoma de variantes genéticas de SARS-CoV-2 del departamento de Santander, Colombia”
Autor: Maria Alejandra Navarro Corredor™

Palabras Clave: SARS-CoV-2, ADNc, Cambio de Marco Ribosémico Programado,
identificacion de variantes virales, genoma viral.

Descripcion: Durante la pandemia de COVID-19, generada por el Betacoronavirus SARS-CoV-
2, para mejorar el diagnostico por RT-PCR y la secuenciacion de los genomas virales de pacientes,
se realizd la inclusion de un reactivo disefiado en funcién del genoma de SARS-CoV-2, que
contiene una solucién coadyuvante para desenredar el ARN y permitir laamplificacion de la region
seleccionada de SARS-CoV-2. Los resultados mostraron una mejora en el sistema de diagndstico
y en la secuenciacion gendémica. Su aplicacion permitio la caracterizacién de 14 genomas de
pacientes diagnosticados con COVID-19 en Santander. Asimismo, de otros genomas con pérdida
de codones que presentaron cambios en los Marcos Abiertos de Lectura (ORF), exhibiendo, en
algunos codones de paro similitud con el modelo de Cambio de Marco Ribosémico Programado
(PRF). Debido a la posibilidad de que los codones de paro pudieran haberse generado durante el
ensamble computacional y no tuvieran relevancia bioldgica, se realizd una validacion in silico de
estos genomas, identificando una posible explicacion a la existencia de genomas con estas
caracteristicas, haciendo una identificacion del modelo PRF en algunas de las regiones con
pérdidas, asi como el desarrollo de una base de datos con secuencias de algunas variantes
reportadas en la base de datos de GISAID para identificar patrones de similitud entre las secuencias
y los genomas aqui obtenidos. La comparacion de los genomas secuenciados con respecto a los
genomas obtenidos de las variantes reportadas en GISAID evidencid un patron de pérdida de
nucledétidos, regulado por el modelo de PRF.

* Trabajo de Grado
** Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director: Francisco José Martinez Pérez. Doctor en
Ciencias Biologicas. Codirector: Lina Maria Vera Cala. Doctora en Epidemiologia.
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Abstract

Title: Identification of Programmed Ribosomal Frameshift in the loss of regions in the genome of
genetic variants of SARS-CoV-2 from the department of Santander, Colombia *

Author(s): Maria Alejandra Navarro Corredor™

Key Words: Sars-CoV-2, cDNA, Programmed Ribosomal Frameshift, identification of viral
variants, viral genome.

Description: During the COVID-19 pandemic, generated by the SARS-CoV-2 Betacoronavirus,
to improve RT-PCR diagnosis and sequencing of patient viral genomes, the inclusion of a reagent
designed based on the SARS-CoV-2 genome, containing a coadjuvant solution to unravel the RNA
and allow amplification of the targeted region of SARS-CoV-2, was performed. The results
showed an improvement in the diagnostic system and genomic sequencing. Its application allowed
the characterization of 14 genomes of patients diagnosed with COVID-19 in Santander. Likewise,
other genomes with codon loss presented changes in the Open Reading Frames (ORF), exhibiting,
in some stop codons, similarity with the Programmed Ribosomal Frameshift (PRF) model. Due to
the possibility that the stop codons could have been generated during computational assembly and
had no biological relevance, an in silico validation of these genomes was performed, identifying a
possible explanation for the existence of genomes with these characteristics, determining the PRF
model in some of the regions with losses, as well as developing a database with sequences of some
variants reported in the GISAID database to identify patterns of similarity between the sequences
and the genomes obtained here. Comparing the sequenced genomes with the genomes obtained
from the variants reported in GISAID showed a nucleotide loss pattern regulated by the PRF
model.

* Bachelor thesis
“Science Faculty. School of Biology
Adviser: PhD. Francisco José Martinez Pérez. Adviser: PhD. Lina Maria Vera Cala
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Introduccion

El Coronavirus del Sindrome Respiratorio Agudo Severo 2 (SARS-CoV-2), perteneciente
al género Betacoronavirus, causo una nueva enfermedad extendida a nivel mundial conocida como
COVID-19, reportada por primera vez en Wuhan, China en diciembre de 2019 y declarada
pandemia por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en marzo 11 de 2020 (Rahimi et al.,
2021; WHO, 2020), siendo este el septimo coronavirus conocido en infectar a los humanos
(Kesheh et al., 2022) y el tercero documentado por contagio zoon6tico en causar brotes mundiales
en las ultimas dos décadas, después del coronavirus asociado al Sindrome Respiratorio Agudo
Grave (SARS-CoV) en 2003 y el coronavirus del Sindrome Respiratorio de Oriente Medio
(MERS-CoV) en 2012 (Gorbalenya et al., 2020; Kim et al., 2020; Ugurel et al., 2020).

El estado de emergencia sanitaria causado por SARS-CoV-2 desencadend un esfuerzo
global en el desarrollo de estrategias para mitigar su propagacion (WHO, 2021). Sin embargo,
desde su inicio la respuesta mundial no fue la misma, ya que se desconocian aspectos como el
origen del virus, su diagnéstico y tratamiento (Acuti Martellucci et al., 2020); por lo que, la tasa
de infeccion fue mayor a lo esperado (Ashraf et al., 2021). Por consiguiente, la comprension del
genoma de SARS-CoV-2 se convirti6 en el punto fundamental e invariable para el desarrollo de
una continua actualizacién de los sistemas de vacunacién y diagndstico por RT-PCR para tener
una vigilancia constante de salud publica (Rahimi et al., 2021). De modo que, uno de los
principales logros de ese esfuerzo fue la caracterizacion de su genoma (Kim et al., 2020; Zhu et
al., 2020), la cual, se realiz6 con la secuenciacion tipo Illumina, Oxford Nanopore y la verificacion

de los espacios vacios determinados por el ensamblaje de las lecturas con la secuenciacion Sanger
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de los amplicones de PCR 5’ o 3’-RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) (Lu et al., 2020;
Zhu et al., 2020).

Por lo anterior, se observé que SARS-CoV-2 tiene un genoma de ARN monocatenario de
sentido positivo de aproximadamente 30kb con 12 ORF que codifican 27 proteinas y una cola
poli(A) en el extremo 3’ (Kim et al., 2020; Rahimi et al., 2021). Los dos primeros ORFs, ORFla
y ORF1ab, comprenden mas de dos tercios del genomay codifican dos poliproteinas grandes, ppla
y pplab, que se escinden proteoliticamente en 16 Proteinas No Estructurales (NSPS), necesarias
para la replicacién y transcripcion del genoma viral (Chiara et al., 2021; de Wit et al., 2016; Kelly
etal., 2021; Khailany et al., 2020; Zhang et al., 2020). Seguidamente, se encuentran los genes mas
cortos que codifican dos tipos de proteinas: 1) estructurales, con el gen S (Spike) que codifica la
proteina espiga, el gen E la proteina de envoltura, el gen M la proteina de membranay el gen N la
proteina de nucleocépside; y 2) accesorias, con los genes ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8
y ORF10 (Zhu et al., 2020) (Figura 1).

Figura 1

Genoma completo de SARS-CoV-2
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Nota. Se muestra la estructura completa del genoma junto a las proteinas estructurales y accesorias; asi
como, las partes que conforman la particula viral de SARS-CoV-2.



CAMBIO DEL MARCO RIBOSOMICO SARS-CoV-2 13

Las proteinas no estructurales producidas por las poliproteinas pplay pplab deben estar
presentes en una proporcion adecuada para una optima replicacion y con ello propagacion del
virus, esto es facilitado por un mecanismo regulador denominado Cambio de Marco Ribosomico
Programado (PRF) (Roman et al., 2021; Zhang et al., 2020). Este mecanismo es estimulado por
un motivo de ARN mensajero (ARNm) estructurado y bien conservado de aproximadamente 80
nucleotidos en el extremo 3’ de ORF1a denominado elemento de Estimulacion de Desplazamiento
de Marco (FSE). Este elemento dirige a los ribosomas para que cambien sus ORFs en una base en
ladireccion 5°, lo que permite la lectura mas all& del codon de paro del gen ORF1a (Dinman, 2012;
Roman et al., 2021; Zhang et al., 2020).

Este motivo estd compuesto por tres elementos importantes: un "sitio resbaladizo"
conformado por siete nucleétidos N NNW WWH, donde realmente tiene lugar el cambio
traduccional en el marco de lectura pasando a NNN WWW H, siendo NNN = tres bases idénticas,
WWW = tres A o tres U, y H # G (Kelly et al., 2021); una secuencia espaciadora corta de
generalmente 12 nucle6tidos; y una estructura estimulante, que en el caso de SARS-CoV-2 es un
pseudonudo de ARNm de tres tallos (Kelly et al., 2021; Roman et al., 2021; Zhang et al., 2020).
Asi, antes del coddn de paro TAA del gen ORF1a que generaria la primera poliproteina (ppla)
ocurre un deslizamiento que cambia la traduccién formando el codén GTA y se incorpora la
Valina, la cual, corresponde a ORF1ab codificando una poliproteina diferente (pplab). Esta nueva
poliproteina al asociarse con el producto de ORF1a formaré la ARN polimerasa esencial para la
infeccion viral (Kelly et al., 2020). En este sentido, se pueden describir dos elementos que
conforman el PRF, aquellos que componen el deslizamiento y los que regulan la traduccion (Figura

2).
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Figura 2

Modelo de Cambio de Marco Ribosémico Programado (PRF).
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Nota. Se observan los elementos que componen y regulan el PRF. Adaptado de Dinman (2012).

Secuencia espaciadora

Con todo lo anterior, sumado al patron mutacional acelerado y a la accion evolutiva
continua en SARS-CoV-2, se han generado diversas variantes del virus que han ocasionado nuevos
picos de infeccién en la pandemia (Tao et al., 2021; Y. Zhang et al., 2022), la identificacion y
caracterizacion de dichas variantes a nivel mundial fue un reto, por lo que, fue necesario
implementar una nomenclatura dindmica para clasificar los linajes genéticos de SARS-CoV-2,
denominada nomenclatura PANGO (Rambaut et al., 2020). Esta ha sido implementada en varios
softwares, siendo los mas usados: Global Initiative on Sharing All Influenza Data (GISAID) (Shu
y McCauley, 2017). Nextclade (Aksamentov et al., 2021) y Phylogenetic Assignment of Named
Global Outbreak Lineages (PANGOLIN) (O’Toole et al., 2021). Asimismo, para la facil
interpretacion del publico no cientifico, la OMS implementd una nueva denominacion para las
Variantes de Interés (VOI) y Variantes de Preocupacion (VOC) empleando letras del alfabeto
griego (WHO, 2020). Entre las variantes mas destacadas informadas a la fecha, se encuentran:

Alpha, Beta, Delta, Gamma, Lambda, Mu y Omicron. Es de resaltar, que la variante Mu fue
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considerada como VOI por la OMS y fue caracterizada en Colombia en enero del 2021 (Halfmann
et al., 2022; Hernandez-Ortiz et al., 2022). De igual forma, el estudio de la evolucion viral de
SARS-CoV-2 requiere una ardua labor de vigilancia gendmica, la secuenciacion rapida y
directamente de la muestra tomada de los pacientes, evitando los cultivos celulares para prevenir
los sesgos al identificar variantes no naturales del virus (Chiara et al., 2021).

La secuenciacion del genoma facilita la caracterizacion rapida y precisa de los factores de
virulencia del patdgeno, infiere la dindmica epidemioldgica, permite la deteccion y el mapeo de
los brotes ocasionados por el virus (Gilchrist et al., 2015; Grubaugh et al., 2019). En Colombia, se
incentivo la investigacion cientifica en torno a la pandemia como estrategia para buscar soluciones
que permitieran afrontarla y fortalecer los sistemas de alerta temprana ante emergencias de salud
publica (Alvarez et al., 2020; Rojas-Pineda, 2020). Sin embargo, debido a la complejidad de la
secuenciacion completa del genoma de SARS-CoV-2, se tuvo que plantear una solucion que
mejorara la calidad de la secuenciacion, denominada Tecnologia Gendémica UIS (Torres-Jiménez,
2021; Mejia-Ospino et al., 2021), la cual, tiene la capacidad de generar mezclas quimicas para la
amplificacion y secuenciacion de polimeros de acidos nucleicos de genomas en proporciones
extremas de nucledtidos, como es el caso de SARS-CoV-2 (Cadena-Caballero et al., 2022).

Por lo cual, en este trabajo se analizan los genomas obtenidos mediante la secuenciacion
lon Torrent aplicando la Tecnologia Gendémica UIS en el marco del proyecto titulado:
“Contribucion al protocolo de diagnéstico del Coronavirus COVID-19 y del virus de Influenza A
(H1N1) por RT-PCR en tiempo real de un paso autorizado por la OMS con inclusion de genes
marcadores requeridos para la infeccion viral y su validacion por secuenciacion genomica de nueva
generacion”, para validar las pérdidas de regiones al emplear el modelo PRF e identificando

patrones de similitud con secuencias reportadas en otros estudios.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General
Analizar los genomas de SARS-CoV-2 secuenciados con Tecnologia Genémica UIS para
identificar si la pérdida de regiones en los genomas obtenidos son resultado de la polimerizacion

de la tecnologia lon Torrent o son producto del ensamble computacional.

1.2 Objetivos Especificos

Identificar las regiones con pérdida de codones de genomas de SARS-CoV-2 secuenciados
con la Tecnologia Genémica UIS.

Caracterizar los Marcos Abiertos de Lectura en los genes de los genomas de SARS-CoV-
2 obtenidos con la Tecnologia Gendmica UIS.

Establecer in silico la presencia de codones que pudieran favorecer la traduccién por medio
del modelo de Cambio de Marco Ribosémico Programado de los genomas SARS-CoV-2
caracterizados con la Tecnologia Genémica UIS.

Validar in silico la relevancia de la pérdida de codones de las variantes genéticas de SARS-

CoV-2 identificadas en pacientes diagnosticados con COVID-19 en el departamento de Santander.
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2. Competencias

2.1 Competencias Cognitivas

Establece regiones gendmicas de SARS-CoV-2 producto de la Tecnologia Genémica UIS
para validar la traduccion del ARN mensajero.

Analiza Marcos Abiertos de Lectura de genomas de SARS-CoV-2 para la identificacion
de regiones con pérdida de codones que mantienen el Marco Abierto de Lectura.

Determina codones para el modelo de Cambio de Marco Ribosémico Programado de genes
de SARS-CoV-2.

Valida in silico la relevancia de la pérdida de codones para ensambles producidos por

secuenciacion gendmica.

2.2 Competencias Actitudinales

Aprende a escribir textos cientificos para elaboracion de informes de resultados de
ensambles gendmicos.

Aplica principios éticos y bioéticos para procesos de investigacion cientifica.

Formula soluciones viables, rapidas y eficientes para solucionar problemas relacionados a
la pérdida de fragmentos de genomas de SARS-CoV-2.

Genera ambiente amigable para la integracion en equipos de trabajo.
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3. Metodologia

3.1 Ensamble de genomas de SARS-CoV-2

Para comprobar la calidad de los datos arrojados en la secuenciacion de alto rendimiento
con lon Torrent se utilizo el software FastQC (Andrews, 2010) que, si bien no es una herramienta
de andlisis para los productos de secuenciacion con lon Torrent, permitié dar un vistazo rapido y
sencillo del estado de estos.

El ensamble inicial de las lecturas de cada secuenciacion se realiz6 con el software Iterative
Refinement Meta-Assembler (IRMA) (Shepard et al., 2016) por el centro de secuenciacion
GenCore de la Universidad de los Andes en Bogota-Colombia, con los parametros por defecto.
Sin embargo, para verificar el resultado anterior se comprobd la calidad de los ensambles, con un
mapeo de las lecturas de cada ensayo respecto al genoma de referencia (NC_045512.2) de la base
de datos del GenBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Sayers et al.,
2021), mediante el script MapReads
(https://github.com/GenomicUlS/covid/blob/main/src/MapReads.sh) que alined las lecturas con el
genoma de referencia usando el software Bowtie 2 version 2.4.1 (Langmead y Salzberg, 2012).
Los datos resultantes se comprimieron con el script Samscript
(https://github.com/GenomicUlS/covid/blob/main/src/samscript.sh). Ambos scripts  fueron
generados en esta pasantia. Los datos se visualizaron con el software Geneious version 2022.2.2
(https://www.geneious.com) para generar la secuencia consenso correspondiente a cada genoma.

Para la identificacion de cada genoma ensamblado con su respectivo procedimiento, se
gener0 un codigo de 10 caracteres, en donde, los dos primeros numeros corresponden al orden

consecutivo de las muestras que ingresaron al estudio. Las dos siguientes indican el procedimiento
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y/o tratamiento empleado para su secuenciacion, a saber: el correspondiente del fabricante “sT”,
Sintesis de ADNc con el Primer RACE 3’ “cD”; la inclusion de reactivo dNTPs “dN” y el reactivo
desnaturalizante “dR”. Los ultimos 6 niimeros indican el mes, dia y afio de la toma de muestra.
Para mas informacion sobre la Tecnologia Gendmica UIS y el uso de las soluciones “cD, dN y
dR” consultar (Cadena-Caballero et al., 2022; Torres-Jiménez, 2021; Mejia-Ospino et al., 2021).
3.2 Caracterizacion de las secuencias gendmicas de SARS-CoV-2

Las secuencias de cada genoma ensamblado se compararon con la base de datos del NCBI
con BLAST (Boratyn et al., 2013). Posteriormente, cada genoma se clasificd de acuerdo con la
nomenclatura PANGO version 4.1.3 (Rambaut et al., 2020) con los softwares PANGOLIN version
1.16 (O’Toole et al., 2021), NEXTCLADE version 2.9,1 (Aksamentov et al., 2021) y GISAID
(Shu y McCauley, 2017).

Ademas, se realizd una seleccion de los mas plausibles en funcién de su nimero de pares
de bases para determinar los méas cercanos respecto al genoma de referencia de SARS-CoV-2
(NC_045512.2) del GenBank (Sayers et al., 2021); el mismo que fue empleado para establecer las
regiones de ausencia de nucleétidos en los genomas ensamblados de menor tamafio mediante el
alineamiento con el software MAFFT version 7.458 (Katoh y Standley, 2013) con los parametros
establecidos por el Modelo Evolutivo de Pérdida de ADN (DNA-LM) (Martinez-Pérez et al.,
2007), haciendo uso de un script en Biopython (Cock et al., 2009)
(https://github.com/druedaplata/bio) generado por el Grupo de Investigacion en Cdémputo
Avanzado y a Gran Escala (CAGE) de la Universidad Industrial de Santander y ejecutado en el
Computador de Alto Rendimiento (HPC) del Centro de Supercomputacion y Calculo Cientifico
de la Universidad Industrial de Santander (SC3UIS), GUANE-1

(http://wiki.sc3.uis.edu.co/index.php/Cluster_Guane).
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Por altimo, se realizd la respectiva anotacion usando el programa Geneious Prime
2022.2.2. (https://www.geneious.com) para identificar las Secuencias Codificantes (CDS)
respecto al genoma de referencia SARS-CoV-2 (NC_045512.2) alojado en el GenBank.

3.3 Identificacion de los Marcos Abiertos de Lectura (ORFs)

Del alineamiento multiple de los genomas generados, se identificaron los codones de inicio
y terminacion de la traduccién de cada gen respecto al genoma de referencia empleado
previamente. Se determiné el codon ATG (Metionina) como inicio de la traduccion y los codones
TAA, TAG y TGA, como codones de paro. La verificacion de la secuencia de aminoacidos se
realiz6 mediante la traduccion conceptual con el Sistema Experto De Analisis De Proteinas
(EXPASY) del portal de recursos del Instituto Bioinformatico de Suiza (Duvaud et al., 2021). Los
aminoacidos de las regiones que diferian respecto a los genes de referencia fueron ubicados en su
respectivo codén manualmente. Finalmente, a partir del alineamiento con las respectivas
anotaciones se identificaron y sefialaron las regiones con variaciones en sus ORFs.

3.4 Identificacion de los elementos del modelo PRF de SARS-CoV-2

Para la identificacion de la horquilla atenuadora, el sitio resbaladizo y los tres tallos que
conforman al pseudonudo de ARNm del modelo de PRF en los sitios con pérdida de codones y/o
que pudiesen corresponder al modelo: 1) Se identificd la estructura secundaria de los sitios con
pérdida de codones o cambio en el ORF de acuerdo con los pardmetros del programa Mfold (Zuker,
2003). 2) Se realiz6 el modelado de las estructuras secundarias con el editor de estructuras de
RNAstructure version 1.0 (Reuter y Mathews, 2010), empleando como estructura de referencia la
propuesta por Kelly et al., (2020). 3) Para determinar el tallo burbuja correspondiente al posible
tallo atenuador se seleccionaron aproximadamente 40 nucleétidos rio arriba del codon de paro,

para el sitio resbaladizo se tomaron 7 nucleotidos que se aproximara al patrén establecido para el
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modelo PRF (NNNWWWH) y para el pseudonudo de ARNm de tres tallos del modelo de PRF se
emplearon de 100-120 nucledtidos rio abajo. Es de resaltar, que los apareamientos canénicos o no
candnicos que forman el tercer tallo del pseudonudo se determinaron en funcion del bucle
correspondiente al primer tallo. Y 3) se model6 la estructura terciaria con el y con el Software
RNAComposer version 1.0 (Antczak et al., 2017; Popenda et al., 2012)
3.5 Validacion in silico de pérdida de codones de las variantes de SARS-CoV-2
3.5.1 Construccion de base de genomas de SARS-CoV-2

Se descargaron secuencias genomicas de las variantes reportadas por GISAID desde enero
de 2020 hasta enero de 2022, por grupos de un maximo de 10 mil secuencias con los parametros
de genomas completos y de alta cobertura. Posteriormente, se efectuaron dos procesos de curacion:
en el primero, se eliminaron las secuencias con dos 0 méas nucledtidos indeterminados seguidos,
representados con la letra “N” con un script de Biopython (https://github.com/druedaplata/bio); y
en el segundo se eliminaron aquellas secuencias irregulares que irrumpian abruptamente el
alineamiento. Finalmente, se recuperaron las secuencias que contenian uno o0 méas nucle6tidos
indeterminados con el script dirty (https://github.com/GenomicUlS/covid/blob/main/src/dirty.py),
disefiado en este estudio, para analizar e identificar patrones entre las regiones con nucleétidos
determinados de las variantes descargadas con las regiones con pérdidas de los genomas
ensamblados.
3.5.2 Alineamiento de secuencias y filogenia

Se generaron dos consensos para cada variante con umbral de frecuencia del 20% y 100%
con el programa BioEdit version 7.0.5.3 (Hall, 1999). Para identificar la similitud nucleotidica de
los genomas secuenciados con los genomas reportados en GISAID, estos se alinearon con las

secuencias consenso de las variantes con el programa MAFFT version 7.458 (Katoh y Standley,
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2013) empleando los parametros de DNA-LM (Martinez-Pérez et al., 2007). El alineamiento
resultante se edit6 a un tamafio de 120 caracteres por linea con el software GeneDoc versién 2.7.
(Nicholas y Nicholas, 1997). Para la identificacion de los consensos de cada variante de SARS-
CoV-2 se indica el nombre y el nimero de genomas empleados para el consenso. A partir del
alineamiento se identificaron los ORFs, siguiendo la misma metodologia empleada en el inciso
3.3, y se realizé el anélisis filogenético usando el método de estimacion Maximum Likelihood, a
través del software 1Q-TREE multicore version 1.6.12 (Nguyen et al., 2015). La visualizacion de
los arboles se realizd con el software FigTree version 1.4.4 (Rambaut, 2012).

Por otra parte, para identificar patrones de similitud entre las secuencias descargadas
eliminadas y los genomas ensamblados, se recuperaron las secuencias con nucleo6tidos
indeterminados de los genomas descargados de GISAID y se realizaron alineamientos maltiples
en MAFFT version 7.458 (Katoh y Standley, 2013), para las variantes Omicron, Mu, Lambda y
Gamma con el genoma de referencia y los genomas ensamblados. Ademas, de un alineamiento
adicional con los consensos obtenidos de las secuencias con nucle6tidos indeterminados de cada
variante con un umbral de frecuencia del 20%, junto con el genoma de referencia y los genomas

ensamblados.

4. Resultados

4.1 Ensamble de genomas de SARS-CoV-2
De las 14 muestras secuenciadas con el protocolo de lon Torrent, 9 tuvieron en promedio
1,13 millones de lecturas, otras 2 tuvieron 500000 lecturas y las 3 muestras restantes 60650

lecturas. Ademas, 12 de estas tuvieron una cobertura cercana al 100%, pero en las muestras
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05sT111220 y 06sT110920 fue menor al 30% y 60%, respectivamente. Los ensambles para estas
muestras y las empleadas con los tratamientos mostraron con el software IRMA una menor
cobertura respecto a Bowtie 2 (Tabla 1, Apéndice A y B). La secuenciacion del ADNc con el
procedimiento comercial “cD” generd rangos desde 1000 a 150000 secuencias, pero la cobertura
en las muestras 07¢D120320 y 36cD010821 fue mayor al 90%, con el software Bowtie 2
(Langmead y Salzberg, 2012). La inclusion de la solucion dR en la sintesis de ADNc generd una
cantidad de secuencias totales menor a un millon con una baja cobertura, pero la calidad (Q) de
las secuencias por base (per base sequence quality) fue alta en todas las muestras. Ademas, el
contenido de la secuencia por base (per base sequence content) cambi6 en los primeros 60 pb para
estabilizarse antes de los 300 pb.

Este patron se determind en cuatro de las cinco muestras de ADNc que se sintetiz6 con la
solucién dN, mostrando un total de lecturas menor a 151000 con una baja cobertura, contrario a la
muestra 07dN120320 que generd un total de 130000 secuencias con alta cobertura (Tabla 1,
Apéndice A). Curiosamente, este mismo genoma, tuvo una cobertura del 99.3% respecto al
genoma de referencia. Mientras que, el genoma 27sT122620, obtenido con el método estandar
tuvo una cobertura cercana al 97%. La muestra 36dR010821 y las muestras 03102720, 10120420
con los tratamientos de cD, dR y dN no generaron resultados significativos y por lo tanto no fueron

analizadas (Tabla 1, Apéndice A).
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Tabla 1
Genomas y ensamblajes de SARS-CoV-2
Codigo del Total de L] .

Ne. genoma ngul lecturas ph IRMA Cobertura pb Bowtle Cobertura
1 02sT102520 31,80 2240211 29832 99.8%%0 29860 99.9%%
2 03sT102720 45,90 1400386 29827 99.7%% 29868 99.9%%
3 03cD102720 40,80 150793 1958 6,5% 2622 8.8%0
4 03dR102720 42,05 75745 ND ND 1094 3, 7%
5 03dN102720 52,00 150198 ND ND 552 1,8%
6 055T111220 55,00 65325 7875 26.3% 9204 30.8%
7 06s5T110920 45,90 46657 15830 52.9% 20803 69.6%
8  07sT120320 72,00 1102797 29816 99,7% 29874 99,9%
9 07c¢D120320 97,00 59622 18363 61.4% 26898 90,0%
10 07dR120320 80,10 46584 12373 41,4% 15108 50,5%
11 07dN120320 112.90 132542 28720 96,0% 29684 99.3%
12 10sT120420 48,60 1498374 29814 99,7% 20885 99.9%%
13 10cD120420 83,30 1174 ND ND 1949 6.5%
14 10dR120420 78,70 12219 ND ND 1894 6.,3%
15 10dN120420 107,10 5606 13758 46%0 17237 57,6%0
16 12sT120620 41,40 2261112 29823 99,7%% 29863 99.9%%
17 148T121420 44,90 4669120 29833 99,8%% 29868 99.9%%
18 258T122420 39,80 2156585 29826 99,7%% 29874 99.9%%
19 27sT122620 55,30 69970 26083 87,2% 28965 96,9%%
20 32sT122620 59,20 271442 29820 99.,7%% 29862 99,994
21 36sT010821 60,40 2932212 29835 99.8%0 29862 99.9%%
22 3o6cD010821 71,50 8368 27004 90,3%0 29767 99.5%
23 36dR010821 42,40 650 ND ND 8113 27.1%
24 36dN010821 69,90 323 ND ND 19923 66,6%0|
25 41sT011921 48,60 1900075 29786 99.6%0 29865 99.9%%
26 44sT012421 49,00 798340 29833 99,820 29843 99,820
27 44dR012421 ND 12246 ND ND 563 1,9%
28 44dN012421 ND 267 ND ND 215 0,7%

Nota. Esta tabla muestra los 28 genomas ensamblados con los diferentes tratamientos, con su respectiva
concentracion en nanogramos/microlitros, el niamero de lecturas obtenidas en la secuenciacion, los pares
de bases de cada resultado de ensamblaje y la cobertura correspondiente con respecto al genoma de
referencia SARS-CoV-2 (NC_045512.2) para los softwares IRMA y Bowtie 2. Ademas, de los pares de
bases obtenidos y aquellas muestras no determinadas (ND).

4.2 Caracterizacion de las secuencias genomicas de SARS-CoV-2

Los resultados de la secuenciacion con la tecnologia de lon Torrent y ensamblados con

IRMA mostraron que, de las 14 muestras de ARN seleccionadas en distintas fechas del proyecto,
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a través de las lecturas se pudo determinar el genoma completo de 11 secuencias del virus, con un
tamafio promedio de 29822 pb, 1 contuvo mas de 26000 pb y los 2 restantes tuvieron un tamafio
menor a 1600 pb. De igual forma, de las 5 muestras de ADNc enviadas con los tres tratamientos
(cD, dR, dN) se obtuvieron 6 resultados positivos, de los cuales: las muestras 03, 07 y 36, con el
método comercial, exhibieron un tamafio de 1958 pb, 18363 pb y 27004 pb, respectivamente; las
muestras 07 y 10, cuya sintesis del ADNc incluy0 el reactivo dN, generaron genomas de 28720 pb
y 13758 pb, respectivamente; y la muestra 07dR120320 generd un genoma de 12373 pb. El mismo
patron se observd con los genomas ensamblados con Bowtie 2 (Tabla 1, Apéndice B y E).

El alineamiento tipo BLAST confirmd que, independientemente de su tamafio, la mayoria
de los genomas presentan identidad cercana al 100% respecto a otros genomas de SARS-CoV-2
reportados en el GenBank (Sayers et al., 2021) (Apéndice C). Asi mismo, la clasificacion de
acuerdo con la nomenclatura PANGO mostrdé que aproximadamente el 50% corresponde a los
linajes genéticos B.1.1 en las muestras obtenidas del 25 de octubre al 4 de diciembre de 2020. Dos
dias después, se obtuvo el linaje B.1.1.348 hasta el 19 de enero de 2021 y a partir del 24 de ese
mes, se determind el linaje B.1.111. (Tabla 2, Apéndice D).

Es de resaltar que, la nomenclatura es dinamica y cambiante respecto al software Nextclade
en la que 9 genomas ensamblados con IRMA correspondieron al linaje B.1.1.348, pero las
muestras 10sT120420 y 32sT122620 con el ensamble Bowtie 2, correspondieron al linaje B.1.1.
Mientras que, las muestras 02sT102520 y 44sT012421 correspondieron a los linajes B.1.1.203 y

B.1.111. (Tabla 2, Apéndice D).
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Tabla 2

Linajes de los genomas de SARS-CoV-2

Fecha de IRMA Bowtie 2
Cadigo del genoma .

coleccion Pangolin  Nextclade GISAID Pangolin  Nextclade GISAID
02sT102520 25 nov 2020 B1l1 B.1.1.203 B.1.1.348 B.1l1 B.1.1.203 ND
03sT102720 27 nov 2020 B.1.1 B.1.1.348 B.1.1.348 B.1.1 B.1.1.348 ND
07sT120320 03 dic 2020 B.1.1 B.1.1.348 B.1.1.348 B.1.1 B.1.1.348 ND
07¢D120320 03 dic 2020 ND ND ND B.1l1 ND ND
07dR120320 03 dic 2020 ND ND ND B.1l.1 ND ND
07dN120320 03 dic 2020 ND ND ND B.1.1 B.1.1348 B.1.1.348
10sT120420 04 dic 2020 B1l1 B.1.1371 B.1.1371 B.1l1 B1l1 ND
10dN120420 04 dic 2020 ND ND ND B.1.1.348 ND ND
125T120620 06 dic 2020 B.1.1348 B.1.1348 B.1.1348 B.1.1348 B.1.1.348 ND
145sT121420 14 dic 2020 B1l1 B.1.1348 B.1.1.348 B.1.1 B.1.1.348 ND
25sT122420 24 dic 2020 B.1.1348 B.1.1348 B.1.1348 B.1.1.348 B1l1 ND
27sT122620 26 dic 2020 B.1.1348 B.1.1.348 ND B.1.1348 B.1.1.348  B.1.1.348
32sT122620 26 dic 2020 B.1.1348 B.1.1348 B.11348 B.1.1.348 B.1.1 ND
36sT010821 08 ene 2021 B.1.1348 B.1.1348 B.11348 B.1.1348 B.1.1.348 ND
36¢D010821 08 ene 2021 ND ND ND B.1l.1 B.1.1348 B.1.1.3438
36dR010821 08 ene 2021 ND ND ND B.1.1 ND ND
36dN010821 08 ene 2021 ND ND ND B.1.1 ND ND
4157011921 19 ene 2021 B.1.1348 B.1.1.348 ND B11348 B.1.1.348 B.1.1.348
44sT012421 24 ene 2021 B.1.111 B.1.111 B1 B.1.111 B.1.111 ND

Nota. Esta tabla muestra los linajes de acuerdo con la clasificacion PANGO de los genomas ensamblados
con los softwares IRMA y Bowtie 2 con Pangolin, Nexclade y GISAID. Ademas de las muestras no
determinadas (ND).

4.3 Identificacion de los ORF de SARS-CoV-2
4.3.1 Caracterizacion de las regiones con pérdidas

De la traduccién conceptual de cada ORF se identifico pérdida de regiones nucleotidicas
en los genomas correspondientes a las muestras 07dN120320 y 27sT122620 generando, en

algunos casos, cambios en el mismo, especialmente en los genes ORFlab y S. El genoma
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07dN120320 mostro siete pérdidas nucleotidicas. Las seis primeras en la region del gen ORFlay
la restante en ORFlab. Mientras que, el genoma 27sT122620 presentdé 22 pérdidas con dos
patrones. El primero fue similar para el gen ORFla, del genoma anterior con ocho pérdidas,
mientras que en ORF1lab fueron cuatro (Tabla 3). En el segundo patron se determinaron seis
pérdidas de regiones en el gen S, tres en el gen M y una en el gen ORF6a (Tabla 3, Apéndice E 'y
G).

La pérdida de estas regiones en ambos genomas se Vverificd con la secuencia nucleotidica
de las lecturas empleados para el ensamble gendmico, con lo que se confirmé que la disminucion
de nucle6tidos correspondi6 a la union de dos lecturas y en otros casos a una sola (Figura 3,
Apéndices B y E). Un aspecto sobresaliente de pérdida de regiones del genoma 07dN120320 es
que en solo una de estas no se generd cambio en el ORF. En estas regiones de pérdida, tres de los
nuevos ORFs tuvieron el codén de paro TAA y este fue mayor respecto al codon TGA. De igual
forma, en las regiones de pérdida del genoma 27sT122620 para los nuevos ORFs el codén de paro
mayoritario fue TGA respecto a los codones TAA y TAG que tuvieron la misma cantidad de
regiones. En las otras siete no se rompen los ORFs y la traduccion continua (Tabla 3, Tabla 4 y

Figura 4).
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Figura 3

Mapa genémico con los ORFs para los 14 genomas de SARS-CoV-2
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Nota. Esta imagen muestra el mapa gendémico con los ORFs para los 14 genomas reportados en GISAID
de SARS-CoV-2. En la parte superior de la imagen se observa la longitud en pb, el consenso y la identidad
de las muestras para todo el alineamiento. La barra negra representa la secuencia de nucle6tidos del genoma
de referencia (NC_045512.2) y las grises a los genomas ensamblados. En lineas verde claro se representan
el tamafio de los genes, en amarillo las Regiones Codificantes (CDS) y en verde oscuro la longitud de los
péptidos. Por otro lado, los triangulos morados muestran los sitios de PRF y los asteriscos los sitios con
coddn de paro. Figura graficada con el software Geneious version 2022.2.2 (https://www.geneious.com).

Figura 4
ORFs con regiones con pérdida de codones y posible PRF
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T L L LQLCTPFTERS TN S EREIEHUSLZSISSMNMUPTTTILMLEKMNTUVETSUVYGHETFTCTILEL
148171420 @ ctttattgotacaattgtgtacttttacrtagasgh acasstt ot ayast tasayoatot ab googact actat agcaaagastactytt aafagt ot oggt asart ttgootagagyots @ 6906
T L L LQ L CTPFTURETDHNSRIE @ WZSSHMNUPTTTIOLLEMNTUVETSEUVIGETFTCTILEL
GCh4230r0007 : ctttattgotacaattgtgtactttt actagaagh acaaatt ot ayaattasayoatot at googact actat agcaaayastactytt aaqart ot oyt asart ttgtotagaggotts @ 6874
T L L L QL CcTPFTURSTUHNSERIES®@ Z?S2HMMUPTTTIUSLZEKMNTUVETSESUVIGETFTCTILE L.
36cDO10Z21 - r_'t,t,t,at,t,gctacaat,tgtgtacttttact,ag‘aagtacaaattctag'aatt,aaagcat,ct,at,g\:cg'act,act,atagcaaagaatactgtt,aagagtgtcggtaaar,t,t,t,gt,ctagaggctt, : &880
T L L L QL ¢© TV F T RS TN S RIEKWSZSNMUPTTTILMLWIEKDNTWVEZ®SVCGEHEKTFCL
Betal0ZZET : r_'t,t,t,at,t,gctacaat,tgtgtacttttact,ag‘aagtacaaattctag'aatt,aaagcat,ct,at,g\:cg'act,act,atagcaaagaatactgtt,aagagtgtcggtaaar,t,t,t,gt,ctagaggctt, 1 G958
T L L L @ L ¢© TV F T RS TN RBRIEKWSZSMNUPTTTILMLWIEKDNTWVEZSVGEHEKT FTCULE A
Mu00003414 @ chtbattgotacaattgtgtacttttactagaagt acasatt ctagast tasagoat ot at googact actat aycasayast actytt aagagb gt oyt aaatb th gbotagaggett @ 6908
T L L L @ L ¢© T F T RS TN RIEKWSZSMNUPTTTILMLWIEKDNTWVEZSVGEHEKTFTLCLE A
Omicronlld @ ctttattgotacaattgtgtactttbactagaagt acasaatt cbayaattaaaycatch ab googact actat aycaaagaatactytt aaqagtgt cygt asatt bt goctagagyott @ €905
T L L LQLCTPFTERSTHN S ERIEHSLZSSMUPTTTILZEKMNTUVETSUVYGEKETFTCTILEA.A
2leltllded @ chtbattgotacaatt gt gtact bbb acrtadgaagh ac aaatt b agaat taaayoatot at go cgact actat agycaaagaatac tytt aaqart ot oy gt aaatt b goctagagyott. @ 6906
T L L LQLCTPFTERS TN S EREIEHUSLZSISSMNMUPTTTILMLEKMNTUVETSUVYGHETFTCTILEL
Alphal0E98 @ chttbattgotacasttgtgtacttttactagasgh acasatt ot agast tasagoatot 8t go ogact act.at ayoaasyast actytt aagagtgt oyt asstt th gbotagaggett @ 6910
T L L L QL CcTPFTURSTUHNSERIES®@ ZS2HMPTTTIOSLZEKMNTUVESESTVIG:GEGETFT CTILER:L

O07dM1 20320 : chtbattgotacaattgbgtacttttactagaagh acasatt ctagasttasagcato ————tcoggtaasttttgbctagagoott @ 6751
T L L L Q2 L ¢ TTFTUDRSESTNSTITIEHE LS :3

1Delt 10649 @ ctttbattgotacasttgtgtacttttactagasgh acasstt ot agasttasagoatot b googact actat agcasagastactytt aaaytgt oyt asatt th goctagagyots @ 6925
T L L L ¢ L © T F T RS TN S RBRIEKSZSMNUPTTTI ALEKNTWVEZS UV GEHEKT FCLCLE A

ETEL1ZEGZED @ chttattgotacasttgtgtacttttactagasgt acasstt ot agasttasagoato ————toggtassttttgoctagagyott @0 6T7ES
T L L L QL © TV F T RS TN = RBIEK L & R

Nota. Esta figura muestra parte del alineamiento in silico de la presencia de codones para los genomas
obtenidos y las variantes de SARS-CoV-2 que favorecen la traduccion por medio del modelo de PRF. En
azul se muestra la regién con pérdida de codones y en rojo se sefialan los aminoacidos que no siguen el
ORFy, el codon de paro (Apéndice G).
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4.3.2 Sustituciones de aminoacidos y mutaciones de nucle6tidos respecto al genoma de SARS-
CoV-2

Se determind que las sustituciones de aminoacidos ocurrieron principalmente en las
proteinas no estructurales y en espiga, en diferente frecuencia. Las sustituciones comunes para los
14 genomas se presentaron en NSP12: P323L y en S: D614G. La misma cantidad de cambios
estuvieron en N: G204R y R203K, pero se comparten en 13 genomas. Ademas, los genomas
12sT120620, 25sT122420, 27sT122620, 32sT122620, 36sT010821 y 41sT011921 compartieron
dos sustituciones una en N: S2Y y la otra en NSP6: V149F. Los genomas 14St121420 y
36cD010821 comparten cinco sustituciones unaen S: S477N y las otras en: NSP7a: L102F, NSP4:
Y441H, NSP5: V361, y NSP10: A32V. Los Unicos genomas que compartieron el cambio NSP3:
Q1125H fueron 32sT122620 y 41sT011921. Las demas sustituciones presentes en los 14 genomas
fueron especificas por posicion. Por otro lado, a nivel nucleotidico para los 14 genomas se
encontraron 258 mutaciones Unicas. Es de resaltar que, segun la nomenclatura GISAID el genoma
44sT012421 fue el Unico que pertenecié al clado GH respecto a los demas que se agruparon en el
clado GR. Ademas, de no presentar las sustituciones NSP3: G174D y L357F, que los demas
genomas si comparten a excepcion del genoma 10sT120420, y si mostrar una sustitucion en S:

G1167Ay otraen N: T3661 (Tabla 4).
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Tabla 3

Regiones y/o codones ausentes de los genomas 07dN120320 y 27sT122620

No. Genoma Gen Posicion en el ORF Aminoacidos ORF Posncnon, o Nuevo d‘.)mlfn? ORF de Nombre de la region
genoma la proteina aminoacidos
g VVGTTFLKYSKKRKSTSILLVTL .
1 iy o GUEnes VVGEGSEGLNDNL 438-450 NLMKRSPLFWHLFLLPQVLLWK OOV Bl SA1N
paro TGA L- 182.818
Nuevo codonde KCVTHASKSPKRNYLLRGRNTS  Proteina no estructural de betacoronavirus 2
2 27sT122620 24282452 paro TGA KCVKSREEIGLLMP 719732 HRSVNRGSCLENW- {Nsp2) 182.818
Nuevo codon de Proteina de funcion desconocida (DUF3655)
3 3197-3218 paro TGA QEEDWLDDDSQQT 975-986 QEEATNCWSTRRQ- 280, 1050
4 4248-4273  ORT continua ITTYPGQGLNGYTV ~ 1326-1330 ITTYTV Superfamilia dﬁ%“f’;%m““; 100019
Nuevo codon de o betaCoV_PLPro. Proteasa similar a la papaina
5 5120-5121 Dt A KTFYVLP 1616-1622 KTF*YVLP de Betacoronavirus. 1566.. 1268
SARS-CoV-like Nsp3 NA. Dominio de union
o de acido nucleico de proteina no estructural 3
07dN120320 Pérdida de codones.
o Q _ _NAR, ;
6 §080-6120  Continita ORFun 1 ‘DDLNQLIGYKKPASRE o35 ) 955 KFAAREL BCOV_NSP3E_NAB, PS51945, Perfil de
evo coddn Ala L dominio de unidén a acido nucleico (NAB) de
’ Betacoronavirus Nsp3e (MATRIX)
ORFla 1913..2019.
ORF contintia dos
7 27sT122620 6339-6380 nuevos aminoacidos DVLKSEDAQGMDNLAC  2026-2041 DVLXVLAC Ninguna region
Xy Val
Nuevo codonde NSFDVLKSEDAQGMDNLA . .,
8 6341-6380 paro TAA CL 2023-2042 NSFACLRRSKTSL-EEV Ninguna region
SARS-CoV-like Nsp3_betaSM marcador
07dN120320 Perdida de codones especifico de Betacoronavirus de proteina no
9 6622-6637 continia ORF LGLKTLATHGL 2117-2127 LGLHGL efinisinl 3 (0e)
2044..2159
07dN120320 Nuevo codon de . ..
10 275T122620 6843-6882 paro TAA KASMPTTIAKNTVKSVGKF  2191-2209 KASR- Ninguna region
11 27sT122620 71017135 Nuevocedonde o pyergsipesvors 22760003 THACHSGLDSFRHLSFFRNYTNYH Ninguna regién
paro TAA FIF-
12 07dN120320 7556-7582 N“;‘;;’;?ii’; d  NGVRRSFYVYANGGK — 2428-2442 NGVRR- Ninguna region
13 27sT122620 8172-8203 ORF continua [SAARQGFVDSDVETK 2633-2649 ISAETK Ninguna region
Nuevos codones SARS-CoV-like RdRp ARN dependiente de
14 07dN120320 ORFlab 14485-14502 ¥ YHFRELGVVVHN 4738-4748 YHFSQLQVR- ARN polimerasa.

codon de paro TGA 4397..5324
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Posicion en el Posicidonen Nuevo dominio ORF de

No. Genoma Gen ORF Aminoacidos ORF . N Nombre de la region
genoma la proteina aminoacidos
TFEKGDYGDAVVYRGTTTY
15 1683816735 Nuevo codénde KLNVGDYFVLTSHTVMPLS 5523.5503 TFEQIIKRLVCKSILHSRDHLVLY BetaCoV Nspl3-helicase. Dominio helicasa
paroTAG  APTLVPQEHYVRITGLYPT RVILLLA- 5575..5014
LNISDEFSSNVANY
16 1772617743 TYueve codénde VVREFLTRNPAW S818-5830  VVRTLLGEKLSLEHLIHRML-  Co2CoV_Nspl3-helicase. Dominio helicasa
ORFlab paro TAG e 5575.5014
Nuevo codén de BetaCoV Nspl4 Proteina no estructural 14
17 18680-18719 RRATCFSTASDTYACWHHS 6137-6155 RRAGIILXDLITSIRL- Nspld)
paro TGA
5930..6430
. M _alpha beta_cv_Nspl5-like dominio medio
18 1907120008 Tuevecedonde  TETICAPLTVEFDGRVDGQV (o) (50 TETICAK- de la proteina no estructural 15 (Nspl5).
paro TAG D
6517..6648
, SARS-CoV-like Spike SD1-2_SI-S2_S2
19 RERl RN e Auimal DPSKPSKRSFIEDL gog-g2)  DPSRRSTFQQSDTCRCWLHUTIW Péptido de fision interno
paro TGA -
543..1208
20 24122-24144 Nu;‘;’;?g? de CAQKFNGLTVLPPL 851-864 CAQSLTALLXATFAHR- SARS'COV'hkegigﬂizszl'sz1'82752
275T22620 e 7
21 o 2437224395  ORF continia QDSLSSTASALGKI, 935.048 QDSGKL Repem“;rllgdegg;ptada !
Nuevo codénde  KRVDFCGKGYHLMSFPQS KRYXFXWKTVSTSWCSLLACDL . y
22 24682-24731 paro TGA A 1038-1056 CPCTREELINCSCHLS- Ninguna regién
23 2511025124 Nuevocodonde o A GUVVNIQKEIDRL,  1169-1186 ISGLTASMRLPRI- Repeticion de heptada
paro TAA 1162..1203
Nuevo codén de DEDAKESNYITHKRTYGFVYENL . y
24 25330-25347 pato TGA DEDDSEPVLKGV 1257-1268 NWNCNFEAR. Ninguna regién
25 26542-26573  ORF continta NGTIIVEELKKLLEQ 519 NGILEQ Ninguna regién
26 26624-26628  ORF continva ICLLQF 32-37 ICLQF Ninguna regién
M MWSFNPETINILLNVPLHGT
Nuevo codénde  ILTRPLLESELVIGAVILRG . y
27 26856-27066 baoTGA  HLRIAGHHLGRCDIKDLPK 05182 MWSSPTAWELRSV- Ninguna regién
EITVATSRTLSYYKLGAS
Primera pérdida
28 ORF6a 2719927217  codénATG, MFHLV 1-19 MRTFK Ninguna regién

siquiente ATG

Nota. Esta tabla muestra las regiones con peérdidas de codones en los genomas 07dN120320 y 27sT122620. Se observan: No.: NUmero de
identificacion, ORF: las observaciones identificadas en el ORF, Aminoacidos ORF: traduccion del ORF en la region sefialada del genoma de
referencia (NC_045512.2), Nuevo dominio ORF de aminoacidos: la nueva secuencia de aminoacidos en la region con pérdida de codones, Nombre
de la region: nombre de la region en donde se presentd la pérdida. En negrita y subrayado se destacan los aminoacidos de la region con pérdida.



Tabla 4

CAMBIO DEL MARCO RIBOSOMICO SARS-CoV-2

Mutaciones y sustituciones de amino&cidos de los genomas de SARS-CoV-2

33

No Codigo NOI‘T;;: del ID de acceso  Clado Sustituciones de AA Mutaciones de nucleétidos
hCov- C241T, C3037T, A3790T, C7528T, C8299T, GO802T, C14408T, C16293T
19/Colombia’S EPI_ISL_157 Spike A27V, Spike D614G, Spike G1167A, N G204R, N R203K, N T366, : : ’ ’ : : ’ ’
1oonTioes o COoRRES BBl GRS e o st C21G42T, C23185T, A23403G, C23854T, G25062C, C25521T, G25913A.
: : G28881A. (3288824, (G28883C, C29370T
00212020
hCoV-
2 onllozr  \9/Colombias EPLISL_IS7 . Spike D614G, Spike GII67A, N G204R, N R203K, N T3661 NS3 GIT4D, 253{:63((:}245’50(23?:375’25’;%?0222;‘17;? Gg?:%g gégggg gzlgggf:
s AN-576900- 7026 N§7a VO3, NS8 P565, NSP3 AG64V, NSP3 T.357F, NSP12 P323L, e e ot ’ ’
003-RNA/2020 A, ’
Tg’%\giombi S EPLISL 157 Spike D614, Spike G769V, Spike G1167A, N G204R, N R203K, N T3661, T25A, C241T, C3037T, A3790T, C4048T, CT417T, G9S02T, T13885C,
3 o7Ti2030 T eReEs BRI GR  NS3 G174D, NSP3 L357F, NSP12 P323L, NSPI2 S913T, NSPI2 Y149H, C14408T, C16178T, TI6419A, GI9891T, A23403G, G23868T, G25062C,
T30 NSP15 DOLY C25521T, G25913A, G28881A, G28882A, (G28883C, C29370T, T29840C
I Spike DA14G, Spike G765V, Spike G1167A. N G204R, N R203K, N 366, CT: CH037L. A3790T, CA04ST. insS116T, TSI20A. GT360K, CTAI7T,
19/Colombia’S EPI TSL 163 NS3 GI74D, NSP3 1357F, NSP3 Y80IN, NSP12 E350Q, NSP12 G3520 G9802T, TILI04C, AILLIIW, T13883C, C14408T, Al4487T, GL4488C,
4 DTANIZ0320 jgs76000- 99056 GR  \$P12 P323L, NSP12 R349S, NSP12 $913L, NSPL2 V354l NSP12 Y14oH, 2 14493G, GIH94C, GIHOSA, TIHIGA, ins1H99CAATG, G145004,
et Ny ' ’ ’ © CI6178T, T16419A, GI98OIT, A23403G, G23868T, GI5062C, C25521T,
G25913A, G28881A, G28882A, G28883C, C29370T
hCoV- Spike D614G, Spike LLSF, Spike R2IL M RAE, N G204R, N pe7s, n C21T. GISBIA C3037T, C31S0T. CI6ST, T6067C, CE196T, ATOLSG,
19/Colombia’S EPI ISL 158 C8326T, C10138T, C12459T, CI4184T, C14408T, C14599T, C14925T,
5 10sT120420 Bk GR  R203K, NS3 S171L, NS8 F1205, NSP2 G2625, NSP3 T1471, NSP3 T350L,
AN-576900- 2589 B T 19]. S I3 Paos NSB13 SiD iy Soon T16456C, CLT012T, C2U614T, G21624T, A23403G, C25791T, C25904T,
010-RNA/2020 ’ ’ ' (26653A, T28250C, C28472T, G2888LA, (288824, G28883C
hCoV-
19/Colombia/S EPI ISL 162 Spike D614G, Spike G1167A, N G204R, N R203K, N S2Y, N T366L, Ns3 G211, C683T, C3037T, A3790T, CA327T, GH802T, G11417T, C14408T,
6 1Ti260 o CCoReES TR R T Coomp. NSPAL3STE NP VLISE, NP1 pIzaL T15642C, C17550T, A23403G, G25062C, C25521T, G25913A, C27661T,
: P ’ ’ 28278, G28881A, (5288824, (G28883C, C20370T
012-RNA/2020
hCoV- Spike D614G, Spike G11674, Spike SI77N, N G204R, N R203K, N Tager, T25C CHIT, C683T, CA4ST, C2710T, C037T, A37S0T, CE3IOT,
2 eriomne  1ColombiUs EBPLISL 162 . e e e O e b N el wapy C7732T, CO130T, GISO2T, TOSTSC, GIOI60A, CISLIST, CI4408T,
AN-576900- 9710 oy e par ’ ’ ’ C15720T, C17502T, G22992A, A23403G, G25062C, G25494T, C25521T,
014-RNA/2020 ’ G25913A, C27697T, T27935C, G28881A, G28882A, G28883C, C29370T
hCoV- Spike D6IG, Spike GLI67A, N G204R, N R203K, N S2Y, N Taeel, Ng3 125 CHIT. C2939T, C3037T, A3TOOT, A4916G, GISOXT, GII4ITT,
o oseriomne  1ColombinS EPLISL IS o R e e O s ars ams pore Ny TI382C, CL40ST, TIS642C, CITSSOT, A21137G, A23M03G, G25062C,
AN-576900- 2590 TLISE Nen s oy e s 193 ’ ’ C25521T, T25645G, G2S67TT, G25913A, G26828T, C28278A, GI28881A,
025-RNA/2020 ’ ’ G28882A, G28883C, C29370T
Spike D614G, Spike G857R, Spike GLO44W, Spike GL167A, Spike L85SP, T62C, C241T, T734W, ASOSW, GLI25R, C2933T, C3037T, T36l6Y,
Spike N856stop, Spike TS59Y, Spike V860C, M K 180C, M Y178T, M Y179D, A3790T, del4379 4379, AdO05G, AdO16G, GS272K, TS577W, TST0TC,
o N G204R, N R203K, N S2Y, N T3661, NS3 GI74D, NSP3 C1473V, NSP3 G6352A, A6377G, AG3T8T, T63T9C, G6617T, A6898G, del6899 6899,
o o Pl ISL 163 D729G, NSP3 D14781, NSP3 G1300C, NSP3 G1476V, NSP3 [733V, NSP3 del7102 7102, A7103N, insTIS6T, del7742 7742, GT743A, T7868C,
9 27TI2060 o ORISR GR  L72F, NSP3 L357F, NSP3 [1477stop, NSP3 N1220V, NSP3 P1750S, NSP3 C7967T, A9204R, C9S01T, GOSO2T. insl0348A, TI10443K, G1088TC,
R S1475V, NSP3 S1479L, NSP3 S1717P, NSP4 A316V, NSP5 G278A. NSP6 T11180K. ins11200A, Al1201N, G11417T, insl1473T, C11653T, G11873K,

A798, NSP6 V78C, NSP6 V149F, NSP6 Y8OL, NSP8 1132V, NSP12 C730T,
NSP12 D92Y, NSP12 D736S, NSP12 D738E, NSP12 D740E, NSP12 E729N,
NSP12 ET44Q, NSP12 F741M, NSP12 H725del, NSP12 H816P,

Al2485G, G13714T, C14408T, dell4684 14685, Al4734C, C15080Y,
C15212T, C15240T, C15536Y, Al5578W, Al5592C, G15594C, T15595C,
A15596G, T15597C, C15601T,
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No. Cdodigo NOI::;;: del ID de acceso  Clado Sustituciones de AA Mutaciones de nucledtidos
NSP12 K438N, NSPI12 R7I8H, NSP12 L723del, NSPI2 L727del NSP1Z
L731D, NSP12 N734S, NSP12 N743T. NSPI2 P323L, NSPI2 Q724del
NSP12 R721S, NSP12 R726del, NSP12 R733M. NSP12 R735V, NSPIZ 50000 15603G, T15606C, dell5607 15607, T15642C, AISS87C,
TSOIL, NSPI2 V737L, NSP12 V742L, NSPI2 Y7ISR, NSP12 Y730F, NSP13 -+ Z s © vl e O o e dal19071 19971
1831, NSP13 P82S, NSP13 SS0stop, NSP15 A137P, NSP1S Al60L, NSP15 ; ; 2 2 2 LEPL,
C19972N, ins20136 A, C23123Y, C23260Y, C23298Y, A23312W, A23403G,
AI71P, NSP15 D132T, NSP15 E145K, NSP15 E170K, NSPLS FI3L, NSP15 20 B2 o0 G s T, e O ol Aoieoin
G140V, NSP15 G146V, NSP15 G150V, NSPI5 G156V, NSPI5 GI64E, b 0 e 2 2 2
GR4692T, AZ4694G, G2469TA, G24698A, G23062C, A25216M, C25521T.
NSPIS GI69E, NSP1S 1143L, NSPIS [165L, NSPLS KISSN, NSP1S L133Y, (o f280Rh Coiit o o e o et 127057,
NSP15 L151Y, NSP15 L167stop, NSP15 N136M, NSP15 N139M, NSP15 ; g d : b
A27060T, A27061G, A27062C. T27063C, T27093Y, T27740Y, C28278A
NIGIM, NSPIS PIS3L NSPIS QI30K, NSPIS QISIN, NSP1S QISOK, oo Gotilh Dl it 0 iie oo
NSP15 R135E, NSP15 R138V, NSP15 S147V, NSP15 S154L, NSP15 S161V, 2 g
NSP15 T144Q, NSP15 T166H, NSP15 V13lstop, NSP15 VI41F, NSP15
V148L, NSP15 V155stop, NSP15 V1658, NSP15 V172stop
o C2A1T, C2197T, C2933T, C3037T, CYT38T, A3790T, T5707C, G6094C,
Soreombias EPL ISL 162 Spike D614G, Spike GL167A, N G204R, N R203K, N S2Y, N T366I, NS3 G6362A, GIS02T, G11417T, C11653T, C12473T, C12823T, Cl14408T,
10 3xTizzeze oo aNER BRIk GR G174D, NSP3 A1215T, NSP3 L72F, NSP3 L357F, NSP3 P340L, NSP3 TIS642C, C16041T, CL7550T, AZ3403G, G25062C, C25521T, G25013A,
Ao QL125H, NSP6 V149F, NSP12 P323L C28278A. C28657T, G288S1A. (28882A, G28883C, C20370T, A29852T.
G20853A
hCoV-
19/Colombia/§ EPI ISL_157 Spike D614G, Spike G1167A, N G204R, N R203K, N S2Y, N T366l, Ns3 oo, C21T, C3037T, A37S0T, CT279T, GOB02T, G1L417T, CLISALT,
11 3esTotos21 oSS U GRS e D o 19D, MaBi2 Do TSPy Aol CI14408T, T15642C, G16075T, C17550T, AZ303G, G25062C, C25521T.
- - : g g " G25913A. C27213T, C28278A, G28881A, G28882A. (28883C, C29370T
036-RNA/2021
v C241T, C683T, C2A49T, C2710T, C303TT, A3TO0T, C6310T, CTT3T,
elombis EPL ISL 163 Spike D614G, Spike G1167A, Spike S477N, N G204R, N R203K. N T366L, C9430T, G9S802T, T9875C, Gl0160A, CI3119T, C14408T, C15720T,
12 360010821 T e GR  NS3 G174D, NS7a insl0IFFY, NS7a L102F, NSP3 L357F, NSP4 Y441H, C17502T, G22092A. A23403G, G25062C. (G25494T, C25521T, G25913A,
- - NSP5 V36T, NSP10 A32V, NSP12 P323L ins27696 TTTTTTTAT, C27697T, T27935C, G28881A (288824, (G28883C,
036-COM/2021
C29370T
AT, A6C, G7T, TSC, TI0G, AL2C, AI4T, C15G, C16G, C19S, C20A.
3 A22T, G24A, C24IT. C2910T, C3037T, C3092T, A3790T, insS116T
heov= Spike D614G, Spike GLI67A, N G204R, N R203K. N S2Y, N T366I, NS3 . OHA, 2 ; 2 g > [
19/Colombia/$  EPI ISL 163 T5120A, G6094C, GOSU2T, GLI417T, C14408T, TL15642C, GL6647T.
13 4nsToiozr o SRERES H GR  GI74D, NS7b E33K, NSP3 L3STF, NSP3 P1255, NSP3 QUL2SH, NSP3 T64L, cyrcsen ‘o onrio S o et Ga%o13n, (27880,
041-RNA/2021 TEIFE) YOI, INRIFS WIKELD, TIPS PERElL, WSIPLS 2228 C28278A, G28881A. (28882A. G28883C, C29370T, G29861T, G29862D,
A29863H, 29364V, A29865T, A29866C
hCoV-
. . . CO41T, C3037T, C3241T, C3792T, CO430T, CL050TT, C12641T, C14408T
19/Colombia’S EPL ISL 162 Spike D614, Spike E3240, N S187L, NS3 QSTH, NSP3 A358V, NSP§ : : : : : ; s :
14 aasToiazr O CSRERES GH [ hor D13 PasaL, Sep1S TasI T15537G, C18877T, C19763T, G22532C, A23403G, G25563T, C28253T.

044-RNA/2021

C28833T

Nota. Esta tabla muestra las sustituciones de aminoacidos y mutaciones de nucleétidos en los 14 genomas reportados en GISAID. No.: Numero de
identificacion, ID: Identificador de acceso a las bases de datos GISAID, AA: Sustituciones de aminoacidos.
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4.4 ldentificacion del modelo PRF en SARS-CoV-2

La identificacion del PRF se llevo a cabo en los genomas 07dN120320 y 27sT122620
quienes para los ORFs con el codon de paro TAA estuvieron inmersos en una region nucleotidica
de 133 pb en promedio, cuyos apareamiento canonicos y no candénicos generaron estructuras
secundarias similares al modelo PRF. Los primeros cuarenta nucleotidos en promedio rio arriba
del sitio resbaladizo de las seis regiones determinadas de ambos genomas, la primera parte de la
estructura secundaria corresponde a una horquilla atenuadora y rio abajo se produce un
pseudonudo similar al pseudonudo de ARNm de tres tallos del modelo antes mencionado cuya
estructura cambia entre ambos genomas (Figura 5).

Para el genoma 07dN120320, la region 6688-6811 del gen ORF1ab genera el plegamiento
canénico del modelo, en tanto que en las regiones 5063-5213 y 7389-7510 del mismo gen, la
distancia que tienen los nucleotidos para el apareamiento con el bucle del primer tallo genera una
estructura menos estable respecto a la primera descrita. Por otro lado, en el genoma 27sT122620
las regiones 6667-6788 del gen ORFlay 24461-24605 del gen S cumplen con todos los elementos
del pseudonudo. La regién del 7931-7098 gen ORF1a gener6 dos tallos, pero la distancia entre
ellos y la posible region de apareamiento para generar el tercer tallo no cumplen con la estructura

canonica de la region del modelo (Figura 5, Apéndice F).
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Figura 5

Estructuras de los genomas 07dN120320 y 27sT122620 para las regiones con PRF
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Nota. A. 07dN120320 y B. 27sT122620. Para ambas figuras, de izquierda a derecha se describen: el gen,
la posicion en nucle6tidos, las estructuras secundarias 2D y 3D. De igual forma, se muestran: en azul el
sitio resbaladizo canonico respecto a Kelly et al (2020), en gris la horquilla atenuadora, en verde, rojo y
amarillo los tres tallos del pseudonudo del PRF, y en morado se muestra el posible sitio resbaladizo no
canonico.
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4.5 Base de datos y alineamientos

La comparacion de la pérdida de regiones y mutaciones de los genomas 07dN120320 y
27sT122620 respecto a la base de datos generada con 80192 genomas de SARS-CoV-2
descargados de GISAID, se realiz6 de la siguiente manera: 1) De la base de datos anterior, se
generd una segunda base de datos con 42357 genomas que no tuvieran 2 o mas nucleétidos
indeterminados seguidos en sus genomas y posteriormente, se eliminaron genomas que diferian
considerablemente con respecto a los deméas genomas por variante; con lo que se obtuvo una base
de datos final de 38828 genomas. 2) Una tercera base de datos con las secuencias que contenian
uno o més nucleotidos indeterminados que contuvo 40627 genomas (Apéndice E y G).

De esta forma se obtuvieron dos bloques de alineacion, uno con nucleétidos determinados
y otro con nucleotidos indeterminados. Para ambos casos, las secuencias se agruparon por
variantes y se alinearon generando 18 secuencias consenso para las variantes Alpha, Beta, Gamma,
Delta (1Delta: Norte, Centro y Sur América, Europa y Oceania; y 2Delta: Caribe, Asia y Africa),
Lambda, Mu, Omicron y GH/490R cada una de estas respecto al genoma de referencia (Apéndice
G). Es de resaltar que, en los alineamientos con nucleétidos determinados no se encontraron
regiones con pérdida, mientras que en los alineamientos con nucle6tidos indeterminados estos se
encontraron en regiones hipervariables de SARS-CoV-2 (Figura 6, Apéndice G).

Se encontro patrones de similitud entre las regiones con nucleétidos indeterminados de las
variantes Lambda, Mu y Gamma en algunas regiones con pérdida de los genomas 07dN120320 y

27sT122620 (Figura 6, Apéndice G).
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Figura 6

Patrén de pérdida de los genomas 07dN120320 y 27sT122620 con VOI y VOC de SARS-CoV-2
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Nota. Esta figura muestra parte del alineamiento de las secuencias con nucleétidos indeterminados de la
variante Lambda con los 14 genomas ensamblados. Se muestra evidencia de las regiones con pérdida
correlacionadas respecto a los genomas 07dN120320 y 27sT122620 (Apéndice G).

4.6 Relaciones filogenéticas entre los genomas y variantes de SARS-CoV-2

La filogenia de los 14 genomas obtenidos respecto a las variantes de SARS-CoV-2
generadas en la base de datos, mostré dos arboles para las secuencias consenso generadas a partir
de genomas sin nucledtidos indeterminados y con nucleétidos indeterminadas (Figura 7 A'y B,
Apéndice H). Ambas filogenias incluyen los datos mostrados en la Tabla 4, para los 14 genomas
secuenciados. En la Figura 7A, 13 genomas se agruparon en un nodo comdn con soporte de
Bootstrap de 90%-91%, respectivamente. En donde, se destacan los genomas 07dN120320 y
27sT122620, los cuales, presentaron el modelo de PRF y comparten el mismo nodo con la
secuenciacion del método estandar. A su vez, inicamente el genoma 44sT012421, colectado el 24

de enero del 2021, comparte nodo para ambos arboles con las variantes Beta, GH/490R y Mu.
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En tanto que, se observa una Unica diferencia entre las filogenias respecto al consenso de

la variante Delta, ya que, para el arbol generado con genomas determinados (Figura 7A), estas dos

secuencias se agruparon en nodos diferentes respecto a la filogenia con regiones indeterminadas

(Figura 7B). Finalmente, el genoma de referencia en ambos casos presentd politomia respecto a la

secuencia 44sT012421 y las variantes Beta, GH/490R y Mu (Figura 7, Ay B).

Figura7

Relaciones filogenéticas de los genomas obtenidos respecto a VOI y VOC de SARS-CoV-2
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Nota. (A) Se muestran las relaciones filogenéticas sin nucleétidos indeterminados. (B) Se muestran las
relaciones filogenéticas con nucledtidos indeterminados. Para ambos casos, las secuencias en naranja se
representan los consensos de las variantes: Alpha, Beta, Gamma, Delta, Lambda, Mu, Omicron'y GH/490R.
En color azul, se representan las secuencias gendémicas empleadas en este estudio reportadas en la base de
datos GISAID. En rojo las secuencias 07dN120320 y 27sT122620 que presentan el modelo de PRF. El
arbol fue realizado con maxima verosimilitud con el software 1Q-TREE version 1.6.12, se muestran los
valores de Bootstrap para cada uno de los nodos y el genoma de referencia (NC_045512.2) se emple6 como
grupo externo. Las secuencias de la variante Delta se dividieron de la siguiente manera: 1Delta (América,
Europa y Oceania); y 2Delta (Caribe, Asia y Africa) debido al alto nimero de genomas.
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5. Discusion

Uno de los principales logros para mitigar los efectos de la pandemia de SARS-CoV-2
(WHO, 2020) fue la caracterizacién de su genoma. Lo cual, permiti6 el desarrollo de los elementos
necesarios para su diagndstico por RT-PCR en tiempo real de un paso mediante el disefio de
cebadores y sonda con soluciones coadyuvantes disefiados en funcion del genoma obtenido por
Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS) (Alyafei et al., 2022; Cadena-Caballero et al., 2022;
Zhu et al., 2020).

La eficiencia del método aqui descrito quedd corroborada con el aumento en la
concentracion final de la sintesis del ADNc, en especial con el uso de la solucion con
concentraciones de nucleétidos (Tabla 1). Esto debido al cambio conformacional de la polimerasa,
como se ha reportado en la sintesis del ADNc del genoma de otros virus, por ejemplo, Lentivirus
(Coggins et al., 2019).

La correcta identificacion y caracterizacion de las nuevas variantes gendmicas de SARS-
CoV-2, al igual que sus elementos reguladores como el modelo PRF implica el uso de HPC (Oujja
et al., 2021) con algoritmos de ensamble gendmico fiables. A raiz de la pandemia se ha disefiado
diversas alternativas que optimizan el andlisis de los datos de NGS, a partir de métodos de
secuenciacion basados en amplicones (Dezordi et al., 2022; Fritz et al., 2021; Luo et al., 2022;
Rueca et al., 2022). Aqui empleamos IRMA y Bowtie 2 (Langmead y Salzberg, 2012; Shepard et
al., 2016) con el fin de corroborar y contrastar los datos genomicos generados con la tecnologia
lon Torrent, ya que, se ha reportado que se deben implementar dos 0 mas enfoques de ensamblaje
durante estudios de NGS viral, especialmente en entornos clinicos o en métodos experimentales

de innovacion (Gupta y Kumar, 2022).
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Por otro lado, el modelo de PRF no solo se ha reportado para SARS-CoV-2 también se ha
descrito para SARS-CoV, MERS, el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) y el Virus del
sarcoma de Rous (Ahn et al., 2021; Dinman, 2010; Jacks et al., 1988; Jacks y Varmus, 1985)
Nuestros resultados concuerdan con los descrito por Dinman (2010), para SARS-CoV quien
demuestra que la longitud y la composicion de bases varian en la secuencia espaciadora y son
pardmetros cruciales para determinar el alcance del PRF de una manera especifica en
Betacoronavirus.

El ensamble de los genomas mostro que, aunque la mayoria de las muestras en las que se
obtuvo mayor cantidad de lecturas presentaron una mayor cobertura, no hubo correlacién entre el
numero de lecturas obtenidas en cada secuenciacion con la cobertura de cada genoma. Lo anterior,
esta en concordancia con los resultados obtenidos por Plitnick et al (2021), donde, comparando las
tecnologias lon Torrent AmpliSeq e Illumina MiSeq ARTIC Protocol, se observaron niveles de
cobertura similares (>98%) para 81/83 muestras primarias que se secuenciaron con ambos
métodos.

En la sintesis de ADNCc con la inclusién de la solucién dR, aunque tuvo unas lecturas con
baja cobertura, estas mantuvieron una calidad (Q) por base alta, tratindose posiblemente de ARN
subgendmico (ARNsg) (Apéndice E). Asi mismo, se encontré un patron similar en las muestras
con la adicién de la solucion dN, a excepcién de la muestra 07dN120320 que, aunque mostro
menos lecturas obtuvo una alta cobertura, dandole peso a la hipdtesis de que se traten de
subgenomas o ARNsg, tal como ha sido reportado en otros estudios (Kim et al., 2020; Long, 2021;
Nomburg et al., 2020; Sawicki et al., 2007). Por lo que, aquellos genomas con menos del 90% de
cobertura con respecto al genoma de referencia podrian considerarse como ARNsg y son

actualmente validados por el grupo de investigacion CAGE (Tabla 1, Apendice E).
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El alineamiento tipo BLAST confirmé que, independientemente de su tamafio, la mayoria
de los genomas presentan identidad cercana al 100% respecto a otros genomas de SARS-CoV-2
reportados en el GenBank. Con respecto a la clasificacion de linajes de acuerdo a la nomenclatura
PANGO, se encontrd6 que los linajes obtenidos en nuestras muestras se distribuyeron
geogréficamente de la siguiente manera: B.1.1.348 Sur América y Estados Unidos; B.1.1.203
Inglaterra y Ecuador; B.1.1.371 en Arabia Saudita, Rumania y Europa occidental, ademas,
contiene B.1.1.161 en la base (Inglaterra); B.1.111 linaje de Sur y Centro América (principalmente
Trinidad y Colombia) y un pequefio grupo en Norwich (Inglaterra); B.1.1 linaje europeo con 3
Polimorfismos de Nucleétido Unico (SNP) claros “28881GA”, “28882GA”, “28883GC™; y B.1
un gran linaje europeo cuyo origen corresponde al brote del norte de Italia a principios de 2020
(O’Toole, Hill, et al., 2021).

Los genes que presentaron mayor pérdida de regiones para los genomas 07dN120320 y
27sT122620 fueron ORF1lab y S. Para dar continuidad a la traduccion de la segunda parte del gen
ORF1ab es necesario el PRF, sin embargo, se ha probado que, este suceso tiene una eficiencia
entre el 15% y 75%, de acuerdo al sistema de ensayo empleado (Bhatt et al., 2021; Kelly et al.,
2020, 2021); considerado por Kelly et al., (2021), una ventaja en tiempo para el virus, ya que al
acumular altas concentraciones de las NSPS codificadas por ORFla, ayuda a incapacitar
eficientemente la respuesta inmune innata de la célula huésped, permitiendo, al momento de
alcanzar una concentracion adecuada, una sintesis explosiva de ARN en el momento idéneo. Ahora
bien, con respecto al gen S: el ARN genomico de SARS-CoV-2 de sentido negativo es un
intermediario de la replicacion y transcripcion, y sirve como molde para la sintesis de ARN
gendmico de sentido positivo y ARNSsg, que codifican las proteinas estructurales y son generados

a partir de la transcripcion discontinua del ARN gendmico de sentido negativo (Long, 2021).
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Sin embargo, se han observado en varios estudios empalmes de lecturas no esperadas
formando los Ilamados ARNsg no canonicos (Kim et al., 2020; Long, 2021; Nomburg et al., 2020);
que si bien, se han encontrado en diversidad y abundancia, su papel en la evolucion y en el ciclo
viral sigue en debate (Kim et al., 2020). EI mismo evento puede explicar las pérdidas encontradas
en los genes M y ORF6a, asi como, las grandes pérdidas en mas del 50% del genoma total del
resto de genomas analizados en este trabajo.

Entre los dos genomas 07dN120320 y 27sT122620 que presentaron mayor pérdida de los
14 seleccionados, solo en 4 de las 6 estructuras secundarias obtenidas se encontrd el sitio
resbaladizo con la conformacion NNNWWWH (Kelly et al., 2020; Rodnina et al., 2020), dos con
AAATTTT, unaen el genoma 07dN120320 y dos con TTTAAAT, estas ultimas solo en el genoma
27sT122620. Sin embargo, de acuerdo con los valores de la energia libre Gibbs (AG), 5 estructuras
secundarias poseen una estructura estable, a excepcion de la segunda estructura del genoma
27sT122620, la cual posee una energia libre muy por encima del 0, lo que indicaria de forma in
silico que es una estructura poco probable (Mathews y Turner, 2006).

Por otra parte, el clado “G” es la variante con la sustitucion aminoacidica en S: D614G que
le confiere una mayor infectividad y eficiencia de transmisién al virus. Los clados GH y GR son
los descendientes mas comunes de este clado. El clado GR, es portador de la combinacion de
sustituciones N: RG203KR, NSP3: F106F y S: D614G. Y el clado GH lleva las sustituciones
ORF3a: Q57H, NSP12b: P314L y S: D614G. (Mercatelli y Giorgi, 2020; Sengupta et al., 2021).
De esta forma, aunque el genoma 44sT012421 fue el Unico que pertenecio al clado GH, los 14
genomas seleccionados presentaron la sustitucion NSP12b: P314L propio del clado GH, sin
embargo, las sustituciones N: R203K y G204R, que son especificas del clado GR es compartida

por los 13 genomas a excepcion de 44sT012421, lo que explica la clasificacion de este genoma en
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el clado GH por GISAID. En consecuencia, que los genomas pertenezcan a los clados
descendientes del clado G (GR o GH) no es sorprendente, ya que, a mediados del 2020, fecha en
la que fueron tomadas las muestras, los clados mas comunes entre los genomas secuenciados de
SARS-CoV-2 fueron el clado G y su descendencia, los clados GH y GR, correspondiendo al 74%
de todas las secuencias mundiales (Mercatelli y Giorgi, 2020; Hamed et al., 2021).

En relacion con los aspectos evolutivos de los genomas descritos y reportados en la base
de datos mundial de GISAID, nuestros resultados se correlacionan con otros estudios para la region
y para Sudamérica en relacion con la prevalencia de las variantes B.1.1 y B.1.1.348 (Castafieda et
al., 2021; Ortiz-Pineda y Sierra-Torres, 2022; Ramirez et al., 2021; Ribeiro Dias et al., 2023). Sin
embargo, la muestra 44sT012421 colectada el 24 de enero del 2021 en el departamento de
Santander, se asocia a la variante Mu (Halfmann et al., 2022; Pascarella et al., 2022; F. Rahimi et
al., 2022; Uriu et al., 2022) descrita para Colombia a finales del mismo mes y designada como
VOI por la OMS el 31 de agosto del 2021 (WHO, 2022). Esto indica la eficiencia del método aqui
descrito, el cual, permite no solo identificar genomas con el modelo de PRF, sino también,

caracterizar VOl y VOC de SARS-CoV-2 por NSG empleando lon Torrent.
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6. Conclusiones

La caracterizacion de los genomas de SARS-CoV-2 con la tecnologia lon Torrent permitid
la identificacion de las regiones con pérdida en los codones de los genomas secuenciados con la
Tecnologia Gendmica UIS, a partir de muestras de hisopado nasofaringeo obtenidas de pacientes
santandereanos clinicamente diagnosticados.

La identificacion de los ORFs en los genes de los genomas de SARS-CoV-2 obtenidos con
la Tecnologia Gendmica UIS permitié corroborar los cambios nucleotidicos especificos para cada
uno de los linajes y variantes del virus.

El determinar in silico los codones que pudieran favorecer la traduccién por medio del
modelo PRF en los genomas y subgenomas del virus, debido a las pérdidas y presencia de codones
de paro que truncarian los ORFs, haciéndolos inviables, da la posibilidad de descubrir el papel de
los ARNsg en el ciclo viral y la evolucion de SARS-CoV-2.

La comparacion de los genomas secuenciados de este estudio con respecto a los genomas
con nucleotidos indeterminados obtenidos de las variantes reportadas en GISAID evidencié un
patron de pérdida de nucle6tidos, posiblemente regulado por el modelo de PRF. Asi, la existencia
de este patron demuestra la viabilidad de SARS-CoV-2 con un genoma reducido, y con ello el
camino evolutivo que puede estar siguiendo el virus.

Se logro determinar que la pérdida de regiones en los genomas obtenidos con la tecnologia
Genomica UIS son resultado de la polimerizacion de la tecnologia lon Torrent y no producto del
ensamble computacional. Soportado con la identificacion del modelo PRF en algunas de estas

pérdidas, ademas del hallazgo de genomas con un patron similar de pérdida en otros estudios.
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7. Recomendaciones

Emplear métodos de NGS que permitan obtener genomas completos de SARS-CoV-2.

Utilizar los agentes coadyuvantes y dNTPs para mejorar la secuenciacion en diferentes
plataformas de NGS, como Ilumina y Oxford Nanopore.

Corroborar por RT-PCR en tiempo real de un paso la calidad de la muestra que se va a
secuenciar para aumentar la probabilidad de caracterizar nuevos linajes y/o variantes de SARS-
CoV-2.

Generar nuevos métodos bioinformaticos, desarrollar nuevas alternativas en software y
utilizar HPC para optimizar los analisis evolutivos de SARS-CoV-2.

Vigilancia gendmica constante de SARS-CoV-2 por medio de HPC y NGS empleando la
Tecnologia Gendmica UIS, para identificar y disefiar estrategias que contrarresten los efectos de

nuevas variantes de SARS-CoV-2 y evitar posibles pandemias.
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