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Resumen

Titulo: Contribucion al protocolo de secuenciacion del genoma de SARS-CoV-2 utilizando la
tecnologia genomica UIS”
Autor: Carolina Sofia Torres Jiménez™

Palabras Clave: Secuenciacion genémica, SARS-CoV-2, genémica UIS, COVID-19, ADNc.

Descripcion: Entre los mecanismos de control y prevencién de la pandemia ocasionada
por la enfermedad infecciosa denominada COVID-19, causada por el Betacoronavirus SARS-
CoV-2, se encuentran el estudio del origen del virus, el diagnéstico y el tratamiento de la
enfermedad. Todos estos estudios se basan principalmente en el analisis del genoma viral, por lo
que a nivel mundial se incentivo el desarrollo de tecnologias capaces de secuenciar el genoma
completo de SARS-CoV-2, con el fin de mejorar los sistemas de diagndstico y entender la
naturaleza del virus. Por este motivo, en este trabajo se analizaron las caracteristicas nucleotidicas
de SARS-CoV-2, a partir de consensos mensuales generados de las secuencias del virus reportadas
en la plataforma GISAID entre enero y octubre del afio 2020. En funcion de estas, se disefiaron
cebadores fundamentados en los criterios de la tecnologia gendémica UIS, que contribuyeron
eficazmente en las reacciones de sintesis de ADNc. Ademas, se propone un protocolo con las
concentraciones y condiciones de reaccion para la sintesis de ADNc y un protocolo de
secuenciacion para el genoma completo de SARS-CoV-2, ambos con la inclusion de las mezclas
COL-UIS y COL-UIS-dNTPs. Estas, junto con los cebadores disefiados, potenciaron la obtencion
del ADNc del virus SARS-CoV-2 demostrando su capacidad de aplicacion en genomas virales
ricos en AT. Finalmente, se concluye que la secuenciacion del genoma completo del virus SARS-
CoV-2 es posible al aplicar los principios de la tecnologia gendmica UIS, por lo tanto, al incluirla
para el disefio de los cebadores, la sintesis de ADNc y en el protocolo de secuenciacion propuesto,

se favorece el proceso de secuenciacidn de genomas ricos en AT con la tecnologia lon Torrent.

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

Title: Contribution to the SARS-CoV-2 genome sequencing protocol using UIS genomic
technology

Author: Carolina Sofia Torres Jiménez™

Key Words: Genomic sequencing, SARS-CoV-2, UIS genomics, COVID-19, cDNA.

Description: Among the control and prevention mechanisms of the pandemic caused by the
infectious disease termed COVID-19, caused by Betacoronavirus SARS-CoV-2, are the study of
the origin of the virus, the diagnosis and treatment of the disease. All these studies are mainly
based on the analysis of the viral genome, for this reason the development of technologies capable
of sequencing the complete SARS-CoV-2 genome was encouraged worldwide, in order to improve
diagnostic systems and understand the nature of the virus. For this reason, in this work the
nucleotide characteristics of SARS-CoV-2 were analyzed, based on monthly consensus generated
from the virus sequences reported on the GISAID platform between January and October 2020.
Based on these, primers were designed according to UIS genomic technology, which effectively
contributed to cDNA synthesis reactions. In addition, a protocol is proposed with the
concentrations and reaction conditions for the synthesis of cDNA and a sequencing protocol for
the complete SARS-CoV-2 genome, both with the inclusion of the COL-UIS and COL-UIS-
dNTPs mixtures. These, along with the designed primers, enhanced the obtaining of the SARS-
CoV-2 virus cDNA, demonstrating its applicability in AT-rich viral genomes. Finally, it is
concluded that the sequencing of the complete genome of the SARS-CoV-2 virus is possible by
applying the principles of UIS genomic technology, therefore, by including it for the design of the
primers, the synthesis of cDNA and in the proposed sequencing protocol, the process of

sequencing AT-rich genomes with lon Torrent technology is favored.

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



GENOMICAUIS APLICADA A SECUENCIACION DE SARS-COV-2 11

Introduccion

Mundialmente se le denomina COVID-19 a la enfermedad infecciosa ocasionada por el
coronavirus de tipo 2 causante del Sindrome Respiratorio Agudo Severo, también Ilamado SARS-
CoV-2 por sus siglas en inglés; este es el séptimo coronavirus conocido en infectar a los humanos
y junto con SARS-CoV y MERS-CoV, el tercero en causar brotes de enfermedades respiratorias
(Moore & June, 2020; Weissleder et al., 2020). Como consecuencia de estos brotes, desde el 2002
los coronavirus emergentes se empezaron a considerar como preocupacion de salud publica (Chan
et al., 2020; Cui et al., 2019). El primer caso de COVID-19 fue reportado en diciembre de 2019
en Wuhan, China y rapidamente se esparcio por toda la region y otros paises (Zhu et al., 2020).
Para marzo de 2020, ya se reportaban casos de pacientes infectados en 114 paises y la Organizacién
Mundial de la Salud (WHO) alert6 que se trataba de una pandemia (WHO, 2020). La respuesta de
los gobiernos y de las autoridades de la salud a nivel mundial para afrontar esta pandemia no pudo
ser la misma que con los brotes causados por SARS-CoV en 2002, ya que en un principio aspectos
como el origen de SARS-CoV-2 y el tratamiento a la enfermedad eran totalmente desconocidos,
ademas, la tasa de contagio de SARS-CoV-2 es mucho mayor (Fani et al., 2020; Weissleder et al.,
2020).

Los primeros estudios en torno a la pandemia se basaron en la identificacion del virus, para
esto se realizo la primera secuenciacion genomica de SARS-CoV-2 mediante una secuenciacion
meta-transcriptdmica complementada por PCR y secuenciacion de nueva generacion con la
tecnologia Illumina (F. Wu et al., 2020). Con este estudio, identificaron que SARS-CoV-2
pertenece a la familia Coronaviridae, especificamente al grupo de los coronavirus tipo SARS

pertenecientes al género Betacoronavirus. Ademaés, presenta un 79% de identidad con el
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Betacoronavirus SARS-CoV y una identidad del 86.7 al 89% con un tipo de SARS originado en
murciélagos de la especie Rhinolophus affinis (F. Wu et al., 2020; Zhou et al., 2020).

El genoma de aproximadamente 30 kb cuenta con la siguiente estructura genémica (Figura
1): desde el extremo 5' el primer gen ORF1ab que codifica para proteinas no estructurales, luego
el gen S que codifica para la proteina espiga (Spike) en la que se encuentra el Dominio de Unidn
al Receptor (RDB, por sus siglas en inglés) que le confiere al virus la alta afinidad a las células
humanas, seguidamente se encuentra los genes ORF3, E y M. Estos dos tltimos codifican para las
proteinas estructurales de envoltura y de membrana; a continuacion los genes ORF6, ORF7a,
ORF7b, ORF8 y el gen N que codifica para la nucleocapside y por ultimo el gen ORF10. No
obstante los detalles exactos de los genes que componen el genoma de SARS-CoV-2 alin no estan
claros debido a la superposicién algunos de estos (Nakagawa & Miyazawa, 2020).
Figura 1

Composicién y organizacion del ARN gendmico del virus SARS-CoV-2

0kb ~30kb
1 |
’ ORFlab ORF3 M ORF7aORFS8 ,
- — A .
4 / /

Por otro lado, los primeros estudios epidemioldgicos rastrearon el virus hasta el mercado
de mariscos de Wuhan, China, pero la hip6tesis que planteaba que este lugar fue la primera fuente
de transmision se descartd, ya que las muestras recolectadas en el mercado mostraron a un virus
totalmente adaptado a células humanas (Wacharapluesadee et al., 2021). Una segunda hipdtesis
plantea que el virus tiene un origen animal y que el RDB es resultado de la seleccién natural, esta
hipétesis se basa en el porcentaje de identidad que tiene el virus con un grupo de virus encontrados

en murciélagos, como se mencioné anteriormente (F. Wu et al., 2020; Zhou et al., 2020). Sin
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embargo, ninguno de estos virus es suficientemente similar para ser un predecesor directo, por lo
que se sugiere que hay un hospedero intermedio entre murciélagos y humanos (Andersen et al.,
2020). Este hospedero intermedio seria, segun esta hipdtesis, el pangolin Manis javanica, ya que
algunos coronavirus encontrados en este muestran similitud con el RBD de SARS-CoV-2 (Zhang
et al., 2020).

Por otro lado, Sirotkin y Sirotkin en 2020, manifiestan que no se puede descartar la idea
que el virus se originara en un laboratorio de virologia que hiciera experimentos con coronavirus,
esta hipotesis se basa en que la insercion del RBD del pangolin pudo ser resultado de experimentos
de mutagénesis hechos en laboratorios y que los investigadores se pudieron infectar
accidentalmente (Sirotkin & Sirotkin, 2020). Adicionalmente, explican que, con la tecnologia
actual, la manipulacién del virus pudo haberse hecho desde cualquier laboratorio del mundo que
tenga las condiciones (Segreto & Deigin, 2021; Sirotkin & Sirotkin, 2020).

Durante el afio 2020, los gobiernos tomaron medidas de prevencion para mitigar la
propagacion de la pandemia, siendo las estrategias mas exitosas: el aislamiento preventivo de las
personas sanas, el diagndstico y posterior aislamiento de las personas con sintomas (Bachelet,
2020).

Las principales pruebas diagnésticas de COVID-19 se pueden dividir entre:

v" Prueba seroldgica, que evalla el estado inmunoldgico del paciente a través de las
proteinas de respuesta IgG/IgM, distinguen las infecciones pasadas en el paciente
debidas a SARS-CoV-2 y determina la exposicion viral de la poblacion
(Umakanthan et al., 2021; Weissleder et al., 2020).

v Prueba de antigeno, que sondea las proteinas de la nucleocapside y la proteina

espiga del virus mediante pruebas de flujo lateral o Ensayo Inmunoabsorbente
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Ligado a Enzimas (ELISA), a través de muestras nasofaringeas tomadas con
hisopos (Umakanthan et al., 2021; Weissleder et al., 2020).

v" Prueba de &cidos nucleicos o prueba diagnostica de RT-PCR en tiempo real de uno
0 dos pasos, en la que a partir de muestras nasofaringeas, orofaringeas o nasales
tomadas por medio de un frotis con hisopo, se transcribe el ARN viral a ADN
complementario (ADNCc) y posteriormente se amplifica por la RT-PCR y con ellos
se logra hacer una deteccion cualitativa de los &cidos nucleicos del virus (CDC,
2020; Weissleder et al., 2020).

Todas estas pruebas deben ser precisas, ya que, si se da un diagnostico negativo a un
paciente infectado, este podria generar una nueva ola de infeccion. La precision de una prueba
diagndstica se determina por su sensibilidad, especificidad y valor predictivo, es decir, evita
resultados falsos negativos y falsos positivos (Weissleder et al., 2020). En cuanto a las pruebas
seroldgicas no hay suficiente evidencia de su precision que respalde su uso (Bastos et al., 2020).
Por otro lado, la sensibilidad de las pruebas de anticuerpos depende del momento en que se tome
la muestra, ya que esta serd baja los primeros dias de infeccién, sin embargo, son Utiles para
identificar infecciones previas y sirven como complemento a las pruebas de RT-PCR en tiempo
real, las cuales son las méas utilizadas a nivel mundial y han demostrado ser las mas precisas,
siempre y cuando se utilice el esputo como tipo de muestra para realizar la prueba (Boger et al.,
2021; Deeks et al., 2020; Weissleder et al., 2020). A pesar de esto, también se ha demostrado que
las pruebas de RT-PCR en tiempo real presentan un rango entre 2% y 29% de resultados falsos
negativos y se considera que los posibles factores causantes de estos resultados son la calidad de

la muestra, el tiempo que lleva el paciente presentando los sintomas o las mutaciones del virus que
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afectan la prueba (Arevalo-Rodriguez et al., 2020; Gilchrist et al., 2015; Watson et al., 2020;
Woloshin et al., 2020)

Considerando que, en los centros de salud autorizados para realizar los protocolos, se
siguen correctamente las indicaciones de los procedimientos oficiales para la realizacion de los
diagndsticos en pacientes y el origen bioldgico de la muestra es el autorizado, la opcion mas
probable que puede afectar los resultados de la prueba es la alta tasa mutacional que presenta el
virus, ya que los cebadores que se utilizan en esta fueron desarrollados con base en las primeras
cepas reportadas en China y los cambios que ha presentado el genoma del virus podrian afectar la
especificidad de estos (Shen et al., 2020). Ademas, estas mutaciones no solo afectan el diagnostico
sino que pueden variar la virulencia y transmisibilidad del virus (Shen etal., 2020). Por esto, para
la identificacion de las mutaciones y el estudio de la evolucion viral es fundamental que
periddicamente se realicen secuenciaciones genémicas del virus, especialmente en los pacientes
que presentan los sintomas de COVID-19 pero que la prueba de diagnéstico por RT-PCR
presentara un resultado negativo (Phan, 2020).

El estudio de la evolucion viral necesita el estado genémico actual del virus, por
consiguiente, la secuenciacion debe ser rapida y directamente de la muestra tomada de los
pacientes, mas no de cultivos de poblaciones virales aisladas de lineas celulares infectadas, para
evitar sesgos al identificar variantes no naturales del virus ocasionadas por las condiciones
controladas del laboratorio (Chiara et al., 2020). Ademas, la secuenciacion del genoma facilita la
identificacion rapida y precisa de los factores de virulencia del patdgeno, infiere la dinamica
epidemioldgica, permite la deteccion y el mapeo de los brotes ocasionados por el virus (Gilchrist

et al., 2015; Grubaugh et al., 2019).
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Conforme a lo anterior, alrededor del mundo se empez6 a tomar la iniciativa para
secuenciar genomas de SARS-CoV-2 con el fin de caracterizar su componente genético (Alvarez
et al., 2020). Particularmente en Colombia, se incentivo la investigacién cientifica en torno a la
pandemia como estrategia para buscar soluciones que permitieran afrontarlo y fortalecer los
sistemas de alerta temprana ante emergencias de salud publica (Alvarez et al., 2020; Eduardo Rojas
Pineda, 2020). Ademas, surgid la iniciativa global de compartir los datos obtenidos en bases de
datos como GISAID (Global Initiative on Sharing All Influenza Data) (Shu & McCauley, 2017)y
GenBank del NCBI (National Center for Biotechnology Information) (Sayers et al., 2019), de esta
manera, se empezaron a caracterizar las diferentes cepas y se evidenciaron los cambios en el
genoma del virus con tecnologias desarrolladas a partir de la secuenciacion de nueva generacion
(NGS) (Alvarez et al., 2020). Lo anterior, ha permitido el incremento del conocimiento gendémico
del virus en aspectos importantes como su tasa de mutacién estimada, su proporcion nucleotidica
y la asignacion de linajes a cada cepa mediante las mutaciones presentes en el genoma de SARS-
CoV-2 (Candido et al., 2020; Hou, 2020).

Sin embargo, la complejidad de la secuenciacion completa del genoma de SARS-CoV-2
se ve reflejada en las secuencias gendmicas reportadas en las bases de datos, ya que muchas de
estas muestran regiones incompletas o grandes cantidades de gaps en los marcos abiertos de lectura
(ORF) de los genes que hacen inconclusa la traduccion del ARN mensajero (ARNm). Por
consiguiente, se plantea como solucion para el mejoramiento de la calidad de la secuenciacion
considerar aspectos fisicoquimicos y organizacion del genoma del virus implementando la
Tecnologia Gendmica UIS (Mejia-Ospino et al., 2021), la cual tiene capacidad de generar mezclas
quimicas para la amplificacion y secuenciacion de polimeros de acidos nucleicos de genomas en

proporciones extremas de nucleotidos.
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En esta pasantia, se contribuye al proceso de secuenciacion genémica del virus SARS-
CoV-2 mediante el disefio de los protocolos de sintesis de ADN complementario (ADNCc) y de
secuenciacion gendémica fundamentados en la tecnologia genomica UIS (Mejia-Ospino et al.,
2021), que se implementaron para establecer las secuencias genémicas de SARS-CoV-2 de
pacientes de Santander, Colombia en el proyecto titulado: “Contribucion al protocolo de
diagndstico del Coronavirus COVID-19y del virus de Influenza A (H1N1) por RT-PCR en tiempo
real de un paso autorizado por la Organizacion Mundial de la Salud con inclusion de genes
marcadores requeridos para la infeccion viral y su validacion por secuenciacion genémica de nueva
generacion” presentado por el Grupo de Investigacion de Computo Avanzado y a Gran Escala
(CAGE) de la Universidad Industrial de Santander y financiado por el Ministerio de Ciencia,

Tecnologia e Innovacion mediante la Mincienciaton (Eduardo Rojas Pineda, 2020).
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1. Objetivos

1.1 Objetivo de la pasantia

Contribuir al disefio del protocolo de secuenciacion del genoma del nuevo
coronavirus SARS-CoV-2 con la tecnologia genémica UIS.
1.2 Objetivo general

Elaborar un protocolo para la secuenciacion del genoma completo del coronavirus SARS-
CoV-2 implementando la tecnologia genémica UIS.
1.3 Objetivos especificos

Disefiar oligonucle6tidos para la amplificacion del genoma completo del virus SARS-CoV-
2, en funcion de la tecnologia gendémica UIS.

Determinar las condiciones para la sintesis de ADN complementario del genoma completo
del virus SARS-CoV-2, en funcion de la tecnologia genémica UIS.

Establecer las condiciones para la secuenciacién del genoma completo del virus SARS-

CoV-2, con la secuenciacion lon Torrent, en funcion de la tecnologia gendémica UIS.
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2. Competencias adquiridas

2.1 Competencias cognitivas

Analiza secuencias consenso de genomas virales para disefiar oligonucle6tidos de RT-
PCR.

Identifica secuencias de genomas virales para el disefio de oligonucle6tidos.

Formula condiciones de reaccion para la sintesis de ADN complementario.

Elabora procedimientos y condiciones de secuenciacion gendémica lon Torrent para obtener
genomas en funcion de la tecnologia UIS.
2.2 Competencias actitudinales

Participa en proyectos de prioridad nacional para contribuir a la solucion de problemas de
principal interés nacional y relevancia a nivel mundial.

Colabora en un grupo de investigacién para desarrollar propuestas de innovacion.

Desarrolla actitudes éticas y bioéticas para la generacion de resultados cientificos.
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3. Metodologia

3.1 Identificacion de la composicién nucleotidica, sitios de poliadenilacion y traduccion de
genes de SARS-CoV-2

A partir de las secuencias del genoma de SARS-CoV-2 reportadas en las bases de datos
GenBank del NCBI (Sayers et al., 2019) y GISAID (Shu & McCauley, 2017), el grupo de
investigacion generd una secuencia consenso por mes de cada base de datos a partir de enero de
2020. Entre los parametros para la seleccion de secuencias se encontraba el de descartar secuencias
incompletas o con nucleotidos no determinados para evitar sesgos en los consensos, esto se realizo
con la aplicacion web prototipo Sequence Manager, que continta en desarrollo por el grupo de
investigacion del proyecto. Ademas, las posiciones con dos 0 mas opciones nucleotidicas en cada
secuencia consenso fueron indicadas con el codigo IUPAC (Dixon et al., 1986) en el programa
BioEdit (version 7.2.5) (Hall, 1999) con un umbral de frecuencia de 100 y con la inclusién de gaps.
Finalmente, se utilizaron los recursos de HPC de SC3UIS para alinear las secuencias, esto se

realiz6 mes a mes empleando el software MAFFT (https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/) con

los parametros correspondientes al Modelo de Pérdida de ADN (Martinez-Pérez et al., 2007).
Para este estudio se escogid el alineamiento de la base de datos GISAID, ya que presentd
mayor numero de genomas reportados a nivel mundial. Posteriormente, a partir de las secuencias
consenso del mes de enero hasta el mes de octubre, se analizd la composicién nucleotidica del
genoma y se identificaron los posibles sitios de poliadenilacion de este, utilizando las secuencias
TGTAA, reportada como sitio canonico de poliadenilacion para algas (Ji et al., 2015), como

secuencia control y la secuencia AATAAA correspondiente a sitio candnico de poliadenilacion
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para mamiferos (Sun et al., 2020); estos andlisis se realizaron con la aplicacion web prototipo
Sequence Manager.

A partir de cada secuencia consenso se realizo la identificacion de la posicion del codon de
inicio de la traduccion en el extremo 5'y el codon de paro en el extremo 3' de los genes: S, ORF3a,
E, M, ORF6, ORF8, ORF7b y N, de acuerdo con lo reportado en el genoma de referencia con
numero de acceso MT844089 de la base de datos del GenBank. Ademas, para los genes ORF1lab,
ORF7ay ORF10 se realiz6 con la Herramienta Bésica de Busqueda de Alineacion Local (BLAST)
(Boratyn et al., 2013) y se identificaron las posiciones nucleotidicas de acuerdo con el genoma de
referencia de la base de datos GenBank con nimero de acceso MW292665 para el gen ORFlab y
MW349178 para los genes ORF7ab y ORF10.

Finalmente, para analizar los cambios aminoacidicos generados por las mutaciones en una
posicion de un coddn con respecto a los genes del primer genoma consenso, se compararon los
genes de enero de 2020, con respecto a los de octubre del mismo afio. Para esto, se eliminaron los
gaps presentes en cada gen y se realiz6 una comparacion de la traduccion conceptual de cada gen
del consenso generado a partir de la base de datos GISAID con el programa Degenerate Codons
(version 1.0), desarrollado previamente por el grupo de investigacion.

Para acceder a la plataforma Sequence Manager o al programa Degenerate Codons se debe
solicitar la autorizacion correspondiente al director del grupo CAGE de la Universidad Industrial
de Santander, Colombia.

3.2 Disefio de cebadores

A partir de las secuencias consenso mensuales del genoma de SARS-CoV-2 de enero a

mayo de 2020, se identificaron las regiones variables, es decir, las que presentaban mayores

cambios nucleotidicos y las regiones mas conservadas. De igual forma, se establecieron aquellos
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sitios con menor numero de mutaciones en cada coddn, los cuales fueron consideradas como
regiones minoritarias. A partir de esta delimitacion y siguiendo los principios propuestos por
Roche, (2006), para el disefio de los cebadores se escogieron secuencias sentido y anti-sentido de
un tamafio de 20 a 30 nucleotidos. Para su seleccion, estos debian presentar las siguientes
caracteristicas: contenido de G/C variante entre el 40% y el 60%, tener una distribucion
homogénea de dominios A/T y G/C y una temperatura de fusion (Tm) entre 55° y 65° C, no ser
complementarios entre si en sus extremos 3, ademas, no ser autocomplementarios en otras
regiones y permitir la formacion de estructuras secundarias que pudieran favorecer el disefio de
sondas tipo escorpion.

Las caracteristicas fisicoquimicas de los cebadores se determinaron con la herramienta
OligoAnalyzer Tool (Owczarzy et al., 2008), la concentracion de Cloruro de Magnesio (MgCl.)
se determind de acuerdo con la concentracion de la ADN polimerasas que se emplearon en las
reacciones de PCR y RT-PCR de todo el proceso. La estructura secundaria de cada cebador para
la formacién de estructura de tipo escorpién se determind con la plataforma RNAstructure
(Bellaousov et al., 2013). En caso de que la regidn seleccionada tuviese una temperatura media de
fusion menor a 60°C, se disefid un polilinker rico en G-C que sirviese como adaptador para obtener
los amplicones deseados. Los mapas de restriccion de los polilinker se generaron con el programa
Rebase de New England BioLabs (Roberts et al., 2010) y sus caracteristicas fisicoquimicas como
cebador se indicaron como se menciono anteriormente.

3.3 Formulacion de la sintesis de ADN complementario (ADNCc)

La formulacion de la sintesis de ADN complementario (ADNc) de SARS-CoV-2, se realizd

con base en las caracteristicas bioinformaticas de su genoma y se sustentd en la enzima

transcriptasa reversa SuperScript 1V de Invitrogen (Pub. No. MANO0013442), ademés de las
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enzimas que incluyen las mezclas disefiadas con base en la tecnologia genémica UIS (Barrios
Hernandez et al., 2018). Las concentraciones de los cebadores, agentes desnaturalizantes y de
nucleotidos se disefiaron para obtener el ADNc de aproximadamente 30 kb que correspondiese al
genoma completo de SARS-CoV-2 y otras para la produccion de amplicones de 10kb y 20kb. Las
mezclas incluyeron un coctel de RNasas para la eliminacion del RNA mensajero (ARNm) molde
del genoma del SARS-CoV-2 y la eliminacion del ARN total de la muestra. Finalmente, para la
purificacion del ADNCc, el protocolo incluyé los pasos a seguir del protocolo de purificacion de
ADN/ARN a partir de perlas magnéticas propuesto por PureDirex (Cat.No. PDM04-0100), asi
mismo se agrego la reaccion de RT-PCR para la amplificacion del ADNc y su reamplificacion por
medio de los adaptadores con las mezclas de ADN polimerasas de la tecnologia genémica UIS.

La validacidn experimental de este protocolo fue realizada por el bidlogo contratado como
profesional técnico por el proyecto, capacitado para manipular muestras del virus y autorizado a
ingresar al Laboratorio Central de Investigaciones de la Facultad de Salud de la Universidad
Industrial de Santander (LCI-FS-UIS). Ademas de implementar el protocolo, verificd la sintesis
de ADNCc con la determinacion de la concentracion por espectrofotometria y la integridad del
ADNCc por electroforesis en gel no desnaturalizante. Los ADNCc se enviaron a ser secuenciados por
la Unidad de Secuenciacion GENECORE de la Universidad de los Andes en Bogota.
3.4 Amplificacion de libreria y protocolo de secuenciacion genémica de SARS-CoV-2

El protocolo de secuenciacion gendmica de SARS-CoV-2 se realizd con base en el
protocolo de generacion de bibliotecas genomicas de la tecnologia lon Torrent (Damerla et al.,
2014), al incluir las mezclas COL-UIS y COL-UIS-dNTPs propuestas por la tecnologia genémica

UIS en los items donde se incluye la polimerizacion de &cidos nucleicos que realiza el equipo
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automatizado de los protocolos “Ion AmpliSeq™ Library Preparation on the lon Chef™ System”

y “Ion 520™ & lon 530™ Kit — OT2”.

4, Resultados

4.1 Composicion nucleotidica y sitios de poliadenilacion del genoma de SARSCoV-2

El analisis de las secuencias consenso mensuales del genoma de SARS-CoV-2 mostrd un
genoma mayoritariamente rico en AT (Tabla 1), con una proporcion promedio aproximada de

70:30. También, se evidencia que la proporcion de dinucle6tidos GC en octubre presento6 el menor

valor, el descenso de esta proporcion no es constante y se ve reflejado principalmente en C.

Tabla 1l
Composicién nucleotidica de los genomas consenso mensuales de SARS-CoV-2
A T C G AT GC

Enero 29.3% 33.0% 17.8% 19.5% 63,2% 37.3%
Febrero 29.3% 33.4% 17.3% 19.4% 62,7% 36.8%
Marzo 25.7% 44.3% 10.9% 18.8% 69,9% 29.8%
Abril 25,3% 44.9% 10.7% 18.8% 70.2% 29.5%
Mayo 26,5% 41.6% 12.4% 18.6% 68.1% 30.9%
Junio 25,7% 43.9% 11.3% 18.5% 69.7% 29.8%
Julio 26,7% 41.8% 12.0% 18.5% 68.5% 30.5%
Agosto 27,1% 41.9% 12.1% 18.0% 68.9% 30.0%
Septiembre 28,0% 39.3% 13.5% 18.1% 67.3% 31.7%
Octubre 25,5% 44.4% 10.6% 18.4% 69.9% 29.1%

Nota: los valores de las columnas AT y GC son la suma de las columnas A + Ty G + C, respectivamente, mas el
porcentaje de aparicion respectivo de cada letra en las posiciones con dos 0 mas opciones nucleotidicas.

En cuanto a los posibles sitios de poliadenilacion con la secuencia AATAAA

correspondiente a sitios canonicos en mamiferos (Sun et al., 2020), se encontraron 14 sitios en el
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genoma: 11 de estos dentro del gen ORFlab, 1 dentro del gen ORF3a, 1 dentro del gen My 1
dentro del gen ORF6. Por otro lado, la secuencia canonica control, TGTAA reportada para algas
(Ji et al., 2015), se encontrd en 39 sitios del genoma: 23 de estos dentro del gen ORF1ab, 5 dentro
del gen S, 4 dentro del gen ORF3a, 1 dentro del gen E, 1 dentro del gen N y 5 dentro en las regiones
no codificantes ubicadas antes del primer codon de inicio del primer gen y posterior al codén de
paro del dltimo gen. Ademas, se resalta que en las posiciones de la 2441 ala 2450y de la 19461 a
la 19470 hay un sobrelapamiento en la tltima base de la secuencia candnica de algas y la primera
base de la secuencia candnica para mamiferos, y desde la posicion 18064 se encuentran dos sitios
de poliadenilacién canonicos de algas seguidos (Apéndice A).

4.2 ldentificacion y traduccion de los genes de la secuencia consenso del genoma de SARS-
CoV-2

Los genes identificados en los consensos se dividen en 11 (Tabla 2), en todos los consensos
alineados la posicion del primer nucleétido y la posicion del dltimo nucleétido de cada gen
coincidieron, no obstante, en estos alineamientos se incluyeron gaps (Apéndice A). El gen de
mayor longitud identificado fue ORF1ab (21323 nucleétidos) y el de menor longitud fue ORF10
(122 nucledtidos). La ubicacion de los genes en el alineamiento de los genomas consenso se

encuentran en el apéndice A.
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Tabla 2
Posicion nucleotidica de los genes de SARS-CoV-2
GEN INICIO FIN
ORFlab 396 21717
S 21725 25560
ORF3a 25569 26405
E 26430 26657
M 26709 27377
ORF6 27388 27574
ORF7a 27581 27949
ORF7b 27946 28077
ORF8 28084 28452
N 28467 29732
ORF10 29757 29877

Nota: Los valores en la tabla se refieren a la posicion del primer nucle6tido del codon de inicio y del Gltimo nucleétido
del codon de paro de los 11 genes de SARS-CoV-2 identificados a partir de consensos mensuales del genoma.

La comparacion de las traducciones conceptuales de los genes reportados en enero contra
los genes reportados en octubre se presenta en el apéndice B, su analisis encontrd que la longitud
neta de los genes ORFl1ab, S, ORF3a y N varia, entendiéndose como longitud neta el nimero de
bases nitrogenadas sin gaps entre ellas. Lo anterior se refleja en el total de codones codificantes de
estos genes (Tabla 3), de esta manera, el gen ORF1ab presenta 5 codones codificantes mas en el
mes de octubre, ademas, el gen pasé de presentar 155 codones degenerados en enero a 1296 en
octubre. Estos codones se encuentran a lo largo de todo el gen y su degeneracion se ve reflejada
en la traduccién conceptual del gen, en la cual la mayoria de los codones degenerados tienen de 2
a 4 opciones aminoacidicas para codificar y solo 8 codones en todo el gen tienen 6. Ademas, dentro

del gen hay 6 codones que podrian codificar una sefial de paro cortando la traduccion del gen.
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Los genes S, ORF3a y N presentan un codén de més en el mes de octubre. Para el caso del
gen S hay un aumento de 212 codones degenerados, los cuales se encuentran a lo largo del gen y
tienen de 2 a 4 posibilidades aminoacidicas, con la excepcion de 4 codones que presentan 6
posibilidades. Por su parte, el gen ORF3a, presenta codones degenerados a lo largo de todo el gen,
aumentando la cantidad de estos de enero a octubre con una diferencia de 116 codones degenerados
de méas. A pesar de ser un gen corto en comparacion con los anteriores, los codones degenerados
presentan de 2 a 6 posibilidades de aminoacidos para codificar. Finalmente, el gen N paso de tener
11 codones degenerados en enero, todos presentando posibilidad de codificar solo 2 aminoécidos,
a presentar 152 en octubre, la mayoria presentando posibilidad de codificar de 4 a 6 aminoacidos;
dentro de estos codones a lo largo del gen, 5 presentaron posibilidad de codificar para una sefial
de paro antes del codén de paro tedrico del gen, no obstante, el codon de paro del gen también se
encontrd degenerado con dos posibilidades de traduccion en las cuales ambas codifican una sefial
de paro.

Los deméas genes conservaron la misma longitud en enero y octubre, sin embargo, la
cantidad de codones degenerados en los dos meses cambi6. EI gen ORF6 present6 62 codones en
los dos meses, de los cuales solo se encontrd6 un codén degenerado en el mes de enero,
especificamente el octavo codon. Por otro lado, en el mes de octubre 14 codones se encontraron
degenerados, las opciones aminoacidicas de estos van de 2 a 6. Finalmente, entre los codones
degenerados en octubre, no se encontro el octavo coddn que estaba degenerado en el mes enero.

El gen M de 223 codones paso de tener 7 codones degenerados en enero a tener 39 en
octubre, la mayoria de estos con posibilidad de codificar para dos aminoacidos. Por otra parte, el

gen E presento 76 codones, de los cuales 3 se encontraban degenerados en enero con la posibilidad
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de codificar para dos amino&cidos y en octubre los codones degenerados aumentaron a 14, pero
solo uno de estos presento la posibilidad de codificar para méas de 2 amino&cidos.

En relacion con los genes ORF7 ay b, se presentaron por separado ya que fueron los Gnicos
que se encontraron superpuestos. El analisis separado de la traduccion conceptual de cada gen
mostro que el gen ORF7a tiene una diferencia de 50 codones degenerados desde enero a octubre,
ademas, dentro del gen se encontraron 3 codones con la posibilidad de codificar para un codon de
paro. Sin embargo, el codon de paro tedrico del gen también se encontr6 degenerado, dejando la
posibilidad de no codificar para un coddn de paro sino para una Leucina, lo que significaria que el
marco de lectura de este gen se podria correr incluyendo en su trascripcion a los codones
pertenecientes al gen ORF7b. Por otra parte, el gen ORF7b se encuentra superpuesto 4 codones
sobre el final del marco de lectura del gen ORF7a. Este gen present6 44 codones de los cuales 18
estaban degenerados en octubre, dejando 5 posibilidades de que codifiquen para codén de paro
antes del coddn de paro tedrico del gen.

El gen ORF8 present6 una longitud de 366 bases, es decir 122 codones, de los cuales en
enero 6 de estos se encontraban degenerados mientras que en octubre se presentaron 52, de los
cuales 9 presentaban posibilidad de codificar para codén de paro. Finalmente, el gen ORF 10, con
una longitud de 117 bases, traducidas en 39 codones, present6 3 de estos mutados para el mes de
enero mientras que en octubre ya present6 9, entre estos el codon de inicio presenta una mutacion

en la cual produce Isoleucina en vez de Metionina.
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Tabla 3

Comparacion de numero de codones degenerados en enero y octubre de los genes de SARS-CoV-
2

Numero de codones degenerados

Nombre del gen Numero de codones totales del Enero Octubre
gen
ORF1lab 7.094/7.099 * 155 1296
S 1.274/1.275* 25 237
ORF3a 276 /277 * 13 129
E 76 3 14
M 233 7 39
ORF6 105 1 24
ORF7a 122 5 55
ORF7b 44 0 18
ORF 8 122 6 52
N 420/ 421 * 11 152
ORF10 39 3 9

Nota: NUumero de codones totales y nimero de codones degenerados de cada gen identificado en las secuencias
consenso de enero y octubre del genoma de SARS-CoV-2.
* NUmero de codones totales en enero/octubre

4.3 Implementacién de protocolo de sintesis de ADNc y cebadores
4.3.1 Cebadores

En total 8 cebadores fueron disefiados para la amplificacion del genoma de SARS-CoV-2
(Tabla 4), 5 de ellos corresponden a cebadores antisentido ubicados a 10 kb, 20 kb y 3 a 30 kb rio
arriba del extremo 3' UTR. Los 3 restantes corresponden a cebadores en direccion sentido,
ubicados posiciones antes del inicio del primer gen ORF1ab (Apéndice A). Cada cebador se disefid

considerando una concentracion de 1mM de MgCl> como cofactor de la mezcla de ADN
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polimerasas termoestables utilizada y la temperatura media de punto de fusién de cada uno se

encuentra en un rango de 73.4°a 78.4°C, para evitar la generacion de amplificaciones inespecificas.

Tabla 4

Cebadores disefiados para la amplificacion del genoma de SARS-CoV-2
Nombre Tamarno Secuencia de cebador mas polilinker* Tm**
FWO01COVID19 41 5’GGATCCCGGGATATCCGCACATGTCGTTGACAGGACACGAG 3’ 75.6°C
FW02COVID19 41 5’GGATCCCGGGATATCCGCACACGATCATCAGYACATCTAGG 3’ 73.4°C
FW03COVID19 41 5’GGATCCCGGGATATCCGCACATGTGACCGAAAGGTAAGATG 3’ 73.4°C
RV10kCOVID19 41 3’GTGGTGTTTGGAGATAGTGGGCCGGTACCTTAAGCGCTGGC 5’ 76.4°C
RV20kCOVID19 43 3’CCATCTCAACTACCAGTTCATCGCCGGTACCTTAAGCGCTGGCS' 75.7°C
RV30kBCOVID19 41 3’CTCGGTGGTGTAAAAGTGGCGCCGGTACCTTAAGCGCTGGC 5° 78.4°C
RV30kACOVID19 41 3’GTCACACATTGTAATCCCTCCGCCGGTACCTTAAGCGCTGGC 5° 76.2°C
RV30kAbCOVID19 41 3’CGACGGATATACCTTCTCGGGCCGGTACCTTAAGCGCTGGC 5° 76.2°C

Nota: Cebadores en direccién sentido: Fw= Forward; 01, 02 o 03= Posicidn rio abajo en regién 5' no traducida;
COVID19= nombre de SARS-CoV-2. Cebadores en direccién antisentido: Rv= Reverse, 10k, 20k, 30Ak o 30Bk =
Pares de bases de ADNc; A, B 0 Ab= Posicion rio arriba en extremo 3' UTR. COVID19= nombre de SARS-CoV-2.
*La secuencia polilinker se encuentra resaltada en negrita.

** Temperatura media de fusion.

Por las caracteristicas nucleotidicas encontradas en el andlisis del genoma, a cada cebador
se le agregd un polilinker rico en G-C con secuencias ricas en sitios de restriccion utilizadas en la
clonacion con plasmidos o bacteriéfagos como EcoRI o Xmal (Figura 2). De esta manera, en las
secuencias sentido de los cebadores se incluyo en el extremo 5° la secuencia GATCCC rica en
sitios de restriccion y en los cebadores antisentido los sitios de restriccion se encuentran repartidos
en toda la secuencia (Figura 2). Los polilinker agregados sirven para generar una clonacién tipo
RACE 5’ 0 3’ de los amplicones, ademas, si el usuario lo requiere también sirven para realizar una

segunda PCR o PCR anidada. Todos ellos, tienen una Tm entre 60° y 65°C.
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Figura 2

Mapa de restriccion de los polilinker afiadidos a los cebadores
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Nota: A. polilinker afiadidos a los cebadores en direccion sentido y B. polilinker afiadidos a los cebadores en
direccion antisentido, disefiados para amplificar el genoma de SARS-CoV-2.
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4.3.2 Protocolo de sintesis de ADNc

Los procedimientos explicados en el protocolo para la sintesis de ADNc (Apéndice C) se
destacan por la adicion de sustancias quimicas y oligonucleétidos disefiados con base en la
tecnologia gendmica UIS y caracteristicas nucleotidicas del genoma de SARS-CoV-2. El objetivo
principal es la generacion de ADNc de SARS-CoV-2, a partir de ARN total obtenido de muestras
de pacientes clinicamente diagnosticados con COVID-19 y su amplificacion por RT-PCR.

El protocolo consta de 4 etapas (Figura 3): (1) sintesis de ADN, (2) degradacién de ARN
y purificacion de ADNc con perlas magnéticas, (3) generacién de doble cadena de ADNc y

purificacion de ADNc con perlas magnéticas y (4) amplificacion de ADNc.
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Figura 3

Flujo de trabajo del protocolo de sintesis de ADNc del genoma del virus SARS-CoV-2
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En las dos primeras etapas se desarrollan los pasos para la sintesis y purificacion de ADNc
del genoma de SARS-CoV-2, en las primeras mezclas se agregan los cebadores disefiados
previamente, la enzima SuperScript IV, més cualquiera de las sustancias denominadas COL-UIS-
dNTPs o COL-UIS, segun el criterio del usuario, que favorecen la sintesis del ADNCc.
Posteriormente, luego de la formacion del hibrido ARN-ADNCc, comienza la segunda etapa donde
se realiza un cdctel de RNasas para la degradacion del ARN total y el ARN del hibrido de ARN-
ADNCc. Ademas, se realiza la purificacion del ADNc siguiendo los pasos del protocolo de
purificacion de ARN/ADN con perlas magnéticas propuesto por PureDirex. Finalmente, en la
tercera y cuarta etapa, se genera la doble cadena de ADNc y se amplifica, para esto se realizan dos
PCR con el ADNc generado en las fases uno y dos, mas una mezcla con amortiguadores de alta
fidelidad, MgCl. cebadores disefiados anteriormente y amortiguador COL-UIS o COL-UIS-
dNTPs. Finalmente, para la purificacion con perlas magnéticas se siguen los pasos del protocolo
de purificacién de purificacion de ARN/ADN con perlas magnéticas propuesto por PureDirex.

Debido a que el protocolo actualmente se encuentra protegido como secreto industrial por
la direccion de propiedad intelectual de la vicerrectoria de investigacion y extension de la
Universidad Industrial de Santander, se debe realizar la respectiva solicitud para tener acceso a
todos los detalles para su ejecucion.

4.3.3 Implementacion de protocolo de sintesis de ADNc y cebadores

Los resultados de la implementacion del protocolo de ADNCc utilizando el cebador
FWO01COVID19, en dos muestras de pacientes positivos para COVID-19 proporcionados el
técnico de laboratorio del proyecto se observan en la tabla 5, en la cual se comparan las
concentraciones promedio de acidos nucleicos de dos muestras antes y después de ser purificados

con perlas magnéticas luego de cada tratamiento aplicado. El protocolo comercial hace referencia
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a una mezcla con la misma proporcion de nucledtidos, por otra parte, COL-UIS y dNTPs hacen
referencia a las mezclas para tratamiento nucleotidico COL-UIS y COL-UIS-dNTPs,
respectivamente, ambas basadas en la tecnologia genémica UIS.

Es de resaltar que, en la muestra CO-010 la concentracion de ADNc antes y después de la
purificacion fue mayor con el tratamiento de dNTPs. Por otro lado, con la muestra CO-036 la
concentracion de ADNc antes de la purificacion fue mayor con dNTPs, sin embargo, luego de la
purificacion el protocolo comercial presentd mayor concentracion (Tabla 5). Por otro lado, la
implementacién de los cebadores RV30kAbCOVID19 y RV30kBCOVID19 no generd resultados.

Tabla 5

Concentraciones de ADNc antes y después de la purificacion con perlas magnéticas

Concentracion de acidos nucleicos

Antes de la Después de la
Muestra Tratamiento
purificacion (ng/pl) purificacion (ng/ul)
Comercial 800.2 83.3
CO-010 COL-UIS 552.5 78.7
dNTPs 1529.2 107.1
Comercial 503 71.53
CO0-036 COL-UIS 390.9 42.4
dNTPs 918.8 69.9

Nota: Los valores de concentracion presentados son el resultado del promedio de 3 ensayos por cada tratamiento en
cada muestra. CO: Colombia, 010 y 036: No. de la muestra.

Ademas de la validacion de las concentraciones de ADNCc de las dos muestras, también fue
proporcionado el resultado de una electroforesis en gel de agarosa al 1% de las concentraciones de

ADNCc de cadena sencilla obtenido en las dos primeras etapas del protocolo de sintesis de ADNc
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aplicando los tratamientos: comercial, ANTPs y COL-UIS aplicados a cada muestra (Figura 4).
Las bandas se encuentran entre 23,1 kb y 29 kb. En la muestra CO-010 el patrén de migracion de
las bandas fue mayor para el tratamiento comercial, luego para COL-UIS y por ultimo para dNTPs.
En cuanto a la muestra CO-036 la banda con mayor migracion fue la de dNTPs, luego la de COL-
UIS y por ultimo la comercial.

Figura 4

Gel de agarosa no desnaturalizante al 1% con las concentraciones de ADNc de cadena sencilla
purificado

l CO-010 | CO-036 |

A-HindIII COL-UIS| dNTPs | COM |JCOL-UIS| dNTPs

23130 ~29000
9416
6557

4361

2322
2027

564

125

Nota: A-HINDIII= marcador utilizado, COM= tratamiento comercial, COL-UIS= tratamiento con la mezcla COL-
UIS, dNTPs= tratamiento con la mezcla de dNTPs, CO= Colombia, 036 y 010= No. De la muestra.
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4.4 Protocolo de secuenciacion gendmica de SARS-CoV-2

El protocolo con las modificaciones de los manuales empleados se encuentra adjunto en el
apéndice C. De esta manera, en el manual “Ion AmpliSeq™ Library Preparation on the lon Chef™
System” se modifico el item de dilucion de las muestras de ADN ubicado en la pagina 17 del
manual, al agregar las sustancias disefiadas con base en la tecnologia gendmica UIS. Ademas, en
el manual “Ion 520™ & lon 530™ Kit — OT2”, se modifico el item 2 de la preparacion de la
solucién amplificadora localizada en la pagina 36, en donde se rest6 el volumen de los
componentes correspondientes a sustancias quimicas disefiadas a partir de la tecnologia gendmica
UIS a la cantidad final de agua libre de nucleasas y asi, mantener el volumen final solicitado por
el proceso. De igual manera, en la mezcla de enzimas del item 4 se incluyeron mezclas disefiadas
con la tecnologia genémica UIS.

La secuenciacion de la secuenciacion gendmica de SARS-CoV-2 a partir de ADNc
extraido utilizando el protocolo expuesto en este proyecto se encuentra en proceso de validacion
por la unidad de secuenciacion GENECORE de la Universidad de los Andes de Bogotd, sin
embargo, por normatividad de la compafiia contratada y la normatividad de la compafiia lon
Torrent fabricante de los equipos necesarios para la implementacion, el protocolo de secuenciacion
aqui expuesto no se pudo implementar. Los resultados de los genomas que proporcione
GENECORE se mantendran confidenciales hasta que sean autorizados por la direcciéon del

proyecto y la Vicerrectoria de Investigacion y Extension de la UIS para su publicacion.
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5. Discusion

El andlisis del genoma de SARS-CoV-2 mostro, en su composicién nucleotidica, un
genoma rico en AT en todas las secuencias consenso estudiadas, solo los porcentajes de GC
encontrados en las secuencias consenso de enero y febrero estan dentro del rango de 32% a 43%
que es considerado normal para los coronavirus (Cui et al., 2019), de marzo a octubre los
porcentajes de GC estan por debajo de este rango, en especial octubre, el Gltimo mes dentro del
estudio, de la misma manera las mutaciones en los codones aumentaron en octubre (Apéndice A)
y el aumento de AT (Tabla 1), es un reflejo de las variaciones en las posiciones mutadas que tienen
opcion de presentar mas de dos nucledtidos indicando una preferencia de mutacién hacia Ao T.
Estos datos coinciden con otros estudios del genoma que sugieren que los nucleétidos Gy C
ubicados en cualquiera de las 3 posiciones de un codéon mutan a A o T (Hosseini Rad SM &
McLellan, 2020; Y. Wang et al., 2020).

El analisis de los sitios de poliadenilacion, mostré que el sitio de control negativo TGTAA,
reportado para algas (Ji et al., 2015), se encuentra 36 veces en el genoma, mientras que el sitio
AATAAA, reportado para mamiferos (Sun et al., 2020) se encuentra 14 veces. Teniendo en cuenta
que el virus infecta en un mayor riesgo a mamiferos (Martinez-Hernandez et al., 2020), pocas son
las explicaciones que se pueden atribuir para este resultado, ademas, actualmente no existen
estudios que asocien sitios de poliadenilacion de algas y coronavirus. Sin embargo, la informacion
sobre los sitios de poliadenilacion de los coronavirus gue se tiene actualmente, ha demostrado que,
tanto en cultivos celulares como en animales, la longitud de la cola poli (A) de los coronavirus es
regulada a lo largo del ciclo de vida de estos, de esta manera en la etapa temprana de infeccion la
cola poli (A) aumenta hasta alcanzar su longitud méaxima y luego disminuye en la Gltima etapa de

infeccion (Shien et al., 2014; H.-Y. Wu et al., 2013). La eficacia de este alargamiento durante la
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infeccion depende la longitud inicial de la cola poli (A) al momento de la infeccion, ademas, esta
regulacion también favorece a la eficiencia de la traduccion viral (Peng et al., 2016; H.-Y. Wu et
al., 2013), no obstante, el mecanismo por el cual se regula la cola de poli (A) aln es incierto.

Por otro lado, se lograron identificar los 11 ORF correspondientes a los genes ORFl1ab, S,
ORF3a, E, M, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, N y ORF10 ya descritos para SARS-CoV-2 (Naqgvi
et al., 2020), siendo S, E, M y N genes codificantes para las proteinas estructurales de espiga, de
envoltura, de membrana y de la nucleocéapside, respectivamente (Fehr & Perlman, 2015), en otros
estudios se mencionan 12 marcos de lectura teniendo en cuenta que el gen ORFlab puede
considerarse como uno o dos genes dependiendo como se traduzca el marco abierto de lectura, sin
embargo siguiendo el genoma que se tomé como referencia para identificar los nucle6tidos del
gen en este estudio se presentd como uno.

Los gaps encontrados en los alineamientos de los consensos de los genomas mensuales se
presumen ser por cambios mutacionales de deleciones o inserciones en alguna de las secuencias
teniendo en cuenta que los parametros de los consensos permitian un umbral de frecuencia de 100,
es decir, cualquier cambio en alguna de las secuencias mensuales utilizadas para los consensos se
vio reflejado en el resultado de la secuencia consenso final. EI cambio en la longitud en algunos
genes en los consensos de enero y octubre también puede considerarse como resultado de pérdida
de regiones en el genoma viral como parte de su evolucién (Phan, 2020), concordando con lo
planteado en el Modelo de Pérdida de ADN (DNA-LM) (Martinez-Pérez et al., 2007), esto se
puede comprobar con la cepa encontrada en Reino Unido denominada SARS-CoV-2 VUI
202012/01, donde entra las mutaciones encontradas se reporta una supresion en el genoma

(Loconsole et al., 2021).
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La traduccion conceptual de los genes muestra un cambio en el nimero de codones
degenerados desde las primeras secuencias reportadas en enero de 2020 hasta las secuencias
reportadas en octubre del mismo afio, en todos los genes el numero de codones afectados por
mutaciones aumentaron, asi como las opciones aminoacidicas para codificar de los mismos dando
cabida a posibles cambios en la traduccidn por cada opcion aminoacidica. Sin embargo, cabe
resaltar que se presentaron casos en los que codones degenerados en enero no se encontraban
degenerados en octubre, como fue el caso del gen ORF6 donde el octavo coddn se encontraba
degenerado en enero. No obstante, en octubre no lo estaba, sino que era el séptimo codon, por lo
tanto hay que considerar entonces errores en el proceso de secuenciacion de algunas de las
secuencias utilizadas para generar los consensos (Hourdel et al., 2020).

Las consecuencias de los cambios generados en la traduccion se ven reflejadas en las
opciones que presentan los codones para codificar diferentes aminoéacidos (Apéndice B). De las
mas frecuentes entre los codones son las posibilidades de codificar para una sefial de paro dentro
del gen, lo que traeria como consecuencia la interrupcion de la traduccion de este en el caso de que
el genoma presente las mutaciones que produzcan estas sefiales, otros casos son los genes que
presentan codones degenerados con la posibilidad de codificar para metioninas dentro del gen, esto
enviaria sefiales de inicio de traduccion dentro del mismo gen. El caso del gen ORF7ab, el cual
puede codificarse como un solo gen o dos distintos dependiendo de las mutaciones que se
encuentren los codones que comparten los dos genes, es un claro ejemplo de como las mutaciones
afectan la expresion genética del virus y podrian ser una posible respuesta a como varian las
diferentes cepas a nivel mundial (S. Wu et al., 2021).

Otro resultado interesante del anélisis del genoma de SARS-CoV-2 son las mutaciones que

pareciera que asegurasen que ciertas regiones presenten una sefial debida, por ejemplo, el caso del
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gen N en donde aun cuando el ultimo coddn del gen se encuentra degenerado las dos opciones de
traduccion que tiene son sefiales de paro, de igual manera la region final del gen ORF7b la cual
presenta varias mutaciones antes del coddn de paro teorico, las opciones aminoacidicas de los
codones degenerados presentan sefiales de paro, esto pareciera que asegurase que la traduccion del
gen sea ORF7ab u ORF7b termine en esa region para que asi el ORF no se corra y no intervenga
con la sefial de coddn de inicio del siguiente gen.

Los analisis previos que se le hicieron al genoma, entre estos la identificacion de su
composicion nucleotidica fueron necesarios, fundamentales e imprescindibles para entender los
cambios que se van presentando en el virus e identificar las regiones que podrian denominarse
como conservadas, producto de la seleccion natural, con el fin de utilizarse para el disefio de los
cebadores. Ademas, estos andlisis evolutivos funcionaron para evitar el uso de las regiones con
alto nimero de mutaciones para el disefio molecular (C. Wang et al., 2020). No obstante, no todos
los cebadores disefiados funcionaron, varias de estas regiones que se creian conservadas
presentaron cambios mutacionales en los meses siguientes a los empleados para el disefio
(Apéndice A), esto reafirma la necesidad de un seguimiento de las regiones con bajo o alto cambio
mutacional en el genoma de SARS-CoV-2 para el estudio bioldgico del virus y para mejorar el
proceso de diagndstico y monitoreo clinico (C. Wang et al., 2020).

La eficiencia de los demés cebadores mas los polilinker demuestra la calidad del disefio
con relacion a los disefios de ingenieria genética aplicados, lo cual se corroboré en la
implementacion del protocolo de sintesis de ADNc donde se utiliz6 uno de ellos. Ademas, la
mezcla COL-UIS-dNTPs sustentada en la tecnologia gendmica UIS demostro aportar una mayor
versatilidad al proceso de sintesis, gracias a que los dNTPs son capaz de aportar las bases para la

construccion de la cadena de ADNc (Mejia-Ospino et al., 2021). Por otro lado, la implementacion
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del protocolo con la mezcla COL-UIS no fue tan eficiente como se esperaba, posiblemente se
necesite aumentar las concentraciones a utilizar de acuerdo con las concentraciones de ARN viral
en las muestras, el reto de lo anterior es que la cantidad de ARN viral de la muestra depende del
nivel de infeccion del paciente lo cual aun es dificil de determinar.

En cuanto a la inclusion de las mezclas COL-UIS-dNTPs y COL-UIS en los protocolos de
secuenciacion del genoma de SARS-CoV-2, se contratd a una empresa nacional que tenia la
tecnologia necesaria para la implementacion del protocolo, sin embargo, se presentd la
problematica que aun cuando la empresa lon Torrent, fabricante de los equipos necesarios para el
desarrollo del protocolo, permitieron hacer la inclusién de las mezclas en ciertas partes de los
protocolos ya establecidos por ellas (Apéndice C), se recibi6 una negativa en el uso de los equipos
para la inclusion de la tecnologia gendémica UIS en el proceso de secuenciacion, ya que por
normatividad de la empresa se perdia la garantia. No obstante, como una excepcion, se permitio la
inclusion del ADNc generado por la tecnologia gendmica UIS previo a la construccion de la
libreria, actualmente se esta en la espera de este resultado.

Los resultados de la secuenciacion seran confidenciales hasta que el Instituto Nacional de
Salud, el Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacion de Colombiay la Direccion de Propiedad

Intelectual de la Universidad Industrial de Santander, permitan su divulgacion y publicacion.
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6. Conclusiones

El disefio de los cebadores fundamentados en los criterios de la tecnologia gendmica UIS
contribuyen de manera eficaz en los procesos de sintesis ADNc para la amplificacion del genoma
de SARS-CoV-2 rico en AT.

Las condiciones determinadas en los protocolos expuestos permitieron potenciaron la
sintesis de ADNc para la secuenciacion gendmica de SARS-CoV-2, mediante la adicién de las
mezclas COL-UIS y COL-UIS-dNTPs propuestas por la tecnologia gendmica UIS.

Las condiciones establecidas con base a la tecnologia genémica UIS en el protocolo de
secuenciacion contribuyen a secuenciar el genoma completo de SARS-CoV-2 y se ajustan para ser
aplicadas con la tecnologia lon Torrent de NGS.

La secuenciacion del genoma completo del virus SARS-CoV-2 es posible al aplicar los
principios de la tecnologia gendmica UIS basada en el estudio de las condiciones fisicoquimicas
del genoma, por lo tanto, al incluirla para el disefio de los cebadores, la sintesis de ADNc y la
determinacion de las concentraciones de las mezclas COL-UIS y COL-UIS-dNTPs en los
protocolos propuestos, se favorece el proceso de secuenciacion de genomas ricos en AT con la

tecnologia lon Torrent.
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