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Glosario

CRISPR: “clustered regularly interspaced short palindromic repeats”, repeticiones

palindrómicas cortas agrupadas y regularmente espaciadas

PAM: “protospacer adjacent motif”, motivo adyacente de protoespaciador.

PCR: “polymerase chain reaction”, Reacción en cadena de la polimerasa.

RPA: “recombinase polymerase amplification”, amplificación de la recombinasa

polimerasa.

Resumen

Título: Diseño de un sistema CRISPR/LbCas12a y su evaluación en detección por corte de

los genes 18s, H2A y Cytb de Trypanosoma cruzi en Rhodnius pallescens silvestres

(Hemiptera: Reduviidae: Triatominae).

Autor: Luis Alejandro Ortiz Rodríguez

Palabras Clave: Chagas, Diagnóstico, CRISPR, LbCas12a

La enfermedad de Chagas causada por el parásito Trypanosoma cruzi es una dolencia de

importancia en la salud pública. En la actualidad, los sistemas de diagnóstico del agente

etiológico son diversos, abarcando desde enfoques sencillos, como la observación de frotis
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sanguíneo, pruebas serológicas, hasta pruebas moleculares, como la qPCR y PCR. En la

búsqueda de alternativas de diagnosis que combinen eficiencia, bajo coste y precisión, se

ofrece la aplicación de la tecnología CRISPR en la detección de secuencias específicas

como análisis diagnóstico. El objetivo del presente trabajo consistió en diseñar un sistema

de detección de ADN por corte específico utilizando la tecnología CRISPR/LbCas12a

dirigido los genes Citocromo B, Subunidad ribosomal 18s y el gen de histona H2A de

Trypanosoma cruzi en muestras de intestino de Rhodnius pallescens. Para ello, se

implementó el sistema de corte colateral dirigido por guías de ARN diseñadas, usando

amplificación por PCR y en ADN directo. La visualización del corte del amplificado, se

realizó en gel de agarosa. Adicionalmente, empleando un reportero fluorescente, se evaluó

el corte por espectrofotometría y confirmación visual bajo luz ultravioleta. Los resultados

revelaron una eficiente capacidad de clivaje con la guía del gen Cytb, permitiendo una

determinación efectiva y sensible incluso en concentraciones bajas como por ejemplo 1

ng/uL del amplificado. En contraste, en las pruebas en ADN sin preamplificación no hay

evidencia del corte. El sistema CRISPR/LbCas12a con amplificación por PCR demuestró

ser efectivo para la detección de Trypanosoma cruzi en el vector Rhodnius pallecens. Para

que el sistema sea asequible a cualquier necesidad de laboratorio se sugiere la

implementación de técnicas de amplificación isotérmica que permita reducir el tiempo de

detección y la necesidad de equipamiento técnico.
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Abstract
Chagas disease caused by the parasite Trypanosoma cruzi is an important public health

issue. Currently diagnostic systems for the etiological agent are diverse, ranging from

simples approaches such as blood smear observation, serological tests, to molecular tests

like qPCR and PCR. In the search for detection alternatives that combine efficiency, low

cost and precision, the application of CRISPR technology in detecting specific sequences as

a diagnostic method is proposed. The aim of this study was to design a DNA detection

system by specific cleavage using CRISPR/LbCas12a technology. Targeting the genes of

Trypanosoma cruzi: Citochromo B, 18s ribosomal subunit, and Histona H2A, in Rhodnius

pallescens intestine samples. To achieve this, a cleavage CRISPR/LbCas12a system guided

by designed RNA guides was implemented, using PCR amplification and direct DNA.

Visualization of amplified cleavage was evaluated by spectrophotometry. Also, it was

evaluated by visually confirmation under ultraviolet light. The results revealed an efficient

cleavage capacity with the Cytb RNA guide, allowing effective visualization even at

concentrations as low as 1 ng/uL of the amplified DNA. In contrast, there is no evidence of

cleavage in tests on DNA without pre-amplification. The CRISPR/LbCas12a system with

PCR amplification demonstrated to be effective for detecting Trypanosoma cruzi in the

Rhodnius pallescens vector. Implementation of isothermal amplification techniques is

suggested to reduce detection time and mitigate the necessity for technical equipment.
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Title: Design of a CRISPR/LbCas12a system and its evaluation for targeted cleavage

detection of 18s, H2A and Cytb genes of Trypanosoma cruzi in wild Rhodnius pallescens

(Hemiptera: Reduviidae: Triatominae).

Author: Luis Alejandro Ortiz Rodríguez

Key Words: Chagas, Diagnostic, CRISPR, LbCas12a

Introducción

El mal de Chagas es una enfermedad causada por el parásito Trypanosoma cruzi que afecta

a millones de personas, especialmente en países en desarrollo (Echeverría et al., 2020). La

transmisión del parásito ocurre a través de insectos de la subfamilia Triatominae (Castillo &

Wolff, 2000). La distribución del vector se concentra en áreas rurales y periurbanas,

impactando principalmente a poblaciones de escasos recursos (Abad-Franch et al., 2011).

Además de la transmisión por picaduras del insecto, existen otras vías de contagio como la

ingestión de alimentos contaminados, transfusiones sanguíneas, trasplante de órganos y

accidentes de laboratorio. En la actualidad, los esfuerzos de prevención de la enfermedad

de Chagas se centran en el control vectorial y la creación de insecticidas (Briceño-León,

2009). La detección de la enfermedad se lleva a cabo tanto en pacientes, como en animales

hospederos y el vector (Deborggraeve et al., 2009). Una rápida confirmación del parásito en

el vector de la enfermedad, permite localizar zonas de riesgo para las comunidades, lo cual

impacta positivamente en la prevención de la enfermedad y facilita la adopción de medidas

preventivas. Las técnicas para la identificación de la enfermedad han cambiado con el

transcurso del tiempo. Para la detección rápida de los parásitos causantes de enfermedades

https://paperpile.com/c/dfO3n5/0T2L
https://paperpile.com/c/dfO3n5/BeKS
https://paperpile.com/c/dfO3n5/BeKS
https://paperpile.com/c/dfO3n5/cU9e
https://paperpile.com/c/dfO3n5/eycR
https://paperpile.com/c/dfO3n5/eycR
https://paperpile.com/c/dfO3n5/hhrB
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en América, se emplean el uso de tinciones en la sangre observadas bajo el microscopio,

que no son fácilmente detectables en su fase crónica (Saavedra et al., 2013). Por otro lado,

las pruebas serológicas son ampliamente usadas y cuentan con mayor capacidad de

detección, pero pueden presentar falsos negativos en fases avanzadas de la enfermedad y

falsos positivos en fases tempranas (Abras et al., 2016); (Gomes et al., 2009).

Alternativamente, se adoptaron técnicas más precisas como la amplificación en cadena de

la polimerasa (PCR), que posibilitan la elaboración de estudios diferentes a los

morfológicos o bioquímicos (Kirchhoff et al., 1996). En la actualidad la PCR es el método

Gold Standard para la identificación de Trypanosoma cruzi y es un sistema de

amplificación empleado en el diagnóstico de diversas enfermedades, su principal ventaja es

la amplificación en millones de fragmentos de una región diana. A pesar de sus ventajas, la

PCR es susceptible a falsos positivos debido a contaminación y un diseño erroneo de

cebadores (Stadhouders et al., 2010). Del mismo modo, puede ocasionar falsos negativos

en casos de baja carga parasitaria. (Hirschhorn et al., 2023; Viljoen et al., 2005). Por lo

tanto, resulta esencial desarrollar nuevas técnicas de diagnóstico altamente precisas,

rápidas, económicas y adaptables en América Latina, donde la enfermedad es endémica

(OPS, 2006). El sistema CRISPR/LbCas12a se presenta como una alternativa sensible y

específica para la detección de secuencias objetivo dentro del ADN total. Esta cualidad, ha

sido puesta en práctica para la edición de genomas (Y. Chen et al., 2022). Sin embargo, su

aplicación en el diagnóstico de enfermedades se precisa de una amplificación previa de la

región objetivo, donde se encuentra diseñada la guía (Kaminski et al., 2021). Esta

amplificación puede llevarse a cabo mediante técnicas como PCR convencional, Lamp o

https://paperpile.com/c/dfO3n5/R0K6
https://paperpile.com/c/dfO3n5/ITj0
https://paperpile.com/c/dfO3n5/mc4i
https://paperpile.com/c/dfO3n5/MrSQ
https://paperpile.com/c/dfO3n5/Q7iB
https://paperpile.com/c/dfO3n5/TvZ9+yD1O
https://paperpile.com/c/dfO3n5/BWlJ
https://paperpile.com/c/dfO3n5/k35l


UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
INFORME FINAL DE TRABAJO DE GRADO

MODALIDAD INVESTIGACIÓN
ESCUELA DE BIOLOGÍA

12
RPA (Y. Li et al., 2019). Con base en lo anterior, este proyecto implementó el sistema de

detección CRISPR/LbCas12a, en muestras de ADN de intestino del vector Rhodnius

pallescens con presencia del parásito Trypanosoma cruzi. Principalmente, el diseño tiene

como fin crear un sistema de detección por corte específico con la capacidad de detectar la

presencia del parástio en muestras de ADN. Como método de amplificación se empleó la

amplificación por PCR en los genes Cytb,18s y H2A de Trypanosoma cruzi. Estos genes

seleccionados han sido previamente utilizados en la literatura para la identificación del

parásito por PCR, (Brisse et al., 2001, 2003; Pavia et al., 2007)). El problema de

investigación se fundamenta en la importancia de establecer un sistema de detección

altamente específico, sensible, rápido, programable, económico y adaptable, que pueda ser

usado para el diagnóstico de enfermedades de alta prevalencia en Colombia como el caso

Chagas.

Antecedentes

Enfermedad de Chagas

El mal de Chagas es generado por el Trypanosoma cruzi y se transmite por insectos de la

subfamila Triatominae (Kollien & Schaub, 2000). Es una enfermedad de gran importancia

para la salud pública en Latinoamérica (Moncayo & Silveira, 2009). Los estudios

epidemiológicos de esta enfermedad se dividen en áreas endémicas y no endémicas. Según

datos de la Organización Mundial de la Salud (OMS), se estima que en todo el mundo

existen entre 6 y 7 millones de personas infectadas por el parásito, de las cuales cada año

https://paperpile.com/c/dfO3n5/LCxt
https://paperpile.com/c/dfO3n5/W1Cw+sn2G+D2BR
https://paperpile.com/c/dfO3n5/QC4c
https://paperpile.com/c/dfO3n5/gxDV
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fallecen alrededor de 10.000 personas (WHO, 2002). Las áreas de mayor endemismo a

nivel mundial se encuentran en Latinoamérica, pero por el modelo migratorio, países no

endémicos como Estados Unidos, Canadá, y Japón, presentan riesgo de transmisión,

incluso en países como África se han reportado casos de la enfermedad (Palmezano Díaz et

al., 2015). Según datos del Instituto Nacional de Salud, la enfermedad de Chagas en

Colombia tiene una prevalencia estimada entre 700.000 y 1.200.000 personas infectadas.

Además, se considera que 8.000.000 de personas están en riesgo de adquirir la enfermedad

(Instituto Nacional De Salud, 2017).

Vectores

Los insectos que cargan el parásito Trypanosoma cruzi, popularmente conocidos como

“pitos” en Colombia, son insectos que se alimentan con sangre y se encuentran clasificados

en la familia Reduviidae, subfamilia Triatominae. Los géneros más relevantes en América

latina son Triatoma infestans (Klug), Rhodnius prolixus (Stål), Triatoma dimidiata

(Latreille), y Triatoma brasiliensis (Neiva) (Otálora-Luna et al., 2015). Los triatominos

tienen metamorfosis incompleta y pasan por huevo y por estadios ninfales antes de llegar a

adultos. Todos los estadios son susceptibles de infectarse con T. cruzi (Instituto Nacional

De Salud, 2017). En Colombia, los vectores del parásito son Triatoma dimidiata, Triatoma

maculata, Panstrongylus geniculatus, Triatoma venosa, y Rhodnius pallescens (Esteban et

al., 2017).

https://paperpile.com/c/dfO3n5/9pTi
https://paperpile.com/c/dfO3n5/9nIX
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https://paperpile.com/c/dfO3n5/jMsY
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Agente etiológico

Trypanosoma cruzi pertenece al orden Kinetoplastida, es un parásito unicelular flagelado

con un kinetoplasto el cual es una masa de ADN circular con múltiples copias del ADN

mitocondrial, este orden incluye también al género Leishmania sp causante de la

enfermedad de Chagas (Carrada-Bravo, 2004). Cuando se encuentra dentro del vector,

inicia su estadio infectivo, posteriormente pasa a mamíferos donde el vector hematófago

realiza la picadura y defeca, el mamífero se infecta de las heces con el parásito que se

encuentran cerca a la herida (Vidal-Acosta et al., 2000). Sus hospederos silvestres pueden

ser los armadillos, los marsupiales y algunos primates. Sin embargo, se pueden observar en

reservorios domésticos como perros, gatos y roedores (Sánchez & Russomando, 2012). En

los humanos, el parásito puede transmitirse desde los triatominos o pasarse por

transfusiones de sangre contaminadas, incluso directamente de la madre (Brener, 1982). De

acuerdo con la guía para la vigilancia del Trypanosoma cruzi del Instituto Nacional de

Salud, se tiene una presentación morfológica caracterizada por tres estadios: la forma

Amastigote, Epimastigote y Tripomastigote. En la forma de Amastigote mide entre 1.5 a

4.0 μm, el parásito no tiene flagelos y su ubicación es intracelular. El estado epimastigote

posee flagelos y se encuentra en el triatomino. Por medio del proceso denominado

metaciclogénesis, el estadio parasitario Amastigote se transforma en la etapa infectiva:

Tripomastigotes metacíclicos. Finalmente, en la fase Tripomastigote metacíclico, su

https://paperpile.com/c/dfO3n5/4eHa
https://paperpile.com/c/dfO3n5/BhSh
https://paperpile.com/c/dfO3n5/DrM3
https://paperpile.com/c/dfO3n5/vGhC
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morfología es fusiforme, mide aproximadamente entre 12 a 30 μm, (Instituto Nacional de

Salud, 2017). El genoma de T. cruzi fue secuenciado completamente en el año 2005 por

(El-Sayed et al., 2005). En su estudio sugiere que se compone de 110 Mb y 22.570 genes

que codifican para RNAs y proteínas. Además, alrededor del 50% de su genoma está

compuesto de secuencias repetitivas. El ADN mitocondrial o ADN del kinetoplasto está

compuesto de maxi círculos y mini círculos con secuencias repetitivas. La cantidad de

cromosomas de la especie varía con el linaje de Trypanosoma cruzi y se estima entre 28 y

30 en el linaje tipo II y entre 17 y 22 en el linaje tipo I. Sin embargo, depende de la

variación alélica y su alto porcentaje de secuencias repetitivas, (Gutierrez & Monteón

Padilla, 2008; Souza et al., 2011).

Vías de transmisión y fases de la enfermedad

Las formas principales de contagio de la enfermedad de Chagas son la transfusional, la

transplacentaria, la vectorial, los accidentes de laboratorio y los trasplantes de órganos

infectados (Toso M et al., 2011). La transmisión vectorial ocurre cuando el triatomino se

alimenta y defeca cerca de la herida que genera el sitio de succión, el paciente internaliza el

parásito a través del prurito (de Noya & González, 2015). En mamíferos salvajes que

actúan como reservorio del parásito, el vector infecta por picadura y deposición de heces,

principalmente a roedores que construyen nidos (Noireau et al., 2009) . Otras formas de

infección, como la transmisión por vía oral, pueden producir brotes de la enfermedad,

ocasionando altas tasas de mortalidad. Esta dispersión masiva de casos de Chagas, no

https://paperpile.com/c/dfO3n5/6ITQ
https://paperpile.com/c/dfO3n5/1pMU+pOOv
https://paperpile.com/c/dfO3n5/1pMU+pOOv
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puede ser asociado a la transmisión vectorial (Velásquez-Ortiz & Ramírez, 2020). La

transmisión oral ocurre por el consumo de alimentos contaminados por heces del vector, o

secreciones de reservorios animales como las zarigüeyas (Barrett et al., 2003). De acuerdo

con el estudio de Rassi et al , en la enfermedad de Chagas se distinguen dos fases clínicas:

La primera en presentarse es la fase aguda, en las dos semanas iniciales los pacientes

pueden ser asintomáticos o provocar fiebres leves (Rassi et al., 2010). En la fase aguda se

ocasionan las muertes de la enfermedad. Sin embargo, menos del 10 % de los afectados

fallecen. La segunda es la fase crónica, menos del 40% de los infectados la padecen y se

caracteriza por afectaciones en el colón, corazón y sistema digestivo.

Métodos diagnósticos

Métodos parasitológicos directos

En la identificación del Trypanosoma cruzi mediante la observación directa por

microscopía o herramientas moleculares se encuentran seis métodos: La observación

microscópica al fresco, el método de concentración, gota gruesa, el xenodiagnóstico, la

PCR, la PCR tiempo real y la PCR digital (Apt B et al., 2008). La observación

microscópica al fresco se realiza en una muestra de sangre extendida en una placa y es

examinada bajo el microscopio (WHO, 2002). No requiere de equipos o reactivos de difícil

https://paperpile.com/c/dfO3n5/7yUG
https://paperpile.com/c/dfO3n5/zBbp
https://paperpile.com/c/dfO3n5/hKrd
https://paperpile.com/c/dfO3n5/zgfl
https://paperpile.com/c/dfO3n5/9pTi
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acceso y permite diagnosticar con rapidez. Sin embargo, su sensibilidad es baja y es

susceptible a falsos negativos (Kirchhoff et al., 1996).

En el método de concentración se ejecuta una búsqueda de los parásitos en una muestra

obtenida a partir de un microhematocrito (Torrico et al., 2005). Es un método sensible,

rápido y económico (Vera-Ku et al., 2019). No obstante, se han encontrado inconvenientes

en la detección por infección congénita del parásito (Bua et al., 2013). En la técnica de la

gota gruesa se observan los Tripomastigotes en una placa con más de tres gotas de sangre

teñidas con un colorante que facilita la visualización al microscopio (Carrada-Bravo, 2004).

Sin embargo, es una técnica económica y rápida, pero de baja sensibilidad, es posible que

genere falsos negativos y requiere de un personal capacitado (Pereira et al., 2022).

El xenodiagnóstico provee un diagnóstico en el vector, consiste en buscar el parásito en los

excrementos de las ninfas de los triatominos que han succionado sangre de pacientes (Añez

et al., 2009). Sin embargo, presenta una baja sensibilidad, requiere de una colonia y

personal capacitado (Carvalho et al., 1993). La Reacción en cadena de la polimerasa (PCR),

se centra en el uso de cebadores que contienen secuencias complementarias a regiones en el

genoma del Trypanosoma cruzi que indica la presencia del parásito (Britto et al., 1995). La

principal ventaja de la PCR es la amplificación de una secuencia de ADN diana en el

parásito, visualizada en un gel de electroforesis. Viljoen et al, describe algunos

inconvenientes cómo la susceptibilidad a contaminantes dada su alta sensibilidad y la

vulnerabilidad a las condiciones de temperatura, ciclos y preparación durante él

procedimiento que precisa de una estandarización (Viljoen et al., 2005). De la misma

forma, la PCR es susceptible a falsos positivos, dada que los cebadores (primers) presentan

https://paperpile.com/c/dfO3n5/MrSQ
https://paperpile.com/c/dfO3n5/0YNf
https://paperpile.com/c/dfO3n5/XgMk
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alta tolerancia a secuencias no complementarias. Por lo anterior, es posible que amplifique

ADN no correspondiente (Seiringer et al., 2017).

Finalmente, la qPCR cuantifica la carga parasitaria del paciente, al igual que la PCR, se

utilizan cebadores para la amplificación de regiones en el genoma del Trypanosoma cruzi

(Cummings & Tarleton, 2003). Es altamente sensible a pequeñas concentraciones de ADN,

a diferencia de la PCR no requiere de un gel de agarosa para visualizar los resultados. No

obstante, requiere un equipo costoso y de un personal capacitado con conocimiento técnico,

dada su sensibilidad, y también es susceptible a contaminación cruzada (Padhi et al., 2020).

Métodos Serológicos

La Organización Mundial de la Salud, en su segundo reporte del control de la enfermedad

de Chagas, indica tres pruebas indirectas para la detección del parásito: La

inmunofluorescencia indirecta, La hemaglutinación indirecta, y el ensayo de ELISA

(WHO, 2002). Las pruebas serológicas son sensibles en la localización de anticuerpos o

proteínas específicas contra un patógeno. Por consiguiente dependen del tiempo de

aparición de los mismos. Igualmente, la presencia de los anticuerpos puede darse en casos

donde ya no exista parasitemia. El ensayo de ELISA lleva a cabo una prueba de

identificación de anticuerpos ligados a enzimas, especialmente los colinérgicos

muscarínicos, que fueron descritos por Borda et al, debido a que aumentan en presencia del

parásito en el Chagas crónico (Borda et al., 1991). La prueba de hemaglutinación indirecta

hace uso de los antígenos solubles del sobrenadante del lisado de Epimastigotes (Schmunis,

1991) La inmunofluorescencia indirecta detecta los anticuerpos IgM en suero sanguíneo

https://paperpile.com/c/dfO3n5/xL6r
https://paperpile.com/c/dfO3n5/hHG0
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https://paperpile.com/c/dfO3n5/TR0V
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producido por la infección aguda de la enfermedad (Apt B et al., 2008). Es una técnica más

precisa y sensible, capaz de detectar en bajas concentraciones (Gilber et al., 2013). Sin

embargo, estas técnicas son susceptibles a errores dado que los anticuerpos encontrados

pueden ser producto de la presencia de Leishmania sp (Gomes et al., 1999), (Malan et al.,

2006).

Diagnóstico mediante sistemas CRISPR/ Cas

El acrónimo de CRISPR fue designado para describir secuencias repetitivas palindrómicas

cortas agrupadas regularmente e inter espacialmente encontrados en la década de los 80s en

taxones de algunas procariotas (Jansen et al., 2002). Posteriormente, se descubrió que la

función del locus CRISPR se relaciona con la defensa natural contra bacteriófagos en

arqueas y bacterias (Barrangou et al., 2007). Luego, de tener más claridad sobre su

caracterización genética se logró usar ese sistema de defensa bacteriano como un método

programable de ARN guía que dirige a la endonucleasa Cas9 para cortar en una secuencia

de ADN doble cadena específica (Jinek et al., 2012). A partir del 2012, el sistema CRISPR

ha sido implementado en diferentes usos como en la edición de genes, regulación génica,

epigenética y en plantas en producción de cultivos mejorados. El sistema funciona

empleando una proteína Cas y un ARN guía que se acopla a la proteína. La región de

acoplamiento de la guía en el ADN objetivo debe tener una región PAM

(proto-adjacent-motive) de tres a cuatro nucleótidos, que permite la activación del corte en

la proteína Cas (Nidhi et al., 2021). Los sistemas de diagnóstico con CRISPR son
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potencialmente sensibles, económicos y adaptables (Uppada et al., 2018). Se han

implementado desde el año 2016 primeramente para la detección del virus del Zika usando

la proteína Cas9 (Pardee et al., 2016). Posteriormente, se descubrió una nueva habilidad,

aparte de realizar el primer corte en la secuencia complementaria a la guía (corte Cis), se

conoció el corte colateral (corte Trans), adicional al ADN objetivo que fue descrita en la

endonucleasa Cas 13 (Abudayyeh et al., 2016), lo cual permitió el avance de sistemas

detección con fluorescencia empleando el corte colateral en cadenas de ARN con Quencher

y Reportero (East-Seletsky et al., 2016). Seguidamente, inició el empleo de sistemas de

diagnóstico con variantes de la proteína Cas 13 tales como SHERLOCK (Specific

High-sensitivity Enzymatic Reporter unLOCKing) y HUDSON-SHERLOCK (heating

unextracted diagnostic samples to obliterate nucleases) con alta especificidad (Kellner et

al., 2019; Myhrvold et al., 2018). Paralelamente, se descubrió que la proteína Cas 12

presentaba la facultad de generar un corte colateral al escindir secuencias de ADN objetivo

con el sistema DETECTR (S.-Y. Li, Cheng, Liu, et al., 2018)). El corte colateral de la Cas

12 se aplicó como biosensor para detectar secuencias de ADN blanco de parásito o virus

que ocasionan enfermedades, primero se empleó en la tecnología HOLMES (an one-HOur

Low-cost Multipurpose highly Efficient System) (S.-Y. Li, Cheng, Wang, et al., 2018), que

requiere de una amplificación previa por PCR del sitio objetivo. Seguidamente, se diseñó el

método de DETECTR (DNA Endonuclease Targeted CRISPR Trans Reporter) que utiliza

una amplificación isotérmica y rápida con RPA, usando la proteína LbCas12a. (J. S. Chen

et al., 2018). El sistema de corte con CRISPR/LbCas12a, efectua el corte a 18 nucleótidos

del sitio de reconocimiento PAM en sentido 5 prima. Un aspecto a resaltar es que los
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sistemas CRISPR pueden ser complementados con los métodos tradicionales, con el

objetivo de optimizar la precisión, acelerar el diagnóstico efectivo y reducir los costos.

En parásitos, los sistemas de diagnóstico CRISPR se han implementado en la detección de

los parásitos responsables de la Leishmaniasis, principalmente en la detección de la especie

Leishmania donovani (Gao et al., 2022) y del subgénero Viannia (Dueñas et al., 2022). Para

generar una detección precisa se han buscado secuencias preservadas en genes de la

subunidad 18s ribosomal, ADN del kinetoplasto, el espaciador interno transcripcional (ITS)

y la proteína HSP70 de choque térmico. Para L. donovani se empleó el sistema GsubCas12,

en el cual la proteína corta una secuencia objetivo del parásito y en su corte colateral

escinde el complejo G4, una estructura tridimensional compuesta de cuatro guaninas con la

capacidad de catalizar la oxidación de la resorufina, causando fluorescencia. En las especies

del subgénero Viannia como L. (V.) braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) guyanensis L.

(V.) peruviana, L. (V.) amazonensis, L. (V.) donovani, L. (V.) major y L. (V.) infantum, se

empleó el método de detección por fluorescencia. Este sistema de detección realmente es

una consecuencia de la localización del blanco lo cual activa un corte colateral con la Cas

12 escindiendo la secuencia de ADN objetivo dirigido por el ARN guía. Actualmente, no

existen estudios para la detección de T. cruzi con el sistema CRISPR/Cas, sin embargo, se

ha empleado el sistema SHERLOCK4HAT (Specific High-sensitivity Enzymatic Reporter

unLOCKing for Human African Trypanosomiasis) para el diagnóstico a Trypanosoma

brucei, causante de tripanosomiasis africana humana (Sima et al., 2022).
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Justificación

La enfermedad de Chagas en Colombia pone en riesgo la vida de 8 millones de personas.
Por consiguiente, La ejecución de este proyecto pretende contribuir en el desarrollo de
herramientas de identificación novedosas que propicien un diagnóstico de Trypanosoma
cruzi empleando nuevas técnicas de diagnóstico como el sistema CRISPR/Cas, con la
adaptabilidad de un método altamente programable y preciso. El cual pueda determinar la
presencia del parásito de manera visual, contribuyendo a la identificación, diagnóstico y
confirmación de la enfermedad. Lo cual, le permita a médicos especialistas emplear un
tratamiento propicio en laboratorios de cualquier nivel, que no requiera de la
implementación de equipos especializados, con tiempos de identificación cortos y con un
coste de ejecución asequible, especialmente en América Latina, donde la enfermedad es
endémica y de alta prevalencia.
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Objetivos

General:

Diseñar un sistema CRISPR/LbCas12a de detección de ADN por corte específico

en los genes 18s, H2A y CyB de Trypanosoma cruzi que determine la parasitemia

en muestras de intestino de Rhodnius pallescens.

Específicos:

-Diseñar y evaluar cebadores que posibiliten la amplificación de los genes objetivos

con los puntos de corte de las sgRNAs.

-Establecer y evaluar sgRNAs específicas para la detección de Trypanosoma cruzi

en Rhodnius pallescens utilizando el sistema CRISPR/LbCas12a en los genes 18s,

H2A y Cytb.

-Describir las diferencias en los cortes entre los productos amplificados y el ADN

total extraído de los intestinos de Rhodnius pallescens.

-Realizar un modelo comparativo entre de ventajas y desventajas del uso de la

técnica PCR (Gold Standar) y el sistema CRISPR en muestras de ADN

correspondiente a Trypanosoma cruzi.
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Metodología

Extracción de ADN del parásito a partir de intestinos de Rhodnius

pallescens

La recolección de los individuos de la especie Rhodnius pallescens se llevó a cabo por

personal del Laboratorio de Entomología Médica entre noviembre del 2021 y febrero de

2022. La colecta se efectuó con trampas tipo Ángulo, en tres fragmentos de bosques en

sectores del área metropolitana de Bucaramanga. Se colectaron 12 individuos en el barrio

de Pan de azúcar, ocho en Limoncito y seis en Bucarica. La extracción de ADN se realizó

con el Kit de extracción Quiagen (DNeasy Blood & Tissue Kit), a partir de la disección del

intestino superior. Posteriormente, el ADN extraído fue almacenado a -20 °C. El ADN

extraído y la colecta de los insectos hizo parte de la tesis de maestría en microbiología de la

estudiante Juliana cuadros que se encuentra en proceso de sustentación. Este proyecto fue

aprobado por el Comité de Ética en Investigación Científica de la Universidad Industrial de

Santander (CEINCI-UIS) el día 27 de agosto de 2021, Anexo 5. “Análisis metagenómico

del intestino medio y posterior de Rhodnius pallescens (Barber, 1932) en insectos de

laboratorio y silvestres colectados en Bucaramanga y su área metropolitana”.
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Diseño y evaluación de cebadores

En el diseño de cebadores se utilizó el programa el Benchling, considerando un porcentaje

de Guanina-Citocina entre el 40-60%, diferencias de melting menor a 5° C y un análisis en

BLAST que asegurara una identidad del 100% en Trypanosoma cruzi. Se seleccionaron tres

genes que han sido empleados en la literatura para la identificación del parásito mediante

PCR: el gen Citocromo B (Cytb) (Brisse et al., 2003), el gen de la subunidad ribosomal

pequeña (18s) (Brisse et al., 2001) y el gen de Histona (Pavia et al., 2007).

Una vez terminado el diseño computacional, se procedió con la amplificación mediante

PCR empleando la polimerasa 2x Master mix Q5 NEB y un termociclador BIORAD. Las

temperaturas de alineamiento de los genes fueron de 63 °C para Cytb, 72°C en el 18s , 62°

en el H2A como se estableció en la aplicación NEB ™calculator. Para cada muestra, se

agregó al mix 2 uL del ADN extraído de los intestinos de Rhodnius pallescens con una

concentración de 18 ng/uL. La visualización de los amplificados se efectuó en un gel de

agarosa al 2% teñido con SYBR Safe. Las condiciones de la electroforesis se aplicaron a

100 voltios, 90 miliamperios en 50 minutos. Como control negativo, se emplearon los

cebadores diseñados en ADN de Rhodnius prolixus, Lesihmania infantum,Trypanosoma

theileri y Lutzomya sp.

Diseño de ARN Guías

Las especificaciones de las ARN guías se basaron en el método descrito por J. S. Chen et

al. Se diseñaron en el programa CHOPCHOP, con un tamaño de 24 pares de base y un PAM

https://paperpile.com/c/dfO3n5/D2BR
https://paperpile.com/c/dfO3n5/W1Cw
https://paperpile.com/c/dfO3n5/sn2G
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TTTV (J. S. Chen et al., 2018). Las guías seleccionadas se diseñaron específicamente para

Trypanosoma cruzi en las regiones de los genes seleccionados, con una baja probabilidad

de acoplamiento en otras regiones del genoma. Seguidamente, se filtraron los diseños con

mejores porcentajes de eficiencia y baja probabilidad de apareamiento en ADN no

correspondiente en el programa BLAST para seleccionar el diseño más óptimo.

Evaluación del corte en el amplificado por visualización en gel

La evaluación del corte en el amplificado se empleó con base a la metodología establecido

en el protocolo de New England Biolabs (M0653) para la digestión in vitro de ADN con el

sistema CRISPR/LbCas12a, con modificaciones en la concentración durante la

estandarización del método. Para la preparación del mix en se empleó 6 uL de la

LbCAS12a a 300 nM, 6 uL de ARN guía a 300 nM, 6 uL del buffer de reacción de NEB en

un volumen final de 30 uL. Seguidamente, se incubó la mezcla por 10 minutos a

temperatura ambiente y se agregaron 3 uL del ADN amplificado de cada gen en una

concentración final de 40 ng/uL. Finalmente, se incubó a 37° C por 10 minutos. En la

visualización del corte se tomaron 15 uL y se sembraron en un gel de agarosa al 2%, teñido

con SYBR SAFE, como se observa en la Figura 1. El tamaño de la banda fue estimado con

un marcador de peso y analizado en el programa Gelanalyzer.

https://paperpile.com/c/dfO3n5/qgcT
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Figura 1. Flujo de trabajo para la detección por corte de T .cruzi en muestras de intestino de R. pallescens. 1.

Disección de intestino medio y superior. 2. Extracción de ADN del intestino empleando Kit Quiagen. 3.

Amplificación por PCR empleando los cebadores diseñados para cada gen. 4. El ADN amplificado producto

de la PCR se agrega al mix de CRISPR/LbCas12a para ser cortado. 5. Visualización por bandas en un gel de

agarosa al 2%.

Evaluación del corte en el amplificado por reportero fluorescente

El diseño del sistema de fluorescencia se basó en el enfoque de J. S Chen et al, de usando el

reportero fluorescente 56-FAM/TTATT/3IABkFQ (J. S. Chen et al., 2018). Las

concentraciones del reportero fluorescente, ARN guía y la proteína LbCas12a fueron

adaptados de (Lee et al., 2020). La concentración del reportero fue ajustada a 600 nM,

mientras que para la ARN guía y la LbCAS12a se empleó una concentración final de 360

https://paperpile.com/c/dfO3n5/qgcT
https://paperpile.com/c/dfO3n5/5gXev
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nM. Además, se empleó un volumen correspondiente al agregado para la LbCas12a del

buffer NEB, en un volumen final 50 uL. Posteriormente, se agregó el ADN amplificado

para cada gen, con una concentración final de 40 ng/uL. La mezcla se dispuso en placas

oscuras y se midió usando una longitud 485 nm de excitación de 530 de absorbancia en un

espectrofotómetro SYNERGY H1. La medición se realizó durante dos horas cada tres

minutos, con intervalos de 40 segundos de agitación entre cada medida, manteniendo una

temperatura constante de 37° C. Finalmente, las muestras obtenidas se visualizaron en un

transiluminador con luz ultravioleta que permitió la identificación visual de las muestras

positivas como se observa en la Figura 2.
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Figura 2. Visualización del corte de amplificado por reportero fluorescente. 1. El producto amplificado de la

PCR es cortado por el sistema CRISPR/LbCas12a produciendo el primer corte en CIS. 2. Activación del

sistema de corte colateral en TRANS, permite el corte de secuencias pequeñas y monocatenarias como el

reportero fluorescente. 3. El quencher se separa del fluoróforo permitiendo la emisión a 530 nm. 4A. Se

observa la emisión de la fluorescencia empleando una placa de 96 posos en un espectrofotómetro. 4B.

Visualización de los tubos con ADN amplificado que activaron el sistema fluorescencia en luz ultravioleta.
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Evaluación de la sensibilidad del sistema CRISPR/LbCas12a

Para evaluar la sensibilidad del sistema se diluyó el ADN amplificado a concentraciones

finales de 40 ng/uL 20 ng/uL, 10 ng/uL, 5 ng/uL, 1 ng/uL. Se verificó el corte por

visualización en gel, emisión de fluorescencia en espectrofotómetro e identificación visual

bajo luz ultravioleta.

Evaluación del corte en ADN total

El sistema de corte fue evaluado en el ADN total extraído del intestino de Rhodnius

pallescens con presencia del parásito. Se ajustó el protocolo de corte del amplificado

adicionando 10 uL del ADN total a una concentración de 18 ng/uL, a un volumen final de

30 uL con el sistema CRISPR/LbCas12a. Las pruebas se compraron contra el ADN total

sin el sistema corté. La evaluación del corte se realizó en gel de agarosa al 2% y por corte

del reportero fluorescente en el espectrofotómetro e identificación visual bajo luz

ultravioleta.

Análisis estadístico

Los ensayos de fluorescencia en espectrofotómetro, del corte de las guías Cytb, 18s y H2A

se realizaron por triplicado. Del mismo modo, se evaluó por triplicado las diluciones del

amplificado del gen Cytb y los ensayos de fluorescencia en ADN directo. Se realizó una
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prueba de normalidad de Kosmogorov Smirnov a los ensayos de fluorescencia. Por lo tanto,

se implementó la prueba estadística de Kruskal Wallis en los datos no paramétricos, para

corroborar la homogeneidad de las réplicas y una prueba post hoc de Dunnes. En los datos

paramétricos se realizó una ANOVA de una vía con un test post hoc de Tukey. Todos los

análisis se usaron ejecutaron en el programa Statistica Versión 10. Los datos crudos se

dividieron sobre el blanco de cada ensayo para obtener las gráficas de normalización de los

datos.

Comparación de métodos de Diagnóstico

Basado en análisis bibliográfico, se diseñó una tabla comparativa entre los métodos de

diagnóstico empleados para la identificación de T. cruzi y el sistema CRISPR/Lb Cas12a.

La tabla comparativa se dividió en seis categorías: Tiempo de ejecución, facilidad de

ejecución, precio, sensibilidad a baja parasitemia, probabilidad de falsos negativos y

probabilidad a falsos positivos. Cada categoría se dividió en 3 clasificaciones que agrupan

los métodos de diagnóstico dependiendo del beneficio que tenga en la categoría como se

observa en la Tabla 1.

Tabla 1. Empleando un análisis bibliográfico se establecieron criterios de comparación para categorizar y

clasificar los métodos de diagnóstico de T. cruzi. El color azul indica un posible beneficio del método, el color

rojo advierte de una posible desventaja del método. El color amarillo índica neutralidad.
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Criterios de comparación de métodos de diagnóstico de Trypanosoma cruzi basado en análisis
bibliográfico

Tiempo de ejecución

Corto Moderado Prolongado

1 hora 1-2 horas 2-4 horas

Facilidad de ejecución

Fácil Moderada Difícil

Bajo conocimiento técnico Conocimiento técnico estándar Conocimiento especializado

Equipos accesibles Equipo técnico Equipos o materiales específicos

Interpretación de datos básica Mayor interpretación de datos Interpretación especializada

Precio

Bajo Moderado Alto

Menor a 100.000 $/ Equipos no
especializados

Menor a 200.000 $/ Equipos
especializados

Mayor a 200.000 $/ Equipos
especializado

Sensibilidad a baja parasitemia

Eficiente Moderada Reducida

Permite detectar pequeñas
concentraciones de ADN o

Antígenos

Dificultad en bajas
concentraciones de ADN o

Antígenos

Ineficaz para identificar
pequeñas concentraciones de

material biológico

Probabilidad de falsos positivos

Baja Moderada Alta

Precisión en discernir material
biológico específico

Dificultad para diferenciar
material biológico específico

Ineficaz para asegurar con
precisión la presencia del

parásito

Probabilidad de falsos Negativos

Baja Moderada Alta

Sensibilidad para corroborar la
ausencia de material biológico

especifico

Dificultad para detectar la
ausencia del parásito

Ineficaz para asegurar con
precisión la ausencia del parásito
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Resultados

Objetivo 1: Diseñar y evaluar cebadores que posibiliten la

amplificación de los genes objetivos con los puntos de corte de las

sgRNAs

Los cebadores del gen Citocromo B se tomaron de (Brisse et al., 2003), La secuencia

Forward 5’ GACAGGATTGAGAAGCGAGAGAG ‘3 con 23 pares de bases, un % GC de

52.17 y Tm de 56.6 °C. El cebador Reverse 5’ CAAACCTATCACAAAAAGCATCTG 3’

con secuencia de 24 pb, GC% 37.5 y Tm de 53.1 °C.

En el gen 18s empelado por (Brisse et al., 2001) para la identificación de T. cruzi se diseñó

un juego de cebadores con una amplificación de 664 pares de bases. El primer forward

tiene una longitud de 22 pares de bases, un porcentaje de guanina citocina (GC%) del 59 %,

y temperatura de melting (Tm) de 61.5 °C con la secuencia: 5’

ATGTTCTCTGTTCCGGCGGCAG ‘3 . De la misma manera, el primer reverse contiene

una longitud de 22 pares de bases, GC% del 59.09%, Tm de 62 °C y una secuencia 5’

AAAAATCACGGGCGCCCTCTGG 3’.

El diseño de los cebadores en el H2A se efectuó tomando como partida el estudio de (Pavia

et al., 2007). El amplificado presentó un tamaño de 843 pares de bases. El cebador forward

se diseñó con un tamaño de 20 pares de bases, un GC% de 45, y un Tm de 52.1 ° C con

secuencia 5’ GTTTTTCGCAGACAAGGATG ‘3. De la misma manera, el cebador Reverse

https://paperpile.com/c/dfO3n5/D2BR
https://paperpile.com/c/dfO3n5/W1Cw
https://paperpile.com/c/dfO3n5/sn2G
https://paperpile.com/c/dfO3n5/sn2G
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se diseñó con un tamaño de 20 pares de bases un GC% de 45% y un Tm de 51.6 con

secuencia 5’ TTACTTACGAAGTGGCAGAC ‘3.

Los cebadores diseñados se analizaron en BLAST para corroborar la especificidad del

diseño para T. cruzi. Las secuencias de los cebadores se compararon contra el ADN de las

especies Rhodnius prolixus, Lesihmania infantum, Trypanosoma theileri y Lutzomyia sp.,

usadas como control negativo. Tabla 2.

Tabla 2. Tabla de análisis de cebadores empleados para la amplificación en ADN de Trypanosoma cruzi. Las

especies evaluadas en las tablas se usaron como control negativo de la amplificación. El porcentaje de

cobertura índica la cantidad de bases seguidas que comparte con el ADN de referencia, donde exista 100% de

identidad. El porcentaje de identidad, es índica el porcentaje de bases idénticas dentro de un segmento. El

número de bases compartidas es la cantidad de bases seguidas que se relaciona un segmento referencia

comparado con el ADN analizado.

Análisis de especies en BLAST cebadores Cytb

Forward Reverse

5’ GACAGGATTGAGAAGCGAGAGAG ‘3 5’ CAAACCTATCACAAAAAGCATCTG 3’

Especie

%
Cobertura

%
Identidad

Número de pb
compartidas % Cobertura % Identidad Número de pb

compartidas

Trypanosoma
theileri 100 100 23 100 100 24

Leishmania
infantum 100 100 23 100 94 24

Rhodnius
pallescens 69 100 9 41 100 9

Lutzomyia sp. 69 100 15 100 100 17
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Análisis de especies en BLAST cebadores 18s

Forward Reverse
5’ ATGTTCTCTGTTCCGGCGGCAG ‘3 5’ AAAAATCACGGGCGCCCTCTGG 3’

Especie

%
Cobertura

%
Identidad

Número de
pb

compartidas
% Cobertura % Identidad Número de pb

compartidas

Trypanosoma
theileri 77 100 17 100 100 22

Leishmania
infantum 95 100 15 100 100 15

Rhodnius
pallescens 54 100 9 72 100 8

Lutzomya sp. 100 100 15 100 100 14

Análisis de especies en BLAST cebadores H2A

Forward Reverse

5’ GTTTTTCGCAGACAAGGATG ‘3 5’ TTACTTACGAAGTGGCAGAC ‘3

Especie

%
Cobertura

%
Identidad

Número de pb
compartidas % Cobertura % Identidad Número de pb

compartidas

Trypanosoma
theileri 60 100 12 85 100 17

Leishmania
infantum 100 100 14 90 100 14

Rhodnius
pallescens 40 100 8 35 100 7

Lutzomyia
sp. 100 100 14 100 100 14
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Evaluación de la amplificación por PCR de los cebadores

Se llevó a cabo la amplificación por PCR de los cebadores diseñados para los genes Cytb,

18s y H2A en diferentes muestras de ADN control, tal como se ilustra en la Figura 3. Los

amplificados resultaron positivos en las muestras de T. cruzi de intestino de R. pallescens,

con menor intensidad a una concentración de 18 ng/uL, mientras en T.cruzi de cultivo con

una concentración de 50 ng/uL se evidenció una banda fuerte. En T. theileri a una

concentración de 203 ng/uL, se observó amplificación positiva con bandas débiles con los

cebadores de los genes 18s y H2A. De manera sinilar, con L. infantum con una

concentración de 9.9 ng/uL se visualizó una amplificación positiva con en el gen 18s y una

amplificación ambigua con el gen Cytb. Por otro lado, en Lutzomya sp., con una

concentración de 3.9 ng/uL, se observó una amplificación debil en el gen 18s y una

amplificación ambigua en el gen H2A. Por último, en ADN de Rhodnius pallescens con

concentración 23.9 ng/uL, no se observó amplificación positiva en los genes.
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Figure 3. Validación de los cebadores de los genes Cytb, 18s y H2A en ADN correspondiente a T. cruzi cepa

Silvio, T. cruzi extraído de intestino de Rhodnius pallescens, Trypanosoma theileri, Leishmania infantum,

Rhodnius pallescens y Lutzomya sp.

Objetivo 2: Establecer y evaluar sgRNAs específicas para la

detección de Trypanosoma cruzi en Rhodnius pallescens utilizando el

sistema CRISPR/LbCas12a en los genes 18s, H2A y Cytb.

El diseño de las guías en la región amplificada por los cebadores correspondientes para

cada gen, generó una lista de posibles sitios de acoplamiento donde existieran regiones

PAM (TTTV). Se seleccionaron las diez mejores secuencias para cada gen, asegurando que

no tuvieran probabilidad de unión a otras regiones del genoma, es decir, con un bajo

porcentaje de “Off-target” (interpretación al español como fuera de rango). Posteriormente,

se realizó un posterior análisis en BLAST para elegir la secuencia con mayor especificidad

para Trypanosoma cruzi en la región amplificada de cada gen, como se detalla en la Tabla

3.
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Tabla 3. Características de las guías diseñadas. La columna “cadena” se refiere al sentido en que se encuentra

la guía, si es “Negativa”, se refiere a la cadena complementaria. El “Porcentaje de guanina-citosina” es la

cantidad de G y C que hay dentro de la secuencia guía. La “Autocomplementariedad” es la probabilidad de

que la guía se complemente con ella misma. La “Eficiencia” se refiere a la probabilidad de que la secuencia

guía se complemente con la región objetivo. El “% Off-target” representa el porcentaje de secuencias no

diana dentro del ADN total de la especie donde la guía podría unirse.

Secuencia objetivo Cytb Cadena
%

Guanina-Citosina Autocomplementariedad Eficiencia
%

Off-target

5’
TTTGCACAAATAAA
ACAACTAAAAAACA

3’ Negativa 21 0 63 0

Secuencia objetivo 18s Cadena
%

Guanina-Citosina Autocomplementariedad Eficiencia
%

Off-target

5’
TTTCTGAATGTCTG
TTCACGGACCACAA

3’ Negativa 46 0 57 0

Secuencia objetivo H2A Cadena
%

Guanina-Citosina Autocomplementariedad Eficiencia
%

Off-target

5’
TTTCTTCATAGGTA
CTTTTCTACCGTAT

3’ Postiva 33 1 29 0

En el gen Citocromo B se identificaron 65 resultados con baja probabilidad de “off target”.

La guía seleccionada se diferenció de otros posibles diseños dado que presentaba la mayor

especificidad. Sin embargo, el análisis en BLAST reveló que es una secuencia conservada

en el orden Kinetoplastea. Las especies Leishmania pifanoi y T. rangeli, presentaron un 96

% cobertura. Al realizar el alineamiento se observó una mutación de diferencia en la

secuencia guía. De manera similar, al analizar con BLAST la secuencia de Trypanosoma
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theileri, se encontró una cobertura del 92% y una identidad del 100% en la secuencia

HQ664783.1. Sin embargo, en otras cepas del mismo estudio indica un porcentaje de

cobertura del 92% y una identidad del 92.31%

Para el gen de la subunidad ribosomal 18s se obtuvieron 35 distintos diseños de guías

distintos proporcionados por el programa CHOPCHOP. El criterio se basó en la diferencia

de eficiencia entre ellas. Se llevó a cabo un análisis de homología en otras especies con

BLAST y se observó que la especie con la que compartía mayor cobertura era L. chagasi.

Sin embargo, los primeros cuatro nucleótidos correspondientes a la región PAM, necesarios

para el reconocimiento de la secuencia, no son iguales en las especies descritas. Igualmente,

se analizó la secuencia guía con el Trypanosoma rangeli, obteniendo un 42% de

coincidencia con con 12 nucleótidos compartidos con la secuencia objetivo. En

Trypanosoma theileri se obtuvo un 57% compartiendo 16 pares de bases.

En el gen de Histona H2A se obtuvieron 28 posibles guías, de las cuales solo 2 no

presentaron secuencias off-target. La guía seleccionada mostró el mayor porcentaje de

eficiencia. El análisis en BLAST sugiere que la secuencia es única para Trypanosoma cruzi.

Sin embargo, presenta un 75 % de cobertura con dos especies del género Seriola sp., un pez

de la familia Carangidae, compartiendo 21 de las 28 bases. Del mismo modo, se encontró

similitudes con Trypanosoma theileri, presentando un 50% de cobertura con 14 bases

compartidas. Con secuencias de T. rangeli, se obtuvo el 53% de cobertura con 15 bases

compartidas.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HQ664783.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=8SDN1N8U013
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Evaluación del corte en el amplificado por visualización en gel

El complejo CRISPR/LbCas12a se aplicó al ADN de Trypanosoma cruzi extraídos de los

intestinos de Rhodnius pallescens en los tres amplificados a una concentración final de 40

ng/uL. En el gen Cytb, se produjo el corte del amplificado y se observó dos bandas

adicionales que son correspondientes a los fragmentos que deja el sitio de corte de la guía.

El fragmento más grande pertenece a una banda de 481 pares de bases, mientras que el

segundo fragmento tiene un tamaño de 241 pares de bases, como se observa la Figura 3A.

En contraste, a pesar de variar las concentraciones de la proteína LbCas12a y la ARN guía

correspondiente, no se evidenció corte en los amplificados de los genes 18s y H2A como se

observa en la Figura 4. B-C.

Figura 4. Evaluación del corte en el ADN amplificado. En el carril uno el marcador de peso. El pozo dos la

PCR sin el ADN amplificado. El carril cuatro, amplificado, diluido a 40 ng/uL. En el carril 5, evaluación del

corte a la concentración de 40 ng/uL. A. Evaluación positiva del corte con la guía Cytb, las flechas señalan los
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dos fragmentos resultado del corte. B. Sin evidencia de corte en la guía 18s. C. Sin evidencia de corte en la

guía H2A. La señal en “X” indica la banda donde no se evidencia el corte.

Las muestras de ADN amplificado de los tres genes fueron sometidas a secuenciación

Sanger Anexo 4. La secuencia de diseño para la guía Cytb fue idéntica al segmento

secuenciado en la muestra. En contraste, los resultados revelaron la presencia de

mutaciones e inserciones en la región de acoplamiento de las guías 18s y H2A como se

observa en la Figura 5. Estas alteraciones impidieron el correcto apareamiento de las guías

diseñadas con el ADN objetivo, en consecuencia no se produjo la activación del sistema de

corte.
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Figura 5. Secuenciación de la región de acoplamiento de las guías en los genes Cytb, 18s y H2A. La

secuencia está en el sentido en el que se diseñó la guía. La región enmarcada en rojo corresponde a la región

PAM. Se evidencian mutaciones dentro de la región de acoplamiento en las guías 18s y H2A.

Evaluación del corte en el amplificado por reportero fluorescente

Como una estrategia alternativa a la visualización en gel, el corte del sistema

CRISPR/LbCas12a se evaluó usando un reportero fluorescente en un espectrofotómetro a

485 nm. Los resultados demuestran que a una concentración de ADN amplificado de 40 ng/
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uL, el sistema de corte con la ARN guía de Cytb generó fluorescencia durante las dos horas

de la medición, teniendo su máxima intensidad entre los 30 y 60 minutos después de iniciar

la reacción. Los valores obtenidos superaron los 20,000 RFU (Unidades de fluorescencia

cruda). En contraste, el sistema evaluado con las guías 18s y H2A no produjeron

fluorescencia y presentaron un patrón similar al obtenido con el sistema de corte sin el

ADN (Figura 6). Posteriormente, el sistema de corte con el ADN se visualizó en un

transiluminador con luz ultravioleta, donde se observó la fluorescencia emitida de la ARN

guía a 40 ng/uL. A diferencia de las guías 18s y H2A que no activaron el sistema

fluorescente (Figura 7).
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Figura 6. A. Datos crudos de fluorescencia de las guías Cytb, 18s y H2A. RFU (RAW FLUORESCENSE

UNITS) Unidades de fluorescencia cruda. B. Fluorescencia datos normalizados. fluorescencia en las tres

guías divido sobre los datos del blanco sin el ADN.

Figura 7. Evaluación de la fluorescencia bajo luz ultravioleta. Guía Cytb con emisión de fluorescencia

visible.

Evaluación de la sensibilidad del sistema CRISPR LbCas12a

El ADN amplificado del gen Cytb se diluyó a concentraciones de 40 ng/uL, 20 ng/uL, 10

ng/uL, 5 ng/uL y 1 ng/uL. Posteriormente, se sometió a prueba en el sistema
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CRISPR/LbCas12a utilizando la ARN guía específica para el gen Cytb. Los resultados

demuestran que el corte del amplificado se efectúa en todas las diluciones y es visible en un

gel de agarosa, como se observa en la Figura 8. El corte observado a la concentración de 1

ng/uL presenta un corte con una banda débil que coincide con el fragmento grande de 481

pares de bases.
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Figura 8. Evaluación del corte en diluciones del amplificado. Las bandas observadas corresponden al tamaño

del corte del amplificado. En 40 ng/uL se observa aún la banda correspondiente al peso normal del

amplificado. En 1 ng/uL se observa una banda débil, que corresponde al fragmento grande del corte del

amplificado, peso de 481 pb.

El sistema de corte con las diluciones del amplificado se validó por fluorescencia en el

espectrofotómetro, donde se observó emisión de fluorescencia en todas las diluciones. Se

observó que el tiempo necesario para alcanzar la fluorescencia máxima se incrementa

dependiendo de la concentración del ADN amplificado, como se observa en la Figura 9A.

Los valores obtenidos fueron normalizados dividiéndolos por los valores obtenidos para
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cada medición en el control sin el ADN (Figura 9B). La homogeneidad de las réplicas para

cada dilución, fue confirmada mediante una prueba de Kruskal Wallis con un p> 0.05.

Figura 9. Fluorescencia medida en espectrofotómetro de las diluciones en el amplificado del gen Cytb. A.

Fluorescencia datos crudos de las diluciones. B. fluorescencia en las cinco diluciones divido sobre los datos

del blanco sin el ADN siendo para 40 ng/uL un p= 0.461, para 20 ng/uL p= 0.2404, en 10 ng/uL p= 0.240,

para 5 ng/uL p= 0.2559, 1 ng/uL p= 0.1531 y para el blanco p= 0.1343.

Las diluciones con el sistema de corte se visualizaron bajo luz ultravioleta, revelando la

emisión de la fluorescencia visible en todas las diluciones. Incluso en la concentración más

baja a 1 ng/uL se observa una diferencia notable con el control sin el ADN, como se

observa en la Figura 10.
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Figura 10. Visualización del corte en diluciones del amplificado en el gen Cytb por reportero fluorescente

bajo luz ultravioleta.

Objetivo 3. Describir las diferencias en los cortes entre los productos

amplificados y el ADN total extraído de los intestinos de Rhodnius

pallescens.
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Evaluación del corte en ADN total

La sensibilidad del sistema de corte empleando la guía Cytb demostró ser eficiente incluso

a concentraciones bajas. Por lo tanto, el sistema de corte fue evaluado también en ADN

total directo, extraído de los intestinos de R. pallescens. Sin embargo, a diferencia del corte

del amplificado, la visualización en corte de ADN total no se observó en un gel de agarosa

al ser comparado con el ADN total sin el sistema CRISPR (Figura 11).
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Figura 11. Evaluación del corte con guía Cytb en ADN total. CRISPR (+) Corte del ADN amplificado del

gen Cytb a concentración de 40 ng/uL. ADN TOTAL 1-2. ADN extraído de intestino de Rhodnius pallescens

con presencia de Trypanosoma cruzi, cortado con el sistema CRISPR/LbCas12a dirigido con guía Cytb. ADN

TOTAL BLANCO. ADN extraído de intestino de R. pallescens con presencia de T.cruzi diluido a la

concentración final de 6 ng/uL, sin el sistema de corte CRISPR/LbCas12a.

Del mismo modo que con el ADN amplificado, se evaluó el ADN total con el sistema de

detección por fluorescencia. Los resultados obtenidos no revelaron un incremento en la

fluorescencia al agregar el ADN total. Sin embargo, se evidencia significativamente mayor

fluorescencia inicial con respecto al blanco con un valor p= 0.000022. No obstante, al

compararse con el ADN total extraído del intestino de Rhodnius pallescens sin presencia

del parásito, no se observan diferencias significativas entre las muestras evaluadas con un

valor de p=0,247114. Figura 12.
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Figura 12. Comparación de los datos brutos de la fluorescencia emitida por el ADN total de T.cruzi extraído

de intestino de Rhodnius pallescens, y el ADN total de R. pallescens.

Al someter las muestras de ADN total con en sistema de corte bajo luz ultravioleta, no se

evidenció diferencias visibles en la fluorescencia emitida con respecto al control sin el

ADN. De la misma manera, no se evidenció diferencias con el ADN de intestino de sin

presencia de T.cruzi (Figura 13).
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Figura 13. Visualización del corte por reportero fluorescente de ADN amplificado del gen Cytb, ADN no

amplificado correspondiente a T.cruzi extraído de intestino y a Rhodnius pallescens.

Objetivo 4. Realizar un modelo comparativo entre de ventajas y

desventajas del uso de la técnica PCR (Gold Standar) y el sistema

CRISPR en muestras de ADN correspondiente a Trypanosoma cruzi.

Comparación de métodos de Diagnóstico

Los resultados obtenidos al realizar la tabla comparativa revelan que en la categoría de

tiempo de ejecución, tanto la visualización de sangre bajo el microscopio y la amplificación

isotérmica destacaron por la capacidad diagnosticar en un tiempo menor a 1 hora. De la

misma manera, la visualización en sangre bajo el microscopio es la metodología de mayor

facilidad de ejecución y menor precio. La amplificación isotérmica y el sistema CRISPR

también presentan costos bajos. En la categoría de sensibilidad a la baja parasitemia,

únicamente la PCR tiempo real y el sistema CRISPR permiten una detección eficiente a

diferencia de los otros métodos empleados. La susceptibilidad a falsos positivos es más baja

en los métodos de PCR tiempo real, CRISPR y la inmunofluorescencia indirecta. La

probabilidad de obtener falsos negativos es más alta en la detección con frotis de gota

gruesa y en las pruebas de ELISA. En contraste, la metodología de PCR tiempo real y

CRISPR tienen menor probabilidad de falsos negativos.
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Tabla 4. Tabla comparativa de los métodos de diagnóstico empleados para la detección de Trypanosoma cruzi.
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Discusión

La detección de Trypanosoma cruzi en el vector es fundamental para prevenir casos de

Chagas en zonas de distribuición del vector que generalmente son comunidades vulnerables

(Echeverría et al., 2020). Los nuevos métodos de detección del parásito, como el sistema

CRISPR/LbCas12a, ofrecen alternativas que podrían tener facilidad de aplicación en zonas

rurales. Actualmente, se han desarrollado sistemas portátiles de detección del parásito

causante de la Toxoplasmosis que utilizan la precisión del sistema CRISPR con una

amplificación isotérmica (Lei et al., 2022) .

Métodos alternativos para la detección del parásito en el vector Rhodnius pallescens, han

sido empleados utilizando amplificación LAMP (Thekisoe et al., 2010). Sin embargo, dada

la baja especificidad del método, las pruebas no pueden discernir entre especies como por

ejemplo Trypanosoma cruzi y Trypanosoma rangeli. Del mismo modo, la amplificación por

PCR es un método de diagnóstico altamente empleando y eficiente. No obstante, los

resultados sugieren que un diseño de cebadores específico para T. cruzi, no garantiza la

amplificación de especies con secuencias similares. Dada su alta tolerancia a secuencias no

complementarias, la PCR es susceptible a falsos positivos, lo que ha sido previamente

reportado para T. cruzi (Piron et al., 2007). En contraste, el sistema de detección con

CRISPR ha sido empleado para la detección de mutaciones puntuales dada la sensibilidad

https://paperpile.com/c/dfO3n5/0T2L
https://paperpile.com/c/dfO3n5/jcEsW
https://paperpile.com/c/dfO3n5/UKNu
https://paperpile.com/c/dfO3n5/H1qt
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del método (Harrington et al., 2018). Los resultados de las guías 18s y H2A confirman la

baja tolerancia del método a secuencias no complementarias.

Los resultados indican que el diseño de ARN guías específico para Trypanosoma cruzi

requiere de una secuenciación previa del sitio a cortar. A diferencia del diseño de cebadores

que puede basarse en secuencias de bases de datos disponibles. La secuenciación del gen

mitocondrial Citocromo B, demostró una secuencia conservada, similar a la reportada en el

NCBI, Lo que lo convierte en un sitio promisorio para la detección del parásito. En

Leishmania sp, se ha empleado el ADN mitocondrial para la detección por el sistema

CRISPR (Bengtson et al., 2022). Lo anterior indica que el ADN mitocondrial del grupo

Kinetoplastea es altamente específico y conservado. Alternativamente, en Trypanosoma

brucei, causante de la Trypanosomiasis humana africana, se ha empleado los genes

7SLRNA, TgSGP y SRA para la detección del parásito con el sistema CRISPR.

La confirmación del corte por visualización bajo luz ultravioleta, permite plantear un

diseño confirmatorio más rápido, que no requiera del empleo de un equipo específico,

como un espectrofotómetro de placa que ha sido usando en la identificación de

enfermedades parasitarias como la Leishmaniasis (Dueñas et al., 2022) o la detección de

Salmonella sp (Bai et al., 2022), caracterizando la versatilidad del sistema. Los resultados

sugieren que la detección del sistema CRISPR/LbCas12a mediante visualización en gel y

por corte de reportero fluorescente no es eficiente para la detección en ADN directo sin

preamplificación como se ha probado previamente (Gootenberg et al., 2018). No obstante,

https://paperpile.com/c/dfO3n5/kxZX
https://paperpile.com/c/dfO3n5/doLu
https://paperpile.com/c/dfO3n5/YLGw
https://paperpile.com/c/dfO3n5/WfRy
https://paperpile.com/c/dfO3n5/LmvW
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combinando el método con sistemas más sensibles, como el empleado por diferencia de

voltaje en placas de grafeno (Balderston et al., 2021), podría ser la alternativa viable para la

detección sin amplificación.

La combinación de la PCR y el sistema CRISPR ha sido utilizada previamente como

método de diagnóstico para una amplia variedad de enfermedades bacterianas empleando el

sistema HOLMES (S.-Y. Li, Cheng, Wang, et al., 2018). Dada la alta especificidad y

sensibilidad que ambas metodologías ofrecen. Se ha demostrado que el tiempo de

detección, puede ser reducido, estandarizando la cantidad de ciclos de la PCR en el

termociclador (Dueñas et al., 2022). Si esta estrategia se combina con la visualización por

luz ultravioleta, se podría tener una detección más rápida del ADN objetivo. Sin embargo,

el empleo de un termociclador para la amplificación limita la metodología a laboratorios

especializados. Una alternativa más aplicable a la detección sin equipos técnicos, es la

combinación de la amplificación isotérmica por RPA (Piepenburg et al., 2006), con la

visualización bajo luz ultravioleta, como ha sido usado previamente en la detección del

parásito Cryptosporidium parvum (Yu et al., 2021) .

Los resultados de la comparación de los métodos diagnósticos sugieren que el

Xenodiagnósitico es la metodología con menores beneficios para la detección de

Trypanosoma cruzi, siendo poco precisa y con alta probabilidad de falsos negativos,

requiere de un equipo especializado y el mantenimiento de una colonia de Triatominos

(Avila et al., 1993). Las pruebas de ELISA (Borda et al., 1991), tienen susceptibilidad a

https://paperpile.com/c/dfO3n5/gI2j
https://paperpile.com/c/dfO3n5/oKDc
https://paperpile.com/c/dfO3n5/YLGw
https://paperpile.com/c/dfO3n5/H1qY
https://paperpile.com/c/dfO3n5/534j
https://paperpile.com/c/dfO3n5/grs7
https://paperpile.com/c/dfO3n5/HMFt
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presentar falsos positivos y requiere de un equipo especializado y costoso . La PCR es una

metodología sensible. Sin embargo, es susceptible a falsos positivos y requiere de un

equipo técnico (Hirschhorn et al., 2023). En contraste, el sistema CRISPR presenta varios

beneficios que lo sitúan entre los métodos de diagnóstico más preciso, como la PCR tiempo

real y la Inmunofluorescencia indirecta. Con la ventaja de poder utilizar pruebas con un

coste menor a 100 mil pesos (Uppada et al., 2018). También, la adaptabilidad del método

permite que la prueba sea realizada en un tiempo menor a dos horas, empleando

únicamente empleando un bloque de calentamiento a una temperatura constante, a

diferencia de las pruebas moleculares convencionales.

Conclusiones

La implementación del sistema CRISPR/LbCas12a permite la identificación precisa de la

secuencia diana en el gen Citocromo B de Trypanosoma cruzi, mediante la visualización

del corte del amplificado en geles de agarosa, la detección por corte secundario de reportero

fluorescente y confirmación bajo luz ultravioleta. Ofreciendo un avance alternativo con un

sistema versátil, potencialmente más rápido, preciso y específico en comparación con los

métodos tradicionales.

Los cebadores diseñados permitieron la amplificación exitosa del ADN de Trypanosoma

cruzi. Sin embargo, también se observó la amplificación de ADN no correspondiente

https://paperpile.com/c/dfO3n5/yD1O
https://paperpile.com/c/dfO3n5/2Qdm
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cuando se probó con otras muestras de ADN. El diseño computacional de la ARN guía

diseñada en el gen Citocromo B. logró la activación del sistema CRISPR LbCas12a

permitiendo el corte del amplificado. Por lo tanto, se resalta su potencial como sitio de

identificación altamente conservado para la detección de Trypanosoma cruzi. El diseño

teórico de las ARN guías 18s y H2A no correspondió a las secuencias presentes en el ADN

del parásito encontrado en intestinos de Rhodnius pallescens en Bucaramanga. Por lo

anterior, las secuencias diseñadas, no se recomiendan como sitio de identificación de T.

cruzi basado en la variabilidad encontrada. La metodología empleada usando el sistema

CRISPR/LbCas12a para la identificación sin pre-amplificación, no permite la detección de

ADN de T. cruzi en muestras de intestino de Rhodnius pallescens.
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Anexos

Anexo 1. Análisis de estructura secundaria
El análisis de la estructura secundaria se realizó en el programa Benchling, para conocer la
probabilidad de homodimerización y heterodimerización de los cebadores diseñados.
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Anexo 2. Guías obtenidas en el análisis del amplificado, programa
CHOPCHOP.
El análisis de los sitios de unión sugirió 10 posibles diseños de ARN guías en el sitio de
amplificado para cada gen correspondiente

Secuencia objetivo Cytb Cadena % Guanina-Citosina
Autocomplementarie

dad Eficiencia

TTTAAAATAATAATATATGTGATATATG "+" 12 0 65

TTTGCACAAATAAAACAACTAAAAAACA - 21 0 63

TTTAATAATTCATATATCACATATATTA - 12 0 61

TTTAGCAACTGTACCTGTGATCGGTCAG "+" 54 0 60

TTTAAATAGTTACTCTTAAAGACAAATT - 21 0 57

TTTAAGAGTAACTATTTAAAATAATAAT "+" 12 0 57

TTTAAAAGCGTAAAATCATTTATAAATT - 17 0 55

TTTCGAGAGGGAAAAAAATTTTAATTTG "+" 25 0 52

TTTATTGGATATGTGTTACCATGTACAA "+" 33 0 50

TTTGTAATTAGAAGTATTCATATTTGTT "+" 17 0 48

Secuencia objetivo 18s Cadena % Guanina-Citosina
Autocomplementarie

dad Eficiencia

TTTCTGAATGTCTGTTCACGGACCACAA - 46 0 57

TTTGTTTCTGAATGTCTGTTCACGGACC - 46 0 33

TTTTCTCTGATTATCGCATGTCATGCAT "+" 42 0 9

TTTTGTTTCTGAATGTCTGTTCACGGAC - 46 0 8

TTTCTCTGATTATCGCATGTCATGCATG "+" 42 1 5

TTTTTTGTTTCTGAATGTCTGTTCACGG - 42 0 2

TTTTTGTTTCTGAATGTCTGTTCACGGA - 42 0 2

TTTTCGCTGCCTCATCTTTTTTTTTTGA - 38 0 1

TTTCGCTGCCTCATCTTTTTTTTTTGAC - 38 0 1

TTTGACATTGGGCAATTTGCGCGCCTGC - 58 1 17

Secuencia objetivo Cadena % Guanina-Citosina
Autocomplementarie

dad Eficiencia
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TTTCTTCATAGGTACTTTTCTACCGTAT "+" 33 1 29

TTTTCGTTGTTTTCTTCTTGTTTTCTAC "+" 33 0 1

TTTCGTTGTTTTCTTCTTGTTTTCTACT "+" 29 0 2

TTTTTTCGTTGTTTTCTTCTTGTTTTCT "+" 29 0 2

TTTCCACCTCGCGGTGGGGTTTTGTGGC "+" 67 2 25

TTTGCCATTCCACCCAGCCCCTCGATTT "+" 58 0 62

TTTGTGGCTGGAGGACCCCAAAGTCTGC "+" 62 0 48

TTTTGTGGCTGGAGGACCCCAAAGTCTG "+" 62 0 24

TTTTGCCATTCCACCCAGCCCCTCGATT "+" 62 0 16

TTTTTCGCAGACAAGGATGGCAACCCCG "+" 62 0 6

Anexo 3. Alineamiento de las guías en el ADN control.

En el programa Snapgene, se realizó el alineamiento de las guías diseñadas contra el
ADN correspondiente al control negativo probado en la amplificación.

Anexo 4. Resultado de la secuenciación
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Secuencias Cytb FORWARD
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Secuencias Cytb REVERSE
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Secuencias 18s FORWARD
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Secuencias 18s REVERSE
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Secuencias H2A FORWARD



UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
INFORME FINAL DE TRABAJO DE GRADO

MODALIDAD INVESTIGACIÓN
ESCUELA DE BIOLOGÍA

80

Secuencias H2A REVERSE
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Anexo 5 Aval Comité de Ética de Investigación Científica


