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Glosario

CRISPR: “clustered regularly interspaced short palindromic repeats”, repeticiones
palindrémicas cortas agrupadas y regularmente espaciadas

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

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

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

polimerasa.

Resumen

Titulo: Disefio de un sistema CRISPR/LbCasl2a y su evaluacion en deteccion por corte de
los genes 18s, H2A y Cytb de Trypanosoma cruzi en Rhodnius pallescens silvestres
(Hemiptera: Reduviidae: Triatominae).

Autor: Luis Alejandro Ortiz Rodriguez

Palabras Clave: Chagas, Diagnostico, CRISPR, LbCas12a

La enfermedad de Chagas causada por el parasito 7rypanosoma cruzi es una dolencia de
importancia en la salud publica. En la actualidad, los sistemas de diagndstico del agente

etioldgico son diversos, abarcando desde enfoques sencillos, como la observacion de frotis
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sanguineo, pruebas serologicas, hasta pruebas moleculares, como la qPCR y PCR. En la
busqueda de alternativas de diagnosis que combinen eficiencia, bajo coste y precision, se
ofrece la aplicacion de la tecnologia CRISPR en la deteccion de secuencias especificas
como analisis diagnostico. El objetivo del presente trabajo consistid en disefiar un sistema
de deteccion de ADN por corte especifico utilizando la tecnologia CRISPR/LbCasl2a
dirigido los genes Citocromo B, Subunidad ribosomal /8s y el gen de histona H24 de
Trypanosoma cruzi en muestras de intestino de Rhodnius pallescens. Para ello, se
implementd el sistema de corte colateral dirigido por guias de ARN disenadas, usando
amplificacion por PCR y en ADN directo. La visualizacion del corte del amplificado, se
realizo en gel de agarosa. Adicionalmente, empleando un reportero fluorescente, se evalu6
el corte por espectrofotometria y confirmacion visual bajo luz ultravioleta. Los resultados
revelaron una eficiente capacidad de clivaje con la guia del gen Cytb, permitiendo una
determinacion efectiva y sensible incluso en concentraciones bajas como por ejemplo 1
ng/ul. del amplificado. En contraste, en las pruebas en ADN sin preamplificacion no hay
evidencia del corte. El sistema CRISPR/LbCasl2a con amplificacién por PCR demuestro
ser efectivo para la deteccion de Trypanosoma cruzi en el vector Rhodnius pallecens. Para
que el sistema sea asequible a cualquier necesidad de laboratorio se sugiere la
implementacion de técnicas de amplificacion isotérmica que permita reducir el tiempo de

deteccion 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, /8s ribosomal subunit, and Histona H24, 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.



 VERSION 2021

B

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
INFORME FINAL DE TRABAJO DE GRADO
MODALIDAD INVESTIGACION
ESCUELA DE BIOLOGI{A

10
Title: Design of a CRISPR/LbCasl2a 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 Rodriguez

Key Words: Chagas, Diagnostic, CRISPR, LbCas12a

Introduccion

El mal de Chagas es una enfermedad causada por el parasito Trypanosoma cruzi que afecta
a millones de personas, especialmente en paises en desarrollo (Echeverria et al., 2020). La
transmision del parasito ocurre a través de insectos de la subfamilia Triatominae (Castillo &
Wolff, 2000). La distribucion del vector se concentra en areas rurales y periurbanas,
impactando principalmente a poblaciones de escasos recursos (Abad-Franch et al., 2011).
Ademas de la transmision por picaduras del insecto, existen otras vias de contagio como la
ingestion de alimentos contaminados, transfusiones sanguineas, trasplante de 6rganos y
accidentes de laboratorio. En la actualidad, los esfuerzos de prevencion de la enfermedad
de Chagas se centran en el control vectorial y la creacion de insecticidas (Bricefio-Leon,
2009). La deteccion de la enfermedad se lleva a cabo tanto en pacientes, como en animales
hospederos y el vector (Deborggraeve et al., 2009). Una rapida confirmacion del parasito en
el vector de la enfermedad, permite localizar zonas de riesgo para las comunidades, lo cual
impacta positivamente en la prevencion de la enfermedad y facilita la adopcion de medidas
preventivas. Las técnicas para la identificacion de la enfermedad han cambiado con el

transcurso del tiempo. Para la deteccion rapida de los pardsitos 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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11
en América, se emplean el uso de tinciones en la sangre observadas bajo el microscopio,

que no son facilmente detectables en su fase cronica (Saavedra et al., 2013). Por otro lado,
las pruebas serologicas son ampliamente usadas y cuentan con mayor capacidad de
deteccion, 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 mas precisas como la amplificacion en cadena de
la polimerasa (PCR), que posibilitan la elaboracion de estudios diferentes a los
morfolégicos o bioquimicos (Kirchhoff et al., 1996). En la actualidad la PCR es el método
Gold Standard para la identificacion de Trypanosoma cruzi y es un sistema de
amplificacion empleado en el diagndstico de diversas enfermedades, su principal ventaja es
la amplificacion en millones de fragmentos de una region diana. A pesar de sus ventajas, la
PCR es susceptible a falsos positivos debido a contaminaciéon y un disefio 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 diagndstico altamente precisas,
rapidas, econémicas y adaptables en América Latina, donde la enfermedad es endémica
(OPS, 2006). El sistema CRISPR/LbCasl2a se presenta como una alternativa sensible y
especifica para la deteccion de secuencias objetivo dentro del ADN total. Esta cualidad, ha
sido puesta en practica para la edicion de genomas (Y. Chen et al., 2022). Sin embargo, su
aplicacion en el diagndstico de enfermedades se precisa de una amplificacion previa de la
region objetivo, donde se encuentra disefiada la guia (Kaminski et al., 2021). Esta

amplificacion puede llevarse a cabo mediante técnicas como PCR convencional, Lamp o
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RPA (Y. Li et al., 2019). Con base en lo anterior, este proyecto implement6 el sistema de

deteccion CRISPR/LbCasl2a, en muestras de ADN de intestino del vector Rhodnius
pallescens con presencia del pardsito Trypanosoma cruzi. Principalmente, el disefio tiene
como fin crear un sistema de deteccidon por corte especifico con la capacidad de detectar la
presencia del parastio en muestras de ADN. Como método de amplificacion se empled la
amplificacion por PCR en los genes Cyth,18s y H2A de Trypanosoma cruzi. Estos genes
seleccionados han sido previamente utilizados en la literatura para la identificacion del
parasito por PCR, (Brisse et al., 2001, 2003; Pavia et al., 2007)). El problema de
investigacion se fundamenta en la importancia de establecer un sistema de deteccion
altamente especifico, sensible, rapido, programable, econémico y adaptable, que pueda ser
usado para el diagndstico 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 publica en Latinoamérica (Moncayo & Silveira, 2009). Los estudios
epidemioldgicos de esta enfermedad se dividen en areas endémicas y no endémicas. Segun
datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estima que en todo el mundo

existen entre 6 y 7 millones de personas infectadas por el parasito, de las cuales cada afo
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fallecen alrededor de 10.000 personas (WHO, 2002). Las areas de mayor endemismo a

nivel mundial se encuentran en Latinoamérica, pero por el modelo migratorio, paises no
endémicos como Estados Unidos, Canada, y Japon, presentan riesgo de transmision,
incluso en paises como Africa se han reportado casos de la enfermedad (Palmezano Diaz et
al., 2015). Segiin 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.
Ademas, se considera que 8.000.000 de personas estan en riesgo de adquirir la enfermedad

(Instituto Nacional De Salud, 2017).

Vectores

Los insectos que cargan el parasito 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 més relevantes en América
latina son Triatoma infestans (Klug), Rhodnius prolixus (Stal), Triatoma dimidiata
(Latreille), y Triatoma brasiliensis (Neiva) (Otalora-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 7. cruzi (Instituto Nacional
De Salud, 2017). En Colombia, los vectores del parasito son Triatoma dimidiata, Triatoma

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

al,, 2017).
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Agente etiologico

Trypanosoma cruzi pertenece al orden Kinetoplastida, es un pardsito unicelular flagelado
con un kinetoplasto el cual es una masa de ADN circular con multiples 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 mamiferos donde el vector hematdfago
realiza la picadura y defeca, el mamifero se infecta de las heces con el parasito 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 (Sanchez & Russomando, 2012). En
los humanos, el pardsito puede transmitirse desde los triatominos o pasarse por
transfusiones de sangre contaminadas, incluso directamente de la madre (Brener, 1982). De
acuerdo con la guia para la vigilancia del Trypanosoma cruzi del Instituto Nacional de
Salud, se tiene una presentacion morfoldgica caracterizada por tres estadios: la forma
Amastigote, Epimastigote y Tripomastigote. En la forma de Amastigote mide entre 1.5 a
4.0 um, el parasito no tiene flagelos y su ubicacion 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 metaciclicos. Finalmente, en la fase Tripomastigote metaciclico, su
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morfologia es fusiforme, mide aproximadamente entre 12 a 30 um, (Instituto Nacional de

Salud, 2017). El genoma de 7. cruzi fue secuenciado completamente en el afio 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 proteinas. Ademas, alrededor del 50% de su genoma esta
compuesto de secuencias repetitivas. El ADN mitocondrial o ADN del kinetoplasto esta
compuesto de maxi circulos y mini circulos con secuencias repetitivas. La cantidad de
cromosomas de la especie varia con el linaje de Trypanosoma cruzi y se estima entre 28 y
30 en el linaje tipo Il y entre 17 y 22 en el linaje tipo I. Sin embargo, depende de la
variacion alélica y su alto porcentaje de secuencias repetitivas, (Gutierrez & Montedn

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

Vias de transmision 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 6rganos
infectados (Toso M et al., 2011). La transmision vectorial ocurre cuando el triatomino se
alimenta y defeca cerca de la herida que genera el sitio de succion, el paciente internaliza el
parasito a través del prurito (de Noya & Gonzilez, 2015). En mamiferos salvajes que
actlian como reservorio del parasito, el vector infecta por picadura y deposicion de heces,
principalmente a roedores que construyen nidos (Noireau et al., 2009) . Otras formas de
infeccion, como la transmision por via oral, pueden producir brotes de la enfermedad,

ocasionando altas tasas de mortalidad. Esta dispersion masiva de casos de Chagas, no
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puede ser asociado a la transmision vectorial (Veldsquez-Ortiz & Ramirez, 2020). La

transmision oral ocurre por el consumo de alimentos contaminados por heces del vector, o
secreciones de reservorios animales como las zarigiieyas (Barrett et al., 2003). De acuerdo
con el estudio de Rassi et al , en la enfermedad de Chagas se distinguen dos fases clinicas:
La primera en presentarse es la fase aguda, en las dos semanas iniciales los pacientes
pueden ser asintomaticos 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 cronica, menos del 40% de los infectados la padecen y se

caracteriza por afectaciones en el colon, corazdn y sistema digestivo.

Métodos diagnosticos

Meétodos parasitologicos directos

En la identificacion del Trypanosoma cruzi mediante la observacion directa por
microscopia o herramientas moleculares se encuentran seis métodos: La observacion
microscopica al fresco, el método de concentracidon, gota gruesa, el xenodiagnostico, la
PCR, la PCR tiempo real y la PCR digital (Apt B et al., 2008). La observacion
microscopica 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 dificil
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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 concentracion se ejecuta una busqueda de los parésitos en una muestra
obtenida a partir de un microhematocrito (Torrico et al., 2005). Es un método sensible,
rapido y economico (Vera-Ku et al., 2019). No obstante, se han encontrado inconvenientes
en la deteccion por infeccion congénita del parasito (Bua et al., 2013). En la técnica de la
gota gruesa se observan los Tripomastigotes en una placa con mas de tres gotas de sangre
tefiidas con un colorante que facilita la visualizacidn al microscopio (Carrada-Bravo, 2004).
Sin embargo, es una técnica econoémica y rapida, pero de baja sensibilidad, es posible que
genere falsos negativos y requiere de un personal capacitado (Pereira et al., 2022).

El xenodiagnoéstico provee un diagnoéstico en el vector, consiste en buscar el parasito en los
excrementos de las ninfas de los triatominos que han succionado sangre de pacientes (Afiez
et al,, 2009). Sin embargo, presenta una baja sensibilidad, requiere de una colonia y
personal capacitado (Carvalho et al., 1993). La Reaccién 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 parésito (Britto et al., 1995). La
principal ventaja de la PCR es la amplificacion de una secuencia de ADN diana en el
parasito, visualizada en un gel de electroforesis. Viljoen et al, describe algunos
inconvenientes como la susceptibilidad a contaminantes dada su alta sensibilidad y la
vulnerabilidad a las condiciones de temperatura, ciclos y preparacion durante ¢l
procedimiento que precisa de una estandarizacion (Viljoen et al., 2005). De la misma

forma, la PCR es susceptible a falsos positivos, dada que los cebadores (primers) presentan
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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 amplificacion de regiones en el genoma del Trypanosoma cruzi
(Cummings & Tarleton, 2003). Es altamente sensible a pequefias 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 contaminacion cruzada (Padhi et al., 2020).

Métodos Serologicos

La Organizacion Mundial de la Salud, en su segundo reporte del control de la enfermedad
de Chagas, indica tres pruebas indirectas para la deteccion del parasito: La
inmunofluorescencia indirecta, La hemaglutinacién indirecta, y el ensayo de ELISA
(WHO, 2002). Las pruebas serologicas son sensibles en la localizacion de anticuerpos o
proteinas especificas contra un patdégeno. Por consiguiente dependen del tiempo de
aparicion 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
identificacion de anticuerpos ligados a enzimas, especialmente los colinérgicos
muscarinicos, que fueron descritos por Borda et al, debido a que aumentan en presencia del
parasito en el Chagas cronico (Borda et al., 1991). La prueba de hemaglutinacion indirecta
hace uso de los antigenos solubles del sobrenadante del lisado de Epimastigotes (Schmunis,

1991) La inmunofluorescencia indirecta detecta los anticuerpos IgM en suero sanguineo
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producido por la infeccion aguda de la enfermedad (Apt B et al., 2008). Es una técnica mas

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).

Diagnostico mediante sistemas CRISPR/ Cas

El acronimo de CRISPR fue designado para describir secuencias repetitivas palindromicas
cortas agrupadas regularmente e inter espacialmente encontrados en la década de los 80s en
taxones de algunas procariotas (Jansen et al., 2002). Posteriormente, se descubrioé que la
funcién del locus CRISPR se relaciona con la defensa natural contra bacteriéfagos en
arqueas y bacterias (Barrangou et al., 2007). Luego, de tener mas claridad sobre su
caracterizacion genética se logro usar ese sistema de defensa bacteriano como un método
programable de ARN guia que dirige a la endonucleasa Cas9 para cortar en una secuencia
de ADN doble cadena especifica (Jinek et al., 2012). A partir del 2012, el sistema CRISPR
ha sido implementado en diferentes usos como en la edicion de genes, regulacion génica,
epigenética y en plantas en producciéon de cultivos mejorados. El sistema funciona
empleando una proteina Cas y un ARN guia que se acopla a la proteina. La region de
acoplamiento de la guia en el ADN objetivo debe tener una region PAM
(proto-adjacent-motive) de tres a cuatro nucleétidos, que permite la activacion del corte en

la proteina Cas (Nidhi et al.,, 2021). Los sistemas de diagnéstico con CRISPR son

B


https://paperpile.com/c/dfO3n5/zgfl
https://paperpile.com/c/dfO3n5/ou52
https://paperpile.com/c/dfO3n5/gslT
https://paperpile.com/c/dfO3n5/nnZ0
https://paperpile.com/c/dfO3n5/nnZ0
https://paperpile.com/c/dfO3n5/YqDE
https://paperpile.com/c/dfO3n5/KH9i
https://paperpile.com/c/dfO3n5/fprR
https://paperpile.com/c/dfO3n5/CSw7

 VERSION 2021

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
INFORME FINAL DE TRABAJO DE GRADO
MODALIDAD INVESTIGACION
ESCUELA DE BIOLOGI{A

20
potencialmente sensibles, economicos y adaptables (Uppada et al., 2018). Se han

implementado desde el afio 2016 primeramente para la deteccion del virus del Zika usando
la proteina Cas9 (Pardee et al., 2016). Posteriormente, se descubri6 una nueva habilidad,
aparte de realizar el primer corte en la secuencia complementaria a la guia (corte Cis), se
conocio el corte colateral (corte 7Trans), adicional al ADN objetivo que fue descrita en la
endonucleasa Cas 13 (Abudayyeh et al., 2016), lo cual permitié el avance de sistemas
deteccion con fluorescencia empleando el corte colateral en cadenas de ARN con Quencher
y Reportero (East-Seletsky et al., 2016). Seguidamente, inicié el empleo de sistemas de
diagnéstico con variantes de la proteina 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 descubrié que la proteina 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 aplic6 como biosensor para detectar secuencias de ADN blanco de parésito o virus
que ocasionan enfermedades, primero se emple6 en la tecnologia HOLMES (an one-HOur
Low-cost Multipurpose highly Efficient System) (S.-Y. Li, Cheng, Wang, et al., 2018), que
requiere de una amplificacion previa por PCR del sitio objetivo. Seguidamente, se disei6 el
método de DETECTR (DNA Endonuclease Targeted CRISPR Trans Reporter) que utiliza
una amplificacion isotérmica y rapida con RPA, usando la proteina LbCas12a. (J. S. Chen
et al., 2018). El sistema de corte con CRISPR/LbCas12a, efectua el corte a 18 nucledtidos

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 precision, acelerar el diagndstico efectivo y reducir los costos.

En parasitos, los sistemas de diagnostico CRISPR se han implementado en la deteccion de
los parésitos responsables de la Leishmaniasis, principalmente en la deteccion de la especie
Leishmania donovani (Gao et al., 2022) y del subgénero Viannia (Dueiias et al., 2022). Para
generar una deteccion precisa se han buscado secuencias preservadas en genes de la
subunidad /8s ribosomal, ADN del kinetoplasto, el espaciador interno transcripcional (ITS)
y la proteina HSP70 de choque térmico. Para L. donovani se empled el sistema GsubCas12,
en el cual la proteina corta una secuencia objetivo del pardsito y en su corte colateral
escinde el complejo G4, una estructura tridimensional compuesta de cuatro guaninas con la
capacidad de catalizar la oxidacion 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) majory L. (V.) infantum, se
empled el método de deteccion por fluorescencia. Este sistema de deteccion realmente es
una consecuencia de la localizacion del blanco lo cual activa un corte colateral con la Cas
12 escindiendo la secuencia de ADN objetivo dirigido por el ARN guia. Actualmente, no
existen estudios para la deteccion de 7. 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 diagnostico a Trypanosoma

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

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

General:

Disenar un sistema CRISPR/LbCas12a de deteccion de ADN por corte especifico
en los genes /8s, H2A y CyB de Trypanosoma cruzi que determine la parasitemia

en muestras de intestino de Rhodnius pallescens.

Especificos:

-Disefiar y evaluar cebadores que posibiliten la amplificacion de los genes objetivos
con los puntos de corte de las sgRNAs.

-Establecer y evaluar sgRNAs especificas para la deteccion de Trypanosoma cruzi
en Rhodnius pallescens utilizando el sistema CRISPR/LbCas12a en los genes /8s,
H2A4 y Cytb.

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

Extraccion de ADN del parasito a partir de intestinos de Rhodnius
pallescens

La recoleccion de los individuos de la especie Rhodnius pallescens se llevo a cabo por
personal del Laboratorio de Entomologia Médica entre noviembre del 2021 y febrero de
2022. La colecta se efectud con trampas tipo Angulo, en tres fragmentos de bosques en
sectores del area metropolitana de Bucaramanga. Se colectaron 12 individuos en el barrio
de Pan de azlicar, ocho en Limoncito y seis en Bucarica. La extraccion de ADN se realizo
con el Kit de extracciéon Quiagen (DNeasy Blood & Tissue Kit), a partir de la diseccion del
intestino superior. Posteriormente, el ADN extraido fue almacenado a -20 °C. El ADN
extraido y la colecta de los insectos hizo parte de la tesis de maestria en microbiologia de la
estudiante Juliana cuadros que se encuentra en proceso de sustentacion. Este proyecto fue
aprobado por el Comité de Etica en Investigacion Cientifica de la Universidad Industrial de
Santander (CEINCI-UIS) el dia 27 de agosto de 2021, Anexo 5. “Analisis metagendémico
del intestino medio y posterior de Rhodnius pallescens (Barber, 1932) en insectos de

laboratorio y silvestres colectados en Bucaramanga y su area metropolitana”.

B
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Disefio y evaluacion de cebadores

En el diseno de cebadores se utilizo el programa el Benchling, considerando un porcentaje
de Guanina-Citocina entre el 40-60%, diferencias de melting menor a 5° C y un analisis en
BLAST que asegurara una identidad del 100% en Trypanosoma cruzi. Se seleccionaron tres
genes que han sido empleados en la literatura para la identificacion del parasito mediante
PCR: el gen Citocromo B (Cytb) (Brisse et al., 2003), el gen de la subunidad ribosomal
pequefia (/8s) (Brisse et al., 2001) y el gen de Histona (Pavia et al., 2007).

Una vez terminado el disefio computacional, se procedié con la amplificacion 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 H24 como se establecid en la aplicacion NEB ™calculator. Para cada muestra, se
agreg6 al mix 2 uL del ADN extraido de los intestinos de Rhodnius pallescens con una
concentracion de 18 ng/ul. La visualizacion de los amplificados se efectudé en un gel de
agarosa al 2% tefiiddo 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 diseniados en ADN de Rhodnius prolixus, Lesihmania infantum, Trypanosoma

theileri y Lutzomya sp.

Diseiio de ARN Guias

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

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

B
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TTTV (J. S. Chen et al., 2018). Las guias seleccionadas se disefiaron especificamente 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 disefios con
mejores porcentajes de eficiencia y baja probabilidad de apareamiento en ADN no

correspondiente en el programa BLAST para seleccionar el disefio mas 6ptimo.

Evaluacion del corte en el amplificado por visualizacion en gel

La evaluacion del corte en el amplificado se empled con base a la metodologia establecido
en el protocolo de New England Biolabs (M0653) para la digestion in vitro de ADN con el
sistema CRISPR/LbCasl2a, con modificaciones en la concentracion durante la
estandarizacion del método. Para la preparacion del mix en se empled 6 ul de la
LbCAS12a a 300 nM, 6 uL. de ARN guia a 300 nM, 6 uL del buffer de reaccion de NEB en
un volumen final de 30 uL. Seguidamente, se incubd la mezcla por 10 minutos a
temperatura ambiente y se agregaron 3 ul del ADN amplificado de cada gen en una
concentracion final de 40 ng/ulL. Finalmente, se incubo a 37° C por 10 minutos. En la
visualizacion del corte se tomaron 15 uL y se sembraron en un gel de agarosa al 2%, tefiido
con SYBR SAFE, como se observa en la Figura 1. El tamafio de la banda fue estimado con

un marcador de peso y analizado en el programa Gelanalyzer.

B
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Diseccién de intestino del vector Extraccién de ADN Amplificacién con primers
con presencia de T.cruzi ) QUIAGEN KIT enlos genes Cytb, 185 Y H2A
v

&

"

v

W

QUK

()

Corte del amplificado
con el sistema CRISPR LbCas12a
en los tres genes objetivo

Visualizacién en gel
de agarosa 2%

Figura 1. Flujo de trabajo para la deteccion por corte de T .cruzi en muestras de intestino de R. pallescens. 1.
Diseccion de intestino medio y superior. 2. Extraccion de ADN del intestino empleando Kit Quiagen. 3.
Amplificacion por PCR empleando los cebadores disefiados para cada gen. 4. EIl ADN amplificado producto
de la PCR se agrega al mix de CRISPR/LbCas12a para ser cortado. 5. Visualizacion por bandas en un gel de

agarosa al 2%.

Evaluacion del corte en el amplificado por reportero fluorescente

El disefio del sistema de fluorescencia se basé 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 guia y la proteina LbCasl2a fueron
adaptados de (Lee et al., 2020). La concentracion del reportero fue ajustada a 600 nM,

mientras que para la ARN guia y la LbCAS12a se empled una concentracion final de 360
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nM. Ademads, se empled un volumen correspondiente al agregado para la LbCasl2a del

buffer NEB, en un volumen final 50 uL. Posteriormente, se agregd6 el ADN amplificado
para cada gen, con una concentracion final de 40 ng/ulL. La mezcla se dispuso en placas
oscuras y se midi6 usando una longitud 485 nm de excitacion de 530 de absorbancia en un
espectrofotometro SYNERGY HI1. La medicion se realizd durante dos horas cada tres
minutos, con intervalos de 40 segundos de agitacion entre cada medida, manteniendo una
temperatura constante de 37° C. Finalmente, las muestras obtenidas se visualizaron en un
transiluminador con luz ultravioleta que permitid la identificacion visual de las muestras

positivas como se observa en la Figura 2.
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Corte del amplificado con el sistema
CRISPR LbCasl2a
Corte Cis
- Reconocimiento
Wﬁ T secuencia PAM

ARN guia especifico

—

S/

vd () core tram @{1 .

Reportero fluorescente

Amplificado

Emision de fluorescencia

Visualizacion de la fluorescencia <~ @

Espectrofotémetro Deteccion visual bajo luz UV .
B o
e g I :‘ | ﬁ
—_—— YRVRVAY

Deteccion positiva deTrypanosoma cruzi

Figura 2. Visualizacion del corte de amplificado por reportero fluorescente. 1. El producto amplificado de la
PCR es cortado por el sistema CRISPR/LbCasl2a produciendo el primer corte en CIS. 2. Activacion del
sistema de corte colateral en TRANS, permite el corte de secuencias pequefias y monocatenarias como el
reportero fluorescente. 3. El quencher se separa del fluoroforo permitiendo la emision a 530 nm. 4A. Se
observa la emision de la fluorescencia empleando una placa de 96 posos en un espectrofotometro. 4B.

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

Para evaluar la sensibilidad del sistema se diluyé el ADN amplificado a concentraciones
finales de 40 ng/uL 20ng/uL, 10 ng/uL, 5 ng/ul, 1 ng/uL. Se verificd el corte por
visualizacion en gel, emision de fluorescencia en espectrofotdmetro e identificacion visual

bajo luz ultravioleta.

Evaluacion del corte en ADN total

El sistema de corte fue evaluado en el ADN total extraido del intestino de Rhodnius
pallescens con presencia del parasito. Se ajustd el protocolo de corte del amplificado
adicionando 10 uL del ADN total a una concentracién de 18 ng/ul, a un volumen final de
30 uL con el sistema CRISPR/LbCasl2a. Las pruebas se compraron contra el ADN total
sin el sistema corté. La evaluacion del corte se realizo en gel de agarosa al 2% y por corte
del reportero fluorescente en el espectrofotdmetro e identificacion visual bajo luz

ultravioleta.

Analisis estadistico

Los ensayos de fluorescencia en espectrofotoémetro, del corte de las guias Cytb, 18sy H2A
se realizaron por triplicado. Del mismo modo, se evalud por triplicado las diluciones del

amplificado del gen Cytb y los ensayos de fluorescencia en ADN directo. Se realiz6 una
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prueba de normalidad de Kosmogorov Smirnov a los ensayos de fluorescencia. Por lo tanto,

se implement6 la prueba estadistica 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 realizo una ANOVA de una via con un test post hoc de Tukey. Todos los
analisis se usaron ejecutaron en el programa Statistica Version 10. Los datos crudos se
dividieron sobre el blanco de cada ensayo para obtener las graficas de normalizacion de los

datos.

Comparacion de métodos de Diagnostico

Basado en analisis bibliografico, se disenid una tabla comparativa entre los métodos de
diagnostico empleados para la identificacion de 7. cruzi y el sistema CRISPR/Lb Casl2a.
La tabla comparativa se dividido en seis categorias: Tiempo de ejecucion, facilidad de
ejecucion, precio, sensibilidad a baja parasitemia, probabilidad de falsos negativos y
probabilidad a falsos positivos. Cada categoria se dividio en 3 clasificaciones que agrupan
los métodos de diagnostico dependiendo del beneficio que tenga en la categoria como se

observa en la Tabla 1.

Tabla 1. Empleando un analisis bibliografico se establecieron criterios de comparacion para categorizar y
clasificar los métodos de diagnostico de 7. cruzi. El color azul indica un posible beneficio del método, el color

rojo advierte de una posible desventaja del método. El color amarillo indica neutralidad.

15
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Criterios de comparacion de métodos de diagnostico de Trypanosoma cruzi basado en analisis

bibliografico

Tiempo de ejecucion

Corto Moderado Prolongado

1 hora 1-2 horas 2-4 horas
Facilidad de ejecucion

Facil Moderada Dificil

Bajo conocimiento técnico

Conocimiento técnico estandar

Conocimiento especializado

Equipos accesibles

Equipo técnico

Equipos o materiales especificos

Interpretacion de datos basica

Mayor interpretacion de datos

Interpretacién especializada

Precio

Bajo

Moderado

Alto

Menor a 100.000 $/ Equipos no

Menor a 200.000 $/ Equipos

Mayor a 200.000 $/ Equipos

especializados especializados especializado
Sensibilidad a baja parasitemia
Eficiente Moderada Reducida

Permite detectar pequeias
concentraciones de ADN o

Dificultad en bajas
concentraciones de ADN o

Ineficaz para identificar
pequeiias concentraciones de

Antigenos Antigenos material biolégico
Probabilidad de falsos positivos
Baja Moderada Alta

Precision en discernir material
biologico especifico

Dificultad para diferenciar
material biolégico especifico

Ineficaz para asegurar con
precision la presencia del
parasito

Probabilidad de falsos Negativos

Baja

Moderada

Alta

Sensibilidad para corroborar la
ausencia de material biologico
especifico

Dificultad para detectar la
ausencia del parasito

Ineficaz para asegurar con
precision la ausencia del parasito
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Resultados

Objetivo 1: Disefiar y evaluar cebadores que posibiliten la
amplificacion de los genes objetivos con los puntos de corte de las

sgRNASs

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 /8s empelado por (Brisse et al., 2001) para la identificacion de 7. cruzi se diseiid
un juego de cebadores con una amplificacion 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 disefio de los cebadores en el H2A4 se efectud tomando como partida el estudio de (Pavia
et al., 2007). El amplificado presentd un tamano de 843 pares de bases. El cebador forward
se disefid con un tamafio 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

B
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se disefid con un tamafio de 20 pares de bases un GC% de 45% y un Tm de 51.6 con

secuencia 5° TTACTTACGAAGTGGCAGAC ‘3.

Los cebadores disefiados se analizaron en BLAST para corroborar la especificidad del
disefio para 7. 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 analisis de cebadores empleados para la amplificacion en ADN de Trypanosoma cruzi. Las
especies evaluadas en las tablas se usaron como control negativo de la amplificacion. El porcentaje de
cobertura indica la cantidad de bases seguidas que comparte con el ADN de referencia, donde exista 100% de
identidad. El porcentaje de identidad, es indica el porcentaje de bases idénticas dentro de un segmento. El
nimero de bases compartidas es la cantidad de bases seguidas que se relaciona un segmento referencia

comparado con el ADN analizado.

Analisis de especies en BLAST cebadores Cytb

Forward Reverse
5" GACAGGATTGAGAAGCGAGAGAG ‘3 5" CAAACCTATCACAAAAAGCATCTG 3°
% % Numero de pb| , o . Numero de pb
Cobertura |Identidad [ compartidas 7 Cobertura | % Identidad compartidas
Especie
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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Analisis de especies en BLAST cebadores 18s
Forward Reverse
5> ATGTTCTCTGTTCCGGCGGCAG ‘3 5> AAAAATCACGGGCGCCCTCTGG 3’
Numero de
o, o, 3
%o A) pb % Cobertura | % Identidad Nimero (!e pb
. Cobertura|Identidad . compartidas
Especie 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
Analisis de especies en BLAST cebadores H2A
Forward Reverse
5 GTTTTTCGCAGACAAGGATG ‘3 5 TTACTTACGAAGTGGCAGAC ‘3
% % Numero de pb |, o . Numero de pb
Cobertura | Identidad | compartidas 7o Cobertura | % Identidad compartidas
Especie
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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Evaluacion de la amplificacion por PCR de los cebadores

Se llevo a cabo la amplificacion por PCR de los cebadores disefiados para los genes Cyth,
185y H24 en diferentes muestras de ADN control, tal como se ilustra en la Figura 3. Los
amplificados resultaron positivos en las muestras de 7. cruzi de intestino de R. pallescens,
con menor intensidad a una concentracion de 18 ng/ul, mientras en 7.cruzi de cultivo con
una concentraciéon de 50 ng/ul. se evidencid una banda fuerte. En 7. theileri a una
concentracion de 203 ng/ul, se observo amplificacion positiva con bandas débiles con los
cebadores de los genes I8s y H2A. De manera sinilar, con L. infantum con una
concentracion de 9.9 ng/uL se visualizod una amplificacion positiva con en el gen /8s y una
amplificacion ambigua con el gen Cytb. Por otro lado, en Lutzomya sp., con una
concentracion de 3.9 ng/ul, se observo una amplificacion debil en el gen /8s y una
amplificacion ambigua en el gen H2A4. Por ultimo, en ADN de Rhodnius pallescens con

concentracion 23.9 ng/uL, no se observo amplificacion positiva en los genes.

T.cruzi T.cruzi T.theileri heish

Intestino cultivo infantum pallescens Lutzomya sp.

[ I | J T | [ | 1 [ | | [ T | [ [ |
Ladder 185 H24 CYIB 185 H2A CYIB 185 H2A CYTB 185 H2A CYIB 185 H2A CYTB 185 H2A Cyrp Ladder

2000 pb

1500 pb

1000 pb
1000 pb

500 pb

300 pb
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Figure 3. Validacion de los cebadores de los genes Cyth, 18s y H2A en ADN correspondiente a 7. cruzi cepa

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

Rhodnius pallescens y Lutzomya sp.

Objetivo 2: Establecer y evaluar sgRNAs especificas para la
deteccion de Trypanosoma cruzi en Rhodnius pallescens utilizando el

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

El diseno de las guias en la region amplificada por los cebadores correspondientes para
cada gen, generd 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 unién a otras regiones del genoma, es decir, con un bajo
porcentaje de “Off-target” (interpretacion al espanol como fuera de rango). Posteriormente,
se realizd un posterior analisis en BLAST para elegir la secuencia con mayor especificidad
para Trypanosoma cruzi en la region amplificada de cada gen, como se detalla en la Tabla

3.

B
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Tabla 3. Caracteristicas de las guias disefiadas. La columna “cadena” se refiere al sentido en que se encuentra
la guia, 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 guia. La “Autocomplementariedad” es la probabilidad de
que la guia se complemente con ella misma. La “Eficiencia” se refiere a la probabilidad de que la secuencia
guia se complemente con la region objetivo. El “% Off-target” representa el porcentaje de secuencias no

diana dentro del ADN total de la especie donde la guia podria unirse.

15

% %
Secuencia objetivo Cyth | 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 guia seleccionada se diferencio de otros posibles disefios dado que presentaba la mayor
especificidad. Sin embargo, el analisis en BLAST reveld 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 observd una mutacion de diferencia en la

secuencia guia. De manera similar, al analizar con BLAST la secuencia de Trypanosoma
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theileri, se encontr6 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 /8s se obtuvieron 35 distintos disefios de guias
distintos proporcionados por el programa CHOPCHOP. El criterio se baso en la diferencia
de eficiencia entre ellas. Se llevd a cabo un analisis de homologia en otras especies con
BLAST y se observo que la especie con la que compartia mayor cobertura era L. chagasi.
Sin embargo, los primeros cuatro nucleotidos correspondientes a la region PAM, necesarios
para el reconocimiento de la secuencia, no son iguales en las especies descritas. Igualmente,
se analizd la secuencia guia con el Trypanosoma rangeli, obteniendo un 42% de
coincidencia con con 12 nucledtidos compartidos con la secuencia objetivo. En

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

En el gen de Histona H24 se obtuvieron 28 posibles guias, de las cuales solo 2 no
presentaron secuencias off-target. La guia seleccionada mostré el mayor porcentaje de
eficiencia. El analisis en BLAST sugiere que la secuencia es Unica 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 encontro
similitudes con Trypanosoma theileri, presentando un 50% de cobertura con 14 bases
compartidas. Con secuencias de 7. rangeli, se obtuvo el 53% de cobertura con 15 bases

compartidas.

B
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Evaluacion del corte en el amplificado por visualizacion en gel

El complejo CRISPR/LbCas12a se aplico al ADN de Trypanosoma cruzi extraidos de los
intestinos de Rhodnius pallescens en los tres amplificados a una concentracion final de 40
ng/uL. En el gen Cyth, se produjo el corte del amplificado y se observd dos bandas
adicionales que son correspondientes a los fragmentos que deja el sitio de corte de la guia.
El fragmento mds grande pertenece a una banda de 481 pares de bases, mientras que el
segundo fragmento tiene un tamafio de 241 pares de bases, como se observa la Figura 3A.
En contraste, a pesar de variar las concentraciones de la proteina LbCas12ay la ARN guia
correspondiente, no se evidencio corte en los amplificados de los genes /8s y H24 como se

observa en la Figura 4. B-C.

Corte de la Guia Cyth Intento de corte Guia 18s Intento de corte Guia H2A

CRISPR
A PCR pcr  ADN Guia B CRISPR C

Ladder  (+) © "°L cytB PCR  PCR Pf: GUIA PCR  PCR  PCR
o ng/u 40/ ngiuL Ladder 1(;) 1(2 g 188 Ladder (+) )
s s 8/UL 49/ ngruL H2A  H2A  nguL

CRISPR
GUIA

H2A
40/ ng/uL

5000 pb
1500 pb

1000 pb

1000pb

700 pb 500pb |

500 pb

Figura 4. Evaluacion 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, evaluacion del

corte a la concentracion de 40 ng/uL.. A. Evaluacion positiva del corte con la guia Cytb, las flechas sefialan los
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dos fragmentos resultado del corte. B. Sin evidencia de corte en la guia /8s. C. Sin evidencia de corte en la

guia H2A4. La sefial en “X” indica la banda donde no se evidencia el corte.

Las muestras de ADN amplificado de los tres genes fueron sometidas a secuenciacion
Sanger Anexo 4. La secuencia de disefio para la guia Cytbh fue idéntica al segmento
secuenciado en la muestra. En contraste, los resultados revelaron la presencia de
mutaciones e inserciones en la region de acoplamiento de las guias /8s y H24A como se
observa en la Figura 5. Estas alteraciones impidieron el correcto apareamiento de las guias
disefiadas con el ADN objetivo, en consecuencia no se produjo la activacion del sistema de

corte.
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Secuenciacion del sitio objetivo. ADN de T.cruzi extraido de intestino
de R. pallescens

Secuencia de Guia Cyth

Guia CytB T.cruzi NCBI _TTTGCACAAATAAAACAACTAAAAAACA

________

ADN Secuenciado T.cruzi intestino ! TTTGCACAAATAAAACAACTAAAAAACA

———————

+ *

Figura 5. Secuenciacion de la region de acoplamiento de las guias en los genes Cyth, 18s y H2A. La
secuencia esta en el sentido en el que se disefio la guia. La regién enmarcada en rojo corresponde a la region

PAM. Se evidencian mutaciones dentro de la region de acoplamiento en las guias /8s 'y H2A4.

Evaluacion del corte en el amplificado por reportero fluorescente

Como una estrategia alternativa a la visualizacion en gel, el corte del sistema
CRISPR/LbCas12a se evalu6é usando un reportero fluorescente en un espectrofotometro a

485 nm. Los resultados demuestran que a una concentracion de ADN amplificado de 40 ng/
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uL, el sistema de corte con la ARN guia de Cytb genero fluorescencia durante las dos horas
de la medicién, teniendo su maxima intensidad entre los 30 y 60 minutos después de iniciar
la reaccion. Los valores obtenidos superaron los 20,000 RFU (Unidades de fluorescencia
cruda). En contraste, el sistema evaluado con las guias /8s y H2A no produjeron
fluorescencia y presentaron un patréon similar al obtenido con el sistema de corte sin el
ADN (Figura 6). Posteriormente, el sistema de corte con el ADN se visualizd en un
transiluminador con luz ultravioleta, donde se observé la fluorescencia emitida de la ARN

guia a 40 ng/ul. A diferencia de las guias /8s y H24 que no activaron el sistema

fluorescente (Figura 7).
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Figura 6. A. Datos crudos de fluorescencia de las guias Cyth, 18s y H2A. RFU (RAW FLUORESCENSE
UNITS) Unidades de fluorescencia cruda. B. Fluorescencia datos normalizados. fluorescencia en las tres

guias divido sobre los datos del blanco sin el ADN.

Evaluacion del corte con el sistema
CRISPR/LbCas12a por fluorescencia empleando
ARN guias disenadas

Guia Cytb|| Guia 18s ||Guia H2A || Blanco

Figura 7. Evaluacion de la fluorescencia bajo luz ultravioleta. Guia Cytb con emision de fluorescencia

visible.

Evaluacion de la sensibilidad del sistema CRISPR LbCas12a

El ADN amplificado del gen Cytb se diluy6 a concentraciones de 40 ng/uL, 20 ng/uL, 10

ng/ul, 5 ng/uL y 1 ng/ul. Posteriormente, se someti6 a prueba en el sistema
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CRISPR/LbCas12a utilizando la ARN guia especifica para el gen Cytbh. Los resultados

demuestran que el corte del amplificado se efectiia en todas las diluciones y es visible en un
gel de agarosa, como se observa en la Figura 8. El corte observado a la concentracion 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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PCR - ADN  CRISPR  CRISPR  CRISPR CRISPR CRISPR
Ladder +) ) total (+) (+) *) *) *) Ladder

40 ng/uL 20 ng/uL 10 ng/uL 5ng/ul 1ng/uL

5000 pb 5000 pb
700 pb 700 pb
500 pb 500 pb

Figura 8. Evaluacion del corte en diluciones del amplificado. Las bandas observadas corresponden al tamafio
del corte del amplificado. En 40 ng/ul se observa ain 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 valid6 por fluorescencia en el
espectrofotometro, donde se observd emision de fluorescencia en todas las diluciones. Se
observd que el tiempo necesario para alcanzar la fluorescencia maxima se incrementa
dependiendo de la concentracion 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 medicion en el control sin el ADN (Figura 9B). La homogeneidad de las réplicas para

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

>

200004

15000

100004

Flucrescencia RFU

5000

Fluorescencia datos crudos

@ 20 33 0 S0 &0 70 83 80 100 10 120
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40ng/uL
20 ng/uL
10 ng/uL
5 ng/uL
1 ng/uL
Blanco

B Fluorescencia datos Normalizados

80+

Radio RFU/Blanco
3
L

i

175% X |
n;ﬂﬂnrﬁ”ﬁ“

7 20 30 40 s e 8 g0 1w e 120
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-
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20 ng/uL
10 ng/uL
5 ng/uL
1 ng/uL

Figura 9. Fluorescencia medida en espectrofotometro 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

emision de la fluorescencia visible en todas las diluciones. Incluso en la concentracion mas

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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Fluorescencia en lampara ultravioleta

40 ng/uL | 20 ng/uL || 10 ng/uL | 5ng/uL || 1ng/uL Blanco

Figura 10. Visualizacion 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 extraido de los intestinos de Rhodnius

pallescens.
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Evaluacion del corte en ADN total

La sensibilidad del sistema de corte empleando la guia Cyth demostro ser eficiente incluso
a concentraciones bajas. Por lo tanto, el sistema de corte fue evaluado también en ADN
total directo, extraido de los intestinos de R. pallescens. Sin embargo, a diferencia del corte
del amplificado, la visualizacion en corte de ADN total no se observé en un gel de agarosa

al ser comparado con el ADN total sin el sistema CRISPR (Figura 11).

ADN ADN ADN
TOTAL1 TOTAL2 TOTAL Ladder
CRISPR  CRISPR  BLANCO 10kb

Ladder PCR PCR CRISPR
Skb +) ) (+)

10000 pb

1000 pb
| 750 pb
500 pb

| 250pb
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Figura 11. Evaluacion del corte con guia Cyth en ADN total. CRISPR (+) Corte del ADN amplificado del

gen Cytb a concentracion de 40 ng/uL. ADN TOTAL 1-2. ADN extraido de intestino de Rhodnius pallescens
con presencia de Trypanosoma cruzi, cortado con el sistema CRISPR/LbCas12a dirigido con guia Cytb. ADN
TOTAL BLANCO. ADN extraido de intestino de R. pallescens con presencia de T.cruzi diluido a la

concentracion final de 6 ng/uL, sin el sistema de corte CRISPR/LbCas]2a.

Del mismo modo que con el ADN amplificado, se evalu6 el ADN total con el sistema de
deteccion 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 extraido del intestino de Rhodnius pallescens sin presencia
del parasito, no se observan diferencias significativas entre las muestras evaluadas con un

valor de p=0,247114. Figura 12.
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Figura 12. Comparacion de los datos brutos de la fluorescencia emitida por el ADN total de 7 cruzi extraido

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
evidencié diferencias visibles en la fluorescencia emitida con respecto al control sin el
ADN. De la misma manera, no se evidencio diferencias con el ADN de intestino de sin

presencia de 7 cruzi (Figura 13).

Comparacion de fluorescencia
en lampara ultravioleta

ADN ADN total ADN total
Blanco

amplificado T.cruzi R. pallescens
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Figura 13. Visualizacion del corte por reportero fluorescente de ADN amplificado del gen Cyth, ADN no

amplificado correspondiente a 7 cruzi extraido 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.

Comparacion de métodos de Diagndstico

Los resultados obtenidos al realizar la tabla comparativa revelan que en la categoria de
tiempo de ejecucion, tanto la visualizacion de sangre bajo el microscopio y la amplificacion
isotérmica destacaron por la capacidad diagnosticar en un tiempo menor a 1 hora. De la
misma manera, la visualizacién en sangre bajo el microscopio es la metodologia de mayor
facilidad de ejecucion y menor precio. La amplificacion isotérmica y el sistema CRISPR
también presentan costos bajos. En la categoria de sensibilidad a la baja parasitemia,
unicamente la PCR tiempo real y el sistema CRISPR permiten una deteccion eficiente a
diferencia de los otros métodos empleados. La susceptibilidad a falsos positivos es mas baja
en los métodos de PCR tiempo real, CRISPR y la inmunofluorescencia indirecta. La
probabilidad de obtener falsos negativos es mas alta en la deteccion con frotis de gota
gruesa y en las pruebas de ELISA. En contraste, la metodologia de PCR tiempo real y

CRISPR tienen menor probabilidad de falsos negativos.

B
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Comparacion de métodos de diagnostico para Trypanosoma cruzi

Métodos de isuali i i i6 Inmunofluorescencia
Tétodos Vi i 6 de Sal.lg]'e PCR PCR tiempo Al'np]l!'lcﬂ.l:lon CRISPR ELISA . Xenodiagndstico
diagnéstico bajo el microscopio real isotérmica indirecta
Tl.empo”de 1 hora 2-4 horas 1-2 horas 1 hora 1-2 horas 2-4 horas 1-2 horas 2-4 horas
ejecucion
Bai . - .
. :d.lo' Conocimiento Conocimiento Conocimiento Conocimiento Conocimiento Conocimiento Conocimiento
Facilidad de conocimiento técnico técnico técnico . . L. .
ejecucion técnico/Equipos especializado/Equipos especializado/Equipos Landar/Equi tandar/Equi indar/Equi especializado/Equipos especializado/Equipos
s estandar/Equipo estandar/Equipo estandar/Equipo . . . o
ibl o materiales especificos o materiales especificos L. quip L quip .. aup o materiales especificos o materiales especificos
accesibles técnico técnico técnico
Menor a 100.000 $ Menor a 200.000§ por Menor a 200.000$ por Menor a 100.000 § Menor a 100.000 § Menor a 200.0008 por Menor a 200.000% por Mayor a 200.0008
Precio por unidad de unidad de muestra/ unidad de muestra/ por unidad de por unidad de unidad de muestra/ unidad de muestra/ por unidad de
muestra/ Equipos no por muestra Equipos Equipos muestra/ Equipos muestra/ Equipos Equipos Equipos muestra/ Equipos
especializados especializados especializados no especializados no especializados especializados especializados especializado
ihili Ineficaz para i i i Ineficaz para
Sensibilidad ) p . Dificultad en bajas Permite detectar Dificultad en bajas Permite detectar Dificultad en bajas Permite detectar ) e p N
baia identificar pequefias N pequeiias . pequefias . pequeiias identificar pequefias
a bay g concentraciones de . concentraciones de X concentraciones de . R
parasitemia concet?trac-mr%es' de ADN o Antigenos conoentracnqnes de ADN o Antigenos concentraciones de ADN o Antigenos concentraciones de CO“CEQ‘rﬂc}Oﬂef de
material biologico ADN o Antigenos ADN o Antigenos ADN o Antigenos material biologico
Susceptibilidad Dificultad para Dificultad para di Prec%smn en 1 Dificultad para Precision en Dificultad para Precision en Dificultad para
de falsos diferenciar material diferenciar material 1sce:n1|rl matena diferenciar material discernir material diferenciar material discernir material diferenciar material
positivos biologico especifico biologico especifico 1o ogtco bioldgico especifico biologico biologico especifico biologico bioldgico especifico
especifico especifico especifico
Susceptibilidad Ineficaz para Dificultad para Sensibilidad para Dificultad para Sensibilidad para Ineficaz para ) -
a falsos asegurar con detectar la ausencia corroborar la ausencia  detectar la ausencia  corroborar la ausencia asegurar con d Dlﬁculllad para. d Dmcul]tad para.
negativos precision la presencia del parasito de material biologico del parasito de material biolégico precision la presencia etectar la flleSEnC]ﬂ etectar la ’al.!sencm
del parésito especifico especifico del parasito del parasito del parésito
(Kirchhoff et al., (Piron et al., (Seiringer et (Thekisoe et (Harringto (Gomes et (Gilber et al., (Avila et al.,
1996) 2007). al., 2017) al., 2010) netal, al., 1999). 2013) 1993)
Referencias (Vera-Kuetal., 2018). (Afiez et al.,
2019) 2009).
(Pereira et al., (Seiringer et (Piron et al., (Piepenburg (Uppada et (Malan et al.. (AptBetal, (Carvalho et al.,
2022) al., 2017) 2007). et al., 2006) al., 2018) 2006) 2008) 1993)
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Discusion

La deteccion de Trypanosoma cruzi en el vector es fundamental para prevenir casos de
Chagas en zonas de distribuicion del vector que generalmente son comunidades vulnerables
(Echeverria et al., 2020). Los nuevos métodos de deteccion del pardsito, como el sistema
CRISPR/LbCas12a, ofrecen alternativas que podrian tener facilidad de aplicacion en zonas
rurales. Actualmente, se han desarrollado sistemas portatiles de deteccion del parésito

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

amplificacion isotérmica (Lei et al., 2022) .

Me¢étodos alternativos para la deteccion del parésito en el vector Rhodnius pallescens, han
sido empleados utilizando amplificacion 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 amplificacion por
PCR es un método de diagnostico altamente empleando y eficiente. No obstante, los
resultados sugieren que un disefio de cebadores especifico para 7. cruzi, no garantiza la
amplificacion 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 7. cruzi (Piron et al., 2007). En contraste, el sistema de deteccion con

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

15
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del método (Harrington et al., 2018). Los resultados de las guias /8s y H2A confirman la

baja tolerancia del método a secuencias no complementarias.

Los resultados indican que el disefio de ARN guias especifico para Trypanosoma cruzi
requiere de una secuenciacion previa del sitio a cortar. A diferencia del disefio de cebadores
que puede basarse en secuencias de bases de datos disponibles. La secuenciacion del gen
mitocondrial Citocromo B, demostr6 una secuencia conservada, similar a la reportada en el
NCBI, Lo que lo convierte en un sitio promisorio para la deteccion del parasito. En
Leishmania sp, se ha empleado el ADN mitocondrial para la deteccién por el sistema
CRISPR (Bengtson et al., 2022). Lo anterior indica que el ADN mitocondrial del grupo
Kinetoplastea es altamente especifico y conservado. Alternativamente, en Trypanosoma
brucei, causante de la Trypanosomiasis humana africana, se ha empleado los genes

7SLRNA, TgSGP y SRA para la deteccion del parasito con el sistema CRISPR.

La confirmacion del corte por visualizacion bajo luz ultravioleta, permite plantear un
disefio confirmatorio mas rapido, que no requiera del empleo de un equipo especifico,
como un espectrofotometro de placa que ha sido usando en la identificacion de
enfermedades parasitarias como la Leishmaniasis (Duefias et al., 2022) o la deteccion de
Salmonella sp (Bai et al., 2022), caracterizando la versatilidad del sistema. Los resultados
sugieren que la deteccion del sistema CRISPR/LbCasl2a mediante visualizacion en gel y
por corte de reportero fluorescente no es eficiente para la deteccion en ADN directo sin

preamplificacion como se ha probado previamente (Gootenberg et al., 2018). No obstante,
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combinando el método con sistemas mas sensibles, como el empleado por diferencia de

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

deteccion sin amplificacion.

La combinacién de la PCR y el sistema CRISPR ha sido utilizada previamente como
método de diagnostico 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 metodologias ofrecen. Se ha demostrado que el tiempo de
deteccion, puede ser reducido, estandarizando la cantidad de ciclos de la PCR en el
termociclador (Duefas et al., 2022). Si esta estrategia se combina con la visualizacioén por
luz ultravioleta, se podria tener una deteccion mas rapida del ADN objetivo. Sin embargo,
el empleo de un termociclador para la amplificacion limita la metodologia a laboratorios
especializados. Una alternativa més aplicable a la deteccidon sin equipos técnicos, es la
combinacion de la amplificacion isotérmica por RPA (Piepenburg et al., 2006), con la
visualizacién bajo luz ultravioleta, como ha sido usado previamente en la deteccion del

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

Los resultados de la comparacion de los métodos diagnodsticos sugieren que el
Xenodiagnositico es la metodologia con menores beneficios para la deteccion 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
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presentar falsos positivos y requiere de un equipo especializado y costoso . La PCR es una

metodologia 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 sitiian entre los métodos de diagndstico mas 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
unicamente empleando un bloque de calentamiento a una temperatura constante, a

diferencia de las pruebas moleculares convencionales.

Conclusiones

La implementacion del sistema CRISPR/LbCasl2a permite la identificacion precisa de la
secuencia diana en el gen Citocromo B de Trypanosoma cruzi, mediante la visualizacion
del corte del amplificado en geles de agarosa, la deteccion por corte secundario de reportero
fluorescente y confirmacion bajo luz ultravioleta. Ofreciendo un avance alternativo con un
sistema versatil, potencialmente mas rapido, preciso y especifico en comparacioén con los
métodos tradicionales.

Los cebadores disefiados permitieron la amplificacion exitosa del ADN de Trypanosoma

cruzi. Sin embargo, también se observo la amplificacion de ADN no correspondiente
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cuando se probo con otras muestras de ADN. El disefio computacional de la ARN guia

disefiada en el gen Citocromo B. logré la activacion del sistema CRISPR LbCasl2a
permitiendo el corte del amplificado. Por lo tanto, se resalta su potencial como sitio de
identificacion altamente conservado para la deteccion de Trypanosoma cruzi. El disefio
teorico de las ARN guias /8s y H2A4 no correspondio a las secuencias presentes en el ADN
del parésito encontrado en intestinos de Rhodnius pallescens en Bucaramanga. Por lo
anterior, las secuencias disefladas, no se recomiendan como sitio de identificacién de T
cruzi basado en la variabilidad encontrada. La metodologia empleada usando el sistema
CRISPR/LbCas12a para la identificacion sin pre-amplificacion, no permite la deteccion de

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

Anexo 1. Analisis de estructura secundaria
El analisis de la estructura secundaria se realiz6 en el programa Benchling, para conocer la

t

t

t

t

probabilidad de homodimerizacion y heterodimerizacion de los cebadores disefiados.
Primer forward Primer Reverse Heraroaiimers
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= ) ~
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Anexo 2. Guias obtenidas en el analisis del amplificado, programa
CHOPCHOP.
El anélisis de los sitios de unidn sugirié 10 posibles disenios de ARN guias en el sitio de
amplificado para cada gen correspondiente
Autocomplementarie
Secuencia objetivo Cytb Cadena | % Guanina-Citosina dad Eficiencia
TTTAAAATAATAATATATGTGATATATG "4 12 0 65
TTTGCACAAATAAAACAACTAAAAAACA - 21 0 63
TTTAATAATTCATATATCACATATATTA - 12 0 61
TTTAGCAACTGTACCTGTGATCGGTCAG " 54 0 60
TTTAAATAGTTACTCTTAAAGACAAATT - 21 0 57
TTTAAGAGTAACTATTTAAAATAATAAT "4 12 0 57
TTTAAAAGCGTAAAATCATTTATAAATT - 17 0 55
TTTCGAGAGGGAAAAAAATTTTAATTTG " 25 0 52
TTTATTGGATATGTGTTACCATGTACAA " 33 0 50
TTTGTAATTAGAAGTATTCATATTTGTT "4 17 0 48
Autocomplementarie
Secuencia objetivo 18s Cadena | % Guanina-Citosina dad Eficiencia
TTTCTGAATGTCTGTTCACGGACCACAA - 46 0 57
TTTGTTTCTGAATGTCTGTTCACGGACC - 46 0 33
TTTTCTCTGATTATCGCATGTCATGCAT " 42 0 9
TTTTGTTTCTGAATGTCTGTTCACGGAC - 46 0 8
TTTCTCTGATTATCGCATGTCATGCATG "4 42 1 5
TTTTTTGTTTCTGAATGTCTGTTCACGG - 42 0 2
TTTTTGTTTCTGAATGTCTGTTCACGGA - 42 0 2
TTTTCGCTGCCTCATCTTTTTTTTTTGA - 38 0 1
TTTCGCTGCCTCATCTTTTTTTTTTGAC - 38 0 1
TTTGACATTGGGCAATTTGCGCGCCTGC - 58 1 17
Autocomplementarie
Secuencia objetivo Cadena | % Guanina-Citosina dad Eficiencia
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TTTCTTCATAGGTACTTTTCTACCGTAT "4 33 1 29
TTTTCGTTGTTTTCTTCTTGTTTTCTAC " 33 0 1
TTTCGTTGTTTTCTTCTTGTTTTCTACT " 29 0 2
TTTTTTCGTTGTTTTCTTCTTGTTTTCT " 29 0 2
TTTCCACCTCGCGGTGGGGTTTTGTGGC " 67 2 25
TTTGCCATTCCACCCAGCCCCTCGATTT "4 58 0 62
TTTGTGGCTGGAGGACCCCAAAGTCTGC " 62 0 48
TTTTGTGGCTGGAGGACCCCAAAGTCTG " 62 0 24
TTTTGCCATTCCACCCAGCCCCTCGATT "4 62 0 16
TTTTTCGCAGACAAGGATGGCAACCCCG "N 62 0 6

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

En el programa Snapgene, se realizo el alineamiento de las guias disefiadas contra el
ADN correspondiente al control negativo probado en la amplificacion.

Guia Subunidad 18s Guia Histona H2A Guia Citocromo B

5 TTTCTGAATGTCTGTTCACGGACCACAA 3

w

* TTTCTTCATAGGTACTTTTCTACCGTAT 3 5 TTTGCACAAATAAAACAACTAAAAAACA

3 AAAGACTTACAGACAAGTGCCTGGTGTT 8 3¢ AAAG s 3 AAAC
ESPCCiGS TTTCTGAATGTCTGTTCACGGACCACAA TTTCTTCATAGGTACTTTTCTACCGTAT TTTGCACAAATAAAACAACTAAAAAACA
Trypanosoma theileri < TCTGTTCACGGACCAC ATAGGTACTTTTCT TTTGCACAAATAAAACAACTAAAAAA
Trypanosoma rangeli TGTTCACGGACC ACTTTTCTACCGT TTTGCACATATAAAACAACTAAAAAACA
Rhodnius pallescens T ”ATG:rCTGTTi UL TACTTTTCTA ACAAATAAAAC
Lutzomya sp —| - TGAATTTCTGTTCACGGAC TTTCTTCATAGGGACTTTT ACAAATAAAACAACTAAAAA

Anexo 4. Resultado de la secuenciacion

Guia CytB GulalH2A Guia 18s
H2ANCBI 185 NCBI CCCLL BhEEt SSRLE RACAF BSAL- FaEsd
CytBNCBI .} grcetttagttgttttatttgtgcaaatt H2AREVERSE 'TCLLCCLLcataggtacttttctaccgtaty 18sREVERSE CCETT GTGGT CCGTG AACAG ACATA T-TICA
CytB FORWARDATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATT TTTCTTTAT-GGTACTTTTCTGCCGTATG e S - —
CytB REVERSE Al GTTTTITAGTTGITITATTTGTGCAAATT waarorwarp (I ACTEN 1ssForwaRD BRecH STCEE TETTE cAEEc TENTE TETEE |
TTTCTTTAT-GGTACTTTTCTGCCGTATG 1BSREVERSE - C CTTGTGGT CCGTGAACAGAC ATATTC A"
IRAZA 1390 1400 4
ERSE
cytB
Yiraza  TCTTTTITAGTTGTTTIATTTGT H2AREVERSE T T2 1G G TACTHMT CTGC CETATI
780 70 TRAZA 1160 1170 11
i f \
A 2 A \ f |
‘ AW Y TN 1 M
Il U VWYV "‘ {1 A
| ‘uuw-j ‘ti | VY “lf
AWV VA AR ARRVARAVE S
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File: CYT_CYTFORWARD.abl Run Ended: 2024/3/5 0:12:39 Signal G:1105 A:1836 C:778 T:2931
Sample: CYT_CYTFORWARD Lane: 3 Base spacing: 16.049112 1415 bases in 17386 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 50 70 80 90 100 110 120
CGG ACGGC M GA TTTATTT GTTTTT A GAGTT MATATTTAAATAATAAT ATAT TT AT TACAT ATAACAT GT ATTTTAATAAAAAGCGG AG AAAAGAGGAAGGGT CTTCTAAT GTCAGGTT

A AP A AN o AN AN Y

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GTTTATATAGGAT ATATGGAGTGGGGTTCAGTTTAGGTCTAT TTATTAT GTTACAGATAATAT GT GGTGT TTGCT TAGCATGAATGTTTTTTAGTTGTT TTATTTGT GCAAATTGATATTTTATT

P — O XJ

A A AR A A A A AR AN AN A A AN SAA AR 0

250 260 271 320 310 350 360
TTATTTTTGT GAGACTTTGATTT. \GGTTTTGT G.\TT. LGAA GT.‘\T T CATATCT GTTT TACTT CTT TGCT.\T ATTTTCTAT TJ\TA'[‘GTG CATATATTTAAATGTATAATATT GGTAAATTTTATT

AR AN WA AR AR W A A AR

420 4 470 480 490
TCTTC \C.\TTT'\TT AACC TGA.TTT ’A\TTCG’\'\TT.\T.\TT A \ '\TTM AATTTCA «TTTGCAC.* AATA /KT.\C.'\ .\CT.\.‘G \’\.‘.C“TTC.‘.CGCT\'\GC.‘.'\AC ACCACACATAAT CT GTGACACATT AT

e AN A e A M s AN AN AN WA A

500 510 520 530 560 570 580 590 600 610
ATATACATATACTGAACC CCACTCCCCAT GTACT CTATCAACAAC Ci '\GGT TA ATG. AA.GAC TAGTC CACTGAAT TTC TCCACTGAT TT TACACTC TTGAGACTTGTGGT AATACATG TCT

Wil A A A S AR

//\,g

AR A A Vi e AR A A LA

File: CYT CYTFORWARD.abl Run Ended: 2024/3/5 0:12:39 Signal G:1105 A:1836 C:778 T:2931
Sample: CYT CYTFORWARD Lane: 3 Base spacing: 16.049112 1415 bases in 17386 scans Page 2 of 2

620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740
AGCTCCC TATTGATCT CATCTAT AGCATTTA TT AT GCATCTT CCCTCTCT AAMACT AT CT CT CGCTTCAAAA TACCT GAT CATT ATA AAAGGG TTTT GGAXGGAG TAGCTA CAMTA T CCTAATCC @

o

Ml e a0

820 830 840 850 860 870 88
AA CAC CCCCCCGCTAA GITGAC ACCAAT GAGTA AGT CGTTTT C GAGAQY GG ATATT CCGAACT

‘\:p/\/\/\w’

A AN AR A AN Ara A f 7Y MARR AN A
AN AL AN AL N WA W WAL
750 76C 770 780 790 800 810
TG GAAVAAGACCTTT A GI'CAGGC G A T GTTTCCC TCC TGGGAGCTCGTC T ATATTGITT CGA TGA CG CGGGAMAA.

890 900 510 920 930 910 950 960 970 980 990 1000 1010
T CACEOC G ACGTT CTGX CQ GCTGCAACTTAAT ACC GCCCT T TTGCCAGACACC TTAGAGGTTC GACGGAT TOC C TTT AA A A MGAT AAC G GCACAAAAA TGITTGTA € GGAAAA A AALGGTC CCGGATAST TG

1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 L140
TCCC TIGGCGA CTTC T&G A GGAGATCCGT TMAC CAGAAAMGTTT TTGAGGCA GC CCC CCC GG ATCAECC AAGGAAAAGA TC TGTATT ACTA TACAAGGGG AT TC CT CAGACAGGM CTTG

1160 0 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260
AGAT GOl CGCGCTITGGGGT GG T TAGTTGG T TCC TCTGTC AGAACA GGAAAC AGUGAA COCGATGC AGATGAAA ATTTACGG ATTA CGT GT GATGG GGTTGGCTT GACT AA

75

FUTURO
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Secuencias Cyth REVERSE

macrogen
File: CYT_CYTREVERSE.abl Run Ended: 2024/3/5 0:12:39 Signal G:1722 A:5914 C:4810 T: 7241
Sample: CYT_CYTREVERSE Lane: 1 Base spacing: 16.098839 1221 bases in 14972 scans Page I of 2

10 20 30 40 50 60 k0] 0 90 100 110
CT AAATA TGTAACAAA AGAT GCAAAAATAAT ACCATAAT TAAAACAAAAGG GAGCAAGAC ATGTAATACAT G AAGTTTTAAAAGC GTAAAATCATTTATAAATTCACTACCCCATATTC

N AANMANA WAL

WA AW AWM ANV ANV WA AN

120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
AATAACATAAT CACT GGCCGAATACAGGAACAGTAGC TAAAATATTACTAAAAACT GTTAAT CCT CAATAAGACAT CATT GTACAT GGTAACACGTACCCAATAAAT GCAATAATTATTATAA

AAANAAAAA A AN AV AN AN

250 260
ACATAAATAATATAAATCCTATA

AWAAARAAAA

AAMAAMMAA A AN AN AAN
350

270 280 290 300 310 320 330 340 360
AAT CATACTAATAAAT GT GT GT CAAATAAAATTAC CAATATTATACAT TTAAATATAT GCACATAT AATAGAAAATATAGCAAAGAAGT AAAACAGAT ATG

AN AW AN
370 380 390
e N—

MWV

PANWWWAWANANA AW

0

AMAVAANNY

430 490
TATTATCT GTAACATA

420 430 440 4
AATATCAAT TT GCACAAAT AAAMACAACTAAAAAA

400
\AGTCTCAC

ANV AN AN

AW AN

600

WA AANAY

500 510 520 540 550 560 570 590 610
AGACCTAAACT GAACCCCACTCCAT \ACCTGACATTAGAAGACCCTTCCTCTTI TCTCCGCTTTT ATACATGTTATATGT. ATATATTAT TATT

WA ANV AR A A AP AN AR A AR AW AA

File: CYT_CYTREVERSE.abl Run Ended: 2024/3/5 0:12:39 Signal G:1722 A:5914 C:4810 T:7241
Sample: CYT CYTREVERSE Lane: 1 Base spacing: 16.098839 1221 bases in 14972 scans Page 2 of 2

620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740
TAAATATTTAACTCTTAAAAACAA ATTAAAATTCTTTTCCCTCTCGA A4 CTCTCTCTC CTC AACAACCC COOGAAAAAA AAAAAAAAAT A GGA GGOGAAAAGCTACTGCA GA GCGATGTTG TG €

APV AANWAMAAN AR d i
750 760 770 780 790 800 810 820 830 840 850
CGAAATGGATTGCOCGCTCCGATAAGGG GCC AGACAGTAGATGTC G CCGCTTGAAGCT TGAG TACGC TTTGOATGTGCTCTG GGATGAG AGC AGGA ACAAT GA TCTC ATAGIC

360 87 880 890 900 910 920 930 910 950 960 970
TTAC T AGTGTA GCCTG AG GITTGGATACGCTT CGCTC GC AC AAMAAG T G TTTGI GTGGT GGG GGTACTCT GCGAGGTTCGTCT GA GAGA G GCA G GGCGTGGC CT GAAAG CTCGACT G

980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100
CGGCAGE G GAT TTCT AACCAGT AGATGG ATGCTGAT CGC TACT AT AACACT TGG T CA GGG CGG CTAGG TGGGAT TG C TAGAGGAT CACGT GGIGA ATAC A ATGAGACGATATTGT GGTG C GIG

130 1140 1150 170 1180 1220

1110 1120 160 119 1200 1210
T GIGAAACAG AGGT ACATG GT GGA A GATCAGGT 4G'GATGAG A CCT GLGAGAACIG GI CT AGICGAGGCT G G @ @ ACGCCATA GIQCTT T ATGG TG AT GAWGCAC
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Secuencias /18s FORWARD

File: 18S_18FORWARD.abl Run Ended: 2024/2/9 0:58:36 Signal G:300 A:445 C:577 T:591
Sample: 18S_18FORWARD Lane: 52 Base spacing: 15.765961 1761 bases in 20998 scans Pagelof2

%meeﬂ

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
CG TC GOGKGAT I GGA CGTCAGUGAAT GA T GATIGTAMACCAAT GCCTTCACCG GGCAGTAACACT CAG AAGTGTT GAT TCAAT TCAT TCCGTG CGAAAGCCGGGTTTTTTATCCG

i

o =esa e o WA A A A A AN A WA

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
GCGTCTTTTGACGAACAACTG COCTAT CAGECAGCGATGGCCGTGTAGTGGACTGCCATGG CGTTGACGGE AG CGGGGG ATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGE CTGAGA AL

VAN A AN AAAAAAAA MAAMAA AR AN AMAAAA A AN AN A o A At

240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
TAGCTACCACTT CTACGGAGGGCAGCCGGCGCGCAAATTGCCCAATGTCAAAAAAAAAAGATGAT GCCT CC ACCCC ACAT CAAC CCGAC ACTG CTTTT GCATT GACGT TTT CAATG

LAY WA AR

360 370
GGAMGATATTTAAACC C CACA,

Dot ot it i\ nan. YN 2

File: 185_18FORWARD.abl Run Ended: 2024/2/9 0:58:36 Signal G:300 A:445 C:577 T:591
Sample: 18S_18FORWARD Lane: 52 Base spacing: 15.765961 1761 bases in 20998 scans Page2of 2

680 690 700 710
AGAATTTATA A ACCAA CAAACA CCC GAT TT GAT CGTGC GTGGTACT

600 610 620 630 610 630 660 670
ACAAT GTGAC TCTGCACA CAT T CTT GT TGT TGGGACTT CTCGAGGGGT CAC TGC ATCG € CCTAGCCCCCGCGCA

740 730 760 770 780 790 00 st0 820 30 840
€ GBGOGTAT CGTGAT C CCTGATTTGTTCCOCCAGOGCA AATEGC G GITCCAA  GTACAGTGETTCCATE CCC € TAG ATCCTTG ACCT T CTCCC AG CGEGE TITTCCC CAA C

850 860 870 80 890 900 910 920 930 910 950 960 570
A GT TCTC COWE TOAT TT GCAC CCTCTTACAT CCTC GAT ACTTTCCCGAC CCOTC CTT CT CCT GOGTACTT CCTAGLAAAAGGCAT CC € CC € GGG TG CAL CT GG GGAG TTIT AAA COCCCC GIGA

980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100
€ TITATTAA GG C QGG ALCT GTTITITIT TCECCE CC TAGOC C GEGE T TC AA CTATC CCA TIT AAT CCC &G AATTT A CGIT TICTGGCGEAACTT AC GGTG TT CCG €6 GGGGGGCTGGE

1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240
RAGC CCGTCGECCT CT TICIT GAGTGAAGGGG ACMGT CCLCOMT TTCIWTCC CCCTCLIOCCCCCCC CAIGG AA ALAWTC TT €T GACT CACGCAGAGLAAC CCCTT TATT C
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Secuencias /8s REVERSE
-

File: 18S_18-REVERSE.abl Run Ended: 2024/2/9 0:58:36 Signal G:1717 A:2418 C:3458 T:3165
Sample: 18S_18-REVERSE Lane: 50 Base spacing: 16.078657 1440 bases in 18045 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 50 70 80 90 100 110 120 130
€ G ATGAMGTGCTTAMA € AGAACGCATACATIOGGIGTTA ATGITTCTGAATAT GT CT GT TCACGG ACCACAAGG GUAT GGGTCACCAAT CCGAAGT GG AT GGG ACTAAACCAT TGCGCCTT

s Ay A A M AV AN VAR WA AR ARV

140 150 160 170 180 150 200 210 220 230 240 250
AGAGGCCCTCAATTCAACTACGAACCCTTTAACAGCAACAGCATT AATATACGCTTTTGGAGCTGEAATTACCGCGGGT GCTGGCACCAG ACTTGTCCTCCAATTGTTACTCGAT TTT GGAT GGGT

A A A A ANA A A A A AR A A ARV A A i A

260 270 280 290 300 310 320 330 310 350 360 370 380
TTAAATAT CCCCCATTIAAAACGACAAT GCAAAAGCACTGT CGGCT CTATTTCTTTT CGCTGCCTCATCTT TTTTTTTTGACAT TGGGCAATTT GCGC GCCTGCTGCCCTCCGTAGAAGT GGTAG

AV e WA A WA AR AN AN A AR ARV eV A

390 100 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
CTATTTCTCAGGCTCCETCTCCGGAAT CGAACC CTAAT CCCCCGCTCCCGTCAACGCCATGGCAGTC CACTACACGGC CATCGCTGGCTGAT AGGG CAGTTGTT CGTCCAAAAACGCCCGALAA

A WA VWA AN A A A et AP M M s

cc

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
AAAACCCCGCTTTCCECCGE AATGAATT GGATCAACACTT C TGAGTGTT ACTGCCCCURGGAAAGCATTGGT TTITCTTTI TTTTTTTCGC TGGAAGTCCCATGG CG GCAG GGTGTCC

N A e AR B 1 AR e N AR A AN

File: 18S_18-REVERSE.abl Run Ended: 2024/2/9 0:58:36 Signal G:1717 A:2418 C:3458 T:3165
Sample: 18S_18-REVERSE Lane: 50 Base spacing: 16.078657 1440 bases in 18045 scans Page 2 of 2

630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 70
GCCGGACAGA A AA AAAAAT AA AAA AAA AAAAAAAAAAA TAATCTGCGCGCT CTA CCAGGAC T ACCACTCTA TCT ACT CC TGAT GGTTAC CAACAC AATCECGATTCTTCGGT CAGT CTT

m’\ ;,\»;xxk;\_»" MAMA_ A A

750 760 770 780 790 800 810 820 830 840 850 860
COTCOTAT GCCATCAASTTCT CCATC GGG TTT CTCAACAATT CT € GCTAATTCTGGC TCT AT € CT G ATCTTCCG ACCCA AGTC CT GCAACTITTAGAAAAGCCTTT C'TC GLAGTGA CQCC

870 880 890 900 910 920 930 940 950 960 970 980 990
GGG GT AG T TA GC COUCGG ATTIAAAAGAG € GGT CTTAT T TF TTT CCGT CCC GGA GG AATTI TACKTACGGTTA AVTCC C C TAMAGATT TGTC AMAATAAC AGATAL CAGGC GGGC GTAGGCCCC

1000 1010 1020 1030 1040 1050 10 1070 1080 1090 100 1
ATTTTA CGEC GTAGGG TC € TTCEGGTGAGGT A GGACCCCITT CTCCT TCCA € CGGGAGGAAC TTITTTGGAACCGAAMANGCC C TT T AGT GGA @ AMAAA GGGGTGAAT A AA G AT

1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220
TT GAGGGCCC CIGGGT GAAGITAATC CCCC A CGCLCGLL € € CCGA GGGAGG A ATGGGGGC CC GCITT CTCC CATGG TGGGGG T G CTACCAA CCAG GGG GE A AALC QI CC
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Secuencias H24 FORWARD

13
macrogen
File: H24_H2A4-FORWARD.abl Run Ended: 2024/2/13 17:49:40 Signal G:1086 A:1451 C:2989 T:2066
Sample: H2A_H2A-FORWARD Lane: 79 Base spacing: 17.30889 1167 bases in 15078 scans Pagelof2

100 110 120
AGT AT GCCCGOCGCA

10 20 30 40 50 60 7 80 %0
TEIGTCTT GCAGMGA G A GCGT CC A G AAGCACGG CG GG GCCGOTECGCG AMGGCCG GT CTG AT CTTCCCCGT GGGCCGTGTGGGCTCGCTGCT

o N A A A WA

130 o 15 160 170 180 190 200 210 220 230 240
TCGACGCGTEGGGCGCTGTETACATAGCGGCEGTACTGGAGTACC TG ACAGE CGAGCT GCTGGAGCT GT CCGT G AAGGCGGCGAGE CAGE AGGCAALGAAGEC GAAGE GCCTGACGCOCCGCACE

A A A A AN o

250 260 270 280 290 300 310 320 330 310 350 360 370
GTGACGCTTGC CGT GCGCCACGACGACGACCT CGGCATGCTCCTGAAGAAT GT GACGCTGTCGE GTGGTGGT GTGAT GCCGAGCCTGAACA AGGCGGTGGT GAAGAAGC ACAAGAGCAGE AAGAAG

D e

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 450 490
GCGAGGGE GACGCCCAGCGCTT AGAGCGGCCT TCAGGLCAAGCGCAGGGACGGGECECACCAT GTT AGATGCACCT GGGT GGLCGT CETCGETGAGE CACGGTGACCCACACGT AGCCCTATAGA

e N e L e T

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
ATAGGATTGGTTTGITGT TGTTTTCT ITT CGTTTTCTACTGCCTCICT CCLC GCTGT CGT AGGGGLTTGTGAA GAGAAT GAT CGCGGGAA GAA CT GGCTAACTTAATGT GTATATCCTGAT

A g A s e e P e A A

File: H2A_H2A-FORWARD.abl Run Ended: 2024/2/13 17:49:40 Signal G:1086 A:1451 C:2989 T:2066
Sample: H2A_H2A-FORWARD Lane: 79 Base spacing: 17.30889 1167 bases in 15078 scans Page2of2

630 640 650 660 670 680 690 700 70 720 730
AG GACGAGT ACATTTCTTTATGGTACTTTTCT GCCGTATG AATTTTT GGQGAAGA AAACGACTTT AAG GG TT AA GG AACCG ATAGAGGCC AGATAATTT TTTATTTTTT AT CTTGT CCA

N e B e A R e

740 750 7650 770 780 790 300 810 820 30 810 850 860
TTCCACCCCGCCCCC CCCATT CCCACCT CGCGGCGEGGTCTT GTGEGTT GGGGGACCCCCAAAAT CT CCCAT T AL AAAAAAAAMAALAAAAAAALAAT G CTC GTAGC € GCTCT € CT AGG

~rp AW, [y

{,\, f\/\ AN X\/\/«/‘ "

AN AR A

870 80 890 900 910 920 930 940 950 960
€ GIBGG GA GGGGGGA G G GGGG GGTT & CGGGG GGG G GG GGG G GGGGGGUGTG G G G C GGGA GGCAG C TG GGG GA GGG GG (GGG GGA GG AGGAA GGG G GG

do '} LVl Vi

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 106C
GGGAGGAC GGGGG G CGGLGG A GG C GGGGC GGUGG GTGGGCG GGG GG GA A GGATGGEGE GG GT GGG A GGGGAGEGGG GG GAL MG AGGE G\ GGG GGG GGG

1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160
GGGGGAGAGGGC GGLGC GGAGGGEGGTG GGG ATCGGGET GGAGGG GGGG GCGGGGG TG GGA GGGGGG A G GG GACGGGAAGGE GGGGG GAG G GGGGG G G GGG GAL
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Secuencias H24 REVERSE

b
macrogen

File: H2A_H2A-REVERSE.abl Run Ended: 2024/2/9 0:58:36 Signal G:120 A:194 C:338 T:262

Sample: H2A_H2A-REVERSE Lane: 77 Base spacing: 15.811516 1305 bases in 15853 scans Pagelof2

10 20 30 40 50 50 70 80 90 100 110 120
COGTGC C AACALA G ATAAC GT CG OG AGG AGG GATC GAGGGGOT GGOT GOAAT GGOG GG ATAA AAAT AAA AAATT AT CT GGCCTCTATCGGTTOCCTAACC CT TAAAGT CGT TTTCTTCCCAA

ettt A eyt oA R

130 140 150 160 170 180 190 200 210
ATTCAT ACGGCAGAAAAGTACCATA AAGAAAT GTACT CGT CCTATCAGGATATACACAT TAAGT TAGCCAGCTCTCCCGCGAT CATTCTCTT

e N s AAAAAN ANV AN A b AN A MMM

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
CAGTAGAAAACGAAAAGAAAACAACAACAAACCAATCCTATT CTATAGGGCT ACGTGTGGGTCACCGTG GCTCAG CGACGACGGCCACCCAGGTGCAT CT AACAT GGT GCGC CCCGT CCCTGCGCT

AN W A A A A A AR A o A e e ARV A AR

380 3% 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
TGGCCTGALGGECGCT CTAAGCGCT GGGCGTCGECC TCGCCTTCTTGETGCTCTTGT GCIT CTT CGC CACCGCCTTGTT CAGGCT CGGAATCACACCACCACGEGACAGCGTCACATT CTTCAGGA

AN AP AN A AN WA A A AWM A MM AR A MAR Y

510 520 530 540 550 560 570 580 590 500 610 620
GCATGCCGAGGT CGT CGTCGTGGCGCACGGLAAGLGTCACCGTGLGGGGTGT CAGGCGCTTCGGLTTCTTTGCCT GCTGGLT CGCCGCCT TCACGGACAGCTCCAGCAGLT CGGCTGTCAGGTAC

M AR A AN WA A AR AW A WAV A A

File: H2A_H2A-REVERSE.abl Run Ended: 2024/2/9 0:58:36 Signal G:120 A:194 C:338 T:262
Sample: H2A_H2A-REVERSE Lane: 77 Base spacing: 15.811516 1305 bases in 15853 scans Page 2 of 2

630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750
TCOAGCACCGCOGCCATGT ACACAGEGCCCGACGCGCOGATGCGGCGEA CATACTGGC CGCGGCGLAGE AGCG AGCCCACACGE CCCACGGGE AAGATCAGACCGGCCTT CG CGGAGC GGCOG CC

(AR AN AR A A AR AR AN A A A AR AA A A A A A AR

760 770 780 790 800 810 820 830 810 850 260 870
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EBhodmiis  pallescens (Barber, 1933) en insectos de Bboratorio y sivestres colecaados en

Baucaramanga y su drea meropoliana”.

Eﬂlﬂﬂmawdeéummlmﬁmm:dehmmﬂdﬂhﬂmﬂﬁ
Sancander (CEIMCI-UIS) en reunidn con presencalidhd remot realzada del dia 17 de agosto de
2021, segin consta en el Aca WM™ 15, evalud los ajestes realzados al proyecio del asunto ¥ 2l
FESPEChD OOMCEpTiR:

En consideracisn a que o proyecto cumgle con todos los requerimiences, ef Comice de Erica
acordt, por consenso, AFROBAR o documento digical en su dioma versdn,

Dz igeal manera, aplicar sepin corresponda 2 la investigackan, B normatiidad ded Sistema. de
Gestidn Inbegral de B Uneversidad, ogque et disponible en el enlace:
e, s edu oofincranet’ calidad.jsp, especiamence ko relcionado con & Mamal de

Lis
Gastidn Integrada.

#si mismo, nealizar los tdimices y'o permisos necesarios para la recoleccion de los microorganismos
o muestras requeridas para b investigacian.

Eni caso de presentarse cual guiera de las sipuientes circunstanclas, sobdtamas ko informe al cormeo
comitedetic s edy.oo:

Reporte de mala prictica cientifica por pante de omlquier miembre del squipo investigador.
Modficaddn previa de bs modificciones realzadas al prococodo, Bs cuales deben ir
aprobadas, mediante acta, por su Maeseria.

Reporte de cualquier evermalidad que wusted considera deba conccer el CEINCIUE.
Informe de awance sobre los aspecios éticos segin guia e instrucovo aneso. Este informe
debe eviarse a b mitad del desarrollo de b investgacitn ¥ al firalizar la misma segin e
cranograma establecids en el Formare FIM £5.

El informe debe ser envizdo al commeo: ceind seguimientosd@uis. edu oo
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