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REsumo: A doenga de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, afeta milhbes de pessoas,
principalmente na Ameérica Latina. Seu tratamento é baseado no uso clinico do benzonidazol (BZ) ou nifurtimox e
possui limitagbes, como baixa eficacia de cura principalmente na fase crénica da doenga e ocorréncia de parasitos
resistentes a ambos compostos. Varias enzimas tém sido relacionadas com o fenétipo de resisténcia dos parasitos
a esses farmacos, tais como a nitroredutase 1, a aldo-keto redutase e a alcool desidrogenase. A fim de melhor
compreender o papel dessas enzimas no fenétipo de resisténcia do T. cruzi ao BZ, propomos utilizar o CRISPR/Cas9
para realizar a dele¢cdo dessas enzimas. Foram realizadas analises in silico para o desenho dos sgRNAs e donor
DNAs por meio da avaliagdo do numero de copias de cada gene na cepa CL Brener usando o tBLASTn, a construgdo
dos sgRNAs e dos donor DNAs pela ferramenta EuPaGDT e o alinhamento global das copias pelo Needle
(EMBOSS). Foram encontradas duas sequéncias do gene NTR-1, duas para a ADH e pelomenos nove para a AKR,
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sendo escolhidos trés sgRNAs para reconhecimento especifico de cada uma das copias. Devido as caracteristicas
dos sgRNAs selecionados e eficiéncia do protocolo de CRISPR/Cas9, acreditamos que sera possivel realizar a
delegdo dos genes NTR-1 e ADH na cepa CL Brener de T. cruzi utilizando essa metodologia caso ndo sejam genes
essenciais para o parasito. Ja no caso da AKR mais analises serdo necessarias para conhecer o numero exato de
copias do gene.

PALAVRAS-CHAVE: Trypanosoma cruzi. Resisténcia ao benzonidazol. CRISPR/Cas9. Delegao génica.

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
SsgRNAs 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.

do estagio da doenca e do estado imunolégico do
hospedeiro (URBINA e DOCAMPO, 2003; GARCIA-
SALCEDO et al.,, 2016). Na maioria dos casos, a

doenca so é detectada na fase crbnica, o que dificulta

1. INTRODUGAO

O Trypanosoma cruzi € um protozoario parasito
hemoflagelado, agente etiolégico da doenga de Chagas
(CHAGAS, 1909), que atualmente infecta cerca de 8
milhdes de pessoas nas Américas (PEREIRA et al.,
2011; PEREZ-MOLINA e MOLINA, 2017). Como muitos

tripanosomatideos, o T. cruzi possui um ciclo de vida

o tratamento, j@ que os medicamentos se tornam
menos eficazes nessa (GARCIA-SALCEDO et al.,
2016; ANDRADE et al., 2008). Algumas cepas de T.

cruzi possuem resisténcia natural a esses

heteroxénico, com hospedeiros triatomineos

medicamentos, possuindo diversos mecanismos de
hematofagos e hospedeiros vertebrados endotérmicos,
(GROOM; PROTOPAPAS;
ZOCHIOS, 2017). A doenga de Chagas se caracteriza

por duas fases clinicas, uma aguda e a outra crénica. A

adquirir essa resisténcia, o que pode explicar a falha no
tratamento da doenga (FILARDI e BRENER, 1987;
CAMPOS et al., 2014). Nesse contexto, a busca por

novos alvos terapéuticos e consequentemente novos

incluindo  humanos

fase aguda geralmente é assintomatica sendo que, .
farmacos para tratamento da doenga de Chagas se

nessa fase, o paciente possui maior chance de cura .
torna necessaria.

apos o tratamento, enquanto na fase cronica pode

apresentar manifestagdes cardiacas, digestivas ou
(SARMENTO, 2008; URBINA e
DOCAMPO, 2003; LOURDES, 2013; ARGOLO et al.,
2008; COURA, 2003).

neurolégicas

Os farmacos utilizados para o tratamento da doencga de
Chagas sdo os nitroheterociclicos
Nifurtimox (NFX) (Lampit®) e Benzonidazol (BZ)

(Rochagan®). Esses farmacos possuem eficacia

compostos

limitada e a cura depende da susceptibilidade da cepa,

O BZ e o NFX sao proé-drogas que necessitam ser
ativadas por enzimas do parasito, como por exemplo a
nitroredutase do tipo | (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 resisténcia induzida
in vitro ao BZ apresentaram perda de cépias 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
reducdes do grupo nitro das pro-drogas BZ e NFX,
cujos produtos irdo 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
ativacdo dessas pro-drogas parece controverso
(PETRAVICIUS et al., 2019), os trabalhos da literatura
parecem concordar que a NTR-1 é a principal enzima a
realizar essa funcdo em T. cruzi, utilizando o NADH
como agente redutor. Essa enzima é insensivel ao
oxigénio, possuindo o mononocleotideo de flavina
(FMN) como cofator (WILKINSON et al, 2008,
PETRAVICIUS et al., 2019).

Linhagens de T. cruzi resistentes foram associadas a
perda de um cromossomo que continha o gene TcNTR-
1 e mutagdes na regido de ligagdo 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 delegc&o do gene TcNTR-1
na cepa Sylvio- X10/6 de T. cruzi, que essa € uma
enzima de extrema importancia para a diferenciacdo do
parasito, pois sem ela os parasitos ndo foram capazes
de infectar células de mamiferos. A reducdo da
expressdo dessa enzima também tornou os parasitos
mais resistentes ao BZ e ao NFX, demonstrando que
essa enzima esta relacionada com a resisténcia a

esses compostos.

Outro estudo realizado por Campos et al., (2014)
demonstrou que parasitos resistentes ao BZ e com
resisténcia cruzada ao NFX possuiam um coédon de
parada interrompendo o gene TcNTR, gerando uma
proteina truncada. Interessantemente, outro estudo
demonstrou que parasitos naturalmente resistentes ao
BZ nao apresentaram alteracbes na expressao da
NTR-1, mas sim um aumento da expressdo das
enzimas (AKR) e
desidrogenase (ADH) (GONZALES et al., 2017). AAKR

aldo-keto redutase alcool

€ uma enzima NADPH-dependente que realiza a
reducdo de naftoquinonas com efeito tripanocida
(GARAVAGLIA et al., 2010) e que em T. cruzi ndo esta
envolvida na biotivacdo do BZ, mas esta relacionada a
resisténcia do parasito a essa droga, provavelmente
por atuar na remogdo do glioxal (ROBERTS et al.,
2018). Por outro lado, a ADH faz parte de uma classe
de oxiredutases que catalisam a oxidagao reversivel do
etanol para o acetoaldeido, sincrénico a redugdo do
NAD (REID e FEWSON, 1994). O papel da ADH na
resisténcia dos parasitos ao BZ ainda nao esta
completamente elucidado, uma vez que o proteoma da
cepa DA de T. cruzi (naturalmente resistente ao BZ)
demonstrou um aumento da expressado dessa enzima
(GONZALES etal.,2017), mas em T. cruzi 17LER, que
possui resisténcia induzida in vitro, foi demonstrada
uma redugéo dos transcritos dessa enzima (CAMPOS
et al., 2009).

Tendo em vista a importancia da doenga Chagas para
saude publica e a ocorréncia de cepas de T. cruzi
resistentes ao BZ, este artigo descrevera o desenho de
RNAs guias (sgRNAs) e donor DNAs para realizar a
delegdo 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
adaptavel do sistema imune de bactérias que as
protege de acidos 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 ultimos anos esse sistema
vem sendo aprimorado e utilizado para edicdo de
genomas de diversos organismos, com alta eficiéncia
(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 unico (sgRNA) que direciona a Cas9 para o DNA
alvo que sera clivado. Esse direcionamento é dado
através de 20 nucleotideos presentes na sequéncia do

sgRNA (protospacer) que reconhecem uma sequéncia
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complementar no genoma alvo. O DNA alvo deve estar
imediatamemente a
adjacent (PAM),
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

localizado um protospacer

motif necessario para o0

pela unidao de extremidade ndo homodloga (NHEJ),
enquanto no T. cruzi ocorre exclusivamente pela jungéo
nao-homologa alternativa (MMEJ) na auséncia de um
template (donor DNA). Por outro lado, na presenga do
donor DNA o reparo ocorre por recombinagao
homologa, inserindo-se a sequéncia de interesse no
local da quebra (PENG et al, 2014; LANDER;
CHIURILLO; DOCAMPO, 2016). Ao utilizar o sistema
CRISPR/Cas9, deve-se observar a presenga de on-
targets e off-targets, pois essas sequéncias podem
interferir no resultado final da edigdo do gene. Off-
targets séo sitios genémicos n&o 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

delecdes e rearranjo gendmico (CAl et al., 2018).

O objetivo do presente trabalho foi realizar analises in
silico para desenho dos sgRNAs e donor DNAs para
delecao, via sistema CRISPR/Cas9, das enzimas NTR-
1, AKR e ADH em T. cruzi CL Brener, incluindo a
analise do numero de cépias, a avaliacdo das regides
conservadas entre as copias e a escolha dos sgRNAs
e donor DNAs.

2 . METODOLOGIA

2.1. BUSCA DE COPIAS POR ORTOLOGIA E
SINTENIA

A avaliagdo do numero de cépias dos genes NTR-1,
AKR e ADH da cepa CL Brener de T. cruzi foi realizada
usando o banco de dados de tripanossomatideos
TriTrypDB,
https://tritrypdb.org/tritrypdb/) (ASLETT et al., 2009)

versdo 49 beta (disponivel em

utilizando os numeros de acesso TcCLB.506791.70,
TcCLB.511287.49 e TcCLB.506357.50. Foi feita uma
busca na Tabela de Ortologia e Sintenia tanto por
sequéncias de T. cruzi CL Brener quanto de CL Brener

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

2.2. BUSCA DE COPIAS POR SIMILARIDADE DE
SEQUENCIAS

Foi realizado o alinhamento local das copias de cada

um dos genes usando o programa tBLASTn
disponibilizado no banco de dados de
tripanossomatideos  TritrypDB  (disponivel em

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

sequence/SequencesBySimilarity) (ASLETT et al,

2009). Para o tBLASTn, as sequéncias proteicas da
NTR-1, da AKR e da ADH foram usadas como
sequéncias de busca (query) contra um banco de
dados de nucleotideos (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*%, o filtro de baixa complexidade foi
mantido desligado e foi determinado que 50 seria o

numero maximo de alinhamentos retornados.

2.3. DESENHO DOS SGRNAS E DOS DONOR
DNAs

Os RNA guias (sgRNAs) e donor DNAs para delegéo
da NTR-1, da AKR e da ADH foram desenhados
usando a ferramenta EuPaGDT (disponivel em
(PENG e TARLETON,

2015) usando como referéncia as sequéncias de NTR-

http://grna.ctegd.uga.edu/)

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 bragos de homologia do donor
DNA teriam 30 pares de bases (pb) e que a sequéncia
de nucleotideos TAGATAGATAGctcgag, contendo
codons de parada em diferentes fases de leitura (em
letras maiusculas) e um sitio de restrigdo para a enzima
Xhol (em letras minusculas), seria inserida apos o
reparo. O filtro de busca por micro-homologia foi
mantido ligado para o desenho dos sgRNAs.

O desenho dos iniciadores para produgédo dos sgRNA
in vitro foi realizado de acordo com instrucées do
TranscriptAid T7 High Yield

Transcription Kit (Thermo Fischer Scientific).

fabricante do kit

2.4. ALINHAMENTO GLOBAL - ALINHAMENTO DE
SEQUENCIAS PAR A PAR

0] Needle (EMBOSS)
https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) foi

(disponivel em

utiizado para realizar o alinhamento global das
sequéncias genbmicas de NTR-1, AKR e ADH
encontradas para CL Brener, Esmeraldo-like e CL

Brener Non-Esmeraldo-like.

3 . RESULTADOS

3.1. COPIAS ENCONTRADAS NA BUSCA POR
ORTOLOGIA E SINTENIA

A cepa CL Brener do T. cruzi € uma cepa hibrida € o
seu genoma diploide é formado tanto pelos haplétipos
Esmeraldo-like quanto pelo Non-Esmeraldo-like. Sendo
assim, é necessario buscar as sequéncias em ambos
haplétipos. A Tabela 1 mostra as sequéncias ja
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 sequéncias para cada
gene analisado.

3.2. NUMERO DE COPIAS ENCONTRADAS NO
ALINHAMENTO LOCAL

Neste alinhamento foram utilizadas as sequéncias
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 sequéncias contra o genoma das
cepas CL Brener Non-Esmeraldo-like e CL Brener
Esmeraldo-like. Como resultado foram obtidas duas
sequéncias para NTR-1 (Fig. S1), que sdo as mesmas
que ja estdo anotadas como NTR-1 no TritrypDB. Um
obtido para ADH

para a qual os

resultado semelhante foi
(TcCLB.511277.60),

encontrados pelo tBLASTn também foram os mesmos

resultados

daqueles ja anotados para o gene. A cobertura para
esse alinhamento foi de 100% (Fig. S2).

Ao comparar as sequéncias anotadas para a AKR,
percebeu-se grande diferenga entre as sequéncias
TcCLB.511287.49 e TcCLB.511627.120, diferenga que
pode ser observada na Fig. S3, na qual o alinhamento
global das sequéncias de aminoacidos demonstrou
uma identidade de 28% e uma similaridade de 44,6%.
Dessa forma, foi realizado o tBLASTn de cada uma
dessas sequéncias de forma independente, sendo
denominadas AKR49 (TcCLB.511287.49) e AKR120
(TcCLB.511627.120). Para a sequéncia 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 estéo a préopria AKR49 (TcCLB.511287.49), a
AKR120 (TcCLB.511627.120), a TcCLB.505183.120 e
a TcCLB.507801.114, além da sequéncia de um
pseudogene (TcCLB.506213.50) e de uma sequéncia
genOmica para a qual nenhum transcrito esta
associado. Para a busca com a sequéncia da AKR120
foram retornados os mesmos seis matches (Fig. S5).

No entanto, a cobertura observada para AKR49 foi de

e-Scientia, Belo Horizonte, v. 14, n. 1, p. 1 - 37 (2021). Editora UniBH.

Disponivel em: www.unibh.br/revistas/escientia/



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 ultimos.

3.3. DESENHO DOS SGRNAS E DONOR DNAS

Para escolha dos sgRNAs e donor DNAs para delegéo
da NTR-1, da AKR e da ADH na cepa CL Brenerde T.
cruzi, foi utilizada a ferramenta EuPaGDT. Para cada
gene foram selecionados os trés sgRNAs de maior
escores, que ndo apresentassem off-targets e que nao
estivessem nem muito no inicio nem muito no final da
sequéncia codificante. A Tabela 2 elenca os sgRNAs
escolhidos, com os numeros de identificacdo,
sequéncia e escore dos mesmos. As predicbes do
EuPaGDT indicam que os trés sgRNAs selecionados
nao possuem off-targets e sdo capazes de reconhecer
com sucesso ambas sequéncias do gene da NTR-1:
tanto a sequéncia 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 nado foram observadas
diferengas 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 diferencas
entre as sequéncias (Fig. S3) e que dificlmente um
mesmo sgRNA reconhecera ambas sequéncias,
também foram realizadas buscas independentes
usando as sequéncias da AKR49 e AKR120,
semelhante ao que foi feito nas analises de busca por
similaridade de sequéncias. 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 sequéncias

TcCLB.511287.49 e TcCLB.506213.50. No caso da
AKR120 os sgRNAs reconhecem de forma perfeita as
sequéncias TcCLB.511627.120 e TcCLB.507801.114.
Por outro lado, quando sao levados em consideragao
os contigs ndo 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 sequéncias de
AKR testadas, reconhecendo também sequéncias
presentes nas regides ndo ordenadas do genoma, além
das sequéncias que foram reconhecidas ao usar a
versao 32 do genoma. Dessa forma, considerando em
conjunto as sequéncias AKR49 e AKR120, pode-se
considerar que o gene da AKR possui pelo menos nove

sequéncias.

O desenho dos iniciadores para produgédo dos sgRNAs
in vitro foi realizado adicionando-se ao protospacer as
seguintes sequéncias: ancoragem da T7 RNA
polimerase, promotor da T7 RNA polimerase e a parte
inicial do scaffold (Tabela 3). Note que a sequéncia
PAM ndo ¢é incluida no iniciador. A Tabela 4 mostra os
donor DNAs que serado utilizados juntamente com os
sgRNAs, sendo especificos para cada um dos sgRNAs
escolhidos. Através dos donor DNAs serdo inseridos
coédons de parada em diferentes fases de leitura e um
sitio de restricdo para a enzima Xhol por recominagéo

homdéloga.

3.4. ALINHAMENTO GLOBAL

As Figuras S6 a S9 mostram o alinhamento global das
sequéncias 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
sequéncias par a par usando o Needle (EMBOSS).
Podemos observar que as sequéncias possuem
diferengas pontuais de nucleotideos. Estdo destacados
de cores distintas as regides conservadas onde os

sgRNAs escolhidos irdo se ligar.
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Tabela 1 - Numero de cdpias encontradas na tabela de ortologia e sintenia paraa NTR-1,a AKRea ADHem T.

cruzi CL Brener. Fonte — TriTrypDB - disponivel em https://tritrypdb.org/tritrypdb/.

. Total de
Produto Gene ID Organismo sequéncias
. TcCLB.506791.70 T. cruzi CL Brener Non-Esmeraldo-like

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

Aldo-keto TcCLB.511287.49 T. cruzi CL Brener Non-Esmeraldo-like 5
reductase TcCLB.511627.120 T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like

Alcool TcCLB.511277.60 T. cruzi CL Brener Non-Esmeraldo-like 5

desidrogenase TcCLB.506357.50

Fonte - Produzido pelas autoras.

T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like

Tabela 2 - sgRNAs selecionados para realizar a delegao dos genes NTR-1, AKR e ADH em T. cruzi CL

Brener.
i On-targets Off-targets
SGRNA ID Sequéncia do sgRNA Escore (perfect-rgratch | (perfect-lgatch |
total non-perfect-but- nonperfect-
(3 altimos nucleotideos - PAM PAM-match) match)
“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 51 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.
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Tabela 3 - Iniciadores para sintese dos sgRNAs para realizar a delegdo dos genes NTR-1, AKRe ADHem T.
cruzi CL Brener usando o kit de transcrigao in vitro TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit (Thermo

Fischer Scientific).

sgRNA ID

Iniciadores 5’ — 3’ em sequéncia
(Ancoragem da T7 RNA polimerase - 8 nucleotideos, Promotor da T7RNAP - 19
nucleotideos, protospacer - 20 nucleotideos, Scaffold — 23 nucleotideos)

NTR1_585 revcom_F
w

NTR1_375 revcom_F
w

NTR1_565 revcom_F
w

ARK49_53

AKR49_252

AKR49 229 revcom

AKR120_692

AKR120_447

AKR120_463_revcom

ADH_349

ADH_456

ADH_204

Scaffold_RV

GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGTAGTACGCATGTCGCAGATGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG

GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGCCACGGCTGTAAGTTCAGGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG

GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGAGGCTGCGCCATAAAGTGAGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG

GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGAGCTTGGCTTGGGTGTTTGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG

GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGAGGATACGAAAAGACGCTTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG

GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGTTGTTACCCACACCTCCTCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG

GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGCAGCTGCTTACAGTCCTCTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG

GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGAGACGCCAACGGACTTCCTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG

GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAAGTCCGTTGGCGTCTTTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG

GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCACTTGTCAAGGCTAATGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG

GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGAAGCGAAATAACGCGCTTTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG

GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGAATGGACCCTGTCGTATTCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAG

a9atccAAAAAAGCACCGACTCGGTGCCAC

Fonte — Produzido pelas autoras.
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Tabela 4 - Donor DNAs para insergdo dos codons de parada nas sequéncias codificantes dos genes NTR-
1, AKR e ADH de T. cruzi CL Brener.

RNA ID Donor DNAs para insergao dos cédons de parada
s
g (UTR, codons de parada — em negrito, sitio de Xhol — em mintsculo, 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: CAGACCCTCGTAGTCATAGATGGTTCCCCCctcgagCTATCTATCTAATTAGCCTTGAC

ADH_456 -strand: GACGTGTCGCTTCTCGTCCGTAATAACCGCctcgagCTATCTATCTAAAAG
CGCGTTATTTCGCTTGCTGTGCCCGA

ADH_204 -strand: G TGGGCAGTTGGGTTCGGATGCACATCCTTctcgagCTATCTATCTAGAAT
ACGACAGGGTCCATTTGACACTTTTT

AKR49 60 -strand:GACCGCATTCGCCGTCTCGGCTCCGTCCTGetcgagCTATCTATCTATGC
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.

TIBAYRENCB, 2000; LEWIS et al., 2011; ZINGALES et
al., 2009; ZINGALES et al., 2012). Existe uma sétima

4 . DiscussAo

O T. cruzi possui uma grande diversidade genética e,
por isso, € classificado em seis Discrete Typing Units
(DTUs): T. cruzi é associado com o ciclo de trasmisséao
silvestre e o T. cruzi Il, que possui cinco subgrupos
(TclV, Tcll, Tclll, TcV e TcVI), é associado com o ciclo
de transmissdo doméstica (BRISSE; BARNABE;

DTU, chamada de TcBat, sendo um gendétipo de
parasitos infectivos de morcegos (HAMILTON et al.,
2011).

A cepa CL Brener € um membro do subgrupo TcVI, mas
€ considerada hibrida de dois genoétipos (ATWOOD et
al., 2005), entre os subgrupos Tcll e Tclll, sendo este

ultimo considerado um hibrido derivado do T. cruzi |
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(WESTENBERGER et al., 2005; ZINGALES et al.,
2009). Esse parasito possui pares de genes alelos
distintos em varios locis, com pares de cromossomos
homologos de tamanhos diferentes (STURM et al,
2003; PEDROSO; CUPOLILLO; ZINGALES, 2003).

E estimado que o genoma da cepa CL Brener do T.
cruzi seja composto por cerca de 22.000 genes que
codificam proteinas, sendo que pelo menos 50% do
genoma desse parasito é composto de sequéncias
repetitivas e polimérficas (ARNER et al.,, 2007; EL-
SAYED et al., 2005; ZINGALES et al., 2012). Os genes
codificadores de proteinas sao 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 anotagéo dos genes
CL Brener

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

de haplotipos previstos da cepa

resultando em 41 cromossomos montados.

As fungbes de varias proteinas do T. cruzi ainda nao
sdo conhecidas e os principais fatores que contribuem
para esse cenario sdo a grande variagao genotipica e
fenotipica dentro da espécie; a complexidade do
genoma, com um grande numero de familias
multigénicas e genes com multiplas cépias; e auséncia
da maquinaria do RNAI nesses parasitos (DAROCHA
et al., 2004; BURLE-CALDAS et al., 2015). Estéo
disponiveis métodos para expressar genes exogenos,
superexpressar genes enddgenos e deletar genes em
T. cruzi, mas tais metodologias s&o 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 facil aplicagéo e alta eficacia em
realizar modificagdes génicas nesses parasitos (PENG
e TARLETON, 2015; LANDER et al., 2016).

Um estudo realizado por Peng et al, (2014)
demonstrou sucesso ao realizar a delegao e a insergéo
de genes através da recombinacdo homdloga

utilizando o sistema CRISPR/Cas9, tendo alta taxa de

10

fenétipos mutantes e diminuigdo da expresséao proteica
em um curto periodo de tempo. Nesse trabalho os
autores observaram um efeito citotdxico da expresséo
da Cas9 nos parasitos mutantes, no entanto esse efeito
ndo foi observado em nenhum dos trabalhos
posteriores de CRISPR/Cas9 em T. cruzi. Em seguida,
varios outros autores também realizaram a edicéo
génica do T. cruzi utilizando o CRISPR/Cas9 com
sucesso, realizando altera¢des 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 copias ortélogas e
paralogas 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 sequéncia de
aminoacidos (query) com um banco de dados de
sequéncias de nucleotideos (subject) traduzidos em
todas as fases de leitura. O algoritmo BLAST funciona
através do alinhamento de sequéncias par a par e
realiza a busca por similaridade local, encontrando
possiveis homdlogos em um banco de dados de
nucleotideos ou proteinas. Como o BLAST & um
algoritmo capaz de realizar buscas baseadas em
alinhamentos rapidamente, ele busca alinhamentos
estatisticamente significativos que contém pares de
segmentos de alta pontuagdo (HSP, high-scoring
segment pairs), pontuagao essa que é atribuida para os
matches e mismatches entre o query e o subject.
(ALTSCHUL et al., 1990; VERLI, 2014). Ao realizar o
tBLASTnN, a sequéncia de aminoacidos foi comparada
com um banco de dados de nucleotideos, a fim de
encontrar sequéncias de alta similaridade mesmo no
caso das sequéncias apresentarem algumas
diferencas, pois sabe-se que nem todas mutacdes de
nucleotideos resultam em uma mudanga na sequéncia
de aminoacidos. Essa estratégia permite identificar as
sequéncias que codificam a NTR-1, a AKR e a ADH a

nivel de genoma, mesmo que porventura ndo estejam
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anotadas (CAMIOLO e PORCEDDU, 2018). Neste
trabalho alguns parametros foram adotados para filtrar
os alinhamentos e obter os melhores resultados, como
por exemplo determinar um e-value de 104, determinar
que o numero maximo 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 sequéncias ja anotadas foi
possivel verificar que ndo havia cépias dos genes NTR-
1 e ADH que ainda n&o estavam anotadas nos
genomas de CL Brener publicados até a presente data.
Ja no caso da AKR foram retornadas seis sequéncias
através do tBLASTNn, resultado que pode indicar tanto
erros nas anotagbes quanto erros na montagem do

genoma apds o sequenciamento.

No presente trabalho propomos utilizar o método de
edicdo CRISPR/Cas9 descrito por Burle-Caldas et al.,
(2018), de acordo com o qual foram desenhados
sgRNAs e donor DNAs para delecdo da NTR-1, da ADH
e da AKR. A delecdo da PGFS, outra enzima
relacionada com o fenétipo de resisténcia, ja foi
realizada por nosso grupo utilizando essa mesma
metodologia (SANTI et al., in prep). No protocolo
descrito por de Burle-Caldas et al., (2018) sao gerados
clones de epimastigotas da cepa CL Brener
expressando constitutivamente a nuclease SpCas9 em
fusdo com a proteina verde fluorescente intensificada
(eGFP). O plasmideo pROCK contendo a sequéncia
codificante da SpCas9 integra no genoma do parasito
no /ocus da B-tubulina (DAROCHA et al., 2004b). As
células resistentes ao antibidtico G418 e que
expressam a SpCas9 e a fluorescéncia do eGFP foram
previamente selecionadas (BURLE-CALDAS et al.,
2018) e serdo posteriormente transfectadas com os
sgRNAs transcritos in vitro que reconhecem os genes
alvo e também com os donor DNAs que possuem 0s
cédons de parada e o sitio da enzima Xhol. Em nosso

trabalho essa enzima foi escolhida por nao cortar
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nenhuma das sequéncias da NTR-1, AKR ou ADH
(resultados ndao mostrados), de forma a se poder
diferenciar com facilidade as sequéncias selvagens
(WT) das sequéncias editadas. Uma representagao
esquematica das transfecgdes e seus constituintes esta

exposta na Figura 1.

Para a busca dos possiveis sgRNAs foi utilizado o
EuPaGDT, ferramenta que busca todas as sequéncias
PAM (que varia de acordo com o tipo de Cas9
escolhida) tanto na fita senso quanto na fita anti-senso
da sequéncia de interesse fornecida pelo usuario. Além
disso, € informado ao programa em qual genoma
deseja-se fazer a busca, de forma que, para cada um
dos sgRNAs possiveis, sdo informados todos os targets
e off-targets daquele genoma. Os sgRNAs séo
pontuados de acordo com sua capacidade de
reconhecer os alvos especificos e ao mesmo tempo
evitar os off-targets. Além disso, a pontuagao também
€ baseada na eficiéncia do sgRNA (que é calculada
considerando o contetdo GC e a posicdo dos
nucleotideos) e na possibilidade da quebra naquela
regido 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 sequéncias de aminoacidos ou nucleotideos
(previamente selecionadas pelo usuario) 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 sequéncias através da dindmica de
pontuagdes 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
heuristico para realizar alinhamentos multiplos de
sequéncias levando em consideracdo a relagao
evolutiva entre essas sequéncias. E realizado o

alinhamento par a par (considerando duas sequéncias
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de cada vez) de todos os possiveis pares, verificando
0os numeros de caracteres diferentes entre essas
sequéncias, construindo assim a
(alinhamento) (VERLI, 2014). No presente trabalho, o

alinhamento global feito por meio do Needle (EMBOSS)

filogenia

foi utilizado para encontrar regides conservadas nas
sequéncias dos genes da NTR-1, da AKR e da ADH a
fim de verificar se os sgRNAs escolhidos reconhecem
todas as sequéncias alvo com sucesso. Caso a mesma
analise precisasse ser realizada para mais de duas
sequéncias poderia ser utilizado, por exemplo, o
programa CLUSTAL Omega (THOMPSON; HIGGINS;
GIBSON, 1994; VERLI, 2014).

O alinhamento das sequéncias 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 varias regides conservadas entre si e
poucas variagdes entre os nucleotideos, indicando que
o0s sgRNAs escolhidos serdo capazes de reconhecer
ambas sequéncias. No caso da AKR foram realizados
dois alinhamentos diferentes para demonstrar as
regides de reconhecimento dos sgRNAs, ja que eles
n&o sdo os mesmos para todas as sequéncias (Fig. S8
e Fig. S9).

Semelhante aos resultados do tBLASTn, na busca
pelos sgRNAs foram identificadas duas sequéncias de
NTR-1 e duas de ADH a serem reconhecidas por seus
respectivos sgRNAs. Por outro lado, a busca pelos
sgRNAs para delegdo da AKR revelou que pelo menos
nove sequéncias deverdo ser reconhecidas pelos
sgRNAs, sendo cinco ou seis sequéncias AKR49 e
quatro sequéncias AKR120. Esses resultados, em
conjunto com os resultados obtidos pelo tBLASTn,
indicam que essa enzima possui multiplas copias.

Dessa forma, a fim de desenhar sgRNAs para AKR de

12

forma adequada, analises adicionais devem ser

realizadas, como por exemplo a andlise do
sequenciamento do genoma da CL Brener por
PACBIO. Nessa estratégia de sequenciamento sao
obtidas leituras longas que favorecem a correta
montagem do genoma, evitando a sobreposi¢cdo de
sequéncias e a ocorréncia de sequéncias nao
montadas. Esse tipo de abordagem é a ideal quando se
precisa saber com exatidao o numero de cépias de um
gene, informagéo essencial para realizar a delegdo com

sucesso (EID et al., 2009).

A estratégia de delegédo 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 as caracteristicas dos
sgRNAs ja apresentadas e da eficiéncia do protocolo, é
esperado que seja possivel realizar a delecdo dos
genes NTR-1 e ADH na cepa CL Brener de T. cruzi
utilizando essa metodologia, caso 0s genes nao sejam
essenciais para os parasitos. Sabe-se que as tentativas
de deletar genes essenciais falham, pois copias desses
genes sdo mantidas no genoma dos parasitos via
amplificagcdo  ou (CRUZ; TITUS;
BEVERLEY, 1993). Em caso de sucesso na delegéo,

os parasitos editados poderdo ser utilizados para

aneuploidia

determinar a fungédo dessas enzimas no parasito e sua
importancia nas vias relacionadas a resisténcia aos

farmacos.
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Figura 1 — Representagao esquematica da delegdo da NTR-1 na cepa CL Brener do T. cruzi .

SERNA

Donor DNA

l Transfeccdo

NTR-1

lHR

. ANTR-1

a) componentes utilizados na transfecgao: parasito expressando a Cas9, sgRNA transcrito in vitro e donor DNA; b)
representacéo do pareamento do sgRNA com o sitio alvo, seguido pela clivagem da dupla fita de DNA (DSB) pela
Cas9; c) recombinagdo homoéloga (HR) a partir do template fornecido pelo donor DNA, gerando parasitos nocautes
para NTR-1 (ANTR-1). A mesma estratégia sera adotada para delegdo da AKR e da ADH.

Fonte: Produzido pelas autoras.
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Figura S1 — Alinhamento local pelo tBLASTn da enzima NTR-1 nas cepas CL Brener, CL Brener Non-Esmeraldo-

like e CL Brener Esmeraldo-like.

TBLASTN 2.2.28+

Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro A.
Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J.
Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of
protein database search programs", Nucleic Acids Res. 25:3389-3482.

Database:

TcruziClBrenerEsmeraldo-1likeGenome;
TcruziCLBrenerNon-Esmeralde-1likeGenome

Query= TcCLB.586791.7@

82 sequences; 65,058,142 total letters

Length=313
Score E
TcChr28-P | organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Non-Esmeraldo-... 649 2.9
TcChr28-S | organism=Trypanosema_cruzi_CL_Brener_Esmeraldo-like... 567 2.2
a)

Link to Genome Browser, Strand = >
TcChr28-pP

| organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Non-Esmeraldo-like
| version=2@15-12-27 | length=853233 | SO=chromosome
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bits (1673), Expect = 0.8, Method: Compositional metrix adjust.
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b)

Link to Genome Browser, Strand = >

TcChr28-S

| organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Esmeraldo-like
| version=2015-12-27 | length=853233 | SO=chromosome
Length=853233

Score = 567 bits (1462), Expect = 0.2, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 294/313 (94%), Positives = 296/313 (95%), Gaps = 1/313 (@%)
Frame = +1

Query 1 MKRNGIKRGLWDSLILYWRWNRENLLRNVSTFAENGRHVIGMDGPVEAGSEKDVGRGNSY 6@
M+RN IKR L DSLI YWRWNRENL RN S F ENGRHVIGMDGPVEAGSEKD+GRGNS
Sbjct 94182 MRRNDIKRRLLDSLISYWRWNRENLSRNFSAFVENGRHVIGMDGPVEAGSEKDMGRGNSS 94359

Query 61 MPPIFSSMPPSPSSSSLPLDTMKRVVHERRSCKRFDPTKPIDLDVVSDLLAMTVRAPTAL 120
MPP FSSMPPS 555 LD MKRVVHERRSCKRFDPTK IDLDVVSDLLAMTVRAPTAL
Sbjct 9436@ MPPFFSSMPPSSSSSLP-LDAMKRVVHERRSCKRFDPTKSIDLDVVSDLLAMTVRAPTAL 94536

Query 121 NLQPWVAVVIHEEEQRETLSRAALGQPQPRDAPVTVVFAGDMEPESNAPAALEMGLESGY 18@
NLQPWVAVVIHEEEQRETLSRAALGQPQPRDAPVTVVFAGDMEPESNAPAALEMGLESGY
Sbjct 94537 NLQPWVAVVIHEEEQRETLSRAALGQPQPRDAPVTVVFAGDMEPESNAPAALEMGLESGY 94716

Query 181 YHSLYGAAYLRHAYYLLHGGPCEAMSHVKAIVSAWYSESTGNAMLSVPRNKQAYAWKQVM 240
YHSLYGAAYLRHAYYLLHGGPCE MSHVKAIVSAWYSESTGNAMLSVPRNKQAYAWKQVM
Sbjct 94717 YHSLYGAAYLRHAYYLLHGGPCEVMSHVKAIVSAWYSESTGNAMLSVPRNKQAYAWKQVM 94896

Query 241 IPATTFLYLATAAGFDTAILEGFDEAQVRRVAGLPPRFTVPVIISVGHGAKNGFHSVRSP  300@
IPATTFLYLATAAGFDTAILEGFDEAQVRRVAGLPPRFTVPVIISVGHGAKNGFHSVRSP
Sbjct 94897 IPATTFLYLATAAGFDTAILEGFDEAQVRRVAGLPPRFTVPVIISVGHGAKNGFHSVRSP 95876

Query 301 RFPTKHLVRWGKF 313
RFPTKHLVRWGKF
Sbjct 95877 RFPTKHLVRWGKF 95115

Lambda K H a alpha
2.319 2.134 2.415 8.792 4.96
Gapped
Lambda K a alpha sigma

H
9.267 @.e41@ ©.149 1.9 42.6 43.6

Effective search space used: 453926896

Database:
TcruziCLBrenerEsmeraldo-likeGenome
Posted date: Sep 25, 28280 10:18 AM
Number of letters in database: 32,529,070
Number of sequences in database: 41

Database:
TcruziCLBrenerNon-Esmeraldo-1likeGenome
Posted date: Sep 24, 28280 12:57 PM
Number of letters in database: 32,529,072
Number of sequences in database: 41

Matrix: BLOSUMG2

Gap Penalties: Existence: 11, Extension: 1
Neighboring words threshold: 13

VWindow for multiple hits: 48

A busca a nivel genémico por cépias da NTR-1 retornou apenas duas sequéncias: 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 disponiveis no programa TriTrypDB - disponivel 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.

TBLASTN 2.2.28+

Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro A.
Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J.
Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of
protein database search programs”, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

Database:
TcruziClBrenerEsmeraldo-likeGenome;
TcruziCLBrenerNon-Esmeraldo-1ikeGenome

82 sequences; 65,058,142 total letters

Query= TcCLB.511277.6@

Length=392
Score E
TcChr4@-P | organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Non-Esmeraldo-... 31@ 2.9
TcChr4@-5 | organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Esmeraldo-like... 805 2.9
a)

Link to Genome Browser, Strand = >
TcChr40-pP

| organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Non-Esmeraldo-like
| version=2015-12-07 | length=2@3676@ | SO=chromosome
Length=2036760

Score = 818 bits (2@91), Expect = 9.8, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 392/392 (180%), Positives = 392/392 (108%), Gaps = 9/392 (0%)
Frame = +1

Query 1 MFRFSRPSAAASTFFMPKVSYLGVGALDSATSKMTKLGFKKPLLVCDTGIEKAGILETVM 6@
MFRFSRPSAAASTFFMPKVSYLGVGALDSATSKMTKLGFKKPLLVCDTGIEKAGILETVM
Sbjct 816721 MFRFSRPSAAASTFFMPKVSYLGVGALDSATSKMTKLGFKKPLLVCDTGIEKAGILETVM 816920

Query 61 DVLKKKCQMDPVVFKDVHPNPTAHNVETGLELLNKNACDSIIAIGGGSPQDCAKGIALVK 128
DVLKKKCOMDPVVFKDVHPNPTAHNVETGLELLNKNACDSIIAIGGGSPQDCAKGIALVK
Sbjct 816901 DVLKKKCQMDPVVFKDVHPNPTAHNVETGLELLNKNACDSIIAIGGGSPQDCAKGIALVK 817030

Query 121 ANGGTIYDYEGLDKAEKDQYPLVCINTTSGTASEITRFAVITDEKRHVKMVITTDTVTPL 188
ANGGTIYDYEGLDKAEKDQYPLVCINTTSGTASEITRFAVITDEKRHVKMVITTDTVTPL
Sbjct 817081 ANGGTIYDYEGLDKAEKDQYPLVCINTTSGTASEITRFAVITDEKRHVKMVITTDTVTPL 817260

Query 181 VAIDDAQLMMGQPPSLTAATGMDALTHAVEAYVSVGASETTDACALYAMRLIKQHLSNAY 248
VAIDDAQLMMGQPPSLTAATGMDALTHAVEAYVSVGASETTDACALYAMRLIKQHLSNAV
Sbjct 817261 VAIDDAQLMMGQPPSLTAATGMDALTHAVEAYVSVGASETTDACALYAMRLIKQHLSNAY 817449

Query 241 KDGKNLVAREGMCYAQHLAGMAFNSAGLGYVHAMAHQLGGFYDLPHGVCNAILLPHVESY 308
KDGKNLVAREGMCYAQHLAGMAFNSAGLGYVHAMAHQLGGFYDLPHGVCNAILLPHVESY
Sbjct 817441 KDGKNLVAREGMCYAQHLAGMAFNSAGLGYVHAMAHQLGGFYDLPHGVCNAILLPHVESY 817620

Query 301 NSFVCARRLGDVAVQLGVSTTGMDDKNAAAAAIDAIRALSKEVQIPSGFEQLGMKEKDIP 368
NSFVCARRLGDVAVQLGVSTTGMDDKNAAAAAIDATIRALSKEVQIPSGFEQLGMKEKDIP
Sbjct 817621 NSFVCARRLGDVAVQLGVSTTGMDDKNAAAAAIDAIRALSKEVQIPSGFEQLGMKEKDIP 817820

Query 361 ALAESALKDVCAATNPRQGSKEDVMKIYRESM 392
ALAESALKDVCAATNPRQGSKEDVMKIYRESM
Sbjct 817801 ALAESALKDVCAATNPRQGSKEDVMKIYRESM 817896
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b)

Link to Genome Browser, Strand = >
Tcchrée-s

| organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Esmeraldo-like
| version=20815-12-87 | length=283575% | SO=chrcmosome
Length=28326759

Score = 85 bits (2@80), Expect = @.8, Methed: Compositicnal matrix adjust.
Identities = 3%@/392 (99%), Positives = 391/392 (99%), Gaps = ©/392 (e%)
Frame = +2

Query 1 MFRFSRPSAAASTFFMPKVSYLGVGALDSATSKMTKLGFKKPLLVCDTGIEKAGILETVM 60
MFRFSRPSAAASTFFMPKVSYLGVGALDSATSKMTKLGFKKPLLVCDTGIEKAGILETVM
Sbjct 818456 MFRFSRPSAAASTFFMPKVSYLGVGALDSATSKMTKLGFKKPLLVCDTGIEKAGILETVM 818635

Query 61 DVLKKKCQMDPVVFKDVHPNPTAHNVETGLELLNKNACDSIIAIGGGSPQDCAKGIALVK 120
DVLKKKCQMDPVVFKDVHPNPTAHNVE TGLELLNKNACDSIIAIGGGSPQDCAKGIALVK
Sbjct 818636 DVLKKKCQMDPVVFKDVHPNPTAHNVETGLELLNKNACDSIIAIGGGSPQDCAKGIALVK 818815

Query 121 ANGGTIYDYEGLDKAEKDQYPLVCINTTSGTASEITRFAVITDEKRHVKMVITTDTVIPL 180
ANGGTIYDYEGLDKAEKDQYPLVCINTTSGTASEITRFAVITDEKRHVKMVITTDTVTPL
Sbjct 818816 ANGGTIYDYEGLDKAEKDQYPLVCINTTSGTASEITRFAVITDEKRHVKMVITTDTVIPL 818995

Query 181 VAIDDAQLMMGQPPSLTAATGMDALTHAVEAYVSVGASETTDACALYAMRLIKQHLSNAY 240
VAIDDAQLMMGQPPSLTAATGMDALTHAVEAYVSVGASETTDACALYAMRLIKQHLSNAV
Sbjct 818996 VAIDDAQLMMGQPPSLTAATGMDALTHAVEAYVSVGASETTDACALYAMRLIKQHLSNAY 819175

Query 241 KDGKNLVAREGMCYAQHLAGMAFNSAGLGYVHAMAHQLGGF YDLPHGVCNAILLPHVESY 300
KDGKNLVAREGMCYAQHLAGMAFNSAGLGYVHAMAHQLGGF YDLPHGVCNAILLPHVE+Y
Sbjct 819176 KDGKNLVAREGMCYAQHLAGMAFNSAGLGYVHAMAHQLGGFYDLPHGVCNAILLPHVENY 819355

Query 3201 NSFVCARRLGDVAVQLGVSTTGMDDKNAAAAAIDAIRALSKEVQIPSGFEQLGMKEKDIP 260
NSFVCARRLGDVAVQLGVSTTGMDDKNAAAAAIDAIRALSKEVQIP GFEQLGMKEKDIP
Sbjct 819356 NSFVCARRLGDVAVQLGVSTTGMDDKNAAAAAIDAIRALSKEVQIPPGFEQLGMKEKDIP 819535

Query 261 ALAESALKDVCAATNPRQGSKEDVMKIYRESM 392
ALAESALKDVCAATNPRQGSKEDVMKIYRESM
Sbjct 819536 ALAESALKDVCAATNPRQGSKEDVMKIYRESM 819621

Lambda K H a alpha
9.318 2.132 9.381 @.792 4.9

Gapped

Lambda K H E] alpha sigma
9.267 2.841e 9.142 1.9 42.6 432.6

Effective search space used: 5178022805

Database:
TcruziCLBreneresmeraldo-likeGenome
Posted date: Sep 25, 2222 10:18 AM
Number of letters in database: 32,529,870
Number of sequences in database: 41

Database:
TcruziCLBrenerton-Esmeraldo-1ikeGenome
Posted date: Sep 24, 28220 12:57 PM
Number of letters in database: 32,529,872
Number of sequences in database: 41

Matrix: BLOSUMG2

Gap Penalties: Existence: 11, Extension: 1
Neighboring words threshold: 13

wWindow for multiple hits: 4@

A busca a nivel gendmico por copias da ADH retornou apenas duas sequéncias: 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 disponiveis no programa TriTrypDB - disponivel em

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

sequéncias de aminoacidos entre a AKR49 e a AKR120.

# Aligned_sequences: 2

# 1: TcCLB.511287.49

# 2: TcCLB.511627.120

# Matrix: EBLOSUME2

# Gap_penalty: 10.0

# Extend_penalty: 8.5

-

»

# Length: 350

# Identity: 98/350 (28.0%)

# Similarity: 156/350 (44.6%)

2 Gaps: 79/350 (22.6%)

# Score: 385.©

TcCLB.511287. e e MNCNYNCYTL msavPQl.-cLG\n JRAQDGAETAN 34

(R T I 1 1 I S P |

TcCLB.511627. 1 HPGAHVLSF(PLGGPVLGVSHR-LPLRHGHSIPQ(GFGTVRHT9TVAGA- 48

TcCLB.511287. 3s AVRhnI‘AGYRHIDT-CIYNhEhGVEQGIQE----SGVPREEVhVTTWﬂI 80
I. 1. Jeo.i]e.ee. Allzez]e]e]

TcCLB.511627. 43 AVEYAIH(GFRHID(n\AWN&!MIGEALQRVISTGNLkREELFLTSkLH 98

TcCLB.511287. 81 NSDQ= = = == ==GYEKT LAAFERSRELLGLEYIOLYLTHHP == == ns s xs 113
-2 E RN

TcCLB.511627. 99 PTDQHPIHVEKACRETLAE==--==---LRVDYLDLYLTHWHPVWWNHSPHFK 141

TeCLB.511287. 114 mmmeeeemmmmm———a GKKKFUDTWKALEKLYEEKKVRAIGUSNFEPHH 146

. R R B B

TeCLB.511627. 142 TDDEKYPKDAMNGLPAVDOSVKLIDTWRAMCELVDRNLVRSVGLSNCSEKH 191

TeCLB.511287. 147 LTELFKSCKI-RPMVNQVELHPLFQORTLREFCKQHNIAITAWSPLGSGD 195
felieewwns wlilIlel Ml aaellelaalaneialonalalll]ase

TcCLB.511627. 192 INEVMSDGSLYAPVWAIQIELHPALVORDLLNFHGANQIVTARYSPLGMPS 241

TcCLB.511287. 196 R------TGFLKNHVLGETAKKHNKSPAQWIRHDIQHGIVTIPKSTIKG 239
| N I R DO N Y R R B PR

TcCLB.511627. 242 RFTHPDY(GLLSDASLQSISEVSGFSVARLLLHA-LD(HPM'IVRSTH&E 291

TcCLB.511287. 242 RIQENFNVYDF kLTE:E“RQID:LNEDkRIGG--~-H’DHFFPGGEE--- 282
N I U B DR S PR I ) P P

TcCLB.511627. 292 HIRSNAKASLYALSDPVRMILDRFQE - - R‘.'GTIRTIN"TDFTRGGGSF Fo 339

Alinhamento global das sequéncias de TcAKR de CL Brener Non-Esmeraldo-like e CL Brener Esmeraldo like

por Needle (EMBOSS) mostrando as diferengas entre as sequéncias, que estao destacadas por pontuagoes

onde: um bastdo ( | ) indica alinhamento perfeito; dois pontos ( :)indica que esse sitio pertence a um grupo com

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

pelas

autoras

utilizando

ferramentas disponiveis no

programa

(EMBOSS)

https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/.

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



23

Figura S4 — Alinhamento local da AKR-49 pelo tBLASTn contra os genomas das cepas CL Brener Non-Esmeraldo-

like e CL Brener Esmeraldo-like.

TBLASTN 2.2.28+

Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro A.
Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, wWebb Miller, and David 3.
Lipman (1997), “Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of
proetein database search programs”, Nucleic Acids Res. 25:3383-34@2.

Database:
TcruziCLBrenerEsmeraldo-likeGenome;
TcruziCLBrenernen-Esmeraldo-1ikeGenome

82 sequences; 65,058,142 total letters

Query= TCCLB.511287.49

Length=282
score E

Tcchr4g-P | organism=Trypanoscma_cruzi_CL_Brener_Non-Esmeralde-... 529 2.9
Tcchr4g-s | organism=Trypanoscma_cruzi_CL_Brener_gsmeraldo-like... 470 S5e-150
Tcchr23-5 | organism=Trypanoscma_cruzi_CL_Brener_gsmeraldo-like... 149 Se-39
Tcchr2s-P | organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Non-Esmeralde-... 138 1e-32
Tcchr23-P | organism=Trypanoscma_cruzi_CL_Brener_Non-Esmeralde-... 82.4 7e-17
Tcchr2s-5 | organism=Trypanoscma_cruzi_CL_Brener_gsmeraldo-like... 68.1 12-09

Link to Genome Browser, Strand = >

TcChr4a-pP

| organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Non-Esmeraldo-like
| version=20815-12-87 | length=2e356766 | SO=chromosome
Length=20826762

Score = 592 bits (1528), Expect = 0.8, Method: Compositicnal matrix adjust.
Identities = 282/282 (1@8%), Positives = 282/282 (10e%), Gaps = ©/282 (e%)
Frame = +2

Query 1 MNCNYNCVTLHNSARMPQLGLGVWRAQDGAETANAVRWAIEAGYRHIDTACIYNNEKGVG 6@
MNCNYNCVTLHNSARMPQLGLGVHRAQDGAETANAVRWAIEAGYRHIDTACIYNNEKGVG
Sbjct 486257 MNCNYNCVTLHNSARMPQLGLGVHRAQDGAETANAVRWAIEAGYRHIDTACIYNNEKGVG 486426

Query &1 QGIRESGVPREEVWVTTKVWNSDQGYEKTLAAFERSRELLGLEYIDLYLIHWPGKKKFVD 120
QGIRESGVPREEVWVTTKVWNSDQGYEKTLAAFERSRELLGLEYIDLYLIHWPGKKKFVD
Sbjct 486437 QGIRESGVPREEVWVTTKVWNSDQGYEKTLAAFERSRELLGLEYIDLYLIHWPGKKKFVD 486516

Query 121 TWKALEKLYEEKKVRAIGVSNFEPHHLTELFKSCKIRPMVNQVELHPLFQQRTLREFCKQ 180
TWKALEKLYEEKKVRAIGVSNFEPHHLTELFKSCKIRPMVNQVELHPLFQQRTLREFCKQ
Sbjct 486617 TWKALEKLYEEKKVRAIGVSNFEPHHLTELFKSCKIRPMVNQVELHPLFQQRTLREFCKQ 486796

Query 181 HNIAITAWSPLGSGDRTGFLKNHVLGEIAKKHNKSPAQVVIRWDIQHGIVTIPKSTNKGR 240
HNIAITAWSPLGSGDRTGFLKNHVLGEIAKKHNKSPAQVVIRWDIGHGIVTIPKSTNKGR
Sbjct 486797 HNIAITAWSPLGSGDRTGFLKNHVLGEIAKKHNKSPAQVVIRWDIQHGIVTIPKSTNKGR 486976

Query 241 IQENFNVWDFKLTEEEMRQIDELNEDKRIGGHPDNFFPGGEE 282
IQENFNVWDFKLTEEEMRQIDELNEDKRIGGHPDNFFPGGEE
Sbjct 486977 IQENFNVWDFKLTEEEMRQIDELNEDKRIGGHPDNFFPGGEE 487102

e-Scientia, Belo Horizonte, v. 14, n. 1, p. 1 - 37 (2021). Editora UniBH.
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Link to Genome Browser, Strand = >

TcChr4a-s

| organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Esmeraldo-like
| version=2015-12-87 | length=283675% | SO=chrcmosome
Length=26267529

Score = 479
Identities =
Frame = +3
Query 32
Shjct 4&e636
Query 92
Shict 436804
Query 152
Sbjct 4&e984
Query 212
shict 487164
Query 272
Sbjct 487344
Score = 112

Identities =
Frame = +2

Query 1
Sbjct 486530
Query 61

Sbjct 486712

bits (1209), Expect = Se-158, Method: Compositional matrix adjust.
228/251 (91%), Pesitives = 233/251 (92%), Gaps = 4/251 (2%)

TANAVRWAIEAGYRHIDTACIYNNEKGVGQGIRESGVPREEVWVTTKVIWNSDQGYEKTLA 91
+ +RA RH YNNE+GVGQGIRESGVPREEVWVT TKVIWNSDQGYEKTLA
SGGQLRQATATLIRH----TFYNNERGVGQGIRESGVPREEVWVTTKVIWNSDQGYEKTLA 43856882

AFERSRELLGLEYIDLYLIHWPGKKKFVDTWKALEKLYEEKKVRAIGVSNFEPHHLTELF 151
AFERSRELLGLEYIDLYLIHWPGKKKFVDTWKALEKLYEEKKVRAIGVSNFEPHHLTELF
AFERSRELLGLEYIDLYLIHWPGKKKFVDTWKALEKLYEEKKVRAIGVSNFEPHHLTELF 485982

KSCKIRPMVNQVELHPLFQQRTLREFCKQHNIAITAWSPLGSGDRTGFLKNHVLGEIAKK 211
+SCKIRPMVNQVELHPLFQQRTLREFCKQHNIAITANSPLGSGDRTGF LKNHVLGEIAKK
QSCKIRPMVNQVELHPLFQQRTLREFCKQHNIAITAWSPLGSGDRTGFLKNHVLGEIAKK 4871632

HNKSPAQVVIRWDIQHGIVTIPKSTNKGRIQENFNVWDFKLTEEEMRQIDELNEDKRIGG 271
HNKSPAQVVIRWDIQHGIVTIPKS NKGRIQENFNVWDFKLTEE+MRQIDELNEDKR GG
HNKSPAQVVIRWDIQHGIVTIPKSANKGRIQENFNVWDFKLTEEDMRQIDELNEDKRFGG 487342

HPDNFFPGGEE 282
HPDNFFP GEE
HPONFFPDGEE 487376

bits (279), Expect = 2e-26, Method: Compositicnal matrix adjust.
52/62 (84%), Positives = 53/82 (85%), Gaps = e/62 (@%)

MNCNYNCVTLHNSARMPQLGLGVHRAQDGAETANAVRWAIEAGYRHIDTACIYNNEKGVG 60
MNCNY+CVTLHNS RMPQLGLGVWRAQDGAETANAVRWAIEAGYRHIDTA KG G
MNCNYSCVTLHNSVRMPQLGLGVIRAQDGAETANAVRWAIEAGYRHIDTAYFLQQRKGRG 486709

QG 62
G
AG 486715
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Link to Genome Browser, Strand = >
TcChr23-S

| organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Esmeraldo-like
| version=2815-12-87 | length=655477 | SO=chromosome
Length=655477

Score = 149 bits (376), Expect = Se-29, Method: Compesiticnal matrix adjust.
Identities = 97/315 (21%), Positives = 158/315 (48%), Gaps = 45/315 (14%)

Frame = +2
Query 8 VTLHNSARMPQL GLGVWRAQDGAE TANAVRWAIEAGYRHIDTACIYNNEKGVGQG----I 63
+ LN +PQ GG +R A AV +AT G+RHID A Y+l+ +G+ I
Sbjct 528689 LPLRNGNSIPQCGFGTYRMTPTVAGA-AVEYAIHCGFRHIDCAKAYDNQNAIGEALQRVI 528865
Query 64 RESGVPREEVWVT TKVWNSDQGYEKTLAAFERSRELLGLEYIDLYLIHWP - - == === -~ 113
+ REE+++T+K+W +DQ A+ L ++Y+DLYLIHWP

Sbjct 528866 STGNLKREELFLTSKLWPTDQHPIHVEKACRETLAELRVDYLDLYLIHWPVVHNHSPHFK 5290845

Query 114 W ------eccceeoooa- GKKKFVDTWKALEKLYEEKKVRAIGVSNFEPHHLTELFKSCKI 156
K +DTW+A+ +L +  VR++G+SN H+ E+ +
Sbjct 529246 TDDEKYPKDANGLPAVDODSVKLIDTWRAMCELVDRNLVRSVGLSNCSEKHINEVMSDGSL 529225

Query 157 -RPMVNQVELHPLFQQRTLREFCKQHNIAITANSPLGSGDR - - - - - - TGFLKNHVLGEIA 209
P+VNQ+ELHP QR L F + I A+SPLG R GL+ L I+
Sbjct 529226 YAPVVNQIELHPALVQROLLNFHGANQIVTAAYSPLGMPSRFTHPDYKGLLSDASLQSIS 529485
Query 210 KKHNKSPAQUVIRWDIQHGIVT IPKSTNKGRIQENFNVWDFKLTEEEMRQIDELNEDKRI 269
+ S A++s We+ VI #STNK I+ N + L+ +D E R+

Sbjct 529486 EYSGFSVARLLLNWNLDMHNVVIVRSTNKEHIRSNAKASLYALSDPVRMILDRFQE--RV 529579

Query 270 GG----HPDNFFPGG 230
G +P +F GG
Sbjct 529538 GTIRTINPTDFTRGG 529624
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Link to Genome Browser, Strand = >
TcChr2e-pP

| organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Non-Esmeraldo-like
| version=2015-12-87 | length=8@1422 | SO=chromosome
Length=801422

Score = 132 bits (328), Expect = 1le-22, Method: Compositicnal matrix adjust.

Identities = 856/286 (20%), Positives = 137/286 (48%), Gaps = 33/286 (12%)
Frame = -3
Query 15 RMPQLGLGVWRAQDGAETANAVRWAIEAGYRHIDTACIYNNEKGVGCGIRESGVPREEVW 74

R+P +G+G + G E+ AV A+ G+R +DTA Y+NE+ VG I ESGV REE++
Sbjct 588621 RIPHMGVGTYELY-GDESRIAVLAALRLGFRLVDTAAGYHNEEHVGAAIEESGVQREELF 583445

Query 75 VTTKVWNSDQGYEKTL-AAFERSRELLGLEYIDLYLIHWPG------------ KKKFVDT 121
Vo OK+ E+ + S L+YD LIHWPG +
Sbjct 588444 VWWKIAPKAMASEELVEKGIRESVRKLRIAYADCVLIHWPGCGGLKPEEAEGHRAARHRC 588265

Query 122 WKALEKLYEEKKVRAIGVSNFEPHHLTELFKSCK-----eceum- IRPMVNQVELHPLFQ 17@
WK ++ L +E +R #GVSNF PH L + RP++NQ+ELHPL
Sbjct 588264 WKVMQALKKEGIIRHLGVSNFAPRHFPHLVGNAAEEAHLFDAANPCRPVINQIELHPLCY 588085
Query 171 QRTLREFCKQHNIAITAWSPLGSGDRTGFLKNHVLGEIAKK - -HNKSPAQVVIRWDIQHG 228
Q+ +FC++ #I + +5PL G +++ VL IK + V++ W + G

Sbjct 588884 QQEACDFCRERDIILQQYSPLAQG-HAKLVEHPVLCAIVKDLFPGYTVQDVLLMWGLSQGE 587988

Query 229 IVTIPKSTNKGRIQENFNVW----- DFKLTEEEMRQIDELNEDKRI 269
+ +5 +K + #N+ + L+E+ @+ L E R+
Sbjct 587987 FCVWVRSRSKEHLAQNWAAAKAFFDEGLLSESQKEQLKNLRESMRY 587770
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Link to Genome Browser, Strand = >
TcChr23-p
| organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Non-Esmeraldo-like
| version=2015-12-87 | length=655477 | SO=chromosome
Length=655477

Score = 82.4
Identities =
Frame = +2

Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbhjct

8

528644

&4

528821

114

529801

Score = 71.2
Identities =
Frame = +1

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

136

529117

195

529297

249

529477

bits (202), Expect = 7e-17, Method: Compositional matrix adjust.
53/174 (38%), Positives = 88/174 (46%), Gaps = 32/174 (18%)

VTLHNSARMPQLGLGVWRAQDGAE TANAVRWALEAGYRHIDTACLYNNEKGVGQG----1 63
+ LN +PQGG<R A AV +AL G+RHID A Y+N+ +0G 1
LPLRNGNSIPQCGFGTYRMNPTVAGA-AVEYAIHCGFRHIDCAKAYDNONALGDALQRVI 528820

RESGVPREEVWVT TKVIWNSDQGYEK TLAAFERSRELLGLEYIDLYLIHNP - - == == == - - 113
+ REE+++T+K+W +0Q A+ L ++YsDLYLIHWP
STGKLKREELFLTSKLWPTOQHPIHVEKACRETLAELRVDYLDLYLIHNPVWIRNHSPHLK 529030

----------------- GKKKFVDTWKALEKLYEEKKVRALGVSNFEPHHLTEL 158
K +DTW+A+ +L + VR +G + LT+l
TODEKYPKOANGLPAVDOSVKLIDTWRAMCELVORIWVRQLGSRTWARNILTKL 529162

bits (173), Expect = 2e-13, Method: Compositional matrix adjust.
48/156 (31%), Positives = 76/156 (49%), Gaps = 13/156 (8%)

ALGVSNFEPHHLTELFKSCKI-RPMUNQVELHPLFQQRTLREFCKQHNIALITAWSPLGSG 194
++G+5N H+ E+ + P+UNQ+ELHP QR L F + I  A+SPLG
SVGLSNCSEKHINEVMSDGSLYAPVVNQIELHPALVQRDLLNFHGANQLIVTAAYSPLGMP 529296

OR------ TGF LKNHVLGELAKKHNKSPAQUVIRWOIQHGIVTIPKSTNKGRIQENFNVIW 248
R GL+ L Is+ S Ad+4++ W+ VI +SINE I+ N
SRFTHPNYKGLLYDASLQSISEYSGFSVARLLLNWNLOMANVWIVRSTNKEHIRSNAKAS 529476

DFKLTEEEMRQIDELNEDKRIGG----HPONFFPGG 288
+ L++ +#) E RsG +P +F GG
LYALSDPVRMILORFQE--RVGTIRTINPTOFTRGG 529578
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Link to Genome Browser, Strand = >

TcChr2e-S

| organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Esmeraldo-like
| version=2015-12-087 | length=8@1422 | SO=chromosome
Length=801422

Score = 68.1 bits (144), Expect = le-29, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 39/158 (26%), Positives = 69/158 (46%), Gaps = 19/158 (13%)
Frame = -3

Query 138 GVSNFEPHHLTELFKSCK----=vmn-mn- IRPMUNQVELHPLFQORTLREFCKQHNIALT 186
G NFPH L + RP++NQ+ELHPL Q+ + +F(s+ +1 +
Sbjct 588753 GGVNFAPRHFPHLVGNASEEAHLFDAANPCRPVINQIELHPLCWQQEVCDFCRERDIILQ 588574

Query 187 ANSPLGSGORTGF LKNHVLGEIAKK - - HNKSPAQVWIRKWDIQHGIVTIPKSTNKGRIQEN 244
+5PL G +++ VL 1K - Vi+ W+ G + 45 3K + +N
Sbjct 588573 QYSPLAQGH-AKLVEHPVLCAIVKDLFPGYTVQOVLLMWGLSQGFCVWVRSRSKEHLAQN 588397

Query 245 FNVW----- DFKLTEEEMRQIDELNEDKRI 269
+ + L+ + Q+ L E R+
Sbjct 588396 WAAAKAFFOEGLLSESQKEQLKNLRESMRYV 588387

Lambda K H a alpha
0.318 9.136 0.429 08.792 4.9

Gapped

Lambda K H a alpha sigma
0.267 9.e419 ©.140 1.99 42.6 43.6

Effective search space used: 3858598382

Database:
TcruziCLBrenerEsmeraldo-1ikeGenome
Posted date: Sep 25, 2820 19:18 AM
Number of letters in database: 32,529,070
Number of sequences in database: 41

Database:
TcruziCLBrenerNon-Esmeraldo-likeGenome
Posted date: Sep 24, 2820 12:57 PM
Number of letters in database: 32,529,972
Number of sequences in database: 41

Matrix: BLOSUMGZ

Gap Penalties: Existence: 11, Extension: 1
Neighboring words threshold: 13

Window for multiple hits: 489

A busca a nivel genémico por copias da AKR49 retornou seis sequéncias. Fonte:
produzido pelas autoras utilizando ferramentas disponiveis no programa  TriTrypDB - disponivel 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.

TBLASTN 2.2.28+

Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro A.
Schaffer, Jlinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J.
Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: 3 new generation of
protein database search programs”, Nucleic Acids Res. 25:3389-34@2.

Database:

TcruziCLBrenertsmeraldo-likeGenome;
TcruziCLBrenerNon-Esmeraldo-1ikeGenome
B2 sequences; 65,058,142 total letters

Query= TcCLB.511627.120

Length=339

Score E
TcChr23-5 | organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Esmeraldo-like... 7e8 a.e
TcChr23-P | organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Non-Esmeraldo-... 372 a.e
TcChrde-P | organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Non-Esmeraldo-... 149 2e-38
TcChr26-P | organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Non-Esmeraldo-... 138 3e-32
TcChrde-s | organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Esmeraldo-like... 117 le-27
TcChr26-5 | organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Esmeraldo-like... &4.7 6e-11

Link to Genome Browser, Strand = >

TcChr23

-5

| erganism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Esmeraldo-like
| version=2015-12-87 | length=655477 | SO=chromosome

Length=
Score

Identi
Frame

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbhjct
Query
Sbhjct
Query
Shjct
Query
Shjct

655477
= 798
ties =
= +2
1
528623
(31
528803
121
528983
181
529163
241
529343

301

529523

bits (1827), Expect = 8.9, Method: Compositional matrix adjust.

339/339 (1eex), Positives = 339/339 (190%), Gaps = 9/339 (%)

MPGANVLSFKPLGGPVLGVSHRLPLRNGNSIPQCGFGTYRMTPTVAGAAVEYAIHCGF RH
MPGANVLSFKPLGGPVLGVSHRLPLRNGNS IPQCGFGTYRMTPTVAGAAVEYAIHCGF RH
MPGANVLSFKPLGGPVLGVSHRLPLRNGNS IPQCGFGTYRMTPTVAGAAVEYAIHCGF RH

IOCAKAYONQNALGEALQRVISTGNLKREELFLTSKLWPTOQHPIHVEKACRETLAELRV
IDCAKAYONQNALGEALQRVISTGNLKREELFLTSKLWPTOQHPIHVEKACRETLAELRV
IDCAKAYONQNALGEALQRVISTGNLKREELFLTSKLWPTOQHPIHVEKACRETLAELRV

OYLDLYL IHWPWWIWNHSPHF K TODEKYPKDANGLPAVODSVKLIO TWRAMCELVORNLVR
OYLDLYLIHWPVVIWNHSPHFK TODEKYPKDANGL PAVODSVK L IO TWRAMCELVORNLVR
OYLDLYL IHWPVWIWNHSPHFK TODEKYPKDANGLPAVODSVKLIO TWRAMCELVORNLVR

SVGLSNCSEKHINEVMSDGSLYAPVUNQI ELHPALVQRDL LNFHGANQIVTAAYSPLGMP
SVGLSNCSEKHINEVMSDGS LYAPVVNQIELHPALVQRDL LNFHGANQLVTAAYSPLGMP
SVGLSNCSEKHINEVMSDGSLYAPVUNQIELHPALVQRDL LNFHGANQIVTAAYSPLGMP

SRFTHPDYKGLLSDASLQSISEYSGFSVARL LLNWNLOMHENVWIVRS TNKEHIRSNAKAS
SRFTHPDYKGLLSDASLQSISEYSGFSVARL LLNWNLOMANVWIVRS TNK EHIRSNAKAS
SRFTHPDYKGLLSDASLQSISEYSGFSVARL LLNWNLOMHNVVIVRS TNK EHIRSNAKAS

LYALSDPVRMILORFQERVGTIRTINPTDFTRGGGSFFD 339
LYALSDPVRMILORFQERVGTIRTINPTDF TRGGGSFFD
LYALSDPVRMILORFQERVGTIRTINPTDFTRGGGSFFD 529639

68

528892

120

528982

18e

529162

240
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3ee

529522
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Link to Genome Browser,

TcChr23-p

Strand = >

| organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Non-Esmeraldo-like
| version=2015-12-07 | length=655477 | SO=chromosome

Length=655477

Score = 372
Identities =
Frame = +2

Query 1

Sbjct 528578

Query 61

Shjct 528758

Query 121

Shjct 528938

Query 181

Shjct 529118

Score = 326
Identities =
Frame = +1

Query 177

Shjct 529105
Query 237
Shjct 529285
Query 297

Shjct 520465

bits (955),

175/183 (96%), Positives = 177/183 (97%), Gaps = 8/183 (&%)

MPGANVLSFKPLGGPVLGVSHRLPLRNGNS LPQCGFGTYRMTPTVAGAAVEYAIHCGF RH
MPGANVLSFKPLGGPVLGVSHRLPLRNGNSIPQCGFGTYRM PTVAGAAVEYAIHCGFRH
MPGANVLSFKPLGGPVLGVSHRLPLRNGNS LPQCGFGT YRMNP TVAGAAVEYAIHCGF RH

IOCAKAYONQNALGEALQRVISTGNLKREELFLTSKLWPTOQHPIHVEKACRETLAELRY
IDCAKAYONQNAIGHALQRVISTG LKREELFLTSKLWPTOQHPIHVEKACRETLAELRV
TOCAKAYONQNAIGDALQRVISTGKLKREELFLTSKLWPTOQHPIHVEKACRETLAELRV

DYLDLYLIHWPVWIWNHSPHFK TODEKYPKDANGLPAVODS VKL ID TWRAMCELVDRNLVR
OYLDLYLIHWPVVIWNHSPH KTODEKYPKDANGLPAVODSVKLIOTWRAMCELVOR VR
DYLDLYLIHWPVWIWNHSPHLK TODEKYPKDANGLPAVODSVKLID TWRAMCELVORIWVR

SVG 183
+6
QLG 529126

bits (835), Expect(2) =

159/163 (98%), Positives = 160/163 (98%), Gaps = 8/163 (&%)

NLVRSVGLSNCSEKHINEVMSDGSLYAPVVNQLELHPALVORDLLNFHGANQIVTAAYSP
NL  SVGLSNCSEKHINEVMSDGSLYAPVWNQIELHPALVORDLLNFHGANQIVTAAYSP
NLGASVGLSNCSEKHINEVMSDGS LYAPVVNQLELHPALVORDLLNFHGANQIVTAAYSP

LGMPSRF THPDYKGLLSDASLQSISEYSGFSVARLLLNWNLOMHNVVIVRSTNKEHIRSN
LGMPSRFTHP+YKGLL DASLQSISEYSGFSVARLLLNWNLOMHNVVIVRSTNKEHIRSN
LGMPSRF THPNYKGLLYDASLQSISEYSGFSVARLLLNWNLOMHNVVIVRSTNKEHIRSN

AKASLYALSDPVRMILDRFQERVGTIRTINPTOF TRGGGSFFD 339
AKASLYALSDPVRMILDRFQERVGTIRTINPTOF TRGGGSFFD
AKASLYALSDPVRMILDRFQERVGTIRTINPTOFTRGGGSFFD 529593

30

Expect(2) = ©.8, Method: Compositional matrix adjust.

68

528757

120

528937

180

529117

2.8, Method: Compositional matrix adjust.
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529284
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Link to Genome Browser, Strand = >

TcChrae-p

| erganism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Non-Esmeraldo-like
| version=2015-12-87 | length=2836760 | SO=chromoscme
Length=2036768

Score = 149 bits (377), Expect = 2e-38, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 97/315 (31%), Positives = 158/315 (48%), Gaps = 45/315 (14%)

Frame = +2
Query 23 LPLRNGNSIPQCGFGTYRMTPTVAGA- AVEYAIHCGF RHIDCAKAYDNOQNALGEALQRVI 81
+ LN +PQGG=<R A AV +AL G+RHID A Y+N+  +G+ 1
Sbjct 486278 VTLHNSARMPQLGLGVWRAQDGAE TANAVRWALEAGYRHIDTACIYNNEKGVGQRG----1 486445
Query 82 STGNLKREELFLTSKLWPTOQHPIHVEKACRETLAELRVDYLDLYLIHNPVWIWNHSPHFK 141
+ REE+++T+K+W +0Q A+ L ++Y+DLYLIHWP
Shjct 486446 RESGVPREEVWVT TKVIWNSOQGYEKTLAAFERSRELLGLEYIDLYLIHWNP ---------~ 486595

Query 142 TODEKYPKDANGLPAVDOSVKL IDTWRAMCE LVORNLVRSVGLSNCSEKHINEVMSDGSL 201
K +DTW+A+ +L +  VR++0+5N H+ E+ -

Sbjct 486596 -------c---meonn- GKKKFVDTWKALEKLYEEKKVRALGVSNFEPHHLTELFKSCKI 486724

Query 202 YAPVVNQLELHPALVQRDLLNFHGANQIVTAAYSPLGMPSRF THPDYKGLLSDASLQSIS 261
P4UNQ+ELHP QR L F + 1 A+SPLG R GL+ L I+

Sbjct 486725 -RPMVNQVELHPLFQQRTLREFCKQHNIALTAWSPLGSGDR------ TGFLKNHVLGELA 486883

Query 262 EYSGFSVARLLLNWNLOMHNVVIVRSTNK EHIRSNAKASLYALSOPVRMILORFQE--RV 319
- S A+ W+ V I +5TNE I+ N + L4+ + E R+
Sbjct 486884 KKHNKSPAQWIRWOLQHGIVTIPKSTNKGRIQENFNVWOFKLTEEEMRQIDELNEDKRI 487063

Query 3289 GTIRTINPTDFTRGG 334
<] +P +F 006
Sbhjct 487864 GG----HPONFFPGG 487896

Link to Genome Browser, Strand = >

TcChr2e-pP

| organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Non-Esmeraldo-like
| version=2015-12-87 | length=801422 | SO=chromosome
Length=801422

Score = 138 bits (328), Expect = 3e-32, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 93/294 (32%), Positives = 135/294 (48X), Gaps = 42/294 (14%)
Frame = -3

Query 23 LPL---RNGNSIPQCGFGTYRMTPTVAGAAVEYAIHCGFRHIDCAKAYONQNAIGEALQR 79
LPL G IP GGTY + + AV A+ GFR DA Y N+ 4G A
Sbjct 588651 LPLLESSGOMRIPHMGVGTYELYGDESRIAVLAALRLGFRLVDTAAGYHNEEHVGAA--- 588481

Query 89 VISTGNLKREELFLTSKLWPTDQHPIH-VEKACRETLAELRVDYLDLYLIHNPVVWNHSP 138
I ++REELF+ K+ P VEK RE++ +LR+ Y D LIHWP
Sbjct 588489 -IEESGVQREELFVWVKIAPKAMASEELVEKGIRESVRKLRIAYADCVLIHWPGCGGLK- 588397

Query 139 HFKTODEKYPKDANGLPAVODSVKLID TWRAMCELVORNLVRSVGLSNCSEKHINEVMSD 198

P++A G A W+ ML ++R +0+5N + +H  ++ +
Sbhjct 5BB306 --------- PEEAEGHRAARHR - - - - - CWKVMQALKKEGIIRHLGVENFAPRHFPHLVGN 588169
Query 199 QSLYA------m--- PVWNQIELHPALVQROLLNFHGANQIVTAAYSPL - -GMPSRFTHP 246
+ A PVHNQIELHP  VQ4++ +F I+ YsPL G HP

Shjct 588168 AAEEAHLFOAANPCRPVINQIELHPLCVQQEACOFCRERDIILQQYSPLAQGHAKLVEHP 587989

Query 247 DYKGLLSDASLQSISEYSGFSVARLLLNWNLDMHNVWIVRSTNKEHIRSNAKAS 309
++ 0D + G#+V +LL WL V+VRS +KEH+ N A+
Sbjct SB87988 VLCAIVKDOL------- FPQYTVQDVLLMWGLSQGFCVWVRSRSKEHLAQNWAAA 587848
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Link to Genome Browser, Strand = >

TcChrde-s

| organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Esmeraldo-like
| version=2015-12-87 | length=20836759 | SO=chromoscme
Length=2036759

Score = 117 bits (292), Expect = 1le-27, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 89/285 (28%), Positives = 128/285 (45%), Gaps = 45/285 (16%)

Frame = +3
Query 36 FGTYRMTP- - - TVAGAAVEYAIHCGF RHIDCAKAYDNONALGEALQRVISTGNLKREELF 92
FG +R P +G + A RH Y4+ +0+ I + REE++
Sbjct 486597 FGGHRTEPRRRMRSGGQLRQATATLIRHT----FYNNERGVGQG- ---IRESGVPREEVIW 486752
Query 93 LTSKLWPTOQHPIHVEKACRETLAELRVDYLDLY LIHNPVVIWNHSPHFK TODEKYPKDAN 152
+1+K+W +00Q A+ L ++Y+DLYLIHaP
Shjct 486753 VITKVWNSOQGYEKTLAAFERSRELLGLEYIDLYLIHNP - === cmmmmmmmmem e 486869

Query 153 GLPAVDOSVKLID TWRAMCELVORNLVRSVGLSNCSEKHINEVMSDGSLYAPVWNQIELH 212
K +#0TW+A+ +L +  VR++G+5N H+ E+ + P+UNQ+ELH
Sbjct 486879 ------ GKKKFVOTWKALEKLYEEKKVRALIGVENFEPHHLTELFQSCKI-RPMVNQVELH 487028

Query 213 PALVORDLLNFHGANQIVTAAYSPLGMPSRF THPDYKGLLSDASLQSISEYSGFSVARLL 272
P QRL F + 1 A+SPLG R GL+ L I++ S Ad+s
Sbjct 487029 PLFQORTLREFCKQHNIALTAWSPLGSGDR------ TGFLKNHVLGE IAKKHNKSPAQVY 487190

Query 273 LNWNLDMHNVWIVRSTNKEHIRSNAKASLYALSOPVRMILORFQE 317
+ W+ VI+SN I+ N + L++ +0 E
Sbjct 487191 IRWDIQHGIVTIPKSANKGRIQENFNVWOFKLTEEDMRQIDELNE 487325

Link to Genome Browser, Strand = >

TcChr2e-5S

| organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Esmeraldo-like
| version=2015-12-87 | length=8@1422 | SO=chromosome
Length=801422

Score = 64.7 bits (156), Expect = 6e-11, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 36/99 (36%), Positives = 52/99 (53%), Gaps = 9/99 (9%)
Frame = -3

Query 284 PVWNQIELHPALVQROLLNFHGANQIVTAAYSPL - -GMPSRF THPDYKGLLSDASLQSIS 261
PVANQIELHP  VQ+++ +F I+ YSPL G HP  ++ D
Shjct 588668 PVINQIELHPLOVQQEVCOFCRERDIILQQYSPLAQGHAK LVEHPVLCAIVKDL -~ - - - 588499

Query 262 EYSGFSVARLLLNWNLDMHNVVIVRSTNKEHIRSNAKAS 309
+ G++V L WL V+VRS +KEH+ N A+
Sbjct 588498 -FPGYTVQOVLLMWGLSQGFCVWVRSRSKEHLAQNWAAA 588385
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Larbda K H a alpha
©.320 g9.136 0.420 8.792 4.96

Gapped
Lambda K H 3 alpha
8.267 9.8419 2.140 1.99 42.6

Effective search space used: 5850823715

Database:
TcruziCLBrenertsmeraldo-likeGenome
Posted date: Sep 25, 2820 10:18 AM
Number of letters in database: 32,529,978
Number of sequences in database: 41

Database:
TcruziCLBrenerNon-Esmeraldo-1likeGenome
Posted date: Sep 24, 2820 12:57 PM
Number of letters in database: 32,529,972
Number of sequences in database: 41

Matrix: BLOSUMSZ

Gap Penalties: Existence: 11, Extension: 1
Neighboring words threshold: 13

Window for multiple hits: 48

sigma
43.6
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A busca a nivel gendmico por copias da AKR120 retornou seis sequéncias. Fonte:

produzido pelas autoras utilizando ferramentas disponiveis no programa  TriTrypDB - disponivel em

https://tritrypdb.org/tritrypdb/.
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Figura S6 — Regides de reconhecimento dos sgRNAS na sequéncia codificante do gene TcNTR-1.
CLUSTAL W (1.83) multiple sequence aligmment

TeCLB.S@E6T791.72 ATGAACAGAAATGGCATAALAAGAGGCCTGTGGGATTCTTTAATTTTGTATTGGCGTTGG
TeCLB.S10611.602 ATGAGCAGAAATGACATAALAAGACGLCTGTTGGATTCTTTAATTTCCTATTGLLGTTGG

TeCLB.5S@6791.72 AATCGAGAAAACCTTTTGAGGAATGTTTCTACATTTGCGGAALATGGCAGGCACGTGATT
TeCLB.510611.62 AATCGAGAARACCTTTCGAGGAATTTTTCTGCATTTGTGGAALATGGCAGGCACGTGATT

TeCLB.5@6791.72 GOTATGGATGLTCCTGTGGAGGCAGGTAGTGAAAAGGACGTGGGGLGTGGGAATTCATAC
TeCLB.S10611.62 GOTATGGATGGTCCTGTGGAGGCAGGTAGTGAAAAGGACATGGGGOGTGGGAATTCATCC

TeCLB.5@6791.72 ATGCCTCCTATTTTTTCCTCCATGCCGCCATCACCATCATCATCATCATTGCCGCTTGAT
TcCLB.510611.6@ ATGCCTCCTTTTTTTTCCTCGATGCCGCCAT - - -CATCATCATCATCATTGCCGOTGGAT

TeCLB.5S@6791.72 ACCATGAAACGTGTAGTACACGAGCGTCOLTCCTGCAAGCGATTTGACCCAACARAGCCA
TeCLB.510611.60 GLCATGAMACGTGTAGTACACGAGCGTCOLTCCTGCAAGCGATTTGACCCAACAAAGTCA

TeCLB.5@6791.72 ATTGATCTCGACGTAGTTTCTGATCTTCTCGCCATGACGGTGLGGOLTCCTALCGLCCTG
TeCLB.510611.62 ATTGACCTCGACGTGGTTTCTGATCTTCTCGCCATGACGGTACGGGLTCCTALCGCCCTG

TeCLB.5@6791.7@ PACTTACAGCCGTGHETGOCTGTTGTCATACACGAGGAGGAGCAAAGAGAAACCCTCTCG
TeCLB.510611.62 PACTTACAGCCGTGHGTGGCTGTTGTCATACACGAGGAGGAGCAACGAGAAACCCTCTCG

TeCLB.5@6791.7@ COTGCGGLCCTOOGGCAACCGCAGCCTCGTGACGCACCOGTGACTGTTGTGTTCGCTGGT
TeCLB.512611.6@ CGTGCOGCCCTGOGGCAACCGCAGCCTCGTGACGCACCGGTGACAGTTGTGTTCGCTGGT

TeCLB.5@6751.7¢ GACATGGAGCCGGAGAGCAATGLCCCGGLCGCGCTTGAGATGGGGLTGGAGAGTGGGTAC
TeCLB.510611.60 GACATGGAGCCGGAGAGCAATGLCCCGGLCGLGCTTGAGATGGGGLTGGAGAGTGGGTAC

TeCLB.5@6791.7@ TACCACTCACTTTATGGCGCAGECTRTCTGCGACATGCGTACTACLTACTTCACGGTGGE
TeCLB.510611.6@ TACCACTCACTTTATGGCGCAGECTATCTGCGACATGCGTACTACLTACTTCACGGTGGE

TeCLB.S@6791.72 CCATGTGAAGCCATGTCACATGTTAAGGCGATTGTGTCTGCATGGTATAGTGAAAGCACLT
TeCLB.510611.62 CCATGTGAAGTCATGTCACATGTCAAGGCGATTGTGTCTGCATGGTATAGTGAAAGCALT

TeCLB.586791.7¢ GOCAACGLGATGCTGTCGGTTCCTAGAAATAAGCAGGCGTATGLGTGGAAGCAGGTTATG
TeCLB.S10611.60 GGCAACGLGATGCTGTCGGTTCCTAGAAATAAGCAGGCGTATGCGTGGAAGCAGGTTATG

Alinhamento global das sequéncias de NTR-1 de CL Brener Non-Esmeraldo-like e CL Brener Esmeraldo-like
por Pairwise Sequence Alignment usando o Needle (EMBOSS). Também estdo indicadas as regibes de
reconhecimento dos sgRNA escolhidos: azul é a regido de pareamento do sgRNA NTR1_585 revcom; vermelho é
a regido de pareamento do sgRNA NTR1_375 revcom_FW ; roxo é a regido de pareamento do sgRNA
NTR1_565_revcom_FW. Fonte:

produzido pelas autoras.
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Figura S7 — Regides de reconhecimento dos sgRNAS na sequéncia codificante do gene TcADH.

CLUSTAL ¥ (1.83) multiple sequence alignment

TeCLB.511277.60 ATGTTTCOCTTCTCACGCCCAAGTOLTOCOOCCTCCACCTTTITTCATOCCGAAGGTCAGC
TeCLB.5086357.50 ATGTTTCOCTTCTCACGLCCAAGTOLTOCGGLCTCCACCTTTITTCATGCCAAAGGTCAGT

TeCLB.511277.60 TACCTTGOLGT TGGGOCOCTCOACAGTGCCACGAGCAAGATGACGAAGTTGGGCTTTAAG
TcCLB.506357.50 TACCTTGOLGT TGGOOLGLTCOACAGTGCCACGAGCAAGATGACAALAGTTGGGCTTTAAG

TcCLB.511277.60 AAGCCCTTATTGOTGTGLGACACCOOLATCOAAAGGLAGGCATTCTTGAAACCGTCATG
TcCLB.506357.50 AAGCCCTTATTGGTGTGLGACACCOOLATCOGAAAAGGCAGGCATTCTTGAAACCGTCATG

TeCLB.511277.60 GATGTGCTTAAGAAAAAGTGTCAAATGGACCCTGTCGTATTCAAGHATGTGCATCCGAAC
TeCLB.S06357.50 GATGTGCTTAAGAAAAAGTGTCAAATGGACCCTGTCGTATTCAAGEATGTGCATCCGAAC

TeCLB.511277.60 CCAACTGCCCACAACGTGGAGACTGOTCTGGAGT TGCTGAACAAGAATGLGTGLGATTCTY
TeCLB.S06357.50 CCAACTOLCCACAACGTGGAGACTOOTCTGOAGT TGCTGAACAAGAATGLGTGCGATTCTY

TeCLB.511277.60 ATCATCOCTATTGGAGGTGOATCGLCGCAGGACTGTGCAAAGOOCATTRCACTTGTCAAG
TeCLB.506357.50 ATCATCOCTATTGGAGGTGOATCGLCGCAGGACTGTOCAAGOGCATTRCACTTGTCAAG

TeCLB8.511277.60 RACCATCTATOACTACGAGGGTCTOGACAAGOL TGAGAAGGACCAGTAC
TeCLB.506357.5¢ CCATCTATGACTACGAGGGTCTGOACAAGOLCAGAGAAGGACCAGTAC
TcCLB.511277.60 CCOCTGOTTTGCATAACACAACATCOGOCACAGCRAGCGAMTAALGLOLTTTOLOHTT
TcCLB.S06357.50 CCOCTGOTCTOCATAAMCACAACATCGGOCACAGCRAGCGAAATAACGLOLTTTOCOHTT

TeCLB.511277.60 ATTACGOACGAGAAGCGACACGTCAAGATGGTGATTACGACAGATACTGTGACTCCACTC
TECLB.S06357.50 ATTACGOACGAGAAGCGACACGTCAAGATGGTGAT TACGACAGATACTGTGACTCCACTC

TeCLB.511277.60 GTTGCCATAGACGACGCCCAACTGATGATGOOACAGCCOCCTTCTCTTACTGLTOCCACA
TeCLB.506357.50 GTTGCCATAGACGACGCTCAACTGATGATGGOACAGCCGCCTTCTCTTACTGCTGCCACG

TeCLB.511277.60 GGTATGGATGCTCTCACACATOCAGT TGAAGCGTATGT TTCAGTGGOLGCAAGLGAAACC
TcCLB.506357.50 GGTATGGATGLTCTCACACATGLAGT TGAAGCGTATGTGTCAGTGGGLGCAAGLGAAACC

TeCLB.511277.60 ACAGATGCGTOCGCOCTATATGCCATGAGACTTATCAAACAGCATCTTTCTAATGLGGTG
TeCLB.506357.50 ACAGATGCOTOCGCOCTATATGCCATGAGACTTATCAAACAGCACCTTTCTAATGLGGTG

TcCLB.511277.60 AAGGATGOGAAGAATCTTOTGOLGLGAGAGGGTATGTGCTACGLGCAGCATCTTGLTGGA
TECLB. SR6357.50 AAGGATGOCAAGAATCTTGTGGCACGAGAGGGTATGTGCTACGLGCAGCATCTTGLTGGA

TcCLB.511277.6@ ATGGCATTTAACAGTGLAGGTCTCOGT TACGTGCACGCAATGOLCTCATCAGLCTTGGTGGL
TcCLB.5S06357.50 ATGOGCATTTAACAGTGLAGGTCTCOGT TACGTGCACGCAATGOLTCATCAGLTTIGGTGGC

Tedt
TeCL

.511277.68 TTCTACGACCTCCCCCATOGEOTCTGTAACGCTATCCTGCTGCCACACGTGGAAAGT TAC
2506357.5€ TTCTACGACCTCCCCCATOGLOTCTGTAACGLCATCCTGLTGLCACACGTGGAAAATTAC

TeCLB.511277.608 AACTCTTTCGTATGTGLGCGLCGTTTGGGTGATGT TGCCOTGCAATTGGGTGTCAGTACG
TeCLB.506357.50 AACTCTTTCGTATGTGCGCGLCOTTTGOGTGATGTTGCCOTGCAATTGGGTGTCAGTACG

TcCLB.511277.60 ACAGGCATGGATGATAAGAATGCCGLTGCTGCTGCAAT TGATGCGATTCGTGLCTTTATCG
TeCLB.S@6357.50 ACAGGCATGGACGATAAGAATGLCGLTGLTGCTGCAAT TGATGCGATTCGTGLTTTATCA

TcCLB.511277.6@ AAGGAAGTTCAAATCCCATCAGGAT TTGAACAACTTGGTATGAAGAGAAAGACATTCCC
TcCLB,506357,.50 AAGGAAGTTCAAATCCCACCAGGAT TTGAACAACTTGGTATGAAGGAGAAGGACATTCCC

TeCLB.511277.60 GLOCTOOCAGAATCAGCCTTGAAGGATGT TTGCGCCGCCACTAACCCOGCOACAGGGTAGC
TeCLB.506357.50 GLOCTOGCAGAATCAGCCTTGAAGGATGT TTGCGCCGCCACTAACCCGCGACAGGGCAGC

TeCLB.511277.60 AAGGAAGATGTGATGAAGATCTACCGTGAGTCAATGTAG
TeCLB.S06357.50 AAGGAAGATGTGATGAAGATCTACCGTGAGTCAATGTAG

Alinhamento global das sequéncias de TcADH de CL Brener Non-Esmeraldo-like e CL Brener Esmeraldo-
like por Pairwise Sequence Alignment usando o Needle (EMBOSS). Também estdo indicadas as regides de
reconhecimento dos sgRNA escolhidos: azul é a regido de pareamento do sgRNA ADH_349; vermelho € a regido
de pareamento do sgRNA ADH_456; roxo é a regido de pareamento do ADH_204. Fonte:
produzido pelas autoras.
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Figura S8 — Regides de reconhecimento dos sgRNAS na sequéncia codificante do gene TcAKR49.

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

TcCLB.511287.49 --ATGAATTGCAATTACAACTGTGTGACACTCCATAACTCCOGLGLGAATOCCOONGCTTG
TeCLB,.506213.50 TCATGAATTGCAATTACAGCTGTGTGACACTCCATAACTCCGTGCGAATOCCGORGLTTG

TcCLB.511287.49 |GLTTGGGTGT T TGGLOOHCACAGGACGGAGCCOAGACGLLGAATGLGLTCCOGTGOGCAA
TcCLB.506213.50 |GCTTGOGTGT T TGOCOOHCACAGGACGOAGCCOAGACGOLGAATLLGLTCCOGTOOGCAA

TcCLB.511287.49 TTGAGGCAGGCTACCGLCACATCGACACGOCATGC -ATCTACAACAACGAAAAGGGLGTG
TcCLB.586213.50 TTGAGGCAGGCTACCOCCACATTGATACGOCATACTTTCTACAACAACGALAAGGGGLGTG

TeCLB.511287.49 GGGCAGGOOATCCOLGAATCGOGAGTGLCLCGTGAGGAGOTGTGOOTAACAALAAAAGTA
TcCLB.506213.50 GOGCAGGOOATCCOLGAATCGOOAGTOCCLCGTGAGGAGOTGTGOGTAACAACAAAAGTA

TcCLB.511287.49 TGGAATTCAGATCARGGATACGAAAAGACGLTTGLOOCCTTTGAACGLAGCCGTGAGCTG
TcCLB.506213.50 TOGAATTCAGATCARGGATACGAAAAGACGLTTGLGQLCTTTOAACGLAGLCGTGAGCTG

TcCLB.511287.49 CTCOCATTGCGAGTACATTGATCTCTACTTAATTCACTOOLCOOGGAAGAAGAAGTTTGTT
TcCLB.506213.50 CTCOGACTGGAGTACATTGATCTCTACTTAATTCACTGOLCGOGGAAGAAGAAGTTTGTTY

TcCLB.511287.49 GACACATOGAAAGCATTOGAGAAGCTCTACGAGGAGAAGAAGGTOLGOGLCATTGRLGTY
TcCLB.506213.50 GACACATGGAAGGCATTGGAGAAGCTCTACGAGGAGAAGAAGG TGLOGGLCATTGGLGTT

TcCLB.511287.49 TCCAACTTTGAGCCACACCACCTCACGOAGLTTTTTAAAAGCTOCAAAATTCGOLCGATG
TeCLB.506213.50 TCCAACTTTGAGCCACACCACCTCACGGAGCTTTTTCAAAGCTGCAAAATTCGOCCGATG

TcCLB.511287.49 GTCAACCAAGTGGAGCTGCACCCGLTOTTCCAACAGLGTACTTTGCGGGAGT TCTGCAAG
TcCLB.506213.50 GTGAACCAAGTOCAGCTOCACCCOLTOTTCCAACAGCGTACTTTOCOGGAGTTICTGCAAG

TcCLB.511287.49 CAACACAACATTGCCATCACAGCCTOOTCTCCOCTTOOLAGLOGGGACCOGACGGGTTTTY
TcCLB.586213.50 CAACACAACATTGCCATCACAGCCTOOTCTCCOCTTOOCAGLOOGOACCOGACOOGTTTY

TcCLB.511287.49 CTGAAGAATCACGTGLTGOGGOAGAT TGCCAAGAAGCACAATAAATCCCCGGLGLAGGTT
TcCLB.506213.50 CTGAAGAATCACGTGUTOOGGOAGAT TGLCAAGAAGCACAATAMATCCCCTOLTCAGGTT

TeCLB.511287.49 GTCATCCOCTOGGACATTCAGCACGOTATCGTGACAAT TCCCAAGTCCACAAATAAGGGG
TcClB.506213.50 GTCATCCOCTOGGACAT TCAACACGOTATCGTGACAAT TCCCAAGTCCGCAAAT AAGGGG

TcCLB.511287.49 COCATTCAAGAAAACTTTAATGTTTGGGACT TTAAACT TACGGAAGAGGAGATGLGTCAA
TcCLB.506213.50 COCATTCAAGAAAACTTTAATGTTTGGGACTTTAAGCTTACGGAAGAGGACATGLGTCAA

TeCLB,511287.49 ATCOATGAACTCAACGAGGATAAACGCATCGGCGOACACCCTGATAATTTTITTICCCTOGY
TcCLB.506213.50 ATCOATGAACTCAACGAGGATAAGLGLTTCOGCGGACACCCTOATAATTTTTTCCCTGAT

TcCLB.511287.49 GGAGAGGAGTGOA
TcCLB. 506213, 50 GGAGAGGAGTGA

Alinhamento global das sequéncias de TcAKR49 de CL Brener Non-Esmeraldo-like e CL Brener Esmeraldo
like por Pairwise Sequence Alignment usando o Needle (EMBOSS). Também estdo indicadas as regides de
reconhecimento dos sgRNA escolhidos: azul € a regido de pareamento do sgRNA AKR_53; vermelho é a regido de
pareamento do sgRNA AKR49 252 ; roxo € a regido de pareamento do sgRNA AKR49 229 revcom. Fonte:
produzido pelas autoras.
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Figura S9 — Regides de reconhecimento dos sgRNAS na sequéncia codificante do gene TcAKR120.

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

TcCLB.511627.12 -ATGLCCOGTOCGAACGTTCTOAGT TTCAAGLCACTCGOOGGOLLCTOTGLTCGOLGTGTC
TcCLB.507821.11 AATGLCCOGTOLGAACGTTCTOAGT TTCAAGLCACTCGOOGGOGLCTATGLTCGOLGTGTC

TcCLB.511627.12 GCATCGGCTACCGTTGAGAAATGGAAATAGCATTCCTCAGTGLGGLTTTGGAACGTACCG
TcCLB.507801.11 GCATCGGLTGLCGT TGAGAAATGGAAATAGCATTCCTCAGTGLGOLTTTGGAALCGTACCG

TcCLB.511627.12 CATGACCCCCACAGTGGCAGGAGCTGCCOTCOAATATGCCATACATTIGTGGTTTTCGACA
TeCLB.507801.11 CATGAATCCCACAGTGGCAGGAGCTGCCOTCGAATATGCCATACATTIGTGGTTTTCGACA

TeCLB.511627.12 TATTGATTGTGCTAAGGCATACGACAACCAGAACGLCTATTGGAGAGGCACTTCAACGTGT
TcCLB.S@7801.11 TATTGATTGTGCTAAGGCATACGACAACCAGAACGCTAT TGGAGATGCACTTCAACGTGY

TCCLB.511627.12 GATATCAACTGGCAATTTGAAGCGTGAGGAATTGTTTTTGACGTCAAAGCTTTGGCCCAC
TCCLB.507801.11 GATATCAACTGGCAAGTTGAAGCGTGAGGAATTGTTTTTGACGTCAAAGCTTTGGLCTAC

TCCLB.511627.12 AGATCAACACCCAATTCACGTGGAGAAGGLTTGTCGAGAGACGT TAGCGGAGLTGLGTGT
TcCLB.507801.11 AGATCAACACCCAATTCACGTGGAGAAGGLCTGTCGAGAGACGT TAGCAGAGCTGLGTGT

TcCLB.511627.12 GGACTACCTTGACTTGTATCTYTATTCACTGGCCAGTGGTGTGGAATCATTCCCCGCATTY
TcCLB.507821.11 GGACTACCTTGACTTGTATCTTATTCACTGGLCAGTGGTGTGGAATCATTCACCGLATTTY

TcCLB.511627.12 CAAGACCGATGACGAGAAATACCCC GACGCCAACGGACTTCLTGLONI TGATGATAG
TcCLB.507821.11 AAAGACCGATGACGAGAAATACCCC GACGCCAACGOACTTCLTOLGHI TGATGATAG

TcCLB.511627.12 TOTCAAACTTATCGATACTTGOAGOGCTATGTGTGAACTTGTTGATAGAAATTTGGTGLG
TcCLB.S87801.11 TGTCAAACTTATCGATACTTGOAGGGCTATGTGTGAACTTGTTGATAGAATTTGGGTGLG

TeCLB.511627.12 TTCAGTTOGGCTCTCGAACTGTAGTGAGAAACATAT TAACGAAGT TATGAGTGATGGAAG
TeCLB.S07801.11 ~-TCAGTTOGGCTCTCGAACTGTAGT GAGAAACATAT TAACGAAGT TATGAGTGATGGAAG

TeCLB.511627.12 TCTGTATGCACCGOTGGTAAACCAGAT TGAACT TCACCCGGLGTTGGTCCAGCGTGACCT
TeCLB.507821.11 TCTGTATGCACCGOTGGTAAACCAGAT TGAACT TCACCCGGLGTTGOTCCAGCOTGACCT

TeCLB.511627.12 TCTTAATTTCCACGOTGCAAAT CAAATAGTGACAGCTGCTTACAGTCCTCTOGOOATGLC
TeCLB.507801.11 TCTTAATTTCCACGOTGCGAATCAAATAGTGACAGCTGCTTACAGTCCTCTGGOGGATGLC

TeCLB.511627.12 TTCAAGATTTACACACCCGGACTACAAGGGTTTGTTGTCCGACGCATCATTACAATCCAT
TeCLB.S07801.11 TTCAAGATTTACACACCCGAACTACAAGGGTTTGTTGTACGACGCATCATTACAATCCAT

TeCLB.511627,12 TICCGAGTATTCAGGATTTAGCGTGGCTCGT TTACTACTAAACTGGAACCTTGACATGCA
TeCLB.507801.11 TICTGAGTATTCAGGATTTAGCGTGOGCTCGT TTACTACTAAACTGGAACCTTGACATGCA

TcCLB.511627.12 CAATGTCGTGATTGTGLGT TCAACCAACAAGGAACACATCAGATCGAACGLCAAGGLCTC
TcCLB.507801.11 CAATGTCOTGATTGTGLGT TCAACCAACAAGGAACACATCAGATCGAACGLCAAGGLCTC

TeClB.511627.12 TCTTTATGCACTCTCGGATCCCGTOAGAATGATCCTGGACCGAT TCCAGGAGLGTGTGGG
TcCLB.5e7801.11 TCTTTATGCACTCTCGGATCCCOTOAGAATGATCCTGGACCGATTCCAGGAGLGTGTGGG

TcCLB.511627.12 AACAATTCGTACAATCAATCCGACGGACT TCACTCOTOGLGOAGGGAGCTTCTTTGACTG
TcCLB.507801.11 AACAATTCGTACAATCAATCCGACGGACT TCACTCOTOGLGOGAGGGAGTTTCTTTGACTG

TcCLB.511627.12 A
TcCLB.5@7861.11 A

Alinhamento global das sequéncias de TcAKR120 de CL Brener Non-Esmeraldo-like e CL Brener Esmeraldo
like por Pairwise Sequence Alignment usando o Needle (EMBOSS). Também estdo indicadas as regides de
reconhecimento dos sgRNA escolhidos: azul é a regido de pareamento do sgRNA AKR120_692; vermelho é a
regido de pareamento do sgRNA AKR120_447; roxo € a regiao de pareamento do sgRNA AKR120_463_revcom.

Fonte: produzido pelas autoras.
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