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Resumen: Como una forma pedagédgica de aprendizaje activo, se relacionaron
temas desarrollados en clase de biologia molecular con la pandemia del coronavirus
COVID-19 que en este momento avanza en casi la totalidad del planeta. Contar con
un método eficiente para diagnosticar la infeccién durante el inicio de esta infeccién
respiratoria aguda es importante para detectar tanto los pacientes sintomaticos como
los asintomdticos. Por este motivo, se retd a los estudiantes de séptimo semestre de las
carreras de biologfa marina y ambiental que cursan la materia biologia molecular en la
Universidad de Bogot4 Jorge Tadeo Lozano a disenar un método diagndstico para el
virus COVID-19 basado en RT PCR y qPCR. El objetivo de este ejercicio académico
consistié en incentivar a los estudiantes para que propusieran un método efectivo que
permita detectar el virus covid-19 a través de los conocimientos adquiridos durante el
curso. Se realizé una revisién de laliteratura previa para identificar los métodos existentes
para la deteccion del virus y con ayuda de herramientas bioinformdticas se realizé el
andlisis de las secuencias de los genomas del COVID-19, el sars humano vy el sars de
murciélago disponibles en GenBank.

Palabras clave: RT-qPCR, SARS COV 2, pandemia, coronavirus, educacién
contextualizada.
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Abstract: As a pedagogical form of active learning, topics developed in molecular
biology class were related to the coronavirus COVID-19 pandemic that is currently
advancing in almost the entire planet. Having an efficient method of diagnosing
infection during the onset of this acute respiratory infection is important in detecting
both symptomatic and asymptomatic patients. For this reason, seventh semester
students from marine and environmental biology courses studying molecular biology at
the University of Bogota Jorge Tadeo Lozano were challenged to design a diagnostic
method for the COVID-19 virus based on RT PCR and qPCR. The objective of this
academic exercise was to encourage students to propose an effective method to detect
the COVID-19 virus using the knowledge acquired during the course. A review of the
previous literature was carried out to identify the existing methods for the detection of
the virus and, with the help of bioinformatic tools, the analysis of the sequences of the
genomes of COVID-19, human sars and bat sars available at GenBank was carried out.

Keywords: RT-qPCR, SARS COV 2, pandemic, coronavirus, contextualized

education.

INTRODUCCION

La biologia molecular y la genética en la sociedad del conocimiento del
siglo XXI se mezclan cada vez mas con disciplinas tradicionalmente
separadas pero relacionadas, como la fisica, la informdtica y la matemdtica
(Furge, Stevens-Truss, Moore, & Langeland, 2009). El proyecto genoma
humano, iniciado en 1990, produjo el desarrollo de una ciencia sin la cual
la gran cantidad de datos del genoma no hubiera podido ser analizada:
la bioinformitica. Esta ciencia —que cada dia toma mas fuerza—, unida
al uso de métodos computacionales, puede resolver problemas biolégicos
que requieren nuevos enfoques. Un plan de estudio bien estructurado
e integral en biologfa molecular debe incluir esta ciencia. De otra parte,
el aprendizaje basado en problemas, orientado a la investigacion y el
desarrollado en equipos, y dirigido de manera adecuada por profesores,
se convierte en una estrategia centrada en el estudiante que apoyan el
aprendizaje activo y que son muy efectivas en la educacidn cientifica
(Prieto, 2006).

Labioinformatica se refiere a: “La investigacidn, desarrollo o aplicaciéon
de herramientas y enfoques computacionales para expandir el uso de
datos bioldgicos, médicos, conductuales o de salud, incluidos aquellos
para adquirir, almacenar, organizar, archivar, analizar o visualizar
datos” (BISTIC, 2000). Teniendo esta definicidn en mente, y siguiendo
nuestro programa durante la semana siete de clases, se desarrolld el
tema de métodos en biologia molecular, especificamente los métodos
de RT-PCR, PCR tiempo real, sondas, hibridaciones de Southern,
Northern y Western, asi como la utilizacién de vectores (plasmidos,
césmidos, fismidos, cromosomas bacterianos y cromosomas de levaduras)
para la clonacién de genes. Paralelamente, se realizaron aplicaciones
bioinformdticas para aprender a descargar secuencias de GenBank y
utilizar programas para el corte con enzimas de restriccion [Nebcutter
V2.0, http://nc2.neb.com/NEBcutter2/] (Vincze, Posfai, & Roberts,
2003) y construir los perfiles electroforéticos. Adicionalmente, los
estudiantes aprendieron a realizar alineamientos de secuencias de ADN
utilizando ClustalW [https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw] (L4,
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2003), disefiar primer con Primer3web version 4.1.0 [heep://
primer3.ut.ce/] (Untergasser et al., 2012), hacer PCR virtuales con iPCR
[https://embnet.vital-it.ch/software/iPCR_form.html] (Lexa, Horak, &
Brzobohaty, 2001) y, de manera destacada, a manejar la herramienta
BLASTn de GenBank para la busqueda de secuencias homologas
[https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi] (Aleschul, Gish, Miller, Myers,
& Lipman, 1990); este tltimo programa ademas compara secuencias
de nucledtidos o proteinas con bases de datos de secuencias y calcula
la significacién estadistica (GenBank, 2020). Teniendo en cuenta lo
anterior, se puede afirmar que los estudiantes se relacionaron con las
mis actuales y modernas herramientas para el aprendizaje de andlisis de
secuencias proteicas y de dcidos nucleicos.

Histéricamente, la educacién en ciencia ha requerido desarrollar un
enfoque que propicie ensefianza contextualizada o en contexto del mundo
real, con lo cual el aprendizaje se convierte en altamente significativo.
Asi, cuando la nueva informacién se relaciona con algiin aspecto de
lo ya existente en la estructura cognitiva del individuo, se produce un
proceso que conduce al aprendizaje significativo (Novak, 1988). A partir
de este argumento, se introdujo a los estudiantes en el conocimiento de la
pandemia producida por el nuevo coronavirus (NCOV 19) descubierto a
finales de 2019 en Wuhan, provincia de Hubei, China (Wu et al., 2020).
Este coronavirus causa una infeccion severa en las vias respiratorias. Desde
su aparicion a principios de diciembre de 2019 hasta el 26 de marzo de
2020, el numero de casos ha aumentado exponencialmente hasta 858.785,
con un total de 42.151muertes y una recuperacion de 178.119 pacientes
(Dong, Du, & Gardner, 2020). La pandemia se ha generalizado a 180
paises, donde las naciones con mayor niimero de infectados son China
(82.290), Italia (105.792), Estados Unidos (189.035) y Espana (95.923).
Colombia no ha sido ajeno a la pandemia, registrando su primer caso de
contagio el 3 de marzo de 2020. Actualmente, el pais cuenta con 906 casos
reportados (Dong et al., 2020).

Dentro de las politicas que han tomado la mayoria de los paises
que presentan individuos infectados por covid-19 se encuentran: el
aislamiento de los enfermos, la cuarentena de personas que posiblemente
han estado expuestas al virus, el confinamiento de todos sus habitantes
para prevenir nuevos contagios y la realizacién de un mayor niimero de
pruebas diagnésticas. Una de estas pruebas se basaen laRT-qPCR, técnica
que permite hacer una copia de DNA complementario a partir del RNA
viral utilizando una enzima denominada transcriptasa inversa, la cual
convierte el RNA de cadena sencilla en DNA de doble cadena. Con esta
enzima es posible amplificar diferentes regiones del virus para posibilitar
su caracterizacion. Para ello, se usan primers, o cadenas sencillas cortas
de ADN (20 nucleétidos), y sondas de DNA marcadas con fluorocromos
para identificar en tiempo real la amplificacién de los fragmentos.

La PCR en tiempo real (o cuantitativa) permite medir la cantidad de
copias del DNA viral en la muestra. Esta técnica es bastante confiable para
identificar los virus. Sin embargo, cuenta con algunas limitaciones. Una
de ellas es el tiempo necesario para su ejecucién (4-6 h), lo que limita el
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numero de pruebas que se pueden realizar al dia. Otra limitante son los
reactivos o kits para desarrollar las pruebas, puesto que en este momento
se reporta escasez de estos elementos debido a la gran demanda a escala
global. Ademis, la contaminacién es un problema limitante, puesto que
se requieren laboratorios con suficiente bioseguridad a fin de evitar que
se presenten falsos positivos y falsos negativos, como ocurre en algunas
ocasiones.

Por otra parte, estas pruebas permiten detectar pacientes
asintomdticos, configurando un diagndstico de gran importancia debido
a que estos son transmisores activos de la infeccidon (Costa, 2004; Salazar,
Sandoval, & Armenddriz, 2013).

A partir de lo anterior, este trabajo tuvo como objetivo disenar una
prueba diagndstica con los estudiantes del curso de biologia molecular
2020-1 de la Universidad Jorge Tadeo Lozano, quienes trabajaron muy
seriamente y propusieron las bases para desarrollar una prueba que podria
convertirse en kit para identificar el COVID-19.

METODOS

Revision de literatura

Los estudiantes consultaron literatura relacionada con las técnicas
moleculares actualmente utilizadas para la identificacidon de virus de rna
en las bases de datos ScienceDirect, Scopus, GenBank y Elsevier. Con
base en la informacion recopilada, se planteé una metodologfa alternativa
para la deteccion del SARS-COV2. La figura 1 presenta la propuesta
metodoldgica para el desarrollo de este estudio.

Figura 1
Esquema metodoldgico utilizado para el desarrollar
un método alternativo para detectar el COVID-19

Nota: R) reconocimiento de métodos moleculares y herramientas bioinformdticas para deteccién y andlisis de virus de

rna; B) busqueda de genomas de virus de interés; I) identificacién de genes candidatos; D) disefio de primers y sondas.
Fuente: elaboracién propia.
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Identificacion de genes

Se recuperaron de la base de datos de GenBank (NCBI, 2020) los
genomas completos de tres cepas de coronavirus correspondientes a
Wuhan ncov-19 (NC_045512.2), Human SARS (NC_004718.3) y
Bat SARS (DQ#412043.1). Las secuencias de cada uno de los 11 genes
que componen al virus Wuhan ncov-19 fueron alineadas al genoma de
las otras dos especies con ClustalW. Adicionalmente, se seleccionaron
los genes que presentaron menor puntaje contra regiones del genoma
del Human SARS y Bat SARS como posibles candidatos para la
identificacién molecular de COVID-19.

Diserio de primers

Utilizando la secuencia de los genes candidatos identificados previamente
mediante ClustalW que presentaron un score inferior a 70 %, se
disefiaron primers con el programa Primer3 versién 4.1.0, empleando
los pardmetros %GC (40 < %GC < 60) y la probabilidad de bair pins
(horquillas).

Disesio de sondas

Se disefiaron sondas tipo TagMan a partir de unas regiones de 20 y 24 pb
al interior de cada uno de losgenes predichos como posibles marcadores
moleculares.Se utilizé el programa MegaX para extraer la secuencia reverse
complement de las regiones de cada uno de los genes, las cuales, por
complementariedad, se hibridaran a los genes que se quiere identificar.
Alas sondas creadas se les incorporard dos fluorocromos (un aceptor y un

donador).
RT-4PCR

Para el diagnéstico del virus COVID-19 se realizara una RT-qPCR, la
cual, inicialmente, sintetizard una cadena de CDNA a partir del RNA
viral, para posteriormente amplificar y cuantificar en tiempo real la

expresion de genes que permitirdn su identificacién de forma diferencial
(Pinilla, 2019).

RESULTADOS

El SARS-CoV-2 es un betacoronavirus responsable de la pandemia de
COVID-19. Este posee un transcriptoma altamente complejo debido a
numerosos eventos de recombinacién, tanto candnicos como no cané-
nicos. Su genoma estd compuesto por 11 genes con longitudes entre
114 y 3.822 pb y comprende cerca de 30.000 pb, distribuido de la
siguiente manera: en el extremo 3” una capside, en el extremo 5”7 una
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cola poliA, en su interior dos orfs la y 1b, los cuales se traducen en 46
proteinas una vez colonizan la célula, 3 regiones de arn que codifican para
proteinas estructurales (“S” proteina espiga “spike protein”, “M” proteina
de membrana, “N” proteina de la cdpside) y 6 proteinas accesorias (3a, 6,
7a,7b, 8y 10), como se muestra en la figura 2 (Kim et al., 2020).

(I) SOPCF 10{?0‘0 15(?00 20(?00 25?00 29?03
7a7b 10
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Figura 2

Presentacién esquemdtica de la organizacion del genoma del SARS-

CoV-2 los ARNm subgenémicos candnicos y la estructura del virién

Nota: las cajas grandes representan los orfs, las cajas pequerias las
proteinas accesorias y el cuadro negro indica la secuencia lider.
Fuente: adaptado de Kim et al. (2020).

La reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-gPCR)
es una metodologia sensible que se utiliza ampliamente en diagnéstico e
investigacion bioldgica. Su mayor virtud es poder amplificar fragmentos
pequeios a partir de minimas cantidades de DNA del cual se quiere
identificar presencia en una muestra. En diagndstico clinico, laRT-qPCR
es utilizada para medir las cargas virales o bacterianas. Por esta razén, los
autores consideran que este método es el mejor, mas répido y econdémico
para hacer diagndstico del coronavirus COVID-19. Sin embargo, se
requiere tener alguna experiencia en el manejo de las herramientas
bioinformdticas para reconocer los genes o regiones a amplificar, el disefio
de primers y el disefio de sondas. La RT-qPCR es utilizada para mejorar
la eficiencia diagnéstica como método rdpido y temprano para identificar
el agente ctioldgico (en este caso, el coronavirus COVID-19) y de esta
manera tomar las medidas de prevencién y control del contagio y la
enfermedad en fases tempranas con el objetivo de evitar su dispersiéon
(Corman et al., 2020).

El COVID-19 es un virus cuyo material genético es RNA de cadena
sencilla. Por ello, se presenta un inconveniente, pues la PCR amplifica
tnicamente fragmentos de cadena doble, es decir, DNA. Sin embargo,
métodos como la RT-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa con
trasncriptasa inversa o reversa) representan una solucion para estos casos
debido a que permiten convertir una cadenasencillade RNA en una doble
cadena de DNA complementaria (CDNA) con una alta fidelidad (Costa,
2004). En la figura 3 se presenta el proceso mediante el cual, empleando
un kit de aislamiento para RNA total, se obtiene el material genético
del virus. Posteriormente, utilizando un primer de TTTTs, se origina la



Revista Mutis, 2019, 9(2), Julio-Diciembre, ISSN: 2256-1498

primera cadena de CDNA y luego, por PCR, se obtienen cadenas dobles
del CDNA del virus (figura 3).
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Figura 3

Proceso de RT-PCR por el cual se obtiene una cadena doble de DNA complementario

Fuente: adaptada de hetps://www.sigmaaldrich.com/life-science/molecular-biology/per/rt-per.html.

Al tener la cadena de CADN se prosigue con la amplificacién de
uno o varios fragmentos de esta molécula. EI COVID-19 tiene un
RNA de 29,903 pb (figura 1). La qPCR es un método que amplifica
regiones o fragmentos de ADN vy los detecta de manera paralela den-
tro del mismo microtubo utilizado. Por ello, se utilizan sondas, que son
fragmentos marcados de ADN de cadena sencilla complementarios a
las zonas que se van a amplificar, de manera que al unirse a los frag-
mentos amplificados permite identificarlos y cuantificarlos. Los autores
del presente trabajo seleccionaron sondas de hidrélisis (Tagman) que
corresponden a fragmentos de ADN de cadena sencilla marcados en el
extremo 3’ con un fluorocromo donador que reporta la fluorescencia,
emitiendo luz al ser chocado por la ADN polimerasa, y un aceptor en
el extremo 5’, llamado quencher, el cual atrapa la fluorescencia que li-
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bera el donador. Las moléculas donadora y aceptora deben estar cercanas,
de manera que cuando la sonda estd intacta, la fluorescencia emitida por
el donador no es observable, al ser absorbida por el aceptor (figura 4A).
Durante la amplificacién, la Taq polimerasa de ADN rompe o libera el
extremo libre 5’ de la sonda que contiene al donador al iniciar la sintesis,
permitiéndole emitir la florescencia (figura 4B), que es captada por el

lector (figura 4C) (Costa, 2004).

)
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.
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Figura 4

Proceso e activacion de la fluorescencia en la gqPCR
Nota: A) la sonda se hibrida a la zona complementaria del fragmento que se va a amplificar, el extremo donador
esta cerca al quencher, no hay florescencia; B) la polimerasa que ha iniciado la sintesis de DNA choca contra

el donador y lo libera, produciéndose florescencia; C) la florescencia es captada y trasmitida por el lector.
Fuente: tomada de Costa (2004).

Identificacion de genes candidatos para deteccion del virus COVID-19

Las secuencias de los genomas de Wuhan nCOV-19, Human SARS y
Bat SARS descargados de GenBank presentaron longitudes de 29.903,
29.751 y 29.749 pb, respectivamente. El virus Wuhan- nCOVID-19,
estructuralmente estd compuesto por 11 genes distribuidos como se
presenta en la tabla 1, con longitudes entre 114 y 3.822 pb. A diferencia
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del SARS humano, el SARS aislado en murcié¢lagos es 0,5 % més largo y
su composicion esta bien definida a nivel de UTRs, CDs y proteinas.

21229 pb BIE 228 669 186 366 132 1280 114
ORF 1 ORF 3a Gen E Gen M ORF & ORF 7a ORF 7b Gen N ORF 10
1 3 4 5 [ 7 1 10 11

Human 5ARS
21221 3768 825 465 231 666 353 369 135 120 255 1269 297
ORFlab | GenS | SARS3a Sars3b | Gen | Gen | Sars6 | Sars7a | Sars7b | SarsBa | Sars8b | Gen | Sars9b
E M N
1 2 3 4 5 [ 7 2 9 10 11 12 13
Bat SARS
13167 7887 3726 825 231 666 192 369 135 366 1263 294 213
Pla P1b Spike ORF3a | Gen | Gen | ORFG6 | Sars7a | Sars7b | ORF& N ORF | ORF 9b
E M 9a
1 2 3 4 5 B 7 8 9 10 11 12 13
Tabla 1

Composicién estructural de los genes del virus Wuhan n-
COVID-19, Human SARS y Bat SARS utilizados en este estudio

Las secuencias de los once genes presentados por el Wuhan COVID-19
coronavirus (NC_045512.2) fueron alineados con los genomas de las
cepas de Human-SARS y Bat-SARS mediante ClustalW. Los puntajes
obtenidos por el alineamiento de cada una de las secuencias con cada uno
delos 11 genes coincidié con que los genes 2 y 9 presentes en COVID-19
podrian ser utilizados para su identificaciéon por RT-qPCR, considerando
que los dos alineamientos presentaron puntajes menores a 70 % contra
regiones de los dos coronavirus (figuras 5 y 6). Los alineamientos de estos
dos genes al genoma del virus Human-SARS se pueden apreciar en las

figuras 7y 8.

Gen 1 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS = 76.7861
Gen 2 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS = 68.9499
Gen 3 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS = 75.7256
Gen 4 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS =91.1392
Gen 5 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS = 84.6411
Gen 6 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS = 64.6552
Gen 7 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS =814189
Gen 8 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS =64.5161]
Gen 9 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS =29.7297|
Gen 10 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS = 87.6471
Gen 11 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS =87.234

Figura 5

Puntaje de alineamiento (%) de los 11 genes presentes
en el Wuhan nCOV-19 vs. el genoma de Human SARS

Nota: los puntajes en el recuadro rojo corresponden a los genes candidatos para el diagndstico.

Fuente: elaboracién propia.
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Ameli

Gen | nCov-19 Wuhan vs. Bat SARS =75.0189
Gen 2 nCov-19 Wuhan vs. Bat SARS = 67.9904]
Gen 3 nCov-19 Wuhan vs. Bat SARS = 70.5805
Gen 4 nCov-19 Wuhan vs. Bat SARS =91.7722
Gen 5 nCov-19 Wuhan vs. Bat SARS =82.9716
Gen 6 nCov-19 Wuhan vs, Bat SARS = 71.5517
Gen 7 nCov-19 Wuhan vs. Bat SARS =83.1081
Gen 8 nCov-19 Wuhan vs. Bat SARS =74.1935
Gen 9 nCov-19 Wuhan vs. Bat SARS  =67.2297
Gen 10 nCov-19 Wuhan vs. Bat SARS = 87.6471
Gen 11 nCov-19 Wuhan vs. Bat SARS =91.4894

Figura 6

Puntaje de alineamiento (%) de los 11 genes presentes

en el Wuhan nCOV-19 vs. el genoma de Bat SARS

Nota: los puntajes en el recuadro rojo corresponden a los genes candidatos para el diagndstico.

Fuente: elaboracién propia.
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Figura 7

Human sars vs. gen 9 (orf 8) del nCoV-19 (Wuhan)
Fuente: elaboracién propia mediante Clustal W (Aligned score =29,72).
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NC_045512.2 21563-25384  ATGTTTGT
MNC_00D4718.3 ATGTTTATT

ShEAEE B
MNC_0455122 21563-25384 TTTCT-—TGTTTTAT TG CCACTAGT——CTCTAGTCAGTGETGT
NC_004718.3 TTCTTATTATTTCTTACTCTCACTAGTGGTAGTGACCTTGACCGGTGCAC

LL L L L L L] " s 8ees
NC_0455122 21563-25384  TAATCTT-ACAA—CCAGAACTCAATTACCCCCTGCATACACTAATTC
NC_0D4718.3 CACTTTTGATGATGTTCAAGCTCCTAATTACACTCAACATAC—TTC

L L B EE B REEREE S hEREE L Ll
MNC_0455122 21563-25384 TTTCACACGTGGTGTTTATTACCCTGACAAAGTTTTCAGATCCTCAGT
MNC_00D4718.3 ATCTATGAGGGEGGETTTACTATCCTGATGAAATTTTTAGATCAGACACTC

TR RS REEER A SRR B AR BRERE L
NC_045512.2 21563-25384 TACATTCAACTCAGGACTTGTTCTTACCTTTCTTITCCAATGTTACTTGG
NC_004718.3 TTTATTTAACTCAGGATTTATTTCTTCCATTTTATTCTAATGTTACAGGE

 REE FRREREREE R BE R AR R R R E 8
NC_0455122 21563-25384  TTCCATGCTATACATGTCTCTGGGACCAATGGTACTAAGAGGTTTGATAA
MNC_00D4718.3 TTCATACTAT—————-TAATCATAC—-GTTTGGCAA

E ARE mREE mEE waw L L
MC_0455122 21563-25384 COCTGTCCTACCATTTAATGATGGTGTTTATTTTGCTTCCACTGAGAAGT
NC_004718.3 CCCTETCATACCTTTTAAGGATGGTAT TTATTTTGCTSCCACAGAGAAAT

SEBEREE HBEE FRERE FFFR IR FRRR AR R R R @
NC_0455122 21563-25384  CTAACATAATAAGAGGCTGGATTTTTGGETACTACTTTAGATTCGAAGACT
MNC_00D4718.3 CAAATGTTETCCETEGTTGGETTTTTGETTCTACCATGAACAACAAGTCA

@ RE o kR R ABRREREE R @ W L
MNC_0455122 21563-25384 CAGTCCCTACTTATTGTTAATAACGCTACTAATGTTGTTATTAAAGTCTG
NC_0D47183 CAGTCGGTGATTATTATTAACAATTCTACTAATGTTGTTATACGAGCATS

SEERE B SRR SRS R B SRR ENRRS NN RN REE A B
NC_045512.2 21563-25384 TGAATTTCAA] GTAATGATCCATTTTTGGETGTTTATTACCACAAAR
NC_0D4718.3 TAACTTTGAATTGTGTGACAACCCTTTCTT TGCTGTTTCTAAACCCATGE

B AR REEE BER kB EE B EE R FEEEE R R

MNC_0455122 21563-25384 ACAACAAAAGTTGGATGGAAAGTGAGTTCAGAGTTIATTCTAGTGLGAAT

Figura 8
Alineamiento genoma Human SARS (NC_004718.3), vs.

gen 2 (OREF 8) del virus nCoV-19 (Wuhan, NC_045512.2).
Fuente: elaboracién propia mediante Clustal W (Aligned score = 67,99).
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NC_0047183 GTA-CACAGAC—ACATACTATGATATTCGA————TAATGCATTT

BEEE & B EEE & w8 e dEE
NC_045512.2_21563-25384 AATTGCACTTTTGAATATGTCTCTCAGCCTTTTICTTATGGACCTTGAAGS
NC_0047183 AATTGCACTTTCCAGTACATATCTGATGCCTTT TCGLTTGATETTTCAGA

FRAEAER A B R EEE O e R e A e
NC_D45512.2_21563-25384 AAAACAGGGTAATTTCAAAAATCTTAGGGAATTTGTETTTAAGAATATTG
NC_0047183 AAAGTCAGGTAATTTTAAACACTTACGAGAGTTTGTGTTTAALAATARAG

“aw FBARAAEES BAE B B AR BRESEEREREE BEEE
NC_0455122 31563-25384 ATGGTTATTTTAAAATATATTCTAAGCACACGCCTATTAATTTAGTGOGT
NC_004718.3 ATGGGTTTCTCTATGT T TATAAGGGCTATCAACCTATAGATGTAGTTOGT

FEEE E BB B B EEE O EEEEE 48 SEEE EEE
NC_0455122 21563-25384 GATCTCCCTCAGGGTTTTTCGGCTTTAGAACCATTGGTAGATTTGCCAAT
NC_0047183 GATCTACCTTCT GG TT TTAACACTT TEAAACCTATTTTTAAGTTGCCTCT

EaES SEE sEEdEs  Aees GEEE B B K sEEEs W
NC_045512.32 21563-25384 AGGTATTAACATCACTAGGTTTCAAACTTIACTTGCTTTACATAGAAGTT
NC_0047183 TEGTATTAACATTACAAATTTTAGAGCCATTCTTAC———AGCC
NC_D45512.2_21%63-25384 ATTTGACTCCTGGTGATTCTTICTTCAGGTTGGACAGCTEGTECTGCAGCT
NC_0047183 TITTCA--CCTGCTCAAGACATTTGE GGCACGTCAGCTG—-CAGCC

BB E BEEE S B BB 4% # AEEEES  AEEE
NC_0455122 21563-25384 TATTATGTGGGTTATCTTCAACCTAGGACTTTTCTATTAAAATATAATGA
NC_00D4718.3 TATTTTGTTGGCTATT TARAG CCAACTACATTTATGCTCAAGTATGATGA

FEEE FEE GRS S 5 EE S SE FEE S B EE FEE S
NC_0455123 21563-35384 AAATGGAACCATTACAGATGCTGTAGACTETECACTTGACCCTCTCTCAG
NC_0047183 AAATEGTACAATCACAGATGCTETTGATTGTTCTCAAAATCCACTTECTE

FEEEAE BE BS SEASEAEAEED BE BEE B B B EE EE 58
NC_0455123 21563-25384 AAACAAAGTGTACGTTGAAATCCTTCACTGTAGAAAAAGGAATCTATCAA
NC_0047183 AACTCAAATGCTCTGTTAAGAGCTTTGAGATTGACAAAGGAATTTACCAG
NC_045512.2_21563-15384 ACTTCTAACTTTAGAGTCCAACCAACAGARTCTATTGTTAGATTTCCTAA
NC_0047183 ACCTCTAATTTCAGGGTTIGTTOCCTCAGGAGATGTTGTGAGATTCCCTAA

BE BEEEE B B EE B EEE R B REEE BEEEE SEREE

NC_0D455122 21563-25384 TATTACAAACTTGTGCCCTTTTGGTGAAGTTTTTAACGCCACCAGATTTG

& ol Ao 8

cLacso
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NC_004718 3 TATTACAAACTTGTGTCCTTTTGGAGAGGTTTTTAATGLTACTARATTCE

BHEEFEIFSIAINE IR FHAFHTEE F SRR B A
NC_0455122 21563-25384 CATCTGTTTATGCTTGGAACAGGAAGAGAATCAGCAACTGTGTTGCTGAT
NC_0D471E3 CTTCTGTCTATGCATE GEAGAGAAAAAARATTTCTAATTGTGTTGCTGAT

B AEEES SEEEE EEE E S S8 8 S A% SEESSESESNEE
MNC_D45512.2 _21563-25384 TATTCTGTCCTATATAATTOCGCATCATTTTCCACTTTTAAGTGTTATGG
NC_0D471E3 TACTCTGTGCTCTACAACTCAACATTTTTITCAACCTTTAAGTGCTATGE

W AR R RS R R BEE BEEEE RS RERRRRE S BRaEs
NC_045512.2_21563-25384 AGTGTCTCOCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTACTAATGTCTATGCAG
NC_0047183 CGTTTCTGCCACTAAGT TGAATGATCTTIGCTTCTCCAATGTCTATGCAG

AR R REREE A FERRRREE B R RRRRRR R
NC_0455122 21563-25384 ATTCATTTGTAATTAGAGGTGATGAAGTCAGACAAATCGCTCCAGGGCAA
NC_DD471E.3 ATTCTTTTGTAGTCAAGGGAGATGATGTAAGACAAATAGCGLCAGGACAA

SEEE SRR P P S SN B SRS S FE SRS SO
MNC_0455122 21563-25384 ACTGGAAAGATTGCTGATTATAATTATAAATTACCAGATGATTTTACAGS
NC_004718.3 ACTGGTGTTATTGCTGAT TATAATTATAAATTGCCAGATGAT TTCATGGE

AL L) SEEERER AR NI R BRI N BRI SR ERI RN e
MNC_04551232 21563-25384 CTGCGTTATAGCTTGGAATTCTAACAATCTTGATTCTAAGGTTGGTGETA
NC_004718 3 TIGTGTOCTTGCTTGGAATACTAGGAACATTGATGCTACTTCAACTGGTA

BE AR AR AR B REREE AR L.
NC_0455122 21563-25384 ATTATAATTACCTGTATAGATTGTTTAGGAAGTCTAATCTCAAACCTTTT
NC_0047183 ATTATAATTATAAATATAGGTATCTTAGACATGGCAAGCTTAGGLCCTTT

SmssssEsE  sEsdE e dESE & SE AL E Ae AEE
MC_0455122_21563-25384 GAGAGAGATATTTCAACTGAAATCTATCAGGCCGGTAGCACACCTTGTAA
NC_0047183 GAGAGAGACATATCTAATGTGCCTTTCTCCCCTEATGGCAAACCTTGCAC
NC_045512.2_21563-25384 TGGTGTTGAAGGTTTTAATTGTTACTTTCCTTTACAATCATATGGTTTCC
NC_0047183 CCCACCTGC—TCTTAATTGTTATTGGCCATTAARTGATTATGGTTIT

- S AAdER R e aRE EEE LT LY

NC_045512.2_21563-25384 AACCCACTAATGGTETTGGTTACCAALCATACAGAGTAGTAGTACTTTCT
NC_DD471E.3 ACACCACTACTGGCATTGGCTACCAACCTTACAGAGTTGTAGTACTTTCT

B ORERAEE RAE SRS SEERAEEE AR AR R

MNC_0455122 21583-25384 TTTGAACTTCTACATGCACCAGCAACTETTTEGTGGACCTAAAAAGTCTAC

& ol Ao 8

cLacso
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NC_004718.3 TITGAACTTTTAAATGCACCGGCCADG GTTTGTGGACCAAAATTATCCAC
SEEESSEES BB BEASEEE S5 68 FERERSEERAE BEE 48 88
MC_D45512.2_21563-25384 TAATTTGGTTAAAAACAAATGTGTCAATTTCAACTTCAATGGTTTAACAG
NC_D04718.3 TGACCTTATTAAGAACCAGTGTGTCAATTTTAATTTTAATGEACTCACTG
W R REEE R R AR RRRRRRE S R R AR B R W
NC_045512.2_21563-25384 GCACAGGTGTTCTTACTGAGTCTAACAAAAAGTTTCTGCCTTTCCAACAA
NC_DD4718.3 GTACTGGTGTETTAACTCCTTCTTCAAAGAGATT TCAACCATTTCAACAA
AR RREEE R REE EEE R R RREE R R R
MNC_0455122 21563-25384 TTTGGCAGAGACATTGCTGACACTACTGATGCTGTCOGTGATCCACAGAC
NC_004718.3 TITGGCOGTGATGTTICTGATT TCACTGATTCCGTTCGAGATCCTAARAL
SBEEBES B EE e B LLLL L L L L L L L L L]
MC_0455122 21563-25384 ACTTGAGATTCTTGACATTACACCATGTTCTTITGETGGTETCAGTGTTA
NC_00471B.3 ATCTGAAATATTAGACATTTCACCTTGCGCTTTTGGGGETEGTAAGTGTAA
 RRE RS B asEEAs AEAE A AESEEEE SEEAE AEEEE B
MC_D45512.2 21563-25384 TAACACCAGGAACAAATACTTCTAACCAGGTTGCTGTTCTTTATCAGGAT
MNC_0047183 TTACACCTGGAACAAATGCTTCATCTGAAGTTGCTETTCTATATCAAGAT
S EEERS BERRRRREE BRE IR E L L N L L]
NC_045512.2_21563.25384 GTTAACTGCACAGAAGTCCCTGTTGCTATTCATGCAGATCAACTTACTCC
NC_DD471E.3 GTTAACTGCACTGATGTTTCTACAGCAATTCATGCAGATCAACTCACACC

EEEBEEEEERE B B R S FERSEERSRR R EREE 8 B

NC_045512.2_21563-25384 TACTTGGCGTGTTIATTCTACAGGTTCTAATGTTTTTCAAACACGTGCAG
NC_0047183 AGCTTGGCGCATATATTCTACTGGAAACAATGTATTCCAGACTCAAGCAG
BEEREEE B RRRERRRS B W SRR SR R e BRee
NC_0455122 21563-25384 GLTGTTTAATAGGGGLTGAACATGTCAACAACTCATATGAGTGTGACATA
NC_0D4718.3 GCTGTCTTATAGGAGCTGAGCATGTCGACACTTCTTATGAGTGCGACATT
MEEEE S SERER BEREE REREEE AR R ARRRRREE R
MC_0455122 21563-25384 CCCATTGETGCAGGTATATGCGCTAGTTATCAGACTCAGACTAATTCTCC
NC_00471E.3 CCTATTGGAGCTGGCATTTGTGCTAGTTACCATAC——AGTTTCT
BE EEEEE SE ES ES E SEEIIEEE B8 6E T
NC_0455122_21563-25384 TCGGOGGGCACGTAGTG-TAGCTAGTCAATCCATCATTGCCTACACTATG
NC_0047183 TTATT—ACGTAGTACTAGCCAAA-AATCTATTGTGGCTTATACTATG

* EEEEEES SESE B BEEE Bd B BE EE ERESEE

& ol Ao 8
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NC_0455122 21563-25384 TCACTTGGTGCAGAAAATTCAGTTGCTTACTCTAATAACTCTATTGCCAT
NC_DD471E3 TCTTTAGGTGCTGATAGTTCAATTGCTTACTCTAATAACACCATTGCTAT

B BRI B R RS PRI ER RS RRREE B R ERE e
MNC_0455122 21563-25384 ACCCACAAATTTTACTATTAGTGTTACCACAGAAATTCTACCAGTGTCTA
NC_004718.3 ACCTACTAACTTTTCAATTAGCATTACTACAGAAGTAATGCCTGTTICTA

WS B S B ERREE B BERNEE R RS B AR
NC_0455122 21563-25384 TGACCAAGACATCAGTAGATTGTACAATGTACATTTGTGGTGATTCAACT
NC_004718.3 TEGCTAARACCTCCETAGATTGTAATATGTACATCTGCGGAGATTCTACT

R A B R AR RRREEE BEERRREE B R AR B
MNC_0455122 21563-25384 GAATGCAGCAATCTTTTGTTGCAATATGGCAGT TTTTGTACACAATTAAA
NC_0D4718.3 GAATGTGECTAATTTGCTTCTCCAATATGGTAGCTTTTGCACACAACTARA

LR L] WBEE R B R ARREREEE R RERER RRERRE AR
MNC_D455122 21563-25384 COGTGECTTTAACTGGAATAGCTETTGAACAAGACAAAAACACCCARGAAG
NC_0D4T1E3 TCGTECACTCTCAGGTATTGCTGLTGAACAGGATCGCAACACACGTGAAG

FEERE B B EE BB EEEE SIISEE BB SEEEE S BESE
MNC_0455122 21563-25384 TTTTTGCACAAGTCAAACAAATTTACAAAACACCACCAATTAAAGATTTT
NC_0D47183 TETTCGCTCAAGTCAAACAAATGTACAAAACCCCAACTTTGAAATATTTT

B EE AR EEEEEE SREEAREE SRR 4 B BEE BEEES
NC_0455122 21563-25384 GGTGGTTTTAATTTTTCACAAATATTACCAGATCCATCAAAACCAAGCAN
NC_0D471E3 GETGETTTTAATTTTTCACAAATATTACCTGACCCTCTAAAGCCAACTAR

EE ISR RS R EEES A E BEE BEEE B8
NC_D455122 21563-25384 GAGGTCATTTATTGAAGATCTACTTTTCAACAAAGTGACACTTGCAGATS
NC_0D471E3 GAGGTCTTTTATTGAGGACTTGCTCTTTAATAAG GTGACACTCGCTGATG
NC_D455122_21563-25384 CTGGCTTCATCAAACAATATGGTGATTGCCTTGGTGATATTGCTGCTAGA
NC_0D47183 CTGGCTTCATGAAGCAATATGGCGAATGLCTAGETGATATTAATGCTAGA

BERRREARERE B FRSRERES SR FRRES SRR RRRREE SRRRRRe
NC_Da55122_21563-25384 GACCTCATTTGTGCACAAAAGTTTAACGGCCTTACTGTTTIGCCACCTTT
NC_0D471E3 GATCTCATTTGTGCGCAGAAGTTCAATGGACTTACAGTGTTGCCACCTET

B FERESEE RN B SRR B8 B SEEEE F8 SR EREEREE §
NC_045512.2_21563-25384 GCTCACAGATGAAATGATTGCTCAATACACTTICTGCACTETTAGOGGGTA
NC_0D471E3 GCTCACTGATGATATGATTG CTGCCTACACTGCTGCTCTAGTTAGTGGTA

BEEEEE SRS FEESEEEEE SEEEES SEEE SF B SRS

& ol Ao 8
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NC_045512.2_21563-25384 CAATCACTTCTGGTTGGACCTTTGETGCAGGTGCTGCATTACAAATACCA
NC_0D4718.3 CTGCCACTGCTGGATGGACATTTGETGCTGGCGCTECTCTTCARATACCT

B S SHSE FEIEE FESEEEE 5 SEEEE § EIEEEEE
NC_045512.2_21563-25384 TTTGCTATGCAAATGGCTTATAGGTTTAATGGTATTGGAGTTACACAGAA
NC_004718.3 TTTGCTATG CARRTGGCATATAG GTTCAATGGCATTGGAGTTACCCAAAA

SEEESEEIIEEEENES SREIENE AR SEERARRSINE B8 40
NC_045512 2 31563-25384 TGTTCTCTATGAGAACCAAAAATTGATTGOCAACCAATTTAATAGTGCTA
NC_004718.3 TETTCTCTATGAGAACCAARAACAAATCGCCAACCAATTTAACAAGGCGA
NC_045512 2 21563-25384 TTGGCAAAATTCAAGACTCACTTTCTTCCACAGCAAGTGCACTTGGAAAA
NC_004718 3 TTAGTCAAATTCAAG AATCACTTACAACAACATCAACTGLATTGGGLAAG

B F AERSEEEEE SEREEE B B R B B R R
NC_045512 2 21563-25384 CTTCAAGATGTGGTCAACCAAAATGCACAAGCTTTAAACACGCTTGTTAA
NC_004718 3 CTGCAAGACGTTGTTAACCAGAATGCTCAAGCATTAAACACACTTGTTAA

B BRERE BE AR FRREE RN EE FERE R FRRRRRE R BB
NC_0455122 21563-25384 ACAACTTAGCTCCAATTTIGGTGCAATTTCAAGTGTTTTAAATGATATCC
NC_004718 3 ACAACTTAGCTCTAATTTTGG TG CARTTTCAAGTGTGCTAAATGATATCC

BESRESRRFER R BRI R H PRI R PRI R R RN RS FRSRRR R
NC_045512.2 21563-25384 TTTCACGTCTTGACAAAGTTGAGGLTGAAGTGCAAATTGATAGGTTGATC
NC_004718.3 TTTCGLCGACTTGATAAAGTCGAGGLG GAGGTACAAATTGACAGGTTAATT

BEEE SR FEREE BRERE FRRER B B FRRRRERE PR B
NC_045512.2_21563-25384 ACAGGCAGACTTCAAAGTTTGCAGACATATGTGACTCAACAATTAATTAG
NC_004718.3 ACAGGLAGACTTCAAAGCCTTCAAACCTATGTAACACAACAACTAATCAG

BRSPS R ERRRRRRE B R R AR B FERRE R B
NC_045512.2_21563-25384 AGCTGCAGAAATCAGAGCTTCTGCTAATCTTGCTGCTACTAAAATGTCAG
NC_004718.3 GGCTGCTGAAATCAGEGLTTCTGCTAATCTTGCTGCTACTAAAATGTCTG

FEERS FRIERE R FRFEI IR IR N E R RN RN E RN ER RN
NC_045512.2_21563-25384 AGTGTGTACTTGGACAATCAAAAAGAGTTGATTTTITGTGGAAAGGGCTAT
NC_0D4718.3 AGTGTETTCTTEGACAATCAARAAGAGTTGACTTTTGTGGAAAGGGCTAC

BEBEEEE FERFRRRRE RSl AR AR e
NC_045512.2_21563-25384 CATCTTATGTOCTTCCCTCAGTCAGCACCTCATGEGTGTAGTCTTCTTGCA
NC_0D4718.3 CACCTTATGTCCTTCCCACAAGCAGCCCOGCATGGTGTTGTCTTCCTACA

B FEEEIFEEIFHEEE HE FIEE FE SESEEEEE SEEIEE & 86

cLacso
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NC_0455122 21563-25384 TGTGACTTATGTCCCTGCACAAGAAAAGAACTTCACAACTGCTCCTGCCA

NC_004718.3

TETCACGTATGTG CCATOCCAGGAGAGGAACTTCACCACAGCGLCAGCAA

BES OEE RS RE B EE EE R REERERREE BE AR BE WA W

NC_045512.2_21563-25384 TTTGTCATGATGGAARAGCACACTTTCCTCGTGAAGGTGTCTTIGTTICA

NC_DD4718.3

TITGTCATGAAGGCAAAGCATACTTCOCTOGTGAAGGTGTTTTTGTGTTT

EEAEEEABEE SR GRS SEEE BRSNS B

NC_0455122 21563-25384 AATGGCACACACTGGTTTGTAACACAAAGGAATTTTTATGAACCACAAAT

NC_DD471E3

AATGGCACTTCTTGGTTTATTACACAGAGGAACTTCTTTTCTCCACAAAT

FESEEEEE  EEEESE B BEEEE SEEEE BE 8 BREESEEE

NC_045512 2 21563-25384 CATTACTACAGACAACACATTTGTGTCTGGTAACTGTGATGTTGTAATAG

NC_0D4718.3

ARTTACTACAGACAATACATTTGTCTCAGGAARTTGTGATGTCGTTATTG

FEREFFRTEEEEEE FEEEFIET FF B B FIIEEIEE F R

NC_045512.2_21563-25384 GAATTGTCAACAACACAGTTTATGATCCTTTGCAACCTGAATTAGACTCA

NC_0047183

GUATCATTAACAACACAGTTTATGATCCTCTGCAACCTGAGCTTGACTCA

R T T Ty

NC_04855122 21563-25384 TTCAAGGAGGAGTTAGATAAATATTTTAAGAATCATACATCACCAGATGT

NC_0047183

TTCAAAGAAGAGCTGGACAAGTACTTCARAAATCATACATCACCAGATGET

T T T

NC_Da5512.2_21563-25384 TGATTTAGGTGACATCTCTGGCATTAATGCTTCAGTTGTAAACATTCAAS

NC_0D4718.3

TGATCTTGGCGACATTTCAGGCATTAACGCTTCTGTOGTCAACATTCAAA

NC_04551232 21563-25384 AAGAAATTGACCGCCTCAATGAGGTTGCCAAGAATTTAAATGAATCTCTC

NC_0D471E3

AAGAAATTGACCGOCTCAATGAGGTCGCTAAAAATTTAAATGAATCACTE

FESEEEABREEFEEIEEBRRRRERE B F B0 FEAEENERREBREE BEE

MNC_045512.2_21563-25384 ATCGATCTCCAAGAACTTGGAAAGTATGAGCAGTATATAAAATGGCCATG

NC_004718.3

ATTGACCTTCAAGAAT TG GGAAAATATGAGCAATATATTAAATGGLCTTG

B RS R BEEEEE B SRR BEERE R BEEEE SRR W

NC_045512.2_21563-25384 GTACATTTGGCTAGGTTTTATAGCTGGCTTGATTGCCATAGTARTGGTGA

NC_0047183

GTATGTTTGGCTCGGCTTCATTGCTGGACTAATTGCCATCGTCATGGTTA

BEE SEEEEEE G Bd B FEEEE B BAREEEEE BE SREEE B

NC_0455122 21563-25384 CAATTATGCTTTGCTGTATGACCAGTTGLTGTAGTIGTCTCAAGGGETGT

NC_004718.3

NC_045512.2 21563-25384
NC_D04718.3

CAATCTTGCTTTGTTGCATGACTAGTTGTTGCAGTTGLCTCAAGGGTGLA

FEEE BEEEEEE B FEEEE BESEE BS BEEES BEESEEAE

TGCTCTTGTGGETTCTTGCTGCAAGTT TGATGAGGATGACTCTGAGCCAGT

W ARRRERR R R PR RRR R AR RRREE AR dRRRRR R

NC_004718.3

NC_045512.2 21563-25384 GCTCAAAGGAGTCAAATTACATTACACATAA———————

TCTCAAGGGTGTCAAATTACATTACACATAAACGAACTTATGGATTTGTT

FEEEE B AR E R AR R R

Diserio de primers-oligonucledtidos

Utilizando el programa Primer3 versién 4.1.0 y la secuencia completa
de los dos genes candidatos (genes 2 y 9) como posibles marcadores
moleculares para la identificacién de covid-19, se disenaron dos pares de
primers con una longitud de 20 pb cada uno, los cuales amplifican en su
totalidad cada uno de los genes. Sus caracteristicas se presentan en la tabla

2.

GTTCTTGTGGATCCTGCTGCAAATTTGATG AAGACGACTCTGAGCCAGT
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Primer/Gen Secuencia ™ (°C) %G-C Producto
CVD-19WITL-02 Forward 5" ACACTACTGATGCTGTCCGT 37 38,74 50 3822 (pb)
CVD-19UITL-02 Reverse 5" GCCCCTATTAAACAGCCTGC 37 58,69 55 P
CVD-19UITL-09 Forward 5" ACTGTAGCTGCATTTCACCA 37 57,43 45 366 (pb)
CVD-19UITL-09 Reverse 5" AGAACCAGCCTCATCCACG 37 59,18 55 P

Tabla2

Caracteristicas de los primers disefiados para la identificacién de COVID-19

A pesar de que el gen ntimero 8 también produjo una puntuacién baja,
se descartd su uso debido a que este correspondia a una secuencia muy
corta dentro del genoma del Wuhan nCOV-19 (figura 1) y por tanto no

cumple con las caracteristicas para el disefio de primers.
Diserio de sondas

Para el disefio de las sondas se seleccionaron 2 regiones dentro de los genes
2y9,de 20y 24 pb, respectivamente. Con ayuda del programa MegaX,
se obtuvieron las cadenas complementarias a esas regiones utilizando la
opcidn reverse complement. Las regiones seleccionadas se hibridaran por
complementariedad a los genes que se requiere identificar. Ademds, a es-
tas sondas se les incorporara dos tipos de fluorocromos (un aceptor y un
donador). Las sondas disefiadas se presentan a continuacidn:
Sonda COVID-19- Gen2 (Size = 20pb)

S'GATCCACAGACACTTGAGATTCTTGACATTACACCATGTTCTTTITGGTGGTGTCAGTGTTATAACACCAGGAACAAATAL-
TTCTAACCAGGTTGCTGTTCTTTATCAGGATGTTAACTGCACAGAAGTCCCTGTTGCTATTCATGCAGATCAACTTACTCCTAC-
TTOGCGTGTTTATTCTACAGGTTCTAATGTTTTTCAAACACGT-3'> CADENA A AMPLIFICAR DELIMITADA POR LOS
PRIMERS

S-ATGTTCTTTTGGTGGTGTCA-3 - REGION A LA QUE SE UNIRA LA SONDA

F-TACAAGAAAACCACCACAGT-5" - SONDA

Sonda COVID-19- Gen9 (Size = 24pb)

S TAGTTTACAGTCATGTACTCAACATCAACCATATGTAGTTGATGACCCGTGTCCTATTCACTTCTATTCTAAATG GTATATTAGA-
GTAGGAGCTAGAAAATCAGCACCTTTAA-3" - CADENA A AMPLIFICAR DELIMITADA POR LOS PRIMERS

5'-ATGTACTCAACATCAACCATATGTA-3' - REGION A LA QUE SE UNIRA LA SONDA

3 -TACATGAGTTGTAGTTGGTATACAT -5° -» SONDA

Una vez tenemos los primers y las sondas disefiadas para amplificar un
fragmento de los genes S y ORES, es posible afirmar que contamos con
los componentes necesarios para realizar la identificaciéon del COVID-19;
los demds reactivos, como enzimas, tampones y cofactores, se consiguen
facilmente en el mercado.
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DISCUSION

Se propuso un diseno para el desarrollo de la reaccién de RT-qPCR y
de esta forma identificar el virus covid-19 responsable de la pandemia
que actualmente se desarrolla en todo el planeta. Para ello, se uti-
lizaron métodos moleculares (RT-qPCR) y programas bioinforméticos
que permitieron analizar las secuencias del virus y a partir de ellas disenar
los primers y sondas para su amplificacién y cuantificacién. Por medio de
este ejercicio, los estudiantes lograron comprender las variables de las dos
reacciones: RT-PCR y la PCR Tiempo Real.

Aunque, en general, se utilizaron de forma adecuada las herramientas
bioinformaticas para encontrar los genes, disenar los primers y las sondas,
se present6 un error conceptual, puesto que al inicio se realizaron las
comparaciones entre genes y genomas. No obstante, se hizo necesario
comparar gen con gen para detectar la identidad de cada uno de ellos y
asi detectar zonas de homologia y zonas variables, con el fin de disenar los
primers de tal manera que se aseguraran de amplificar fragmentos tnicos
del COVID-19. Finalmente, esto se consiguié gracias a que los estudiantes
aprendieron del error, lo corrigieron y lograron identificar los genes més
variables.

Clustal W es una herramienta sencilla que permite explicar conceptos
bésicos de biologia molecular y hacer comparaciones entre secuencias
equidistantes y de una longitud similar (Thompson, Plewniak, & Poch,
1999). Al realizar comparaciones entre secuencias de diferente longitud,
y con base en la plataforma que se utilice, el resultado de los alineamientos
difiere, ya que cada plataforma maneja sus propios parimetros por
defecto. Por ende, cuando se realizan alineamientos multiples se asignan
diferentes puntuaciones a los gaps e inserciones para optimizarlos
(Gaskell, 2000).

La realizacién de este tipo de ejercicios académicos por parte de los
estudiantes de biologia molecular permite afianzar los conocimientos
adquiridos, incentivar la creatividad y gusto por las ciencias émicas y
despertar su curiosidad por comprender nuevas herramientas como la
bioinformdtica, lo cual nos permite adentrarnos y comprender nuevos
conceptos y procesos relacionados con la vida, contribuyendo a descubrir
los misterios ocultos de la naturaleza.

CONCLUSIONES

Se logré el objetivo planteado para esta investigaciéon al analizar las
secuencias de los virus y disenar primers y sondas, los cuales son los
insumos mas importantes para realizar el diagndstico de COVID-19.

El trabajo presentado consistié en la aplicaciéon de la metodologia de
aprendizaje basado en problemas (ABP) a manera de un ¢jercicio de
aprendizaje en contexto, el cual fue llevado al plano actual de la pandemia
de COVID-19 con un enfoque interdisciplinar en el que se debfan aplicar
conocimientos teéricos de métodos en biologia molecular y emplear
diferentes herramientas bioinformaticas.



Catalina Rivera Forero, et al. Integracion de herramientas bioinformaticas y métodos en biologia molecular para el diserio de un kit diagnés...

Clustal W y primers 3 son dos herramientas bioinformaticas faciles
de usar que resultan muy valiosas, ya que permiten a los estudiantes
afianzar los conocimientos adquiridos en clase y desarrollar su capacidad
de anilisis.

Ejercicios académicos como estos ayudan a los estudiantes a
comprender la importancia de la biologfa molecular, la bioinformatica y
las ciencias émicas para el desarrollo de estrategias que permitan detectar
virus emergentes y contribuir al desarrollo de la ciencia.
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