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RESUMO: A doença de Chagas, causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi, afeta milhões de pessoas, 
principalmente na América Latina. Seu tratamento é baseado no uso clínico do benzonidazol (BZ) ou nifurtimox e 
possui limitações, como baixa eficácia de cura principalmente na fase crônica da doença e ocorrência de parasitos 
resistentes a ambos compostos. Várias enzimas têm sido relacionadas com o fenótipo de resistência dos parasitos 
a esses fármacos, tais como a nitroredutase 1, a aldo-keto redutase e a álcool desidrogenase. A fim de melhor 
compreender o papel dessas enzimas no fenótipo de resistência do T. cruzi ao BZ, propomos utilizar o CRISPR/Cas9 
para realizar a deleção dessas enzimas. Foram realizadas análises in silico para o desenho dos sgRNAs e donor 
DNAs por meio da avaliação do número de cópias de cada gene na cepa CL Brener usando o tBLASTn, a construção 
dos sgRNAs e dos donor DNAs pela ferramenta EuPaGDT e o alinhamento global das cópias pelo Needle 
(EMBOSS). Foram encontradas duas sequências do gene NTR-1, duas para a ADH e pelomenos nove para a AKR, 
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sendo escolhidos três sgRNAs para reconhecimento específico de cada uma das cópias. Devido às características 
dos sgRNAs selecionados e eficiência do protocolo de CRISPR/Cas9, acreditamos que será possível realizar a 
deleção dos genes NTR-1 e ADH na cepa CL Brener de T. cruzi utilizando essa metodologia caso não sejam genes 
essenciais para o parasito. Já no caso da AKR mais análises serão necessárias para conhecer o número exato de 
cópias do gene. 
PALAVRAS-CHAVE: Trypanosoma cruzi. Resistência ao benzonidazol. CRISPR/Cas9. Deleção gênica.   
 
ABSTRACT: Chagas disease, caused by the protozoa Trypanosoma cruzi, affects millions of people, mainly in Latin 
America. Its treatment is based on clinical use of benznidazole (BZ) or nifurtimox and it has limitations, such as low 
cure efficacy, mainly in the chronic phase of the disease, and the occurrence of resistant parasites to both 
compounds. Several enzymes have been related to drug resistance phenotype in this parasite, such as 
Nitroreductase 1, aldo-keto reductase and alcohol dehydrogenase. In order to better understand the role of these 
enzymes in the drug resistance phenotype in T. cruzi, in the present work we propose to use the CRISPR/Cas9 to 
perform the knockout of genes encoding these enzymes. In this work, in silico analyzes were performed for the 
design of sgRNAs and donor DNAs by evaluating the number of copies of each gene in CL Brener strain using 
tBLASTn, the construction of sgRNAs and donor DNAs by EuPaGDT tool and the global alignment of copies by 
Needle (EMBOSS). Two sequences of the NTR-1 gene were found, two for ADH and at least nine for AKR. Three 
sgRNAs were chosen for specific recognition of each enzyme. Due to the characteristics of the selected sgRNAs and 
the efficiency of the CRISPR/Cas9 protocol, we believe that it will be possible to perform the knockout of the NTR-1 
and ADH genes in the CL Brener T. cruzi strain using this methodology if the enzymes are not essential genes for 
the parasite. In the case of AKR, further analysis will be done to better evaluate the exact gene copy number. 
KEYWORDS: Trypanosoma cruzi. Drug resistance. CRISPR/Cas9. Knockout.  

 

1.  INTRODUÇÃO 

O Trypanosoma cruzi é um protozoário parasito 
hemoflagelado, agente etiológico da doença de Chagas 

(CHAGAS, 1909), que atualmente infecta cerca de 8 

milhões de pessoas nas Américas (PEREIRA et al., 

2011; PÉREZ-MOLINA e MOLINA, 2017). Como muitos 

tripanosomatídeos, o T. cruzi possui um ciclo de vida 

heteroxênico, com hospedeiros triatomíneos 

hematófagos e hospedeiros vertebrados endotérmicos, 

incluindo humanos (GROOM; PROTOPAPAS; 
ZOCHIOS, 2017). A doença de Chagas se caracteriza 

por duas fases clínicas, uma aguda e a outra crônica. A 

fase aguda geralmente é assintomática sendo que, 

nessa fase, o paciente possui maior chance de cura 

após o tratamento, enquanto na fase crônica pode 

apresentar manifestações cardíacas, digestivas ou 

neurológicas (SARMENTO, 2008; URBINA e 

DOCAMPO, 2003; LOURDES, 2013; ARGOLO et al., 
2008; COURA, 2003).  

Os fármacos utilizados para o tratamento da doença de 

Chagas são os compostos nitroheterocíclicos  

Nifurtimox (NFX) (Lampit®) e Benzonidazol (BZ)  

(Rochagan®). Esses fármacos possuem eficácia 

limitada e a cura depende da susceptibilidade da cepa, 

do estágio da doença e do estado imunológico do 

hospedeiro (URBINA e DOCAMPO, 2003; GARCIA-

SALCEDO et al., 2016). Na maioria dos casos, a 

doença só é detectada na fase crônica, o que dificulta 

o tratamento, já que os medicamentos se tornam 

menos eficazes nessa (GARCIA-SALCEDO et al., 

2016; ANDRADE et al., 2008). Algumas cepas de T. 

cruzi possuem resistência natural a esses 

medicamentos, possuindo diversos mecanismos de 

adquirir essa resistência, o que pode explicar a falha no 

tratamento da doença (FILARDI e BRENER, 1987; 

CAMPOS et al., 2014).  Nesse contexto, a busca por 

novos alvos terapêuticos e consequentemente novos 

fármacos para tratamento da doença de Chagas se 

torna necessária. 

O BZ e o NFX são pró-drogas que necessitam ser 

ativadas por enzimas do parasito, como por exemplo a  

nitroredutase do tipo I (NTR-1) ou prostaglandina F2alfa 

sintase (PGFS) (MURTA et al., 2006; WILKINSON et 

al., 2008; MEJIA et al., 2012).  Foi demonstrado que 

linhagens do T. cruzi que tiveram resistência induzida 

in vitro ao BZ apresentaram perda de cópias de uma 
dessas nitroredutases, seja da NTR-1 ou PGFS 

(MURTA et al., 2006; WILKINSON et al., 2008; MEJIA 
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et al., 2012). Essas enzimas realizam uma série de 

reduções do grupo nitro das pró-drogas BZ e NFX, 

cujos produtos irão promover danos ao DNA via 

estresse oxidativo (MCCALLA; REUVERS; KAISER, 

1971; STREETER e HOENER, 1988; WILKINSON e 

KELLY, 2009; TROCHINE et al., 2014). 

Enquanto que por um lado o papel da PGFS na 
ativação dessas pró-drogas parece controverso 

(PETRAVICIUS et al., 2019), os trabalhos da literatura 

parecem concordar que a NTR-1 é a principal enzima a 

realizar essa função em T. cruzi, utilizando o NADH 

como agente redutor. Essa enzima é insensível ao 

oxigênio, possuindo o mononocleotídeo de flavina 

(FMN) como cofator (WILKINSON et al., 2008, 

PETRAVICIUS et al., 2019).   

Linhagens de T. cruzi resistentes foram associadas à 

perda de um cromossomo que continha o gene TcNTR-

1 e mutações na região de ligação do FMN do TcNTR-

1 tornaram a enzima inativa (WILKINSON et al., 2008; 

MEJIA et al., 2012). Wilkinson et al., (2008) também 

demonstraram, através da deleção do gene TcNTR-1 

na cepa Sylvio- X10/6 de T. cruzi, que essa é uma 

enzima de extrema importância para a diferenciação do 
parasito, pois sem ela os parasitos não foram capazes 

de infectar células de mamíferos. A redução da 

expressão dessa enzima também tornou os parasitos 

mais resistentes ao BZ e ao NFX, demonstrando que 

essa enzima está relacionada com a resistência a 

esses compostos. 

Outro estudo realizado por Campos et al., (2014) 
demonstrou que parasitos resistentes ao BZ e com 

resistência cruzada ao NFX possuíam um códon de 

parada interrompendo o gene TcNTR, gerando uma 

proteína truncada. Interessantemente, outro estudo 

demonstrou que parasitos naturalmente resistentes ao 

BZ não apresentaram alterações na expressão da 

NTR-1, mas sim um aumento da expressão das 

enzimas aldo-keto redutase (AKR) e álcool 

desidrogenase (ADH) (GONZÁLES et al., 2017). A AKR 

é uma enzima NADPH-dependente que realiza a 

redução de naftoquinonas com efeito tripanocida 

(GARAVAGLIA et al., 2010) e que em T. cruzi não está 

envolvida na biotivação do BZ, mas está relacionada à 

resistência do parasito a essa droga, provavelmente 

por atuar na remoção do glioxal (ROBERTS et al., 

2018). Por outro lado, a ADH faz parte de uma classe 
de oxiredutases que catalisam a oxidação reversível do 

etanol para o acetoaldeído, sincrônico à redução do 

NAD (REID e FEWSON, 1994). O papel da ADH na 

resistência dos parasitos ao BZ ainda não está 

completamente elucidado, uma vez que o proteoma da 

cepa DA de T. cruzi (naturalmente resistente ao BZ) 

demonstrou um aumento da expressão dessa enzima 

(GONZÁLES et al., 2017), mas  em T. cruzi 17LER, que 
possui resistência induzida in vitro, foi demonstrada 

uma redução dos transcritos dessa enzima (CAMPOS 

et al., 2009).  

Tendo em vista a importância da doença Chagas para 

saúde pública e a ocorrência de cepas de T. cruzi 

resistentes ao BZ, este artigo descreverá o desenho de 

RNAs guias (sgRNAs) e donor DNAs para realizar a 

deleção dos genes que codificam as enzimas NTR-1, 
AKR e ADH na cepa CL Brener utilizando o sistema 

CRISPR/Cas9. O sistema CRISPR é um mecanismo 

adaptável do sistema imune de bactérias que as 

protege de ácidos nucleicos virais (ISHINO et al., 1987; 

JANSEN et al., 2002; BOLOTIN et al., 2005; 

GASIUNAS et al., 2012; GARNEAU et al., 2010; 

WIEDENHEFT, et al., 2012; HORVATH e 
BARRANGOU, 2010). Nos últimos anos esse sistema 

vem sendo aprimorado e utilizado para edição de 

genomas de diversos organismos, com alta eficiência 

(JINEK, 2012; GASIUNAS et al., 2012), incluindo o T. 

cruzi (LANDER et al., 2016). O sistema CRISPR/Cas9 

consiste em uma endonuclease (Cas9) e um RNA de 

guia único (sgRNA) que direciona a Cas9 para o DNA 

alvo que será clivado. Esse direcionamento é dado 
através de 20 nucleotídeos presentes na sequência do 

sgRNA (protospacer) que reconhecem uma sequência 
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complementar no genoma alvo. O DNA alvo deve estar 

localizado imediatamemente a um protospacer 

adjacent motif (PAM), necessário para o 

reconhecimento da Cas9 (DELTCHEVA et al., 2011; 

HSU et al., 2013; SANDER e JOUNG, 2014). Na 

maioria das espécies, o reparo da dupla fita é realizado 

pela união de extremidade não homóloga (NHEJ), 
enquanto no T. cruzi ocorre exclusivamente pela junção 

não-homóloga alternativa (MMEJ) na ausência de um 

template (donor DNA). Por outro lado, na presença do 

donor DNA o reparo ocorre por recombinação 

homóloga, inserindo-se a sequência de interesse no 

local da quebra (PENG et al., 2014; LANDER; 

CHIURILLO; DOCAMPO, 2016). Ao utilizar o sistema 

CRISPR/Cas9, deve-se observar a presença de on-

targets e off-targets, pois essas sequências podem 

interferir no resultado final da edição do gene. Off-

targets são sítios genômicos não intencionais nos quais 

a Cas9 pode se ligar para realizar a clivagem (ZHANG 

et al., 2015; NAEEM et al., 2020) e que pode causar 

danos severos ao genoma do organismo como largas 

deleções e rearranjo genômico (CAI et al., 2018). 

O objetivo do presente trabalho foi realizar análises in 

silico para desenho dos sgRNAs e donor DNAs para 

deleção, via sistema CRISPR/Cas9, das enzimas NTR-

1, AKR e ADH em T. cruzi CL Brener, incluindo a 

análise do número de cópias, a avaliação das regiões 

conservadas entre as cópias e a escolha dos sgRNAs 

e donor DNAs.  

 

2 . METODOLOGIA 

2.1. BUSCA DE CÓPIAS POR ORTOLOGIA E 

SINTENIA 

A avaliação do número de cópias dos genes NTR-1, 
AKR e ADH da cepa CL Brener de T. cruzi foi realizada 

usando o banco de dados de tripanossomatídeos 

TriTrypDB, versão 49 beta (disponível em 

https://tritrypdb.org/tritrypdb/) (ASLETT et al., 2009) 

utilizando os números de acesso TcCLB.506791.70, 

TcCLB.511287.49 e TcCLB.506357.50. Foi feita uma 

busca na Tabela de Ortologia e Sintenia tanto por 

sequências de T. cruzi CL Brener quanto de CL Brener 

Esmeraldo-like e CL Brener Non-Esmeraldo-like.  

 

2.2. BUSCA DE CÓPIAS POR SIMILARIDADE DE 

SEQUÊNCIAS 

Foi realizado o alinhamento local das cópias de cada 

um dos genes usando o programa tBLASTn 

disponibilizado no banco de dados de 

tripanossomatídeos TritrypDB (disponível em 

https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/search/genomic-

sequence/SequencesBySimilarity) (ASLETT et al., 

2009). Para o tBLASTn, as sequências proteicas da 

NTR-1, da AKR e da ADH foram usadas como 
sequências de busca (query) contra um banco de 

dados de nucleotídeos (subject), sendo escolhidos para 

tal os genomas de CL Brener Esmeraldo-like e CL 

Brener Non-Esmeraldo-like. Nessa busca foi usado um 

e-value de 10-4, o filtro de baixa complexidade foi 

mantido desligado e foi determinado que 50 seria o 

número máximo de alinhamentos retornados. 

 

2.3. DESENHO DOS SGRNAS E DOS DONOR 

DNAS 

Os RNA guias (sgRNAs) e donor DNAs para deleção 

da NTR-1, da AKR e da ADH foram desenhados 

usando a ferramenta EuPaGDT (disponível em 

http://grna.ctegd.uga.edu/) (PENG e TARLETON, 

2015) usando como referência as sequências de NTR-

1, AKR e ADH identificadas nas buscas realizadas no 
TritrypDB. Para esse desenho foi escolhida a 

endonuclease SpCas9 e a busca foi realizada nos 

genomas de T. cruzi CLBrener TritrypDB-29 (hybrid 

diploid, including unassigned contigs) e de T. cruzi 

CLBrener TritrypDB-32 (hybrid diploid). Foi 
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determinado que os braços de homologia do donor 

DNA teriam 30 pares de bases (pb) e que a sequência 

de nucleotídeos TAGATAGATAGctcgag, contendo 

códons de parada em diferentes fases de leitura (em 

letras maiúsculas) e um sítio de restrição para a enzima 

XhoI (em letras minúsculas), seria inserida após o 

reparo. O filtro de busca por micro-homologia foi 
mantido ligado para o desenho dos sgRNAs. 

O desenho dos iniciadores para produção dos sgRNA 

in vitro foi realizado de acordo com instruções do 

fabricante do kit TranscriptAid T7 High Yield 

Transcription Kit (Thermo Fischer Scientific).  

 

2.4.  ALINHAMENTO GLOBAL  - ALINHAMENTO DE 

SEQUÊNCIAS PAR A PAR 

O Needle (EMBOSS) (disponível em 
https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) foi 

utilizado para realizar o alinhamento global das 

sequências genômicas de NTR-1, AKR e ADH 

encontradas  para CL Brener, Esmeraldo-like e CL 

Brener Non-Esmeraldo-like.   

 

3 . RESULTADOS 

3.1. CÓPIAS ENCONTRADAS NA BUSCA POR 

ORTOLOGIA E SINTENIA 

A cepa CL Brener do T. cruzi é uma cepa híbrida e o 

seu genoma diploide é formado tanto pelos haplótipos 
Esmeraldo-like quanto pelo Non-Esmeraldo-like. Sendo 

assim, é necessário buscar as sequências em ambos 

haplótipos. A Tabela 1 mostra as sequências já 

anotadas para NTR-1, AKR e ADH que podem ser 

encontradas na busca por ortologia e sintenia do 

TriTrypDB para ambas cepas CL Brener Non-

Esmeraldo-like e CL Brener Esmerlaldo-like. Nesta 

busca foram encontradas duas sequências para cada 
gene analisado.  

3.2. NÚMERO DE CÓPIAS ENCONTRADAS NO 

ALINHAMENTO LOCAL 

Neste alinhamento foram utilizadas as sequências 

proteicas da NTR-1, da AKR e da ADH da cepa CL 

Brener Non-Esmeraldo-like como query e os genomas 

das cepas CL Brener Esmeraldo-like e CL Brener Non-
Esmeraldo-like como subject. O resultado foi obtido por 

meio da busca utilizando tBLASTn, que realizou o 

alinhamento local das sequências contra o genoma das 

cepas CL Brener Non-Esmeraldo-like e CL Brener 

Esmeraldo-like. Como resultado foram obtidas duas 

sequências para NTR-1 (Fig. S1),  que são as mesmas 

que já estão anotadas como NTR-1 no TritrypDB. Um 
resultado semelhante foi obtido para ADH 

(TcCLB.511277.60), para a qual os resultados 

encontrados pelo tBLASTn também foram os mesmos 

daqueles já anotados para o gene. A cobertura para 

esse alinhamento foi de 100% (Fig. S2).  

Ao comparar as sequências anotadas para a AKR, 

percebeu-se grande diferença entre as sequências 

TcCLB.511287.49 e TcCLB.511627.120, diferença que 
pode ser observada na Fig. S3, na qual o alinhamento 

global das sequências de aminoácidos demonstrou 

uma identidade de 28% e uma similaridade de 44,6%. 

Dessa forma, foi realizado o tBLASTn de cada uma 

dessas sequências de forma independente, sendo 

denominadas AKR49 (TcCLB.511287.49) e AKR120 

(TcCLB.511627.120). Para a sequência da AKR49 
foram retornados seis alinhamentos (matches) (Fig. 

S4), resultado diferente do indicado na Tabela de 

Ortologia e Sintenia. Entre os matches retornados pelo 

tBLASTn estão a própria AKR49 (TcCLB.511287.49), a 

AKR120 (TcCLB.511627.120), a TcCLB.505183.120 e 

a TcCLB.507801.114, além da sequência de um 

pseudogene (TcCLB.506213.50) e de uma sequência 

genômica para a qual nenhum transcrito está 
associado. Para a busca com a sequência da AKR120 

foram retornados os mesmos seis matches (Fig. S5). 

No entanto, a cobertura observada para AKR49 foi de 
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100% no primeiro alinhamento e 88,6% no segundo 

alinhamento, sendo mais baixa para os alinhamentos 

subsequentes. De forma semelhante, os alinhamentos 

obtidos para AKR120 tiveram mais de 81% de 

cobertura nos quatro primeiros alinhamentos, sendo 

mais baixa nos dois últimos. 

 

3.3.  DESENHO DOS SGRNAS E DONOR DNAS  

Para escolha dos sgRNAs e donor DNAs para deleção 

da NTR-1, da AKR e da ADH na cepa  CL Brener de T. 

cruzi, foi  utilizada a ferramenta EuPaGDT. Para cada 

gene foram selecionados os três sgRNAs de maior 

escores, que não apresentassem off-targets e que não 
estivessem nem muito no início nem muito no final da 

sequência codificante. A Tabela 2 elenca os sgRNAs 

escolhidos, com os números de identificação, 

sequência e escore dos mesmos. As predições do 

EuPaGDT indicam que os três sgRNAs selecionados 

não possuem off-targets e são capazes de reconhecer 

com sucesso ambas sequências do gene da NTR-1: 

tanto a sequência CL Brener Esmeraldo-like quanto a 
CL Brener Non-Esmeraldo-like (Figura S6). Um 

resultado muito semelhante foi observado para ADH 

(Figura S7). Nesses casos não foram observadas 

diferenças nos resultados quando a busca foi realizada 

nos genomas de T. cruzi CL Brener TritrypDB-29 

(hybrid diploid, including unassigned contigs) e de T. 

cruzi CL Brener TritrypDB-32 (hybrid diploid). 

Para as buscas da AKR, considerando as diferenças 

entre as sequências (Fig. S3) e que dificilmente um 

mesmo sgRNA reconhecerá ambas sequências, 

também foram realizadas buscas independentes 

usando as sequências da AKR49 e AKR120, 

semelhante ao que foi feito nas análises de busca por 

similaridade de sequências. Em ambos casos as 

buscas retornaram sgRNAs com apenas 2 on-targets 
caso fosse escolhido o genoma T. cruzi CLBrener 

TritrypDB-32 (hybrid diploid). No caso da AKR49, os 

sgRNAs reconhecem de forma perfeita as sequências 

TcCLB.511287.49 e TcCLB.506213.50. No caso da 

AKR120 os sgRNAs reconhecem de forma perfeita as 

sequências TcCLB.511627.120 e TcCLB.507801.114. 

Por outro lado, quando são levados em consideração 

os contigs não ordenados e orientados (genoma T. 

cruzi CL Brener TritrypDB-29 hybrid diploid, including 

unassigned contigs) cada sgRNA apresentou de quatro 
a seis on-targets para cada uma das sequências de 

AKR testadas, reconhecendo também sequências 

presentes nas regiões não ordenadas do genoma, além 

das sequências que foram reconhecidas ao usar a 

versão 32 do genoma. Dessa forma, considerando em 

conjunto as sequências AKR49 e AKR120, pode-se 

considerar que o gene da AKR possui pelo menos nove 

sequências. 

O desenho dos iniciadores para produção dos sgRNAs 

in vitro foi realizado adicionando-se ao protospacer as 

seguintes sequências: ancoragem da T7 RNA 

polimerase, promotor da T7 RNA polimerase e a parte 

inicial do scaffold (Tabela 3). Note que a sequência 

PAM não é incluída no iniciador. A Tabela 4 mostra os 

donor DNAs que serão utilizados juntamente com os 

sgRNAs, sendo específicos para cada um dos sgRNAs  
escolhidos. Através dos donor DNAs serão inseridos 

códons de parada em diferentes fases de leitura e um 

sítio de restrição para a enzima XhoI por recominação 

homóloga.  

 

3.4. ALINHAMENTO GLOBAL  

As Figuras S6 a S9 mostram o alinhamento global das 

sequências de NTR-1, AKR e ADH das cepas CL 

Brener-Esmeraldo-like e CL Brener Non-Esmeraldo-

like de T. cruzi feito por meio do alinhamento de 

sequências par a par usando o Needle (EMBOSS). 

Podemos observar que as sequências possuem 

diferenças pontuais de nucleotídeos. Estão destacados 
de cores distintas as regiões conservadas onde os 

sgRNAs escolhidos irão se ligar. 
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Tabela 2 -  sgRNAs selecionados para realizar a deleção dos genes NTR-1, AKR e ADH em T. cruzi CL 
Brener. 
 

sgRNA ID 
Sequência do sgRNA Escore 

total 

On-targets 
(perfect-match |  
non-perfect-but-

PAM-match) 

Off-targets 
(perfect-match | 

nonperfect-
match) (3 últimos nucleotídeos - PAM 

“NGG” para SpCas9) 
NTR1_585_revcom GTAGTACGCATGTCGCAGATAGG 0.85 2 | 0 0 | 0 
NTR1_375_revcom CCACGGCTGTAAGTTCAGGGCGG 0.84 2 | 0 0 | 0 
NTR1_565_revcom AGGCTGCGCCATAAAGTGAGTGG 0.82 2 | 0 0 | 0 

AKR_53 AGCTTGGCTTGGGTGTTTGGCGG  0.82 5 | 0  0 | 0 
AKR49_252 AGGATACGAAAAGACGCTTGCGG 0.79 5 | 1 0 | 0 

AKR49_229_revcom TTGTTACCCACACCTCCTCACGG 0.76 5 | 1 0 | 0 
AKR120_692 CAGCTGCTTACAGTCCTCTGGGG 0.82 4 | 0 0 | 0 
AKR120_447 AGACGCCAACGGACTTCCTGCGG 0.81 4 | 0 0 | 0 

AKR120_463_revcom GAAGTCCGTTGGCGTCTTTGGGG 0.79 4 | 0 0 | 0 
ADH_349 GCACTTGTCAAGGCTAATGGGGG 0.86 2 | 0 0 | 0 
ADH_456 AAGCGAAATAACGCGCTTTGCGG 0.83 2 | 0 0 | 0 
ADH_204 AATGGACCCTGTCGTATTCAAGG 0.82 2 | 0 0 | 0 

 
Fonte – Produzido pela autora. 
  

Tabela 1 -  Número de cópias encontradas na tabela de ortologia e sintenia para a NTR-1, a AKR e a ADH em T. 
cruzi CL Brener. Fonte –  TriTrypDB - disponível em https://tritrypdb.org/tritrypdb/. 

Produto Gene ID Organismo Total de 
sequências 

Nitroreductase 
TcCLB.506791.70 T. cruzi CL Brener Non-Esmeraldo-like 

2 
TcCLB.510611.60 T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like 

Aldo-keto 
reductase 

TcCLB.511287.49 T. cruzi CL Brener Non-Esmeraldo-like 
2 

TcCLB.511627.120 T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like 

Álcool 
desidrogenase 

TcCLB.511277.60 T. cruzi CL Brener Non-Esmeraldo-like 
2 

TcCLB.506357.50 T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like 
 

Fonte - Produzido pelas autoras. 
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Tabela 3 -  Iniciadores para síntese dos sgRNAs para realizar a deleção dos genes NTR-1, AKR e ADH em T. 
cruzi CL Brener usando o kit de transcrição in vitro TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit (Thermo 
Fischer Scientific). 
 

sgRNA ID 
Iniciadores 5’ → 3’ em sequência 
(Ancoragem da T7 RNA polimerase - 8 nucleotídeos, Promotor da T7RNAP - 19 
nucleotídeos, protospacer - 20 nucleotídeos, Scaffold – 23 nucleotídeos) 

NTR1_585_revcom_F
W 

GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGTAGTACGCATGTCGCAGATGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG 

NTR1_375_revcom_F
W 

GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGCCACGGCTGTAAGTTCAGGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG 

NTR1_565_revcom_F
W 

GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGAGGCTGCGCCATAAAGTGAGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG 

ARK49_53 GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGAGCTTGGCTTGGGTGTTTGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG 

AKR49_252 GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGAGGATACGAAAAGACGCTTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG 

AKR49_229_revcom GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGTTGTTACCCACACCTCCTCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG 

AKR120_692 GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGCAGCTGCTTACAGTCCTCTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG 

AKR120_447 GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGAGACGCCAACGGACTTCCTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG 

AKR120_463_revcom GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAAGTCCGTTGGCGTCTTTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG 

ADH_349 GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCACTTGTCAAGGCTAATGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG 

ADH_456 GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGAAGCGAAATAACGCGCTTTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG 

ADH_204 GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGAATGGACCCTGTCGTATTCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG 

Scaffold_RV ggatccAAAAAAGCACCGACTCGGTGCCAC 

 

Fonte – Produzido pelas autoras. 
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Tabela 4 - Donor DNAs para inserção dos códons de parada nas sequências codificantes dos genes  NTR-
1, AKR e ADH de T. cruzi CL Brener. 
 

sgRNA ID 
Donor DNAs para inserção dos códons de parada 
(UTR, códons de parada – em negrito, sítio de XhoI – em minúsculo, UTR) 

NTR-1_585_revcom +strand:TACCACTCACTTTATGGCGCAGCCTATCTGTAGATAGATAGctcgagCGAC 
ATGCGTACTACCTACTTCACGGTGGC 

NTR-1_375_revcom +strand:GCCATGACGGTGCGGGCTCCTACCGCCCTGTAGATAGATAGctcgagAAC 
TTACAGCCGTGGGTGGCTGTTGTCATA 

NTR-1_565_revcom +strand:ATGGGGCTGGAGAGTGGGTACTACCACTCATAGATAGATAGctcgagCTTT 
ATGGCGCAGCCTATCTGCGACATGCG 
 

ADH_349 -
strand:CAGACCCTCGTAGTCATAGATGGTTCCCCCctcgagCTATCTATCTAATTAGCCTTGACAAGTGCAATGCCCTTTGC 
 

ADH_456 -strand:GACGTGTCGCTTCTCGTCCGTAATAACCGCctcgagCTATCTATCTAAAAG 
CGCGTTATTTCGCTTGCTGTGCCCGA 
 

ADH_204 -strand:GTGGGCAGTTGGGTTCGGATGCACATCCTTctcgagCTATCTATCTAGAAT 
ACGACAGGGTCCATTTGACACTTTTT 
 

AKR49_60 -strand:GACCGCATTCGCCGTCTCGGCTCCGTCCTGctcgagCTATCTATCTATGC 
CCGCCAAACACCCAAGCCAAGCTGCGG 

  

AKR49_252 -strand:GAGCAGCTCACGGCTGCGTTCAAAGGCCGCctcgagCTATCTATCTAAAG 
CGTCTTTTCGTATCCTTGATCTGAATT 
 

AKR49_229_revcom +strand:GGGATCCGCGAATCGGGAGTGCCCCGTGAGTAGATAGATAGctcgagGA 
GGTGTGGGTAACAACAAAAGTATGGAAT 
 

AKR120_692 -strand:CGGGTGTGTAAATCTTGAAGGCATCCCCAGctcgagCTATCTATCTAAGG 
ACTGTAAGCAGCTGTCACTATTTGATT 
 

AKR120_447 -strand:ATCGATAAGTTTGACACTATCATCAACCGCctcgagCTATCTATCTAAGGA 
AGTCCGTTGGCGTCTTTGGGGTATTT 
 

AKR120_463_revcom +strand:TTCAAGACCGATGACGAGAAATACCCCAAATAGATAGATAGctcgagGAC 
GCCAACGGACTTCCTGCGGTTGATGAT 

 
Fonte – Produzido pela autora. 

 
 

4 . DISCUSSÃO 

O T. cruzi possui uma grande diversidade genética e, 

por isso, é classificado em seis Discrete Typing Units 
(DTUs): T. cruzi I é associado com o ciclo de trasmissão 

silvestre e o T. cruzi II, que possui cinco subgrupos 

(TcIV, TcII, TcIII, TcV e TcVI), é associado com o ciclo 

de transmissão doméstica (BRISSE; BARNABE; 

TIBAYRENCB, 2000; LEWIS et al., 2011; ZINGALES et 

al., 2009; ZINGALES et al., 2012). Existe uma sétima 

DTU, chamada de TcBat, sendo um genótipo de 

parasitos infectivos de morcegos (HAMILTON et al., 

2011).  
A cepa CL Brener é um membro do subgrupo TcVI, mas 
é considerada híbrida de dois genótipos (ATWOOD et 

al., 2005), entre os subgrupos TcII e TcIII, sendo este 

último considerado um híbrido derivado do T. cruzi I 
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(WESTENBERGER et al., 2005; ZINGALES et al., 

2009). Esse parasito possui pares de genes alelos 

distintos em vários locis, com pares de cromossomos 

homólogos de tamanhos diferentes (STURM et al, 

2003; PEDROSO; CUPOLILLO; ZINGALES, 2003).  

É estimado que o genoma da cepa CL Brener do T. 

cruzi seja composto por cerca de 22.000 genes que 
codificam proteínas, sendo que pelo menos 50% do 

genoma desse parasito é composto de sequências 

repetitivas e polimórficas (ARNER et al., 2007; EL-

SAYED et al., 2005; ZINGALES et al., 2012). Os genes 

codificadores de proteínas são organizados em longos 

grupos de genes na mesma fita de DNA (EL-SAYED et 

al., 2005; ZINGALES et al., 2009). Weatherly, Boehlke 

e Tarleton (2009) aprimoraram a anotação dos genes 
de haplótipos previstos da cepa CL Brener 

(cromossomos Esmeraldo-like e Esmeraldo-non-like), 

resultando em 41 cromossomos montados. 

As funções de várias proteínas do T. cruzi ainda não 

são conhecidas e os principais fatores que contribuem 

para esse cenário são a grande variação genotípica e 

fenotípica dentro da espécie; a complexidade do 

genoma, com um grande número de famílias 
multigênicas e genes com múltiplas cópias; e ausência 

da maquinaria do RNAi nesses parasitos  (DAROCHA 

et al., 2004; BURLE-CALDAS et al., 2015). Estão 

disponíveis métodos para expressar genes exógenos, 

superexpressar genes endógenos e deletar genes em 

T. cruzi, mas tais metodologias são laboriosas, 

demoradas e possuem uma baixa taxa de sucesso em 
gerar mutantes nesses parasitos (PENG e TARLETON, 

2015). Sendo assim, o sistema CRISPR/Cas9 provou 

ser vantajoso pela sua fácil aplicação e alta eficácia em 

realizar modificações gênicas nesses parasitos (PENG 

e TARLETON, 2015; LANDER et al., 2016).  

Um estudo realizado por Peng et al., (2014) 

demonstrou sucesso ao realizar a deleção e a inserção 

de genes através da recombinação homóloga 
utilizando o sistema CRISPR/Cas9, tendo alta taxa de 

fenótipos mutantes e diminuição da expressão proteica 

em um curto período de tempo. Nesse trabalho os 

autores observaram um efeito citotóxico da expressão 

da Cas9 nos parasitos mutantes, no entanto esse efeito 

não foi observado em nenhum dos trabalhos 

posteriores de CRISPR/Cas9 em T. cruzi. Em seguida, 

vários outros autores também realizaram a edição 
gênica do T. cruzi utilizando o CRISPR/Cas9 com 

sucesso, realizando alterações e aprimoramentos no 

protocolo (LANDER et al., 2016; MEDEIROS et al., 

2017; BURLE-CALDAS et al., 2018).  

A consulta na tabela de ortologia e sintenia do 

TriTrypDB permite que todas as cópias ortólogas e 

parálogas que estejam anotadas para os genes da 

NTR-1, ADH e AKR sejam devidamente identificadas 
(ASLETT et al., 2009). Por outro lado, o alinhamento 

baseado no tBLASTn compara a sequência de 

aminoácidos (query) com um banco de dados de 

sequências de nucleotídeos (subject) traduzidos em 

todas as fases de leitura. O algoritmo BLAST funciona 

através do alinhamento de sequências par a par e 

realiza a busca por similaridade local, encontrando 

possíveis homólogos em um banco de dados de 
nucleotídeos ou proteínas. Como o BLAST é um 

algoritmo capaz de realizar buscas baseadas em 

alinhamentos rapidamente, ele busca alinhamentos 

estatisticamente significativos que contêm pares de 

segmentos de alta pontuação (HSP, high-scoring 

segment pairs), pontuação essa que é atribuida para os 

matches e mismatches entre o query e o subject.  
(ALTSCHUL et al., 1990; VERLI, 2014). Ao realizar o 

tBLASTn, a sequência de aminoácidos foi comparada 

com um banco de dados de nucleotídeos, a fim de 

encontrar sequências de alta similaridade mesmo no 

caso das sequências apresentarem algumas 

diferenças, pois sabe-se que nem todas mutações de 

nucleotídeos resultam em uma mudança na sequência 

de aminoácidos. Essa estratégia permite identificar as 
sequências que codificam a NTR-1, a AKR e a ADH a 

nível de genoma, mesmo que porventura não estejam 
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anotadas (CAMIOLO e PORCEDDU, 2018). Neste 

trabalho alguns parâmetros foram adotados para filtrar 

os alinhamentos e obter os melhores resultados, como 

por exemplo determinar um e-value de 10-4, determinar 

que o número máximo de alinhamentos seria igual a 50 

e manter o filtro de baixa complexidade desligado. Nos 

resultados foram observados a identidade e a 
cobertura, ambos com valores acima de 90% nos dois 

alinhamentos. Dessa forma, ao comparar os resultados 

do tBLASTn com as sequências já anotadas foi 

possível verificar que não havia cópias dos genes NTR-

1 e ADH que ainda não estavam anotadas nos 

genomas de CL Brener publicados até a presente data. 

Já no caso da AKR foram retornadas seis sequências 

através do tBLASTn, resultado que pode indicar tanto 
erros nas anotações quanto erros na montagem do 

genoma após o sequenciamento. 

No presente trabalho propomos utilizar o método de 

edição CRISPR/Cas9 descrito por Burle-Caldas et al., 

(2018), de acordo com o qual foram desenhados 

sgRNAs e donor DNAs para deleção da NTR-1, da ADH 

e da AKR. A deleção da PGFS, outra enzima 

relacionada com o fenótipo de resistência, já foi 
realizada por nosso grupo utilizando essa mesma 

metodologia (SANTI et al., in prep). No protocolo 

descrito por de Burle-Caldas et al., (2018) são gerados 

clones de epimastigotas da cepa CL Brener 

expressando constitutivamente a  nuclease SpCas9 em 

fusão com a proteína verde fluorescente intensificada 

(eGFP). O plasmídeo pROCK contendo a sequência 
codificante da SpCas9 integra no genoma do parasito 

no locus da β-tubulina  (DAROCHA et al., 2004b). As 

células resistentes ao antibiótico G418 e que 

expressam a SpCas9 e a fluorescência do eGFP foram 

previamente selecionadas (BURLE-CALDAS et al., 

2018) e serão posteriormente transfectadas com os 

sgRNAs transcritos in vitro que reconhecem os genes 

alvo e também com os donor DNAs que possuem os 
códons de parada e o sítio da enzima Xhol. Em nosso 

trabalho essa enzima foi escolhida por não cortar 

nenhuma das sequências da NTR-1, AKR ou ADH 

(resultados não mostrados), de forma a se poder 

diferenciar com facilidade as sequências selvagens 

(WT) das sequências editadas. Uma representação 

esquemática das transfecções e seus constituintes está 

exposta na Figura 1. 

Para a busca dos possíveis sgRNAs foi utilizado o 
EuPaGDT, ferramenta que busca todas  as sequências 

PAM (que varia de acordo com o tipo de Cas9 

escolhida) tanto na fita senso quanto na fita anti-senso 

da sequência de interesse fornecida pelo usuário. Além 

disso, é informado ao programa em qual genoma 

deseja-se fazer a busca, de forma que, para cada um 

dos sgRNAs possíveis, são informados todos os targets 

e off-targets daquele genoma. Os sgRNAs são 
pontuados de acordo com sua capacidade de 

reconhecer os alvos específicos e ao mesmo tempo 

evitar os off-targets. Além disso, a pontuação também 

é baseada na eficiência do sgRNA (que é calculada 

considerando o conteúdo GC e a posição dos 

nucleotídeos) e na possibilidade da quebra naquela 

região ser reparada por micro-homologia (PENG e 

TARLETON, 2015). 

O Pairwise Sequence Alignment foi realizado usando o 

programa Needle (EMBOSS), que realiza a leitura de 

duas sequências de aminoácidos ou nucleotídeos 

(previamente selecionadas pelo usuário) e retorna o 

alinhamento global ideal das mesmas. Esse programa 

utiliza o algoritmo Needleman-Wunsch, que tem a 

capacidade de calcular o melhor escore e alinhamento 
para duas sequências através da dinâmica de 

pontuações ao encontrar alinhamentos perfeitos, 

alinhamento de grande similaridade e alinhamento de 

baixa similaridade (NEEDLEMAN e WUNSCH, 1970; 

KRUSKAL, 1983). Esse progama pode ser comparado 

com o CLUSTAL Omega, que utiliza de um método 

heurístico para realizar alinhamentos múltiplos de 

sequências levando em consideração a relação 
evolutiva entre essas sequências. É realizado o 

alinhamento par a par (considerando duas sequências 
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de cada vez) de todos os possíveis pares, verificando 

os números de caracteres diferentes entre essas 

sequências, construindo assim a filogenia 

(alinhamento) (VERLI, 2014). No presente trabalho, o 

alinhamento global feito por meio do Needle (EMBOSS) 

foi utilizado para encontrar regiões conservadas nas 

sequências dos genes da NTR-1, da AKR e da ADH a 
fim de verificar se os sgRNAs escolhidos reconhecem 

todas as sequências alvo com sucesso. Caso a mesma 

análise precisasse ser realizada para mais de duas 

sequências poderia ser utilizado, por exemplo, o 

programa CLUSTAL Omega (THOMPSON; HIGGINS; 

GIBSON, 1994; VERLI, 2014).  

O alinhamento das sequências que codificam a NTR-1 

(Fig. S6) e a ADH (Fig.S7) entre as cepas de T. cruzi 
CL Brener Esmeraldo-like e CL Brener Non-Esmeraldo-

like demonstrou várias regiões conservadas entre si e 

poucas variações entre os nucleotídeos, indicando que 

os sgRNAs escolhidos serão capazes de reconhecer 

ambas sequências. No caso da AKR foram realizados 

dois alinhamentos diferentes para demonstrar as 

regiões de reconhecimento dos sgRNAs, já que eles 

não são os mesmos para todas as sequências (Fig. S8 
e Fig. S9). 

Semelhante aos resultados do tBLASTn, na busca 

pelos sgRNAs foram identificadas duas sequências de 

NTR-1 e duas de ADH a serem reconhecidas por seus 

respectivos sgRNAs. Por outro lado, a busca pelos 

sgRNAs para deleção da AKR revelou que pelo menos 

nove sequências deverão ser reconhecidas pelos 
sgRNAs, sendo cinco ou seis sequências AKR49 e 

quatro sequências AKR120. Esses resultados, em 

conjunto com os resultados obtidos pelo tBLASTn, 

indicam que essa enzima possui múltiplas cópias. 

Dessa forma, a fim de desenhar sgRNAs para AKR de 

forma adequada, análises adicionais devem ser 

realizadas, como por exemplo a análise do 

sequenciamento do genoma da CL Brener por 

PACBIO. Nessa estratégia de sequenciamento são 

obtidas leituras longas que favorecem a correta 

montagem do genoma, evitando a sobreposição de 

sequências e a ocorrência de sequências não 
montadas. Esse tipo de abordagem é a ideal quando se 

precisa saber com exatidão o número de cópias de um 

gene, informação essencial para realizar a deleção com 

sucesso (EID et al., 2009). 

A estratégia de deleção utilizando o CRISPR-Cas9 

apresentada neste trabalho mostrou-se altamente 

eficiente em outros estudos (PENG et al., 2015; 

LANDER et al., 2015;  MEDEIROS et al., 2017; BURLE-
CALDAS et al., 2018). O desenho dos sgRNAs e dos 

donor DNAs foram feitos seguindo o protocolo de Burle-

Caldas et al. (2018) e utilizando a mesma ferramenta 

(EuPaGDT) para busca dos sgRNAs (PENG e 

TARLETON, 2015). Devido às características dos 

sgRNAs já apresentadas e da eficiência do protocolo, é 

esperado que seja possível realizar a deleção dos 

genes NTR-1 e ADH na cepa CL Brener de T. cruzi 
utilizando essa metodologia, caso os genes não sejam 

essenciais para os parasitos. Sabe-se que as tentativas 

de deletar genes essenciais falham, pois cópias desses 

genes são mantidas no genoma dos parasitos via 

amplificação ou aneuploidia (CRUZ; TITUS; 

BEVERLEY, 1993). Em caso de sucesso na deleção, 

os parasitos editados poderão ser utilizados para 
determinar a função dessas enzimas no parasito e sua 

importância nas vias relacionadas à resistência  aos 

fármacos. 

 

 
 
 
 
 
 



13 
 

e-Scientia, Belo Horizonte, v. 14, n. 1, p.  1 - 37 (2021). Editora UniBH. 
   Disponível em: www.unibh.br/revistas/escientia/ /exacta/ 

 
Figura 1 – Representação esquemática  da deleção da NTR-1 na cepa CL Brener do T. cruzi . 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) componentes utilizados na transfecção: parasito expressando a Cas9, sgRNA transcrito in vitro e donor DNA; b) 
representação do pareamento do sgRNA com o sítio alvo, seguido pela clivagem da dupla fita de DNA (DSB) pela 
Cas9; c) recombinação homóloga (HR) a partir do template fornecido pelo donor DNA, gerando parasitos nocautes 
para NTR-1 (ΔNTR-1).  A mesma estratégia será adotada para deleção da AKR e da ADH. 
Fonte: Produzido pelas autoras. 
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ADENDO 

 

Figura S1 –  Alinhamento local pelo tBLASTn da enzima NTR-1 nas cepas CL Brener, CL Brener Non-Esmeraldo-
like e CL Brener Esmeraldo-like.  
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b) 

 

 

  

 

 

  

A busca a nível genômico por cópias da NTR-1 retornou apenas duas sequências: a) alinhamento local da 

cepa CL Brener Non-Esmeraldo-like; b) alinhamento local da cepa CL Brener Esmeraldo-like.                           Fonte: 

produzido pela autora utilizando ferramentas disponíveis no programa TriTrypDB - disponível em 

https://tritrypdb.org/tritrypdb/. 
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Figura S2 –  Alinhamento local pelo tBLASTn da enzima ADH nas cepas CL Brener, CL Brener Non-Esmeraldo-like 

e CL Brener Esmeraldo-like. 
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b) 

 

 

 

 

 

 

A busca a nível genômico por cópias da ADH retornou apenas duas sequências: a) alinhamento local da cepa 

CL Brener Non-Esmeraldo-like; b) alinhamento local da cepa CL Brener Esmeraldo-like.                          Fonte: 

produzido pela autora utilizando ferramentas disponíveis no programa TriTrypDB - disponível em 

https://tritrypdb.org/tritrypdb/. 
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Figura S3 - Pairwise Sequence Alignment usando o Needle (EMBOSS) demonstrando as diferenças entre as 

sequências de aminoácidos entre a AKR49 e a AKR120. 

  

 

 

 

Alinhamento global das sequências de TcAKR de CL Brener Non-Esmeraldo-like e CL Brener Esmeraldo like 
por Needle (EMBOSS) mostrando as diferenças entre as sequências, que estão destacadas por pontuações 
onde: um bastão ( | )  indica alinhamento perfeito;  dois pontos  ( : ) indica que esse sítio pertence a um grupo  com 

alta similaridade; um ponto ( . ) indica que esse sítio pertence a um grupo com baixa similaridade. Fonte: produzido 

pelas autoras utilizando ferramentas disponíveis no programa  Needle (EMBOSS) 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/. 
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Figura S4 –  Alinhamento local da AKR-49 pelo tBLASTn contra os genomas das cepas CL Brener Non-Esmeraldo-

like e CL Brener Esmeraldo-like. 
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A busca a nível genômico por cópias da AKR49 retornou seis sequências.                                                Fonte: 
produzido pelas autoras utilizando ferramentas disponíveis no programa  TriTrypDB - disponível em 

https://tritrypdb.org/tritrypdb/. 
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Figura S5 –  Alinhamento local da AKR120 pelo tBLASTn contra os genomas das cepas CL Brener Non-Esmeraldo-

like e CL Brener Esmeraldo-like. 
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A busca a nível genômico por cópias da AKR120 retornou seis sequências.                                              Fonte: 

produzido pelas autoras utilizando ferramentas disponíveis no programa  TriTrypDB - disponível em 

https://tritrypdb.org/tritrypdb/. 
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Figura S6 – Regiões de reconhecimento dos sgRNAS na sequência codificante do gene TcNTR-1.   

  

Alinhamento global das sequências de NTR-1 de CL Brener Non-Esmeraldo-like e CL Brener Esmeraldo-like 
por Pairwise Sequence Alignment usando o Needle (EMBOSS). Também estão indicadas as regiões de 

reconhecimento dos sgRNA escolhidos: azul é a região de pareamento do sgRNA NTR1_585_revcom; vermelho é 

a região de pareamento do sgRNA NTR1_375_revcom_FW ; roxo é a região de pareamento do sgRNA 

NTR1_565_revcom_FW.                                                                                                                                       Fonte: 

produzido pelas autoras. 
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Figura S7 – Regiões de reconhecimento dos sgRNAS na sequência codificante do gene TcADH.   

  

Alinhamento global das sequências de TcADH de CL Brener Non-Esmeraldo-like e CL Brener Esmeraldo-
like por Pairwise Sequence Alignment usando o Needle (EMBOSS). Também estão indicadas as regiões de 

reconhecimento dos sgRNA escolhidos: azul é a região de pareamento do sgRNA ADH_349; vermelho é a região 
de pareamento do sgRNA ADH_456; roxo é a região de pareamento do ADH_204.                                           Fonte: 

produzido pelas autoras. 
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Figura S8 – Regiões de reconhecimento dos sgRNAS na sequência codificante do gene TcAKR49.   

  

Alinhamento global das sequências de TcAKR49 de CL Brener Non-Esmeraldo-like e CL Brener Esmeraldo 
like por Pairwise Sequence Alignment usando o Needle (EMBOSS). Também estão indicadas as regiões de 

reconhecimento dos sgRNA escolhidos: azul é a região de pareamento do sgRNA AKR_53; vermelho é a região de 

pareamento do sgRNA AKR49_252 ; roxo é a região de pareamento do sgRNA AKR49_229_revcom.         Fonte: 

produzido pelas autoras.  
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Figura S9 – Regiões de reconhecimento dos sgRNAS na sequência codificante do gene TcAKR120. 

 

Alinhamento global das sequências de TcAKR120 de CL Brener Non-Esmeraldo-like e CL Brener Esmeraldo 
like por Pairwise Sequence Alignment usando o Needle (EMBOSS). Também estão indicadas as regiões de 

reconhecimento dos sgRNA escolhidos: azul é a região de pareamento do sgRNA AKR120_692;  vermelho é a 

região de pareamento do sgRNA AKR120_447; roxo é a região de pareamento do sgRNA AKR120_463_revcom.                                                                                                                                                  

Fonte: produzido pelas autoras. 


