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RESUMO

A regulacédo da expressdo génica é essencial para que o Trypanosoma cruzi se
adapte as diferentes condi¢cdes impostas pelos seus hospedeiros durante seu
ciclo de vida. Nos tripanossomatideos esse controle é mediado principalmente
por mecanismos pos-transcricionais, 0s quais atuam no metabolismo dos
MRNAs e das proteinas. Nesse contexto, as proteinas de ligagdo ao RNA
(RBPs) sdo componentes-chave, uma vez que interagem com o0s MRNAs
durante todas as etapas de controle coordenando seus destinos na célula. Séo
também capazes de se ligar a outras proteinas, formando complexos
ribonucleoproteicos (MRNPs). Existem diferentes grupos de proteinas que
compdem o repertério de RBPs no T. cruzi, entre elas as que apresentam o
dominio dedo de zinco CCCH. Estudos anteriores com as proteinas ZFP29 e
ZFPTTP s que apresentam esse dominio demonstraram que ambas tém sua
expresséo regulada ao longo do ciclo de vida do parasita, ndo sendo expressas
nas formas tripomastigotas metaciclicas. Esse trabalho visou entdo analisar a
regulacdo das proteinas ZFP29 e ZFPTTP na metaciclogénese e sua
participacdo em complexos mRNPs. As proteinas ZFP29 e ZFPTTP séo
reguladas a partir das formas aderidas, tendo sido observado que ZFP29 néo é
detectada, enquanto na ZFPTTP a expressdo € drasticamente reduzida. As
proteinas ZFP29-FLAG e ZFPTTP-FLAG n&o apresentaram o mesmo controle
observado para as proteinas nativas nas formas aderidas, no entanto, também
foram reguladas negativamente no estadgio metaciclico. Ao analisar a
expressdo dos mMRNAs das proteinas ZFP29 e ZFPTTP por gPCR na
metaciclogénese, foi observado que o transcrito de ZFPTTP € constantemente
expresso, enquanto que o de ZFP29 foi reduzido apenas nas formas
metaciclicas. Esses resultados indicam a possibilidade de haver diferentes
mecanismos regulatérios atuando no nivel de transcrito e/ou proteina para
controlar a expressdo de ZFP29 e ZFPTTP em diversos estagios da
metaciclogénese. Essas duas proteinas sao citoplasmaticas em epimastigotas
e, enquanto ZFP29 mantém essa localizacdo nos parasitas estressados,
ZFPTTP aparenta localizar-se também no nudcleo durante o estresse. Os
parasitas expressando ZFP29-FLAG apresentaram alteracbes na
diferenciacdo, mas ndo no crescimento. Ja a expressao de ZFPTTP-FLAG
provocou mudancgas tanto na diferenciacdo quanto no crescimento.

Ensaios de imunoprecipitacdo dos complexos mRNPs associados a ZFP29-
FLAG e ZFPTTP-FLAG foram realizados em epimastigotas e nos parasitas
submetidos ao estresse. No caso da proteina ZFP29-FLAG, foram encontrados
MRNAs que codificam para proteinas de superficie, proteinas motoras e
proteinas hipotéticas. A diferenca entre as populacbes em epimastigotas e nos
parasitas em estresse aponta que ZFP29 forma diferentes complexos mRNPs
em cada uma dessas duas condicfes. Para a proteina ZFPTTP-FLAG mais de
40% dos transcritos codificam proteinas ribossomais, sugerindo uma funcéo de
ZFPTTP relacionada a traducdo. Esse estudo reforca a teoria dos RNA
regulons atuando no controle da expresséo génica em T. cruzi, aprofundando o
conhecimento para a formacdo de redes de regulacdo pOs-transcricionais
nesse parasita.

Palavras-Chave: Trypanosoma cruzi. Proteinas de ligacdo ao RNA. Dedo de
zinco. Dominio CCCH. Regulons.



ABSTRACT

The regulation of gene expression is essential to adapt Trypanosoma cruzi to
different conditions imposed by their hosts during their life cycle. In
trypanosomatids, this control is mainly mediated by post-transcriptional
mechanisms which act on the metabolism of the mRNAs and proteins. In this
context, the RNA binding proteins (RBPs) are key players since they interact
with the mRNA during all control stages, by coordinating their destinations in the
cell. They are also capable of binding to other proteins, forming
ribonucleoproteics complex (mRNPs). The RBPs repertoire in T. cruzi
comprises different groups of proteins, including those with the CCCH zinc
finger domain. Earlier studies with two proteins which exhibit this domain -
ZFP29 and ZFPTTP - demonstrated that both of them have their expression
regulated during the parasite life cycle, not being expressed in the metacyclic
trypomastigotes forms. Thus, this study aimed to analyze the regulation of
ZFP29 and ZFPTTP proteins in metacyclogenesis and their participation in
MRNPs complex. The ZFP29 and ZFPTTP proteins are regulated by the
adhered forms, having been observed that ZFP29 is not detected, while in
ZFPTTP the expression is dramatically reduced. The ZFP29-FLAG and
ZFPTTP-FLAG proteins did not have the same control observed for the native
proteins in the adhered forms, however, they were also negatively regulated in
metacyclic stage. By analyzing the mRNAs expression of ZFP29 and ZFPTTP
proteins by gPCR in metacyclogenesis, it was observed that the ZFPTTP
transcript is constantly expressed, while the ZFP29 was reduced only in the
metacyclic forms. These results indicate the possibility of different regulatory
mechanisms acting on the transcript and/or protein level to control the
expression of ZFP29 and ZFPTTP at different metacyclogenesis stages. These
two proteins are cytoplasmic epimastigotes and while ZFP29 keeps this location
in stressed parasites, ZFPTTP appears to be located also at the nucleus during
stress. Parasites that expressed ZFP29-FLAG, showed changes in
differentiation, but not in the growth. On the other hand, ZFPTTP-FLAG
expression resulted in changes both in differentiation and growth.
Immunoprecipitation assays of mMRNPs complex associated with ZFP29-FLAG
and ZFPTTP-FLAG were performed in epimastigotes and also in parasites
subjected to stress. In the case of ZFP29 -FLAG protein, there were found
MRNASs that encode surface proteins, motor proteins and hypothetical proteins.
The difference between populations in epimastigotes and stressed parasites
indicates that ZFP29 forms different mMRNPs complex in each of these two
conditions. For ZFPTTP-FLAG, more than 40% of the transcripts encode
ribossomal proteins, suggesting a ZFPTTP function related to the translation.
This study reinforces the theory of RNA regulons acting in the control of gene
expression in T. cruzi, having deepened the knowledge about the formation of
post transcriptional regulatory networks in this parasite.

Keywords: Trypanosoma cruzi. RNA Binding Proteins. Zinc Finger. CCCH

domain. Regulons

Xi



1.

SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt 14
1.1 . Trypanosoma cruzi e a Doenca de Chagas ..........ccccccvvvviiiieeeennnnnnns 14
1.2  .Ciclo de vida dO T. CrUZI. ..cceeeeeeeiiiiiiiee et e e e eeeees 15
1.3 . MEtaCICIOgENESE ......uuuiiiee ettt e e e eeeeees 17
1.4 . Regulagéo da EXpressao GENICA..........cccceeeeeeeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 18
1.5 . Proteinas de Ligacdo ao RNA (RBPS) .........cceeiiiiiiiiiiiiiiiii e, 23
1.6 . RBPs N0S tripanossomatide0os ...........cccevvvevuiiiiiiiieeeeeeeiiiiiie e e e e eeeeanns 27
1.7 . As proteinas ZFP29 e ZFPTTP de Trypanosoma Cruzi..................... 30

OBUJETIVOS ..o e e e e e e e e eaas 32
2.1 .OBJETIVO GERAL ..ottt 32
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......cco ottt 32

MATERIAL E METODOS .....cooiiuiiiieiiieieeeiee et 33
3.1. SOlUGOES € tAMPOES....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 33
3.2, MEI0S 0 CUIUIA .....cceiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeee e 34
IR T |V [ Tox 0 o F= T £ o [0 1RSSR 34
3.4. Ensaio de metaciClogénese iN VItr0 ..........ccovvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 34

3.5. Preparacdo de extrato proteico de T. cruzi Dm28c e analise por

LTSS ] ][ 35
3.6. Obtencdo de parasitos recombinantes expressando as proteinas
ZFPTTP e ZFP29 fusionadas a etiqueta FLAG ..........cooooiiiiiiieiieeeeeiie 36

3.6.1. Obtencéo dos plasmideos PTcNEO3XFLAG-ZFP29 e

PTCNEOXFLAG-ZFPTTP...cc ittt ettt 36
3.6.2. Transfeccdo de T. cruzi por eletroporacdo e selecdo de parasitas
TrANSTECIANTES. ..o 39
3.7. Clonagem Populacional ..........ccccccciviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 39

3.7.1. DIlUIGAO SEHAAA .......cceeeeeiiiiie e 40

O A O | IR0 ] 1] o [ 40
3.8, PCR U@ CURUIA....coeiiiiiiii e 41
3.9. Andlise da expressdao dos mRNAs de ZFP29 e ZFPTTP ao longo da
metaciclogénese Por QPCR. ... 42
3.10. Ensaios de imunolocaliZagao............ooeeeiiieiiiiiiiiiiee e 43

12



© N o Oa

3.11. Analise de crescimento e da diferenciacdo dos parasitas

TrANSTECTIANTES. ... e 44
3.11.1.  Curva de CreSCIMENTO......uuiieeeeeieeeiiiiieee e e e et e e e e 44
3.11.2. Andlise da diferenCiaGan ...........cceuuvuriiiieeeeiieeeiiiee e 45

3.12. Imunoprecipitacdo de proteinas e mMRNAs associados a ZFP29-

FLAG € ZFPTTP-FLAG ...t e e e e 46
3.12.1. ImunoprecipitaGao - Proteinas...........cccceeeeeeieeiiiiiiiiiiiiieeeee e 46
3.12.2.  Imunoprecipitac8o — MRNAS. .........uiiiiii e 47
RESULTADOS ..ottt ittt e e e e e e e e e e e e s s snnnnareeeeeeens 50

4.1. A expressao das proteinas ZFP29 e ZFPTTP € regulada ao longo da
METACICIOGENESE. ... . 50
4.2. Obtencdo de parasitas transfectantes expressando as proteinas ZFP29
e ZFPTTP fusionadas a etiqueta comercial FLAG®..........ccoocceeeeviveeeeeecnnnee.. 53
4.3. Analise da expressdo das proteinas ZFP29 e ZFPTTP fusionadas a
etiqueta comercial FLAG®............ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 55
4.4. Andlise da expressdo dos mMRNAs de ZFP29 e ZFPTTP na
MELACICIOGENESE. ... et e e e e e e et eaeeeeeeannes 60

4.5. Imunolocalizacdo das proteinas ZFP29 e ZFPTTP durante a

METACICIOGENESE. ... . 65
4.6. Imunolocalizacdo das proteinas ZFP29-FLAG e ZFPTTP-FLAG
durante a MetacCiClOgENESE. ........cooviiiiiie e 68

4.7. Andlise do crescimento e da diferenciacdo dos parasitas transfectantes

expressando ZFP29-FLAG e ZFPTTP-FLAG. ... 74
4.8. Andlise dos complexos ribonucleoproteicos (MRNPs) associados as
proteinas ZFP29-FLAG € ZFPTTP-FLAG........cccccciiiiiiiiiiiiiee e 80
4.8.1. Andlise de proteinas parceiras associadas as proteinas ZFP29-
FLAG € ZFPTTP-FLAG. .. oo e 81
4.8.2. Andlise dos mRNAs associados as proteinas ZFP29-FLAG e
ZFPTTP-FLAG. ..ottt e e e e e e e e e e e e e e eans 89
DISCUSSAO ...ttt 104
CONCLUSAD ..ottt 116
REFERENCIAS......cootiiiietecteeee ettt 118
ANEXOS ...t e s 136

13



1. INTRODUCAO

1.1 . Trypanosoma cruzi e a Doenca de Chagas

7

O Trypanosoma cruzi é um protozoario flagelado pertencente ao filo
Euglenozoa, classe Kinetoplastida, ordem Trypanosomatida e familia
Trypanosomatidae (Cavalier-Smith, 1981). Foi primeiramente descrito por
Carlos Chagas, no inicio do século XX, que o detectou nos insetos
hemato6fagos transmissores da doenca de Chagas, patologia causada por este
parasita (Chagas 1909). Estima-se que o numero de pessoas infectadas no
mundo seja entre 6 e 7 milhées de individuos, dos quais a grande maioria esta
localizada na América Latina, onde a doenca de Chagas é endémica (WHO
2015).

A doenca de Chagas apresenta duas fases, uma aguda e outra
cronica. Na fase aguda ocorre uma elevada parasitemia, no entanto na maioria
dos casos o0s sintomas sdo brandos ou ausentes. Nos poucos individuos
infectados que apresentam sintomas, esses podem incluir: febre, dor de
cabeca, inchaco nos linfonodos, palidez, dores musculares, dificuldades
respiratérias, dores no peito e no abdémen, além da lesdo na pele, quando a
transmissao ocorre pelo inseto vetor, e o0 sinal de Romafia, caso essa leséo
ocorra nas proximidades da mucosa ocular. ApGs a fase aguda, os individuos
evoluem para a fase crbnica da infeccdo pelo T. cruzi. A maioria das pessoas
permanece com a infeccdo assintomatica nessa fase, no entanto, estima-se
que de 20 a 30% dos infectados progridem ao longo dos anos, para a
cardiomiopatia chagéasica crénica e/ou para a forma gastrointestinal da doenca,
quando geralmente o individuo infectado vem a obito (Longo & Bern 2015;
WHO 2015).

Atualmente existem dois medicamentos utilizados para o combate a
infeccéo pelo parasita, o benzonidazol e o nifurtimox. Ambos sé&o eficientes no
combate a doenca nos estagios iniciais, ou seja, na fase aguda. A baixa
eficiéncia dessas duas drogas no estagio crénico da patologia, bem como os
efeitos colaterais que elas acarretam constituem um problema (Longo & Bern

2015). Até o momento ndo ha vacina para a doenca de Chagas, o que torna o

14



controle e a prevencao da doenca medidas importantes para reduzir o nimero
de casos. De fato, cabe mencionar que no Brasil houve uma campanha para
diminuir a populagdo de vetores, o que acarretou numa diminuicdo nas
infeccbes relacionadas com a transmissdo vetorial (Dias et al. 2002). No
entanto, existem outras formas de transmissdo desse parasita, como
transplante de 0Orgdos, transmissdo congénita, acidentes laboratoriais e o
consumo de alimentos contaminados com o parasita, principalmente a partir do
inseto vetor ou de suas fezes (Rassi et al. 2010). Essas outras formas de
transmissao descritas, que nao a vetorial, sdo de grande relevancia, sobretudo
guando se analisa o potencial de dispersao da doenca no mundo (OPAS 2009).

Tendo em vista 0 endemismo da doenca de Chagas na América Latina,
o impacto da patologia na populacdo de infectados, a expansédo na dispersao
global dos casos e o fato de ndo existir uma vacina contra a doenca, € de
grande importancia investir no estudo acerca ndo s6 da patologia em si, mas
também da biologia de seu agente etiolégico. Nesse sentido, o estudo do T.
cruzi é relevante pela gravidade da doenca por ele causada e pelas
peculiaridades que esse organismo apresenta na sua biologia celular e

molecular, as quais s&o abordadas a seguir.

1.2 . Ciclo devidado T. cruzi.

O T. cruzi apresenta um ciclo de vida heteroxénico envolvendo dois
hospedeiros distintos na natureza - um inseto vetor e um vertebrado mamifero,
incluindo o homem - e formas evolutivas que diferem morfoldégica e
funcionalmente entre si de acordo com o hospedeiro (Chagas 1909; De Souza
2002). O inseto vetor do T. cruzi € um inseto hemat6fago da ordem Hemiptera,
familia Reduviidae e subfamilia Triatominae, cujos géneros de maior
importancia epidemiolégica no Brasil sdo: Panstrongylus e Triatoma (Ministério
da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude 2015). No pais, esses
triatomineos séo popularmente chamados de barbeiros devido ao seu habito de
realizar o repasto sanguineo preferencialmente na regido facial dos seres

humanos.
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Ao realizar o repasto de sangue infectado, o triatomineo ingere as
formas circulantes tripomastigotas sanguineas, que sofrerdo um processo de
diferenciagcdo em formas replicativas no estdbmago do inseto, denominadas de
epimastigotas. Essas formas replicativas, a medida que avancam no trato
digestorio do barbeiro, sofrem sucessivas divisdes por fissdo binaria até
alcancarem a porcao final do intestino do vetor onde a disponibilidade de
nutrientes € baixa. Esse ambiente pobre em nutrientes promove um estresse
para o parasita que, em conjunto com sua adesdo a membrana do intestino,
desencadeia 0 processo de diferenciacdo celular denominado
metaciclogénese, através do qual as formas epimastigotas se diferenciam em
formas tripomastigotas metaciclicas, que nao sdo replicativas, porém sao
altamente infectivas (Tyler & Engman 2001; Kollien & Schaub 2000).

Essas formas infectivas sdo eliminadas com as fezes do barbeiro
quando esse realiza 0 repasto sanguineo, podendo entrar no sistema
circulatorio do mamifero. Uma vez dentro do hospedeiro mamifero, as formas
tripomastigotas metaciclicas rapidamente iniciam o processo de invasao em
diferentes tipos celulares do hospedeiro. Completada a invasdo, esses
parasitos iniciam o0 processo de diferenciagio em amastigotas
(amastigogénese), que sao formas intracelulares replicativas do T. cruzi que
apresentam o flagelo reduzido e um formato celular arredondado. Apoés
sucessivas etapas de replicacdo, os amastigotas se diferenciam na forma
tripomastigota sanguineo. Devido ao grande numero de parasitas dentro da
célula, a mesma se rompe e os libera para o ambiente extracelular onde sao
capazes de infectar novas células ou serem capturados pelo triatomineo caso
esse se alimente do sangue infectado com formas tripomastigotas, fechando
assim o ciclo (Kollien & Schaub 2000; De Souza 2002). A figura 1.1 representa

de maneira esquematica o ciclo de vida do T. cruzi.
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Figura 1.1. Representacdo do ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Extraido de (Alves &

Goldenberg in press.)

1.3 . Metaciclogénese

Conforme mencionado anteriormente, o processo de diferenciacao de
formas replicativas - epimastigotas - em formas que ndo se replicam e
possuem uma alta infectividade - tripomastigotas metaciclicos - ocorre na
porcdo final do intestino do barbeiro. Esse ambiente € caracterizado como
sendo pobre na disponibilidade de nutrientes como glicose e aminoacidos, o
gue acaba por estressar 0s parasitas ao chegar nesse local (Kollien &
Schaub 2000). Quando submetidos a essa condicdo de estresse nutricional,
as formas epimastigotas comecam a aderir ao epitélio do intestino do
triatomineo e iniciar o processo de diferenciacdo, no qual posteriormente sédo
liberadas como formas tripomastigotas metaciclicas (Kollien & Schaub 2000;
Bonaldo et al. 1988; Contreras, et al. 1985).

Existe um grande interesse em compreender 0S mecanismos
envolvidos na transformacéo de formas incapazes de infectar vertebrados -
epimastigotas - nas formas que adquirem uma capacidade infectiva
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significativa - tripomastigotas metaciclicos. Para que fosse possivel investigar
0S aspectos bioldgicos inerentes a essa etapa de diferenciagdo, na década
de 80, padronizou-se um protocolo que mimetiza a metaciclogénese in vitro
(Contreras et al. 1985; Contreras et al. 1988; Bonaldo et al. 1988).

Muitos fatores tém sido identificados como possiveis estimuladores da
metaciclogénese, dentre eles o estresse nutricional e a adesao ao substrato
(Heath et al. 1990; Fraidenraich et al. 1993; Figueiredo et al. 2000; Kollien &
Schaub 2000). Em ambos os casos sdo desencadeados eventos de
reprogramacao génica que resultam em alteracdes morfolégicas e bioquimicas
observadas nas formas epimastigotas antes da diferenciagdo em formas
tripomastigotas metaciclicas (Contreras et al. 1988; Kleffmann & Schaub
1998). De fato, estudos anteriores demonstraram que formas epimastigotas
submetidas a metaciclogénese apresentam caracteristicas das formas
metaciclicas antes de ocorrer a diferenciacdo. Entre essas caracteristicas
observou-se alteracdes na composicdo da superficie celular, resisténcia a lise
pelo sistema complemento (inerente as formas tripomastigotas) e a expressao
de genes estagio-especifico das formas metaciclicas, o que demonstra que a
expressao diferencial de genes precede as alteragcbes morfoldgicas durante a
metaciclogénese (Nogueira et al. 1975; Contreras, Morel, et al. 1985).

Dessa forma, € de grande relevancia utilizar esse modelo de estudo
para investigar os mecanismos moleculares envolvidos na metaciclogénese,

sobretudo a respeito da regulacio da expresséo génica (Avila et al. 2003).

1.4 . Regulacado da Expressao Génica

Como visto no ciclo de vida do T. cruzi a passagem entre diferentes
ambientes dentro de um hospedeiro e até mesmo entre hospedeiros diferentes
requer que o parasita seja capaz de se adaptar as condi¢cdes impostas em
cada situacdo. Os processos de adaptacdo estdo relacionados com as
transformacdes pelas quais o T. cruzi passa e sdo consequéncias de
alteracOes na expressao de seus genes..

A regulacdo da expressdo génica nesses organismos € exercida

essencialmente a nivel poés-transcricional, sendo a etapa de controle
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transcricional pouco expressiva (Clayton & Shapira 2007). Essa constatacao
decorre de algumas caracteristicas pertinentes a esse organismo, entre as
principais destacam-se: a organizacdo do genoma; a inexisténcia de regides
promotoras classicas para RNA polimerase Il; a transcricdo ser policistronica,
com o posterior processamento dos transcritos primarios por “trans-splicing” e
o fato dos genes presentes na mesma unidade policistrbnica apresentarem
niveis de mMRNA processado distintos (Clayton & Shapira 2007).

A organizagdo do genoma do T. cruzi € bem particular quando
comparada aos demais eucariotos. Os genes codificadores de proteinas
organizam-se em longos agrupamentos (clusters) unidirecionais de 10 a 100
genes, 0s quais sao co-transcritos pela RNA polimerase Il. De modo geral,
ndo ha uma relacdo funcional aparente entre 0s genes vizinhos ou
pertencentes a um mesmo cluster. Esse tipo de transcricdo € denominado de
transcricdo policistronica, justamente por resultar na sintese de um pré-mRNA
contendo vérias unidades monocistronicas, cada qual correspondente ao seu
respectivo gene (Kramer 2011; Kolev et al. 2014).

Para que seja obtido o mRNA maduro, - capaz de ser transportado
para o citoplasma e traduzido, o pre-mRNA é processado por trans-splicing. O
processamento do pre-mRNA policistronico em unidades monocistronicas
ocorre através da adicdo de uma sequéncia de 39 nucleotideos - denominada
de mini-éxon ou sequéncia lider (SL) - na extremidade 5', contendo um cap
hipermetilado - conhecido como "cap4” (Bangs et al. 1992; Zamudio et al.
2009). Concomitantemente a adigdo do mini-éxon, ocorre a poliadenilagdo na
extremidade 3', dando origem as unidades monocistrénicas, cada qual com o
mini-éxon e a cauda de adeninas poli(A) adicionados nas devidas extremidades
(Clayton 2002; Liang et al. 2003; Preuf3er et al. 2012). A figura 1.2 traz uma
representacdo da transcricdo policistronica e do mecanismo de trans-splicing

gue ocorre nos tripanossomatideos.
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Figura 1.2. Transcricdo policistrénica e o trans-splicing. Esquema adaptado e simplificado
de Calvillo et al 2010.

Ao se analisar os niveis de mRNAs maduros e proteinas observa-se
grandes variacfes entre 0os genes de um cluster e até mesmo entre genes
adjacentes, evidenciando a acdo de mecanismos poés-transcricionais na
regulacdo da expressédo génica dos tripanossomatideos (Kramer 2011; Kolev et
al. 2014).

Os mecanismos pdés-transcricionais sao, portanto, aqueles envolvidos
na regulacdo da expressdo génica mediada pelo controle dos mMRNAs e das
proteinas da célula, e podem atuar em diversas etapas, das quais destacam-
se: 0 processamento do pre-mRNA; o transporte do mRNA do nucleo para o
citoplasma e sua localizac&o subcelular; a estabilidade dos mMRNAs; a traducao
dos mMRNASs; a estabilidade das proteinas e a modificacbes poOs-traducionais
(Glisovic et al. 2008; Kolev et al. 2014). Essas etapas estao ilustradas na figura
1.3.

Dessa forma, a partir do momento que o pre-mRNA comeca a ser
sintetizado, fatores proteicos passam a interagir com esse transcrito imaturo de
modo a regula-lo positiva ou negativamente nos diferentes processos do

metabolismo do RNA. Por essa razao raramente a molécula de RNA se
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encontra sempre associada com proteinas na célula (Lunde et al. 2007; Keene
2007; Glisovic et al. 2008).

Citoplasma

@ Proteina

5 controle da
tradugdo

L Gene

l Transcricdo

fpre mRNA

1 Processamento intron

. mRNA

Nucleo

4 Estabilidade
do RNA

3 Localizagdo

Degradacdo '

Mitocondria

Figura 1.3. Etapas de controle p6s-transcricionais. Adaptado de Mittal et al, 2009. A figura
mostra as principais etapas no controle pds-transcricional, indicadas pelos nimeros de 1 a 5
sendo: 1 — Processamento do RNA (Splicing); 2- Transporte do ndcleo para o citoplasma; 3-
Localizacdo subcelular dos transcritos; 4- Estabilidade do RNA e 5- Controle da tradugdo dos
MRNAs.

Nesse contexto, os pre-mRNA e mRNAs apresentam elementos cis-
acting regulatérios nas suas por¢des ndo traduzidas 3' e 5' (3' e 5'UTR -
unstranslated region) bem como nas regides codificadoras (CDS - coding
sequence), que sdo reconhecidos por fatores trans-acting (proteinas ou
pequenos RNAS), 0s quais sdo responsaveis pela regulacdo desses transcritos
nas diferentes etapas ja citadas (figura 1.4).

Dentre os elementos trans encontram-se as proteinas de ligacdo ao
RNA (RBPs - RNA Binding Proteins), que se apresentam como 0s principais

elementos envolvidos no controle da expresséo génica nos tripanossomatideos
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(Fernandez-Moya & Estévez 2010; Kramer & Carrington 2011; Kolev et al.
2014).

Proteinas de Ligacao ao RNA

Transcrigao

Lo s

L Tradugao

Figura 1.4. Etapas da regulacdo da expressdo génica nas quais as proteinas de ligagcao
ao RNA (RBPs) podem atuar. Adaptado de Keene (2007).

Em 2007, Jack Keene propés a teoria dos "RNA regulons”. Segundo
essa teoria, a regulacao da expressao génica € exercida por elementos trans-
acting, que atuam em subconjuntos de transcritos que codificam para proteinas
funcionalmente relacionadas (Keene 2007). Nesse cenario, ocorre a formacao
de complexos ribonucleoproteicos (MRNP - messenger ribonucleoprotein), nos
quais fatores trans interagem com os mRNAs em seus diferentes elementos
cis, de modo combinatorio, determinando o destino dos transcritos na célula.

Ja foram obtidas evidéncias que a regulacdo poés-transcricional pelos
"RNA regulons" ocorre nos tripanossomatideos (Queiroz et al. 2009; De
Gaudenzi et al. 2013; Ouellette & Papadopoulou 2009). De fato, existem
diversos estudos mostrando que fatores trans atuam sobre um conjunto de
MRNAs que codificam para proteinas com fung¢des relacionadas, como o caso
das proteinas TcRBP3 e TcUBP1 que se associam com transcritos referentes a

proteinas ribossomais e metabdlicas, respectivamente. No entanto, apesar
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dessas duas proteinas apresentarem alvos especificos, elas também
compartiliham alguns de seus alvos (Noé et al. 2008). Outro exemplo diz
respeito a proteina TcZC3H39, que interage com mMRNAs que codificam
proteinas ribossomais nas formas epimastigotas, e quando o parasita €&
submetido ao estresse nutricional, passa a se associar com transcritos
correspondentes a proteinas da citocromo C oxidase (Alves et al. 2014). Esses
dois exemplos introduzem o conceito de que os complexos mMRNPs existentes
no T. cruzi sdo plasticos, dindmicos e estdo intimamente relacionados com a
regulacdo da expressédo génica do parasita, e reforcam o papel fundamental

das proteinas de ligacéo ao RNA.

1.5 . Proteinas de Ligacdo ao RNA (RBPs)

As proteinas de ligacdo ao RNA encontram-se em grande numero e
diversidade na natureza e, conforme mencionado anteriormente, estdo
envolvidas no controle da expressdo génica em todas as etapas do
metabolismo de RNA. Uma das caracteristicas das RBPs é a presenca de
dominios de ligacdo ao RNA (RBD - RNA Binding Domain) que permitem o
reconhecimento e a interacdo com porcdes dos RNAs alvos, através de
sequéncias e/ou estruturas especificas presentes nos transcritos, sobretudo na
regido 3'-UTR (Glisovic et al. 2008; Kramer & Carrington 2011; Noé et al. 2008;
Myung et al. 2002). A associacdo de RBPs na porcdo 3'-UTR de transcritos
regulados costuma promover alteracdes na estabilidade, traducao e localizacao
dos mRNAs alvos (Ferndndez-Moya & Estévez 2010).

Existe uma grande variedade de RBDs encontrados entre as proteinas
de ligacdo de RNA, sendo que essas podem inclusive apresentar mais de um
dominio em sua estrutura. A presenca de dominios multiplos e diversos, bem
como a combinacdo de RBDs, permite que as RBPs reconhecam seus
transcritos alvos de varias formas para exercer suas fun¢des na célula (Lunde
et al. 2007; Chen & Varani 2005; Glisovic et al. 2008). Dentre os dominios de
ligagcdo ao RNA encontrado nas RBPs, destacam-se, entre outros, os dominios
RRM, PUF, ALBA e dedo de zinco.

O dominio RRM (RNA Recognition Motif) € o mais encontrado dentre
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as proteinas de ligacdo ao RNA. Ele € composto por cerca de 90 residuos de
aminoacidos que compreendem duas sequéncias curtas - denominadas de
RNP1 e RNP2 - espacadas por outros aminoacidos conservados formando
uma estrutura composta por quatro folhas-p antiparalelas entremeadas por
duas a-hélices (Burd & Dreyfuss 1994; Lunde et al. 2007). Esse dominio é
capaz de reconhecer e se ligar a sequéncias de 2 a 8 nucleotideos nos RNA
alvos e também possui afinidade por DNA e proteinas além de RNA simples
fita. As proteinas que possuem esse dominio estdo envolvidas em todas as
vias do ciclo do RNA, do processamento até a traducdo e/ou degradacao do
MRNA. O dominio RRM normalmente apresenta-se em mudltiplas cépias nas
proteinas, o que permite uma especificidade maior aos seus alvos (Cléry et al.
2008).

O dominio PUF esta presente nas proteinas Pumilio - encontradas
desde protozoarios até humanos (Spassov & Jurecic 2003) - e é caracterizado
pela alta conservacdo na porcado carboxi-terminal, que apresenta oito
repeticbes em sequéncias compostas por 40 aminodcidos, sendo que cada
repeticdo assume a estrutura de uma tripla a-hélice. De modo geral, cada
repeticdo atua reconhecendo uma unica base do RNA, cuja especificidade é
controlada pelas sequéncias flanqueadoras (Edwards et al. 2001; Wang et al.
2001; Wickens et al. 2002). As proteinas PUF reconhecem elementos na regido
3-UTR de seus transcritos alvos e reduzem sua expressao por meio da
repressao da traducdo ou alteram a estabilidade dos mRNAs, além de interagir
com outras proteinas (Caro et al. 2006; Thomson et al. 2007; Miller & Olivas
2011).

O dominio ALBA (Acetylation Lowers Binding Affinity) € altamente
conservado em proteinas presentes desde arqueas até eucariotos, como
plantas, trypanosomas e possivelmente vertebrados e é composto por quatro
folhas-B e duas a-hélices (Bell et al. 2002; Wardleworth et al. 2002). Nas
arqueas, as proteinas como esse dominio se ligam principalmente a DNA dupla
fita, estando associadas a cromatina, embora existam evidéncias da interacao
com o RNA in vivo (Guo et al. 2003; Subota et al. 2011). Ja nos eucariotos, em
especial nos tripanossomatideos, as proteinas ALBAs possuem além desse
dominio uma regido rica em repeticbes da sequéncia RGG (Arg-Gly-Gly) na
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porcdo carboxi-terminal, o que permite que elas apresentem atividades de
ligacdo a RNA e DNA (Aravind et al. 2003; McBride et al. 2005).

O dominio dedo de zinco corresponde a uma estrutura proteica
estabilizada pela ligacdo coordenada a um ion zinco de cerca de 30
aminoacidos (Miller et al. 1985; Brayer & Segal 2008). Existe cerca de 20 tipos
diferentes de dominios dedo de zinco, sendo esses classificados de acordo
com os residuos de aminoé&cidos estruturais envolvidos na estabiliza¢éo do ion
zinco, que sdo, de modo geral, combinacdes de cisteinas e histidinas (Krishna
2003; Matthews & Sunde 2002). O tipo mais comum é o Cys2-His2 (C2H2),
considerado o dominio dedo de zinco “classico”, presente em um grande grupo
de proteinas contendo a sequéncia consenso (F/Y)-X-C-X2-5-C-X3-(F/Y)-Xs-y-
X2-H-X3.4-H (onde X é qualquer aminoacido e y € qualquer residuo
hidrofébico). Esse dominio forma uma estrutura composta por duas folhas-8 e
uma a-hélice (Bpa), que, na presenga do zinco se dobra de modo a conectar as
cisteinas e histidinas ao zinco, fazendo com que os residuos centrais do
dominio formem uma estrutura de al¢a, semelhante a um dedo (Miller et al.
1985; Frankel et al. 1987; Pavletich & Pabo 1991). O dominio C2H2 foi o
primeiro dominio dedo de zinco identificado em uma proteina, dando origem ao
grupo das proteinas dedo de zinco (ZFPs — Zinc Finger Proteins) (Klug &
Schwabe 1995; Laity et al. 2001; Wolfe et al. 2000).

A primeira proteina dedo de zinco identificada foi o fator de transcri¢do
geral IIA (FTIIA) em 1983 a partir de odcitos imaturos da espécie Xenopus
(Hanas et al. 1983). Essa proteina apresenta 9 dominios C2H2 em sequéncia,
cada um coordenando um ion de zinco de maneira independente, e, através da
interacdo com o DNA, ativa a transcricdo do RNA 5S (Hanas et al. 1983; Miller
et al. 1985). A partir dessa descoberta, muitas outras ZFPs com dominio C2H2
foram caracterizadas e esse dominio dedo de zinco passou a representar uma
das maiores e mais importante familias de proteinas de ligacdo ao DNA na
transcricdo de eucariotos (Brayer & Segal 2008; Wei et al. 2013). Além disso,
foi estimado que no genoma humano aproximadamente 3% dos genes
codificam para ZFPs com dominios C2H2, tornando esse o segundo dominio
proteico mais prevalente (Matthews & Sunde 2002; Kersey 2004; Brayer &
Segal 2008).
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Apesar do dominio C2H2 estar associado com a ligacao ao DNA, ZFPs
com esse dominio — como a propria FTIIIA - tem apresentado a capacidade de
interagir também com RNA e outras proteinas (Mackay & Crossley 1998;
Dominski et al. 2002; Lee et al. 2006; Hall 2005; Brown 2005). Posteriormente,
foram identificadass ZFPs com atividade de ligacdo ao RNA que
apresentassem outros dominios dedo de zinco que ndo o C2H2. Entre eles
destacou-se o dominio C3H (CCCH) que foi encontrado em proteinas de
mamiferos (e.g. TTP), plantas (e. g. Arabidopsis HUAL) e de parasitas como 0s
tripanosomatideos (ex: TcZFP1l) (Morking et al. 2004; Brewer et al. 2004;
Cheng et al. 2003).

O dominio dedo de zinco C3H foi inicialmente caracterizado na
pequena familia de proteinas denominada de TTP (tristetraprolina), também
conhecida por Nup475, G0S24 e TIS11, e que nos mamiferos é composta por
trés membros: ZFP36 (TIS11), ZFP36L1 (TIS11b) e ZFP36L2 (TIS11d)
(Blackshear 2002; Brooks & Blackshear 2013).

A pesquisa com a familia TTP comecou com a analise fenotipica de
camundongos TTP-KO (nocaute para TTP), que mostrou que esses animais
apresentavam uma sindrome severa de retardo no crescimento, caquexia,
artrite, inflamacéo e autoimunidade (Taylor et al. 1996). Ainda, nesse artigo foi
estabelecida a primeira conexao entre TTP e a citocina pro-inflamatéria TNF-a
(Tumor Necrosis Factor alfa). Em estudos subsequentes verificou-se que essa
conexao ocorria através da interacdo da proteina dedo de zinco TTP com o
MRNA de TNF-a (Carballo et al. 1997; Carballo et al. 1998).

A caracterizacdo do sitio de ligacdo de TTP nesse transcrito alvo
revelou gque essa proteina dedo de zinco reconhecia elementos ricos em
adenina-uracila (ARE — AU-rich elements) na por¢ao 3’-UTR do mRNA de TNF-
a, promovendo a sua desestabilizacdo via exossomos (Chen et al. 2001;
Blackshear et al. 2003). Posteriormente, demonstrou-se que outros membros
da familia TTP também reconheciam elementos ARE na regido 3’-UTR de seus
alvos, promovendo a reducdo nos niveis desses mRNAs (Lai et al. 2000). Em
2004, Hudson e colaboradores analisaram a estrutura do dominio C3H
presente na proteina ZFP36L2 no reconhecimento do RNA. Os resultados
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demonstraram que essa interacdo ndao depende de uma estrutura secundaria
no RNA, podendo essa inclusive interferir na ligacdo, e que o RNA ocupa uma
unica “face” do dominio dedo de zinco, possibilitando que outras proteinas ou
pequenas moléculas interajam com a ZFP (Brooks & Blackshear 2013; Hudson
et al. 2004).

A familia TTP é amplamente distribuida na natureza, sendo encontrada
em diversos organismos eucarioticos dentre fungos, insetos e vertebrados.
Foram encontrados membros dessa familia também em virus e alguns
protozoarios (Blackshear & Perera 2014). Embora essa familia seja o exemplo
cladssico do dominio C3H, ela ndo € a Unica a apresentar esse dominio dedo de
zinco. Analises in silico tém mostrado uma grande variedade de ZFPs com
dominios C3H diversos e distintos em relacdo ao encontrado na familia TTP,
como é o caso das 68 e 67 proteinas, que foram separadas em 11 e 8
subfamilias de proteinas dedo de zinco C3H, encontradas em Arabidopsis e
Oryza sativa, respectivamente. (Wang et al. 2008). Com base na identificacédo
dessas diversas subfamilias o dominio C3H passou a compreender sequéncias

com a seguinte configuragéo: C-Xs-15-C-X4-6-C-X3-H (Wang et al. 2008)

Esses quatro dominios apresentados — RRM, PUF, ALBA e dedo de
zinco (C2H2 e C3H) — compartilham algumas caracteristicas importantes, como
ampla distribuicdo na natureza e a capacidade de interacéo principalmente com
moléculas de RNA, mas também outras proteinas e possivelmente DNA, o que
faz com que sejam interessantes alvos de estudos em organismos como o T.
cruzi devido a importancia que a regulacdo da expressdo génica pos-

transcricional apresenta nesse taxon (Clayton 2013; Kolev et al. 2014).

1.6 . RBPs nos tripanossomatideos

A identificacdo de proteinas de ligagdo ao RNA com os dominios RRM,
PUF, ALBA e dedo de zinco C3H mostrou que proteinas com esses dominios
estdo presentes genomas de tripanossomatideos, como no caso do T. cruzi,
Trypanosoma brucei e Leishmania major (Gaudenzi et al. 2005b; Kramer et al.
2010; Mani et al. 2011; Caro et al. 2006).
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Gaudenzi e colaboradores (2005) realizaram analises de sequéncia in
silico no genoma desses trés tripanossomatideos buscando proteinas com
dominio RRM. Essa busca resultou na identificacdo de 139 proteinas RRMs no
T. cruzi, 75 em T. brucei e 80 em L. major (Gaudenzi et al. 2005b).

Em relacdo as proteinas da familia PUF, foram identificadas até o
momento 10 membros nesses trés tripanossomatideos (Caro et al. 2006; Luu
et al. 2006). Ja para o dominio ALBA encontrou-se quatro proteinas no T. cruzi
e T. brucei e duas proteinas ALBA em L. major (Subota et al. 2011).

Outra analise in silico realizada por Kramer e colaboradores (2010)
identificou 51 genes que codificam para ZFPs C3H no T.cruzi, 48 no T.brucei e
54 em L. major. Uma grande parte dessas proteinas identificadas possui mais
de um dominio C3H ou outros dominios além desse. Ainda, esse estudo
revelou que a vasta maioria das proteinas C3H é exclusiva aos Kinetoplastida
(Kramer et al. 2010),

A identificagdo desse grande namero de RBPs nos tripanossomatideos
permitiu que houvesse avancos na caracterizacdo das proteinas com esses
dominios nesses organismos. O quadro 1 traz algumas dessas proteinas que
foram caracterizadas até o momento nos tripanossomatideos (revisado por
Alves & Goldenberg, in press).

De modo geral, conforme mostra o quadro, foram identificadas RBPs
associadas a diversos processos celulares que envolvem o metabolismo do
RNA, desde o seu processamento até a sua traducdo e/ou degradacao. Além
disso, dentre as proteinas identificadas, uma grande parte atua regulando
conjuntos de mRNAs alvos especificos, como o0 caso das proteinas PTB2
(Stern et al. 2009), RBP3 (Noé et al. 2008), RBP10 (Wurst et al. 2012), RBP40
(Guerra-Slompo et al. 2012), ZC3H20 (Ling et al. 2011) e ZC3H39 (Alves et al.
2014), fornecendo maiores indicios de que a teoria dos “RNAs regulons” é
valida para os tripanossomatideos.

Ainda, muitas proteinas caracterizadas mostraram-se envolvidas nos
processos de diferenciacdo, tanto no T. brucei (ALBA3, ALBA4, RBP6, RBP10,
PUF9, TbZFP1, TbZFP2, TbZFP3 e ZC3H18), quanto no T. cruzi (RBP19,
TcZFP1, TcZFP2, TcZFP3), de modo a influencia-lo, indicando que as RBPs
sdo elementos importantes na regulacdo da expressao génica envolvida no

ciclo de vida desses parasitas (Alves et al. 2014; Subota et al. 2011; Kolev et

28



al. 2012; Wurst et al. 2012; Archer et al. 2009; Morking et al. 2004; Caro et al.
2005; Morking et al. 2012; Hendriks et al. 2001; Walrad et al. 2012)

Quadro 1. Lista de RBPs caracterizadas nos tripanossomatideos (adaptado de Alves &
Goldenberg, in press)

Proteina Funcéo Organismo Dominio
Alba 1 Translation control T. brucei Alba
Alba 2 Translation control T. brucei Alba
Alba 3 Involved in differentiation T. brucei Alba
Alba 4 Involved in differentiation T. brucei Alba

LiAlba20 mRNA stability L. infantum Alba

DRBD18 Methylated form stabilizes mRNAs T. brucei RRM
PTB2

(DRBDA) Regulator of a specific subset of mMRNAs T. brucei RRM
RBP3 Regulator of a specific subset of mMRNAs T. cruzi RRM
RBP6 Involved in differentiation T. brucei RRM

Regulator of stage-specific mRMNAs, )
RBP10 T brucei RRM
involved in differentiation

RBP19 Involved in differentiation T. cruzi RRM
RBP40 Regulator of a specific subset of mMRNAs T. cruzi RRM
RBP42 Polysome-associated T_ brucei RRM
RRM1 Modulator of chromatin structure T. brucei RRM
UBP1 mRNA destabilizing factor T cruzi, T. brucet RRM
PUF1/PUF& mRNA destabilizing factor T. cruzi Pumilio
PUF7 Ribosomal RNA maturation T. brucei Pumilio
PUF8 RNA processing T. brucei Pumilio
PUF9 Involved in differentiation T. brucei Pumilio
PUF10 rRNA processing T. brucei Pumilio
PUF2 mRMNA-destabilizing factor T. brucei Pumilio
ZFP1 Involved in differentiation T cruzi, T. brucer CCCH
ZFP2 Involved in differentiation T. cruzi, T. brucer CCCH
7EP3 Involved in differentiation, translation T cruzi T brucei CCCH
regulator
ZC3H11 Stabilizing factor of chaperone mRNAs T. brucei CCCH
ZC3H12 Invalved in procyclic growth T. brucei CCCH
ZC3H13 Invalved in procyclic growth T. brucei CCCH
ZC3H18 Involved in differentiation T. brucei CCCH
ZC3H20 Stabilizing factor of stage-specific mMRNAs T. brucei CCCH
ZC3H39 Regulator of a specific subset of mMRNAs T. cruzi CCCH
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Apesar dos estudos de caracterizacdo dessas proteinas apresentarem
resultados relevantes, muitas proteinas permanecem apenas parcialmente
caracterizadas, deixando em aberto informacdes como fungbes, mecanismos
de acdo e o envolvimento em outros processos celulares, que néo
necessariamente envolvam a associacdo com RNA. Outro fato consiste na
grande quantidade de RBPs identificadas pelas analises in silico que ainda néo
foram caracterizadas nesses organismos.

Dessa forma, com base nos resultados encontrados para as RBPs
caracterizadas até o0 momento, mostrando sua relevancia nos
tripanossomatideos, torna-se essencial investir na caracterizacdo de proteinas

RBPs visando elucidar os seus papéis na biologia desses organismos.

1.7 . As proteinas ZFP29 e ZFPTTP de Trypanosoma cruzi

As proteinas ZFP29 (TcCLB.506885.204) e ZFPTTP
(TcCLB.503453.20) sédo proteinas com dominio dedo de zinco do tipo C3H.
Elas foram identificadas na andlise in silico feita por Kramer e colaboradores
(2010), a qual mostrou que ZFP29 possui dois dominios C3H (C-X7-C-X5-C-X3-
H e C-Xs-C-Xs-C-X3-H), enquanto que ZFPTTP contém um dominio C3H (C-Xs-
C-X5-CX3-H ) e um DNAJ (Kramer et al. 2010). Uma ilustracdo da posicéo
desses dominios encontra-se na figura 1.5

As proteinas ZFP29 e ZFPTTP foram alvo de um estudo anterior que
visou a obtencdo de anticorpos policlonais especificos para elas e uma
caracterizagdo funcional prévia (Romagnoli 2013).

Nesse estudo, através da utilizacdo dos anticorpos policlonais obtidos,
foi observada a localizacdo celular nas formas epimastigotas e o perfil de
expresséo ao longo do ciclo de vida do T. cruzi. Constatou-se que ambas as
proteinas localizam-se dispersas por todo o citoplasma nas formas
epimastigotas num padrdo granular e sdo expressas somente nas formas
epimastigotas, o que levantou a hipotese de que ZFP29 e ZFPTTP estivessem
sofrendo algum tipo de regulacéo negativa no decorrer do ciclo de vida do T.

cruzi.
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ZFP29 > I I

ZFPTTP > [ | [ DNAJ

non-CCCH domain
C'X7'C'X5'C'X3'H
C‘XB‘C‘Xs‘C‘X3‘H

C-Xg-C-X,4-C-X3-H

Figura 1.5. Dominios das proteinas ZFP29 e ZFPTTP. Adaptado de Kramer et al. 2010).

Tendo em vista a suas localizacbes e a aparente auséncia da
expressdo de ZFP29 e ZFPTTP nas formas tripomastigotas metaciclicas,
tornou-se interessante aprofundar o estudo acerca dessas duas proteinas.
Para tanto, essa dissertacdo se propds a investigar a regulacdo de ZFP29 e
ZFPTTP na metaciclogénese, além de avaliar as suas fun¢des no T. cruzi,

analisando a participacéo delas em complexos mRNPs.
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2. OBJETIVOS

2.1 . OBJETIVO GERAL

Caracterizac@o das proteinas ZFP29 e ZFPTTP de Trypanosoma cruzi

que possuem dominios de ligagdo a RNA tipo dedo de zinco CCCH.

2.2 . OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o perfil de expressdo das proteinas ZFP29 e ZFPTTP ao longo da

metaciclogénese.

Analisar o perfil de expressdo dos mRNAs de ZFP29 e ZFPTTP ao longo da

metaciclogénese.

Avaliar o papel das proteinas ZFP29 e ZFPTTP no crescimento e na

metaciclogénese.

Determinar a imunolocalizagdo das proteinas ZFP29 e ZFPTTP durante a

metaciclogénese.

Identificar os complexos mRNP envolvendo as proteinas ZFP29 e ZFPTTP.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 . Solucbes e tampdes

Solucéao de bloqueio para Western blot: Tampao PBS, Tween 20 0,05% e
leite em po6 desnatado 5%.

Solucdo de Brometo de Etidio: 5,0 ug/mL de brometo de etidio em agua
destilada.

Solucéo de coloragéo por prata: Nitrato de prata 0,2%; Formaldeido 0,03%
Solucéo de fixac&do: Etanol 50%; Acido acético 12%; Formaldeido 0,02%
Solucdo de Ponceau S: Ponceau S (Sigma P-3504) 0,5%, Acido acético
glacial 1%.

Solucdo de revelacdo de prata: para 100 mL: Carbonato de sodio 3%;
Formaldeido 0,02%; 2 mL da solucéo de sensibilizacéo.

Solucéo de sensibilizac&o: Tiossulfato de sédio 0,02%

Solucdo de término de revelacdo de prata: Etanol 50%; Acido acético 12%.
Solucédo PSG: Fosfato de s6dio 75 mM pH 8,0; NaCl 65 mM, Glicose 1,5%.
Solugdo TBE para eletroforese de DNA (Tris- Acido Borico — EDTA): Tris-
base 89 mM, Acido bérico 89 mM, EDTA 2 mM pH 8.0.

Solucéo TE (Tris-EDTA): Tris-HCI 10 mM pH 7.5; EDTA 1 mM.

Tampéo de amostra para eletroforese de DNA 6x: Azul de bromofenol
0,25%, xileno cianol 0,25%, glicerol 30%.

Tampéo de amostra para proteinas 4x: Tris-HCI 40 mM pH 6,8; SDS 1%, B-
Mercaptoetanol 2,5%, glicerol 6% e azul de bromofenol 0,005%.

Tampdao de eletroporacao de T. cruzi: NaCl 140 mM, HEPES &cido 25 mM,
Na2HPO4 0,74 mM.

Tampéo de transferéncia para Western blot: Tris-base 25 mM, Glicina 192
mM, Metanol 20%.

Tampéo de corrida para SDS-PAGE: Tris-HCI 0,037 M pH 8,4; Glicina 192
mM pH 8,4; SDS 0,1%.

Tampao IMP1: NaCl 150 mM, 20 mM Tris-HCI pH 7,4, NP-40 0,5%;

Tampéao PBS - TWEEN 20: PBS -Tween 20 0,05%.

Tampéo PBS - solucdo de uso (Phosphate-buffer saline): KCI 2,7 mM;
KH2PO4 1,5 mM, NaHPO4.7H0 4,3 mM; NaCl 137 mM.
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Tampéao SSC 20X: NaCl 3M e Citratotrisédico 2-hidrato 0,3M.

3.2 . Meios de cultura

Meio LB (Luria-Bertani): Bacto-triptona 10,0 g/l, NaCl 5,0 g/l, Extrato de
levedura 5,0 g/l, (LB-agar): adicdo de 1,5% de agar-agar.

Meio LIT: Infusdo de figado 5,0 g/l, NaCl 4,4 g/l, KCI 0,4 g/l, Glicose 2,2 gll,
Triptose 5,0 g/l, Fosfato basico de sédio 11,56 g/l, Extrato de levedura 15,0 g/l,
Hemina 0,02 g/l, Soro fetal bovino 10%, Penicilina 10.000 U pH 7,2.

Meio TAU (Triatomine Artificial Urine): NaCl 190,0 mM, KCI 17,0 mM, CaCl2
2,0 mM, MgCI2 2,0 mM, Tampéo fosfato pH 6,0 8,0 mM.

Meio TAU 3AAG pH 6,0 mM: Meio TAU suplementado com: Glicose 10,0 mM,
Acido L-aspartico 2,0 mM, Acido L-glutamico 50,0 mM, L-Prolina 10,0 mM.

3.3 . Microrganismos

Escherichia coli: As bactérias de gendtipo DH5™: {F- recAlendAlhsdR17 (rk-
, mk+) supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl} foram utilizadas nas etapas de clonagem
e propagacéao de vetores de clonagem.

T. cruzi clone Dm28c (Didelphis marsupialis): Para a realizacdo deste
trabalho foram utilizados parasitas sob a forma epimastigota mantidos em meio
de cultura LIT (Camargo 1964) a 28 °C com passagens a cada trés dias com
inéculos de 10° parasitas/mL em 5 mL. Para obtencdo das formas
tripomastigotas metaciclicas foi realizado o ensaio de metaciclogénese in vitro,

descrito por Contreras e colaboradores (Contreras et al., 1985).

3.4 . Ensaio de metaciclogénese in vitro

Para a obtencdo das formas tripomastigotas metaciclicas, as formas
epimastigotas em densidade celular de aproximadamente 5x107 células/ml
foram centrifugadas a 7.000 x g por 5 minutos a 25°C. As células foram
suspensas em meio TAU em densidade de 5,0 x 108 células/ml e incubadas a
28 °C durante 2 horas (Contreras et al., 1985). Neste periodo os parasitas

encontraram-se sob estresse nutricional e ao final do periodo de 2 horas, os
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parasitas foram incubados na concentracéo final de 5,0 x 10° células/mL em
meio TAU3AAG a 28 °C durante 72 horas. Neste processo 0s parasitas
aderiram as paredes das garrafas de cultivo e se diferenciaram nas formas
tripomastigotas metaciclicas, sendo liberadas no sobrenadante do meio de
cultura.

Para obtencéo das células epimastigotas aderidas apos 24, 48 ou 72
horas de cultivo no meio de diferenciagdo, o sobrenadante da cultura foi
desprezado, adicionado tamp&do NKM e as formas aderidas foram liberadas por
forte agitacdo das garrafas de cultura com este tampé&o (Bonaldo et al. 1988).

ApGs 72 horas o sobrenadante das garrafas de cultivo foram coletados
e centrifugados a 7000 x g por 10 minutos. Em seguida os parasitas foram
ressuspendidos em tampéo PSG e submetidos a cromatografia de troca i6nica
com resina de DEAE celulose (DEAE-52 Whatman) para que as formas
tripomastigotas metaciclicas fossem purificadas (Kleffmann & Schaub 1998). A
purificacéo foi observada através da visualizacdo em microscopio 6ptico .

3.5 . Preparacédo de extrato proteico de T. cruzi Dm28c e analise por

Western blot

Os extratos proteicos dos parasitas nas formas epimastigotas,
epimastigotas sob estresse nutricional, epimastigotas aderidos por 24, 48 e 72
horas, e tripomastigotas metaciclicos produzidos neste trabalho foram obtidos a
partir de 1x108 células, que foram centrifugadas a 7.000 x g por 5 minutos a
4°C e, lavadas trés vezes com tampao PBS. A cada lavagem os parasitas
foram centrifugados nas mesmas condi¢cdes e o sobrenadante removido. Apés
a Ultima lavagem os parasitas foram suspensos em 55 pL de tampédo PBS,
seguida da adicao de 20 pL de inibidor de protease (Protease Inhibitor Cocktail
Tablets - Roche) e 25 yL de tampao de amostra para proteinas 4x para que
ocorresse a lise celular. O extrato foi homogeneizado em gelo por 5 minutos
seguido de aquecimento a 95 °C por 5 minutos e centrifugacao por 1 minuto a
16.000 x g. Apos o preparo dos extratos, esses foram submetidos a técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Foram utilizadas as

concentracdes de 13% para o gel de corrida e 6 % para o gel de empilhamento.
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A eletroforese foi realizada no tampao de corrida para SDS-PAGE por uma
hora e meia a 30 mA em cuba de eletroforese vertical.

A técnica de Western blot foi realizada de acordo com (Towbin et al.
1979). Sendo assim, ap0s a separacao das proteinas por SDS-PAGE seguiu-
se com a transferéncia para membrana de nitrocelulose por 16 horas a 20 V no
tampdao de transferéncia para Western blot. Apds a transferéncia, a membrana
foi corada com solucdo de Ponceau S para verificar a eficiéncia da
transferéncia e incubada em solucdo de bloqueio por 16 horas a 4°C.
Posteriormente a incubacdo, a membrana foi colocada em solucdo de
PBS/Tween 20 0,05% contendo o anticorpo primario por uma hora em
temperatura ambiente e, em seguida, lavada trés vezes em PBS/Tween 0,05%
por 5 minutos cada lavagem. A membrana foi incubada com PBS/Tween 0,05%
contendo o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo ou coelho conjugado
ao fluoréforo IRDye®680LT (LI-COR) para deteccdo por fluorescéncia. A
membrana foi incubada com o anticorpo secundario por uma hora em
temperatura ambiente seguida de lavagens conforme descrito acima. A
deteccdo foi feita por fluorescéncia utilizando o scanner Odyssey® Li-Cor

Biosciences.

3.6 . Obtencdo de parasitos recombinantes expressando as
proteinas ZFPTTP e ZFP29 fusionadas a etiqueta FLAG

3.6.1. Obtencéo dos plasmideos pTcNEO3XxFLAG-ZFP29 e
PTcNEOXFLAG-ZFPTTP.

Como os genes de ZFP29 e ZFPTTP ja haviam sido clonados em vetor
pDONR 221™ (Romagnoli 2013), a obtencdo dos parasitos transfectantes
expressando as proteinas ZFP29 e ZFPTTP fusionadas a etiqueta FLAG teve
inicio na etapa de recombinacdo do vetor pDONR 221™ com o vetor
pTcNEO3XFLAG (Batista et al. 2010) (Figura 3.1). Esse vetor segue 0 mesmo
principio adotado pela plataforma Gateway®, apresentando as regides
necessérias (attR1 e attR2) para que seja feita a recombinacéo, mediada pela

enzima LR clonasse, com o vetor pDONR 221™, Essa reacdo de
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recombinacdo foi feita de acordo com o manual do fabricante (Invitrogen -
Catalog nos. 12535-019 e 12535-027 ).

___J'-:_—-l'\‘r' '\:l‘\r——}__l___';r;:f"" .
—_ pmpR promoter T

pTENEOQ_3XFLAG_C-1 (1)
7386 bp

owodd 3e] T 0

Al

ac operator]” \
!
)

Figura 3.1 Esquema do vetor pTcNEO3xFLAG produzido no Instituto Carlos Chagas.O
sitio de recombinacdo para insercdo do gene a ser clonado esta entre as regides destacadas
em azul (attR1 e attR2).Esse vetor possui 0 gene neomicina fosfotransferase que confere

resisténcia a droga de selegdo G418.

Depois de feita a recombinacdo os vetores pTCNEOXFLAG-ZFP29 e
PTCNEOXFLAG-ZFPTTP  foram transformados em bactérias DH5a
competentes. Para isso, as reacbes de recombinagao foram incubadas com
100 pL das bactérias no gelo por 30 minutos. Apos esse periodo, a mistura foi
aguecida a 42°C durante 2 minutos seguidos de 2 minutos novamente no gelo.
Posteriormente, foi adicionado 1 mL de meio LB nos tubos e as células foram

incubadas a 37°C por uma hora sob agitacdo. Em seguida as bactérias
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transformadas foram inoculadas em placa de Petri contendo meio de cultura
seletivo (Meio LB, &gar 1,5% e Ampicilina 100 pg/ml) por 16 horas.

As culturas que apresentaram crescimento foram coletadas para
extracdo e purificacdo dos plasmideos recombinantes utilizando o kit QIAprep®
Miniprep (QIAGEN) conforme descrito no protocolo padréao do fabricante.

Para confirmacgédo dos clones foi realizada uma etapa de PCR utilizando
oligonucleotideos iniciadores especificos previamente desenhados para ZFP29
e ZFPTTP (Romagnoli 2013) (Quadro 3.1).

Quadro 3.1. Oligonucleotideos iniciadores para ZFP29 e ZFPTTP.

EP29 Primer Forward 5" ATGACACAGATCATCACTGAGAAT 3'
Primer Reverse 5' TTACCATTCCACATCCTGTACA 3

2EPTTP Primer Forward 5 ATGTCGCTTTCATTTATCGAGT 3
Primer Reverse 5 TCACCAGATGCTGTCCTCAG 3

As reacbes de PCR foram feitas utilizando uma enzima Taq DNA
polimerase recombinante produzida e fornecida pelo Instituto de Biologia
Molecular do Parana (IBMP) além de 2,5 mM de dNTP, 10 mM de MgClz,
tampdo especifico para a enzima utlizada, 10 pmol de cada um dos
oligonucleotideos iniciadores e agua ultrapura suficiente para completar o
volume da reacdo de 20 uL. Os ciclos de amplificacdo foram montados da
seguinte forma: 94° C por 3 minutos iniciais seguidos de 30 ciclos
(desnaturacéo, anelamento e extensdo) de 30 segundos a 94° C, 30 segundos
de anelamento a 55°C e 1 minuto a 72° C para extensao.

Para andlise da amplificacéo aliquotas de 5 pl dos amplicons purificados
foram misturadas com o tampdo de amostra para eletroforese de DNA 6x e
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%, na presenca de Tampéo
TBE, a fim de se verificar seu perfil eletroforético. O marcador de peso
molecular utilizado como referéncia foi o 1kb Plus (Invitrogen).

Na eletroforese de DNA o gel foi submetido a uma corrente constante de
100v, e posteriormente corado em uma solucdo de brometo de etidio (0,5
pMg/mL) por aproximadamente 20 minutos. Apds o tratamento com este

intercalante o DNA pode ser observado sob luz UV (comprimento de onda na
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faixa de 260nm), e fotografado através do sistema de captacdo de imagens UV
White Darkroom (UVP Bioimaging Systems).

Depois de visualizada a amplificagdo dos genes de interesse foi feita a
quantificacdo desses plasmideos no espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000
(Thermo Scientific) e esses foram utilizados para a transfec¢éo do T. cruzi.

3.6.2. Transfeccé&o de T. cruzi por eletroporacéo e selegcdo de
parasitas transfectantes.

A transfeccdo dos parasitas foi feita utilizando 1 x 108 epimastigotas em
fase logaritmica de crescimento. Esses parasitas foram centrifugados por 5
minutos a 7.000 x g, lavados com PBS (solucéo de uso) estéril e suspensos em
1 mL de tampé&o de eletroporacédo. Em seguida foram coletados 0,4 mL desta
suspensao (equivalente a 4 x 107 células) e transferidos para cubeta de
eletroporacdo de 0,2 mm previamente resfriada em gelo. Os vetores
PTCNEO3XFLAGZFPTTP e pTcNEO3XFLAGZFP29 foram adicionados as
células em uma concentracdo de 15-30 ug e a mistura foi incubada por 10
minutos no gelo. Como controle da selecdo, formas epimastigotas selvagens
foram eletroporadas sem a presenca dos vetores. A mistura foi submetida a
eletroporagdo com 2 pulsos de 450 V e 500 pF em eletroporador Gene
PulserXcell™ Electroporation System (Bio-Rad) e mantida por 10 minutos no
gelo. Em seguida, as células foram transferidas para garrafas de cultura de 25
cm? contendo 10 mL de meio LIT adicionado de penicilina (100 U) e incubadas
a 28 °C durante 24 horas. Ap0s este periodo de recuperacdo, adicionou-se 500
pg/mL de G418 no meio LIT para realizar o processo de sele¢cao dos parasitas.

Aproximadamente 72 horas ap6s a adicdo da droga foi feita uma
diluicao 1:4 dos parasitas em meio contendo 500 ug/mL de G418. As culturas
foram cultivadas com passagens regulares até que fosse observada a auséncia
de crescimento celular na cultura controle, que foi eletroporada sem
plasmideos. As células resistentes a droga foram selecionadas em intervalo de
15 a 30 dias.
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3.7 . Clonagem Populacional

Para realizar o enriguecimento da populacdo de parasitas
transfectantes expressando as proteinas ZFP29 ou ZFPTTP fusionadas a
etiqueta FLAG® foram utilizadas dois métodos: o de diluicdo seriada e o cell
sorting. Em ambos os casos ap0s a execucdo das etapas 0s extratos das
populacdes foram obtidos e analisados por Western blot conforme descrito no

tépico 3.5.

3.7.1. Diluig&o seriada

A diluicdo seriada das culturas dos parasitas transfectantes ocorreu a
partir de repiques sucessivos onde a quantidade de inéculo foi gradativamente
diminuindo, enquanto que a concentracdo de G418 (marcador de selecéo)
aumentava. Dessa forma, partindo de um repique inicial com inéculo de 1x10°
parasitas/mL em 5mL de meio LIT contendo 50 ul de G418 (concentragéo final
de 500 pg), chegou-se a uma quantidade de 1x10° parasitas/mL inoculados
em 5 mL de LIT adicionando-se 100 pl do antibiético (concentracéo final de
1mg). Apds o crescimento, essas culturas foram submetidas ao teste de

expressao para avaliar se houve o enriqguecimento populacional

3.7.2. Cell sorting

Para realizacdo do cell sorting foram coletados o equivalente a 1x10°
parasitas de cada cultura transfectante e mantidos em um tubo falcon de 15
mL. ApGs centrifugacdo de 2 minutos a 3000 g descartou-se o sobrenadante e
os parasitas foram ressuspendidos em 2mL de PBS (solucdo de uso) estéril.
Essas amostras foram analisadas na plataforma de citometria do Instituto
Carlos Chagas (RPTO08L) no citbmetro FACS Aria Il. Apdés identificar a
populacdo celular foi realizado o sorting dos parasitas utilizando o parametro
“single cell sorting”, coletando uma célula por pogo em placa de 96 pocos
(fundo chato) contendo 100 uL de LIT, penicilina/streptomicina (1X), ampicilina
(100 pg/mL), gentamicina (10 pyg/mL) e G418 (500 pg concentracdo final).
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Posteriormente os parasitas foram incubados a 28°C, 5% CO2 e umidade por
cerca de 3 semanas. Passado esse periodo, 0s pocos que apresentaram
crescimento tiveram seus parasitas coletados e repicados (volume de 10 L)
em placas de 24 pogos contendo 1mL de meio LIT mais 10 yL de G418 (500
Mg), mantendo o cultivo a 28°C e 5% CO:2. Depois de apresentar crescimento,
foram selecionadas algumas culturas para repique em placa de 6 pocos
contendo 5 mL de LIT e 500 pg de G418, novamente mantidos a 28°C e 5%
COz2e umidade. Dessas culturas foram feitos os testes de expressdo para

avaliar se houve a clonagem populacional.

3.8 . PCR de cultura

Para avaliar a presenca do plasmideo pTcNEO3XFLAG contendo 0s
genes zfp29, zfpttp ou gfp nas formas tripomastigotas metaciclicas, realizou-se
a reacao em cadeia da polimerase (PCR) a partir do sobrenandante das
culturas transfectantes e selvagem (Wild — Type) apds 72 horas induzida a
diferenciacéo. Esse procedimento foi feito de acordo com o protocolo descrito e
estabelecido por Alcantara e colaboradores (2014). Para a sua realizacao
utilizou-se 50 pL das culturas que foram misturados numa proporgao de 1:1
com agua ultra pura e posteriormente aquecidos a 98 °C por 15 minutos. Apds
esse processo de desnaturacdo os debris celulares foram separados através
de uma etapa de centrifugacdo de 1 minuto na velocidade méaxima (~20000 Q).
O sobrenadante foi coletado e 1 uL foi utilizado para cada reacdo de PCR
(Alcantara et al. 2014).

Os oligonucleotideos  utilizados nessa reacdo foram os
correspondentes ao gene que confere resisténcia a neomicina (neomicina

fosfotransferase) e estao representados abaixo (Quadro 3.2)

Quadro 3.2 Oligonucleotideos inicializadores utilizados para amplificacdo do gene de
resisténcia a neomicina.

NeoF 5’- GGGAAGCTTATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAG-3’
NeoR 5- GGGGGAATTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAA-3’
Tamanho do amplicon: 801pb
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A reacdo de PCR e a analise da amplificacdo foram feitas conforme
descrito anteriormente (item 3.6.1).

3.9 . Analise da expressdo dos mRNAs de ZFP29 e ZFPTTP ao

longo da metaciclogénese por gPCR.

A analise da expressdo dos mRNAs de ZFP29 e ZFPTTP na
metaciclogénese foi feita por PCR quantitativo (qPCR) de acordo com critérios
MIQE (Bustin et al. 2009). Para isso, seguindo o protocolo descrito previamente
(3.4), foram obtidos os parasitas nas formas epimastigotas na fase de
crescimento exponencial (trés dias) e no final do crescimento exponencial
(cinco dias); submetidos ao estresse; aderidos a garrafa de cultivo (24 horas) e
tripomastigotas metaciclicos (72 horas) em triplicata biologica. O RNA total foi
extraido utilizando o kit RNeasy® Mini Kit (QIAGEN) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Apds a extracao foi feita uma digestdo com 1 U da
enzima DNase RQ1 (Promega) por 1 uyg de RNA por 1 hora a 37°C. Depois
desse tratamento o0os RNAs foram quantificados por fluorometria no
equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen) através do kit RNA BR (Broad
Range). Posteriormente, a reacao de transcri¢édo reversa foi realizada com 1 ug
de RNA, random primer (300 ng por reacédo) e o kit ImProm-II™ Reverse
Transcription System (Promega), seguindo o protocolo do fabricante com
alteracdes, foi aumentado o tempo de extensdo da reacdo de transcricdo
reversa de 1 para 2 horas a 42°C. O cDNA obtido foi utilizado para as reacdes
de gqPCR realizadas em termociclador LightCycler® 96 (ROCHE). Dessa forma,
as reacOes foram realizadas contendo 50 ng de cDNA (concentracdo de
10ng/uL), 5 pmol de cada oligonucleotideo especifico para cada gene (Quadro
3.3) e 10 yL do Fast SYBR® Green Mix (Applied Biosystem), em um volume
final de 20 pL. Os oligonucleotideos foram desenhados utilizando a ferramenta
online Primer-BLAST (Ye et al. 2012). Para determinacdo da eficiéncia dos
oligonucleotideos utilizados foi construida uma curva padrdo com 5 pontos (em
triplicata técnica) a partir de 50ng de cDNA (obtido de epimastigotas e com

concentracéo igual a 10 ng/pL), usando uma diluicdo seriada com razéao 1:10.
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Posteriormente o experimento foi feito em triplicata técnica e bioldgica dos
cDNAs das diferentes formas obtidas.

A reacdao foi incubada a 95°C por 10 minutos seguidos de 60 ciclos de
95°C por 15 segundos, 58°C por 20 segundos e 72°C por 30 segundos. A
aquisicao da fluorescéncia foi feita nas etapas de extensdo. Apés os ciclos de
amplificagcéo foi feita uma curva de dissociacdo que permitiu analisar aspectos
como a formacao de dimeros entre os oligonucleotideos inciadores.

A andlise dos dados foi feita a partir de um modelo matematico (Pfaffl
2001) que comparou a eficiéncia dos oligonucleotideos iniciadores e o Cq
(Quantification cycle) de ZFP29 e ZFPTTP com o gene de referéncia H2B
(TcCLB.511635.10) para determinacdo dos niveis relativos dessas duas
proteinas. Os oligonucleotideos iniciadores especificos para amplificacdo do
gene H2B foram os mesmo utilizados em trabalho publicado (Nardelli et al.
2007).

Quadro 3.3. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificagdo do cDNA de
ZFP29 e ZFPTTP.

Genes Sequéncia (5' - 3 Tamanho do amplicon
F d TCGGTGACAAAAACGCACAC

ZFP29 196 pb
Rewerse CACCACCCCACATGAAGGAA
F GCACGGTGAGAAGGAGA

ZEPTTP orward GG G 1570b
Rewerse CGTGTACGCTGCCGAGAAG

3.10 . Ensaios de imunolocalizacao

Os ensaios de imunolocalizacdo realizados neste trabalho fizeram uso
da técnica de imunofluorescéncia indireta utilizando anticorpos policlonais a-
ZFPTTP e a-ZFP29 produzidos e testados em trabalho anterior (Romagnoli
2013).

Os parasitas, nas diferentes formas de diferenciagcdo celular foram
centrifugados a 2.000 x g por 5 minutos, lavados trés vezes com tampao PBS
ou PSG (solucdes de uso) e suspensos em paraformaldeido 4% para fixacao,
numa densidade de 5 x 10* células/ul. As células foram aderidas em laminas
de oito campos delimitados por teflon previamente tratadas com Poli-L-lisina.

Em cada campo foram aderidos 108 parasitas e as laminas foram incubadas
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em camara umida por 30 minutos. As células foram lavadas duas vezes com
PBS e permeabilizadas com 0,1 % de Triton X-100 em PBS durante 2 minutos.
ApOs a permeabilizacdo as células foram lavadas quatro vezes com PBS e
bloqueadas com BSA 1% diluido em PBS por 16 horas a 4°C. Os anticorpos
primarios foram diluidos em PBS contendo BSA 1% e incubados com os
parasitas durante uma hora em temperatura ambiente. Apos incubacdo os
parasitas foram lavados trés vezes com PBS. O anticorpo secundario,
conjugado ao fluoroforo Alexa 488 foi adicionado e as etapas de incubacéo e
lavagens repetidas. Para detectar o nucleo e cinetoplasto, as células foram
incubadas com DAPI (4’, 6-diamidino-2-fenilindol, dihidrocloreto) diluido em
1:2000 em PBS (concentracao final de 1 pg/pl).. Apés esta etapa, as laminas
foram lavadas trés vezes com PBS e sobre cada campo foram adicionados 5 pl
de ProLong® Gold Antifade (ThermoFisher Scientific) na concentragdo de 200
pg/ml. As laminas foram seladas com laminula e observadas no microscopio de
fluorescéncia Leica DMI6000 B, sendo que as imagens foram processadas por
deconvolucao utilizando o software LAS AF - Leica (Leica-microsystems).

3.11 . Anédlise de crescimento e da diferenciacdo dos parasitas
transfectantes.

3.11.1 . Curvade crescimento

Para realizar a andlise da curva de crescimento as culturas
transfectantes (ZFP29-FLAG, ZFPTTP-FLAG ou GFP-FLAG) e selvagem foram
separadas em trés culturas cada e mantidas por trés repiques isolados. Apés o
altimo repique, as culturas (12 ao total) foram expandidas e o experimento foi
lancado com um in6culo de 10° parasitas/mL em 10 mL de meio LIT. Essa
concentracdo de parasitas foi, portanto, a contagem do dia zero. Nos trés dias
impares seguintes coletou-se parte dessas culturas para contagem manual dos
parasitas em camara de Neubauer. A concentracdo das culturas foi
determinada pela seguinte equacao: [Cultura]= N° de parasitas contados x

Diluicdo x Fator de diluicdo da camara (10%).
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As diluicdes utilizadas nos dias foram as seguintes: 1:2 no primeiro dia;
1:30 no terceiro; 1:60 no quinto e 1:60 no sétimo. Todas as diluicdes foram
feitas a partir de 100 pyL das culturas apds brevemente agitadas. Apds o
estabelecimento das concentracfes nesses dias os dados foram processados
pelo programa Graphpad Prism (6.0) que gerou os graficos com as curvas. Os
dados plotados correspondem as médias das triplicatas de cada ponto. As
andlises estatisticas foram feitas utilizando o método two-way Anova (andlise

de variancia). Foram considerados valores significativos agueles com p<0,05.

3.11.2 . Analise da diferenciagéo

Esse experimento foi feito utilizando as mesmas culturas que estavam
tendo seu crescimento avaliado. No quinto dia do experimento de anélise do
crescimento foram coletados das culturas o volume correspondente a 5x108
parasitas. Esses parasitas foram centrifugados a 3000 g por 5 minutos para
remocao do meio LIT e foram ressuspendidos em 1 mL de meio TAU pH 6,0
onde permaneceram por um periodo de 2 horas. Apos esse periodo 100 pL
dessa suspensdo (equivalente a 5x107 parasitas) foram adicionados a garrafas
de cultivo de 25cm?3 contendo 9,9 mL do meio de diferenciacdo TAU3AAG pH
6,0. Em seguida essas garrafas foram incubadas a 28°C. Nos periodos de 24,
48 e 72 horas foram coletados das garrafas (sem agitagdo) 100 uL de cada
garrafa para contagem manual e diferencial do numero de parasitas no
sobrenadante, feita em camara de Neubauer. Novamente os dados foram
processados pelo programa Graphpad Prism (6.0) que gerou os graficos de
barra a partir das médias das triplicatas de cada dia da diferenciacdo. As
andlises estatisticas foram feitas utilizando o método two-way Anova (anélise

de variancia) e foram considerados valores significativos aqueles com p<0,05.
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3.12 . Imunoprecipitacdo de proteinas e mRNAs associados a
ZFP29-FLAG e ZFPTTP-FLAG

Os ensaios de imunoprecipitacdo foram feitos utilizando formas
epimastigotas transfectantes expressando ZFP29-FLAG e ZFPTTP-FLAG.
Foram utilizados 10° epimastigotas em fase logaritmica de crescimento bem
como epimastigotas submetidos a estresse nutricional. As culturas foram
centrifugadas a 5.000 x g, 5 minutos a temperatura ambiente para coleta dos
parasitas. Apos a centrifugacdo foram realizadas trés etapas de lavagem com
tampao PSG para as formas epimastigotas e tampao TAU pH 6,0 para os
parasitas submetidos ao estresses, intercaladas com etapas de centrifugacao
(5.000 x g, 5 minutos a temperatura ambiente). Apds a Ultima lavagem os
parasitas foram incubados com 1 mL de tampé&o de lise IMP1 (NaCl 150 mM;
20 mM Tris-HCI pH 7,4; NP-40 0,5%) e mantidos a 4°C sob moderada
agitacdo. A lise dos parasitas foi monitorada em microscopio Optico. Apoés a lise
das células, o extrato celular foi obtido ap6s a centrifugacéo a 10000 g por 20
minutos a 4°C e o0 sobrenadante foi coletado e utlizado para a

imunoprecipitacdo das proteinas e RNAs.

3.12.1 . Imunoprecipitacdo - Proteinas

A imunoprecipitacdo das proteinas ZFP29-FLAG e ZFPTTP-FLAG foi
feita através da utilizacdo de esferas magnéticas conjugadas ao anticorpo
ANTI-FLAG® M2 (Sigma Aldrich nimero de catdlogo M8823). A preparagdo
dessas esferas magnéticas, bem como o protocolo de imunoprecipitacdo foi
conforme as instru¢cbes do fabricante. Ap6s a execucdo dessa etapa, as
amostras coletadas foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) seguida de analise por Western blot (conforme descrito no item
3.5) e por coloracao de prata.

A coloracdo de prata foi feita da seguinte forma. Posteriormente a
eletroforese o gel foi incubado em solucdo de fixacdo (Etanol 50%; Acido
acético 12%; Formaldeido 0,02%) por 30 minutos a temperatura a ambiente.

Em seguida, foram realizadas trés etapas de lavagem com solucéo de Etanol
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50% de 5, 10 e 15 minutos respectivamente. ApOs essa etapa o gel foi
incubado com solugéo de sensibilizagdo para coloracéo por prata (Tiossulfato
de sodio 0,02% em &gua ultrapura) por 2 minutos, seguidos de trés etapas de
lavagem com agua ultrapura. Em seguida foi feita a incubacdo com solucédo de
coloracdo por prata (Nitrato de prata 0,2%; Formaldeido 0,03%) por 30
minutos. Depois desse periodo realizaram-se mais trés etapas de lavagens e a
revelacdo foi feita utilizando a solucdo de revelagcdo de prata (para 100 mL:
Carbonato de soédio 3%,; Formaldeido 0,02%; 2 mL da solucdo de
sensibilizacdo). A reacao foi interrompida com solucdo de término de revelacéo
de prata (Etanol 50%; Acido acético 12%).

A partir do gel corado com prata, as canaletas do gel correspondentes
as fracbes eluidas foram excisadas e encaminhas para plataforma de
espectrometria de massas do Instituto Carlos Chagas (RPTO2H — PR) que
processou essas amostras e realizou a analise de identificacdo e quantificacao
no espectrémetro LTQ ORBITRAP XL™ ETD associado ao cromatografo
liquido UPLC NanoLC-Ultra 1D Plus.

3.12.2 . Imunoprecipitagdo — mRNAs.

Os mRNAs associados as proteinas ZFP29-FLAG e ZFPTTP-FLAG
foram obtidos a partir da imunoprecipitacao feita com extratos de epimastigotas
em fase exponencial de crescimento e parasitas submetidos ao estresse em
triplicata biolégica para os parasitas transfectantes e duplicata para o controle
(selvagem). Os extratos foram obtidos conforme descrito no item 3.13 e o
procedimento de imunoprecipitacdo seguiu 0 mesmo protocolo relatado no item
3.13.1. Apbs a obtencdo das fracdes eluidas os RNAs foram extraidos
utilizando o kit mMiRCURY™ RNA Isolation Kit Cell & Plant conforme instrucdes
do fabricante. Posteriormente a extragdo os RNAs foram quantificados no
equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen).

Apoés a dosagem dos RNAs, esses foram utilizados para a construcéo
das bibliotecas de cDNA que foi feita utilizando o kit Trueseq™ RNA Sample
Preparation (lllumina®) de acordo com as instrugées do fabricante. Depois de
obtidas, as bibliotecas foram analisadas quanto ao tamanho e a integridade dos
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cDNAs por meio do equipamento BioAnalyzer Agilent 2100 utilizando o kit
Agilent DNA 1000 kit (Agilent) e quantificadas novamente por Qubit® 2.0
Fluorometer (Invitrogen). Em seguida as bibliotecas foram agrupadas e
quantificadas por PCR quantitativo através do kit KAPA Library Quantification
Kit Illumina® platforms para posteriormente serem sequenciadas. O
sequenciamento foi feito na plataforma Illumina® utilizando o equipamento
lllumina MiSeq que sequenciou 150 nucleotideos (2x75) pareados (paired
ended).

Depois de concluida essa etapa as sequéncias obtidas foram
mapeadas no genoma do T. cruzi (cepa CL-Brener depositada no banco de
dados do NCBI AAHKO1) através do programa CLC Genomics Workbench

v.7.5.5 utilizando os parametros do quadro abaixo (Quadro 3.4).

Quadro 3.4. Parametros utilizados para 0 mapeamento no programa CLC Genomics

Workbench
Alinhamento de leitura 2
Custo de incompatibilidade 3
Custo de insercao 3
Custo de delecdo 0,6
Fragao de comprimento 0,8
v" Auto-detectar distancias pareadas
Fita especifica ambas
Maximo numero de hits para uma read 2

Posteriormente foi feita a analise de componentes principais (PCA)
para verificar a correlagcdo entre as réplicas biologicas. Para a selecdo dos
possiveis MRNAs associados foi aplicado um teste estatistico beta-binomial
(Baggerly et al. 2003) e utilizada uma linha de corte com o0s seguintes critérios:
RPKM > 50; Fold change > 4; FDR < 0,01. O RPKM (Reads per kilobase per
million mapped reads) € um parametro utilizado para mensurar a expressao de
genes a partir do nimero total de reads mapeadas num transcrito e levando em
conta 0 seu tamanho, permitindo a comparagao entre transcritos de tamanhos
diferentes (Mortazavi et al. 2008). O fold change corresponde ao numero de
vezes em que um gene difere em nivel de expresséo entre duas amostras em

comparacdo. Ja o FDR é um método estatistico que mede a proporcao

esperada de resultados falso-positivos em um universo de amostras (Benjamini
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& Yekutieli 2001). Com os candidatos que passaram por esse filtro foram feitas
analises de GO (Gene Ontology) para avaliar o enriquecimento de termos. Para
isso foi utilizado o programa BLAST2GO. Os parametros utilizados para fazer o
blast, 0 mapeamento e a anotacdo das sequéncias foram os padrdes do

programa.
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4. RESULTADOS

4.1. A expressdo das proteinas ZFP29 e ZFPTTP é regulada ao
longo da metaciclogénese.

Como mencionado anteriormente, ZFP29 (TcCLB.506885.204) e
ZFPTTP (TcCLB.503453.20) sao proteinas com dominio dedo de zinco CCCH
que apresentam um padrdo de expressao diferenciado ao longo do ciclo de
vida do T. cruzi, sendo ambas expressas apenas nas formas epimastigotas. O
fato de haver algum tipo de regulacdo da expressdo desses dois genes ao
longo do processo de diferenciagcdo entre as formas replicativas epimastigotas
para as formas tripomastigotas metaciclicas motivou o aprofundamento do
estudo sobre essas duas proteinas. Inicialmente foram analisados 0s niveis
dessas proteinas durante o processo de metaciclogénese in vitro.

Para isso foi mimetizada a metaciclogénese in vitro. Os parasitas em
diferentes estagios desse processo de diferenciacdo foram coletados para
analise da expresséao das proteinas ZFP29 e ZFPTTP. A fim de ter um controle
da quantidade de extrato proteico aplicado para cada uma das formas, utilizou-
se um anticorpo especifico para a proteina AKR (aldo-ceto-redutase) de T.
cruzi (TcCLB.511287.49) que é constitutivamente expressa ao longo de toda a
metaciclogénese (Alves 2010). A proteina AKR também serviu com o propdsito
de permitir a quantificacdo relativa das intensidades das bandas referentes as
proteinas ZFP29 e ZFPTTP por densitometria 6ptica (Figuras 4.1 e 4.2).

A proteina ZFP29 esta presente nas formas epimastigotas em fase
exponencial de crescimento (E) e ap0s esses parasitas serem submetidos ao
estresse nutricional (S) (Figura 4.1). No entanto, nas demais etapas da
diferenciacdo, que consistem na adesao dos parasitas ao substrato (A) e nos
tripomastigotas metaciclicos (Mt) a proteina ZFP29 nao foi detectada (Figura
4.1). Esse dado indica que essa proteina ndo esta sendo expressa nesses dois
altimos estagios (A e M), pois, mesmo quando utilizado maiores quantidades
de extrato de tripomastigotas metaciclicos a proteina ndo foi detectada (Mtio e
Mtis) (Figura 4.1).
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Pode-se observar a presenca de duas bandas muito proximas na
regido de peso molecular esperado para ZFP29 (~35 kDa). Além disso, as
bandas superior e inferior alternam em intensidade entre os estagios de
epimastigota (E) e do parasita submetido ao estresse (S) (Figura 4.1). Essa
observacao pode ser decorrente de modificacfes pds-traducionais que estejam

ocorrendo na proteina ZFP29 nessas etapas.
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Figura 4.1. Andlise de expresséo de ZFP29 ao longo da metaciclogénese. M: Marcador
BenchMark™; E: Epimastigotas 3 dias; S: estresse; A: aderido 24 horas; Mt: Metaciclico. Os
nameros 5, 10 e 15 subscritos indicam diferentes concentrages de extrato de tripomastigota
metaciclicos aplicados sendo 5x10°, 1x107 e 1,5x107 parasitas respectivamente. Os extratos
foram incubados com a-ZFP29 (1:500) e com a-AKR (1:500). O gréfico representa a
quantificacdo relativa das intensidades das bandas (mensurada por densitometria Optica)
correspondentes a proteina ZFP29 em relacdo a proteina AKR em cada um dos estagios. Os

pesos moleculares esperados sao 35kDa para ZFP29 e 32,5kDa para AKR. Na parte inferior
estd a membrana corada com Ponceau S demonstrando a quantidade de extrato aplicada.

Os dados de expressao mostram que a proteina ZFPTTP é expressa
nas formas epimastigotas (E), submetidas ao estresse (S) e aderidas ao
substrato (A), mas esta ausente nas formas metaciclicas (Mt) (Figura 4.2).
Além da proteina ndo ser expressa em tripomastigotas metaciclicos (Mt),
mesmo quando utilizado trés vezes maior quantidade de extrato (Mtis), foi
possivel observar que na transicdo das formas estressadas (S) para as formas
aderidas (A) houve uma drastica reducdo dos niveis de ZFPTTP. Os dados da

quantificacdo relativa (gréfico na figura 4.2) evidenciam essa drastica redugao
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da proteina ZFPTTP nas formas aderidas e a sua auséncia no estagio infectivo
(Mt). Ainda na figura 4.2 verificou-se a presenca de bandas com peso
molecular ligeiramente superior ao correspondente para a proteina ZFPTTP
(~39 kDa) nos parasitas submetidos ao estresse (S). Essa marcacao pode se

tratar de modificacdes pos-traducionais.
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Figura 4.2. Analise de expressao de ZFPTTP ao longo da metaciclogénese. M: Marcador
BenchMark™; E: Epimastigotas 3 dias; S: estresse; A: aderido 24 horas; Mt: Metaciclico. Os
nameros 5, 10 e 15 subscritos indicam diferentes concentragBes de extrato de tripomastigota
metaciclicos aplicados sendo 5x10%, 1x107 e 1,5x107 parasitas respectivamente. Os extratos
foram incubados com a-ZFPTTP (1:1000) e com a-AKR (1:500).. O gréfico representa a
guantificacdo relativa das intensidades das bandas (mensurada por densitometria 6ptica)
correspondentes a proteina ZFPTTP em relacdo a proteina AKR em cada um dos estagios. Os
pesos moleculares esperados sdo 39 kDa para ZFPTTP e 32,5 kDa para AKR. Na parte inferior
estd a membrana corada com Ponceau S demonstrando a quantidade de extrato aplicada.

Com esses resultados obtidos € possivel afirmar que tanto a proteina
ZFP29 quanto ZFPTTP apresentam um padrdo de expressao ndo constitutivo
na metaciclogénese e, conforme os dados indicam, sdo reguladas
negativamente durante o processo nao sendo expressas nas formas infectivas
tripomastigotas metaciclicas. Cabe notar que 0s pontos nos quais a proteinas
ZFP29 e ZFPTTP sofrem essa regulacdo sdo ap0s o estresse nutricional (S) e

durante e apés a adesdo ao substrato (A), respectivamente, e constituem
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etapas importantes para o desenvolvimento do processo de diferenciacao,

conforme explicado anteriormente no item 1.3.

4.2. Obtencdo de parasitas transfectantes expressando as
proteinas ZFP29 e ZFPTTP fusionadas a etiqueta comercial
FLAG®.

Com o intuito de obter uma ferramenta que permitisse estudar o0s
mecanismos de regulacdo sofridas por ZFT29 e ZFPTTP o0s genes
codificadores para as proteinas de estudo foram clonados em vetor
pTCNEO3XFLAG. Nesse vetor foi clonado apenas a CDS de cada gene, sem
as regides 3’ e 5’-UTR que séo importantes alvos de regulacao via elementos
trans.

Esse vetor adiciona uma etiqueta constituida de trés peptideos FLAG®
em sequéncia na porcao carboxi-terminal da proteina, pelo fato dos dominios
CCCH de ambas as proteinas, se situarem na por¢cao amino-terminal. Ainda, a
etiqueta FLAG adicionada é constituida de poucos aminoacidos, minimizando a
interferéncia na funcdo da proteina; a disponibilidade de anticorpos
monoclonais comerciais; a possibilidade de clonagem (sem necessidade do
uso de enzimas de restrigoes).

A clonagem nesse vetor foi realizada através da plataforma gateway,
permitindo recombinar o gene previamente clonado no vetor pDONR 221™
(Figura 4.3). Os clones obtidos foram utilizados para transfectar formas
epimastigotas do T. cruzi, que em seguida foram selecionadas através da
presenca do gene de resisténcia, a droga G418, presente apenas no vetor
PpTCNEO3XFLAG. Como controle da transfeccéo parasitas foram submetidos a
eletroporacdo na auséncia do vetor, e por essa razao, foram selecionados

negativamente (Figura 4.4).
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Figura 4.3. Clonagem dos genes de ZFP29 e ZFPTTP em vetor pTCNEO3xFLAG. Os genes
foram amplificados a partir dos plasmideos obtidos da minipreparacdo plasmidial das colénias
selecionadas. M: Marcador 1Kb Plus; A,B e C sdo plasmideos provenientes de clones
diferentes transformados com plasmideo-ZFP29; D e F sdo plasmideos oriundos de clones
distintos transformados com plasmideo-ZFPTTP; C- e C+ correspondem aos controles
negativos (auséncia de DNA molde) e positivos (presenca de DNA gendmico de Dm28c)
respectivamente. O gene que codifica para ZFP29 apresenta 948pb, enquanto que ZFPTTP
possui 1080pb.
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Figura 4.4. Obtencdo de parasitos transfectantes expressando ZFP29 ou ZFPTTP
fusionados a etiqueta comercial FLAG. M: Marcador BenchMark™. Epi — Epimastigota 3
dias selvagem (5x107parasitos); 29mag: Epimastigota 3 dias transfectante ZFP29-FLAG
(5x107parasitos); TTPrag: Epimastigota 3 dias transfectantes ZFPTTP-FLAG (5x107parasitos). O
anticorpo utilizado foi o comercial anti-FLAG® M2 na titulacdo de 1:1000. As proteinas nativas
ZFP29 e ZFPTTP possuem 35 e 39kDa, respectivamente.

Na tentativa de criar uma populacdo mais homogénea, com mais
parasitas expressando as proteinas ZFP29 e ZFPTTP recombinantes, foram
realizadas duas abordagens: uma que consistiu em realizar uma diluicdo

seriada da cultura com a manutencdo de 500 pug de G418 (marcador de
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selecdo), e a outra por meio de cell sorting (o protocolo detalhado de ambas as
abordagens esta descrito no item 3.7).

O resultado observado foi que o0 método de diluicdo seriada apresentou
melhores resultados em relacdo as culturas clonais obtidas por meio do cell
sorting (dados ndo mostrados). De qualquer forma, a quantidade necesséria
para detectar as proteinas ZFP29 e ZFPTTP recombinantes tornou-se menor
(em torno de 1 a 2x107 parasitas), como demonstram os demais experimentos
realizados com o0s extratos proteicos dos parasitas transfectantes.

Como forma de facilitar a distincdo entre as proteinas nativas e as
proteinas contendo a fusdo, a partir desse momento as nativas serdo
denominadas apenas ZFP29 e ZFPTTP, enquanto que as recombinantes
estardo identificadas como ZFP29-Flag e ZFPTTP-Flag.

4.3. Anédlise da expressdo das proteinas ZFP29 e ZFPTTP
fusionadas a etiqueta comercial FLAG®.

Com a obtencdo de parasitas transfectantes expressando as
proteinas ZFP29-Flag ou ZFPTTP-Flag, avaliou-se a expressao das proteinas
recombinantes ao longo da metaciclogénese. Para isso, 0s extratos proteicos
dos parasitas transfectantes submetidos ao processo de diferenciacdo de
epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos in vitro foram coletados nos
mesmos estagios descritos no item 4.1. Como para as proteinas nativas ZFP29
e ZFPTTP foi observado uma mudanca drastica na expressdo na etapa de
estresse para aderido (S = A) e de aderido para metaciclico (A > Mt),
respectivamente (Figura 4.1 e 4.2).

A andlise da expressdo seguiu o mesmo protocolo (previamente
detalhado no item 3.5), porém com a seguinte modificacdo: os extratos
proteicos obtidos de cada estdgio foram aplicados em maior quantidade,
utilizando 4x107 parasitas para as formas tripomastigotas metaciclicos e 2x107
parasitas para os demais estagios. Foram preparados também extratos de
parasitas selvagens (Ew— epimastigotas wild-type) e parasitas transfectantes

expressando a proteina GFP fusionada a etiqueta FLAG® (GFP) como
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controles negativo e positivo, respectivamente, da especificidade do anticorpo
anti-FLAG utilizado.

A expressdo da proteina ZFP29-FLAG foi identificada em todos os
estagios testados, apresentando, portanto, uma expressédo diferenciada em
relacdo a proteina nativa (Figura 4.5 e Figura 4.2, respectivamente). No
entanto, apesar dos niveis proteicos da proteina recombinante serem
detectaveis por todo o processo de diferenciacdo, ainda é possivel visualizar
que a proteina ZFP29-FLAG esta sendo regulada gradativamente das formas
epimastigotas para as formas tripomastigotas metaciclicas. O grafico na figura
4.5 reforca esse dado com base na quantificagdo da intensidade das bandas
correspondentes a ZFP29-FLAG em relacdo a proteina AKR, novamente
utilizada como normalizadora e controle da quantidade de extrato aplicado do
experimento. Esse resultado aponta que, assim como a proteina ZFP29, a
proteina recombinante também estd sendo regulada negativamente nesse

processo, porém de maneira distinta.
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Figura 4.5. Expressdo da proteina ZFP29-FLAG na metaciclogénese. M: Marcador
PageRuler™; Ewt: Epimastigota selvagem; E: Epimastigota trés dias; S: Estresse; NA: N&o
aderido; A2s: Aderido 24 horas; A72: Aderido 72 horas; Mt Metaciclico. Utilizou-se o anticorpo
comercial anti-FLAG® M2 (1:1500) e o anticorpo a-AKR (1:500). A quantidade de extrato
aplicada foi correspondente a 2x107parasitas/poco para todos os pocos, exceto para M: que foi
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de 4x107 parasitas. O grafico representa a quantificacdo relativa das intensidades das bandas
(mensurada por densitometria Gptica) correspondentes a proteina ZFP29-FLAG em relacéo a
proteina AKR em cada um dos estagios. Os pesos moleculares esperados sdo 35kDa para
ZFP29 e 32,5 kDa para AKR. Na parte inferior estd a membrana corada com Ponceau S
demonstrando a quantidade de extrato aplicada.

Ao analisar a expressdo da proteina ZFPTTP-FLAG (Figura 4.6),
notou-se que o padrao de expressdo observado para a proteina recombinante
foi semelhante ao encontrado para a proteina nativa (Figura 4.6 e Figura 4.2).
A proteina recombinante foi expressa até as formas aderidas obtidas apés 72
horas de diferenciacdo, mas nao foi detectada nas formas infectivas, repetindo
o resultado observado para a proteina ZFPTTP. Quando analisada a
quantificacdo relativa da proteina recombinante (grafico na figura 4.6)
constatou-se que a expressao da proteina ZFPTTP-FLAG na metaciclogénese
foi relativamente constante, lembrando que como referéncia foi utilizada a
proteina AKR. A proteina ZFPTTP-FLAG apresentou entdo um comportamento
distinto em relagdo a proteina nativa, visto que ZFPTTP apresentou uma
reducdo significativa nos niveis de proteina entre as formas submetidas ao
estresse e as formas aderidas, corroborada pela quantificacdo relativa a

proteina AKR (gréafico na figura 4.2).
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Figura 4.6. Expresséo da proteina ZFPTTP-FLAG na metaciclogénese. M: Marcador
PageRuler™; Ewt: Epimastigota selvagem; E: Epimastigota trés dias; S: Estresse; NA: Nao
aderido; A24: Aderido 24 horas; A72: Aderido 72 horas; Mt Metaciclico; GFP: epimastigota
transfectante com GFP-FLAG. Utilizou-se o anticorpo comercial anti-FLAG® M2 (1:1500) e o
anticorpo a-AKR (1:500). A quantidade de extrato aplicada foi correspondente a
2x107parasitas/pogo para todos os pocos, exceto para Mte GFP que foi de 4x107 e
107parasitas, respectivamente. O gréfico representa a quantificacdo relativa das intensidades
das bandas (mensurada por densitometria 6ptica) correspondentes a proteina ZFPTTP-FLAG
em relacdo a proteina AKR em cada um dos estagios. Os pesos moleculares esperados sdo
39kDa para ZFPTTP e 32,5 kDa para AKR. Na parte inferior esta a membrana corada com
Ponceau S demonstrando a quantidade de extrato aplicada

Com base nos dados obtidos quanto a expressao das proteinas ZFP29
e ZFPTTP fusionadas a etiqgueta FLAG na metaciclogénese observou-se que
as proteinas recombinantes permaneceram sendo reguladas, porém de
maneira distinta em comparagcdo com as proteinas nativas. Diante da auséncia
de expressdao das proteinas fusionadas a etiqueta FLAG® nas formas
tripomastigotas metaciclicas, indagou-se sobre a possibilidade de nesse
estagio estar ocorrendo a perda do plasmideo pTcNEO3XFLAG contendo o
gene zfp29 ou zfpttp, e por isso 0s niveis das proteinas recombinantes
estariam reduzidos.

Para testar essa hipotese 0 sobrenadante do terceiro dia de

diferenciacdo (72 horas apos a inducdo da metaciclogénese) das culturas
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ZFP29-FLAG, ZFPTTP-FLAG, GFP-FLAG e selvagem (WT — Wild Type) foi
coletado e transferido para garrafas de cultivo contendo meio LIT. Apos as
culturas terem recuperado 0 seu crescimento nesse meio, 0os parasitas foram
coletados e os extratos obtidos para realizar a imunodeteccdo das proteinas
recombinantes por Western blot. A partir dessas culturas foi retirada uma
aliquota para realizacdo de PCR, utilizando oligonucleotideos especificos para
0 gene da neomicina (mais detalhes no item 3.8) (Figura 4.7).

Pbdde-se observar que as proteinas recombinantes foram detectadas
apos a recuperacdo desses parasitas e 0 gene que confere resisténcia a
neomicina foi amplificado a partir da cultura dos parasitas transfectantes,

indicando a presenca do plasmideo (Figura 4.7).

M TIP 29 GFP WT
M WT TTP 29 GFP -

43K02 e ZFPTTP s
. — ‘2 » ; Neomicina
o — D zp29 o RS e
— Q== ann

Figura 4.7. Analise da expressao das proteinas ZFP29-FLAG e ZFPTTP-FLAG nos
parasitas recuperados da metaciclogénese. A esquerda Western blot utilizando a-FLAG
como anticorpo primério. Na direita eletroforese de DNA em gel de agarose 1% com as
reacdes de PCR realizadas utilizando oligonucleotideos especificos para o gene da neomicina
(801pb). M — marcadores (BenchMark™ - esquerda / 1Kb Plus—> direita); WT —parasita
selvagem (Wild-Type); TTP — parasitas transfectantes expressando ZFPTTP-FLAG; 29 —
parasitas transfectantes expressando ZFP29-FLAG; GFP — parasitas transfectantes
expressando GFP-FLAG. A (ltima canaleta do gel de agarose (indicada por — na figura a
direita) corresponde ao controle negativo (auséncia de DNA molde) dos oligonucleotideos
utilizados.

Dessa forma, os resultados da expressédo das proteinas transfectantes
na metaciclogénese apresentaram informacdes pertinentes a respeito de como
as proteinas ZFP29 e ZFPTTP podem estar sendo reguladas ao longo desse
processo de diferenciagdo. Se essa regulacédo observada para essas duas
proteinas acontece por meio do controle se seus transcritos, de suas proteinas
ou de ambos permanece néo definido, mas os dados apontam a existéncia de

mais de um tipo de controle.
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4.4. Anélise da expressdo dos mRNAs de ZFP29 e ZFPTTP na

metaciclogénese.

Como as proteinas ZFP29 e ZFPTTP sé&o reguladas no decorrer da
metaciclogénese, nao sendo expressas nas formas tripomastigotas
metaciclicas existe a hipdtese que elas poderiam estar sendo reguladas
negativamente por algum sinal contido em seus transcritos.

Sendo assim, com a intencdo de avaliar se a regulacdo observada
ocorre por meio da modulagdo dos niveis dos mMRNAs correspondentes as
proteinas ZFP29 e ZFPTTP, realizou-se a quantificacdo dos transcritos dessas
duas proteinas por PCR em tempo real (JQPCR) na metaciclogénese. Para isso
a diferenciacdo in vitro foi realizada em triplicata biolégica e o RNA total dos
parasitas, em diferentes estagios da metaciclogénese, foi extraido e convertido
em cDNA. Nesse experimentou os estagios analisados foram: epimastigota em
fase logaritmica de crescimento (Epimastigota 3d); em final de fase logaritmica
de crescimento (Epimastigota 5d); submetido ao estresse nutricional
(Estresse); aderido a garrafa de cultura por 24 horas (Aderido 24h) e
tripomastigotas metaciclicos (Metaciclico). Os experimentos foram executados
em triplicata técnica para cada réplica bioldgica e as médias foram utilizadas
para a quantificacdo, que foi relativa a expressdo do mRNA do gene que
codifica para a proteina H2B (TcCLB.511635.10).

A eficiéncia de amplificacdo foi testada com as amostras de cDNA, a
especificidade em produzir os amplicons de tamanho esperado e a auséncia de
contaminagdo (Figura 4.8). Conforme observado, o produto gerado foi
especifico e o controle negativo ndo apresentou amplificacdo, indicando

auséncia de contaminacao.
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Figura 4.8. Testes dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para realizar a
quantificacdo por gPCR. Gel de agarose 2% com amostras de PCR realizada utilizando os
oligos especificos para ZFP29 (abaixo da linha vermelha) e ZFPTTP (abaixo da linha azul). M -
Marcador 1 Kb Plus; cDNA - PCR realizada com a presenca de DNA complementar obtido de
formas epimastigotas. O sinal (-) refere-se a reacdo de PCR na auséncia de um DNA molde
(controle negativo). Tamanhos esperados: ZFP29 (196pb); ZFPTTP (157pb).

O resultado para a expressao do mRNA de ZFP29 revela que a mesma
nao é constante pois nas formas tripomastigotas metaciclicas ocorreu uma
drastica reducdo na quantidade desse transcrito (Figura 4.9).

A analise da expressdo ZFP29 evidencia que a auséncia da respectiva
proteina nas formas tripomastigotas metaciclicas (visualizada na figura 4.1)
ocorre porque nesse estagio os niveis de mRNA estdo significativamente
reduzidos (Figura 4.9).

Outro ponto foi o dos niveis de mMRNA detectados na forma aderida
(Aderido 24h) terem sido equivalentes ao encontrado nas formas epimastigotas
em fase logaritmica de crescimento (Epimastigotas 3d), sendo que a proteina
ZFP29 é expressa nas formas epimastigotas, mas ndo nas aderidas (figura
4.1). Isso leva a crer que a regulacdo negativa observada para a proteina
ZFP29 nessa etapa da diferenciacdo nao estaria sendo modulada pelos niveis
de seu mRNA.
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Figura 4.9. Quantificacdo relativa do mRNA de ZFP29 ao longo da metaciclogénese. No
eixo X estdo os diferentes estdgios analisados. O eixo y indica a quantificacdo reativa de
ZFP29 comparada a H2b. Os valores séo provenientes das médias das triplicatas técnicas de
cada réplica biologica e os desvios padrées correspondentes.

Para o transcrito de ZFPTTP a analise do seu perfil de expressao no
processo de diferenciacdo mostrou que o0s niveis de mMRNA ndo se alteram
entre os diferentes estagios analisados (Figura 4.10).

A manutencgdo dos niveis de mRNA de ZFPTTP na metaciclogénese
confronta os dados de expressdo da proteina ZFPTTP, uma vez que, a
expressdo da proteina € regulada negativamente nas formas aderidas e
tripomastigotas metaciclicas, estando inclusive, ausente nesse Ultimo estagio
(Figura 4.2). Esse resultado aponta que a regulacdo observada para a proteina
ZFPTTP nédo é decorrente da diminuicdo dos niveis de seu transcrito, ou
mesmo da auséncia dele nas formas metaciclicas. Dessa forma, o controle dos
niveis proteicos de ZFPTTP pode estar atrelado a mecanismos regulatéorios
que atuem na prépria proteina desestabilizando-a, ou ainda através da inibicéo

da traducéo de seu mRNA.
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Figura 4.10. Quantificacdo relativa do mRNA de ZFPTTP ao longo da metaciclogénese.
No eixo X estdo os diferentes estagios analisados. O eixo y indica a quantificacao reativa de
ZFP29 comparada a H2b. Os valores séo provenientes das médias das triplicatas técnicas de
cada réplica biologica e os desvios padrées correspondentes.

De fato Smircich e colaboradores realizaram analises de Ribosome
Profiling avaliando quais mRNAs estdo presentes nas formas epimastigotas e
tripomastigotas metaciclicas, e desses quais estdo associados a maquinaria de
traducdo (Smircich et al. 2015). Nessas analises os transcritos de ZFP29 e
ZFPTTP foram identificados em ambos os estagios, inclusive entre os mMRNAs
associados a polissomos [Bispo, 2014 (comunica¢do pessoal); Smircich et al.,
2015].

O transcrito de ZFP29 apresentou uma maior identificacdo (definida
pela cobertura que equivale a soma de todos as leituras mapeadas no
transcrito) nas formas epimastigotas em relacdo as tripomastigotas
metaciclicas, indicando que existe uma diferenca na abundéancia do mRNA
associado a maquinaria de traducdo entre esses dois estagios (Figura 4.11).
Esse dado corrobora com a menor quantidade observada para o transcrito de

ZFP29 nas formas tripomastigotas metaciclicas (figura 4.9).
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Figura 4.11. O perfil de expressdo do transcrito de ZFP29 em epimastigotas e
tripomastigotas metaciclicos. Essa figura mostra o mapeamento das leituras ao longo do
gene de ZFP29 obtidas pela técnica de Ribosome Profiling tratadas com cicloheximida. O eixo
X representa o posicionamento das leituras mapeadas ao longo do gene, enquanto que, 0 eixo
Y corresponde ao nimero de leituras obtidas para cada posicdo do gene. A esquerda os dados
obtidos em epimastigotas e a direita para tripomastigotas metaciclicos. O tratamento com
cicloheximida foi feito para estabilizar os polissomos antes de seu isolamento e purificagdo.
(Bispo, 2014, dados nédo publicados)

O resultado da analise de Ribosome Profiling nas formas epimastigotas
e tripomastigotas metaciclicas corrobora o dado de expressdo do mRNA de
ZFPTTP (4.10), mostrando que este esta presente ao longo de toda a

metaciclogénese (figura 4.12).
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Figura 4.12. O perfil de expressdo do transcrito de ZFPTTP em epimastigotas e
tripomastigotas metaciclicos. Essa figura mostra o mapeamento das leituras ao longo do
gene de ZFPTTP obtidas pela técnica de Ribosome Profiling tratadas com cicloheximida. O
eixo X representa o posicionamento das leituras mapeadas ao longo do gene, enquanto que, 0
eixo Y corresponde ao numero de leituras obtidas para cada posi¢do do gene. A esquerda os
dados obtidos em epimastigotas e a direita para tripomastigotas metaciclicos. O tratamento
com cicloheximida foi feito para estabilizar os polissomos antes de seu isolamento e
purificagdo. Esses resultados pertencem a (Bispo, 2014, dados néo publicados)

Os resultados encontrados quanto aos os niveis de mRNA de ZFP29 e

ZFPTTP na metaciclogénese forneceram informacdes pertinentes sobre como

essas proteinas podem estar sendo reguladas na diferenciacao.

64

400 600 800 1000



Com os dados obtidos da expressdo dos mRNAs de ZFP29 constatou-
se que a regulacdo dessa proteina nas formas tripomastigotas metaciclicas
deva ser uma consequéncia de mecanismos de controle atuando na expresséo
de seu mRNA. Ja para ZFPTTP foi visto que a expressao de seus transcritos
permanece em niveis semelhantes ao dos outros estagios de diferenciacao,
indicando que a quantidade de mRNA n&o seria responsavel pela diminuicao
dos niveis da proteina.

4.5. Imunolocalizacdo das proteinas ZFP29 e ZFPTTP durante a

metaciclogénese.

Ensaios de imunolocalizagéo por imunofluorescéncia indireta durante a
metaciclogénese demonstraram que a proteina ZFP29 apresenta uma
localizacdo citoplasméatica num padrdo granular disperso nas formas
epimastigotas (E) e no parasita estressado (S) (quadrantes superiores
esquerdo e direito, respectivamente). J4 para as formas aderidas (A) e
tripomastigotas  metaciclicas (M) (inferiores esquerdo e  direito,

respectivamente) ndo houve marcacao (Figura 4.13).
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Figura 4.13. Imunolocalizacdo da proteina ZFP29 em estagios da metaciclogénese. E:
epimastigotas em fase logaritmica; S: epimastigota sob estresse nutricional; A: epimastigotas
aderidos 24 horas; M: tripomastigotas metaciclicos. Em todas as situa¢cfes os parasitos foram

incubados com a-ZFP29 (1:500). As figuras C e D s&o imagens de campo aberto para mostrar
a auséncia de marcacdo. A barra representa 10 um.

O padrdo de marcacéo encontrado para ZFPTTP apresenta alteracbes
ao longo da metaciclogénese, uma vez que nas formas epimastigotas (E) a
proteina ZFPTTP possui uma localizacéo citoplasmatica num padréo granular
mais concentrado ao redor do nucleo e, quando o parasita é submetido ao
estresse nutricional (S) e em parasitas aderidos a garrafa de cultivo (A), parte
dessa marcacao passa a ser nuclear (quadrantes superior esquerdo, direito e
inferior esquerdo, respectivamente) (Figura 4.14). Nas formas tripomastigotas
metaciclicas a proteina ZFPTTP ndo apresentou marcacao, conforme mostra a
figura no quadrante inferior direito. Note que para ambas as proteinas, foram
utilizados campos ampliados em certos estagios para evidenciar que de fato
nao havia parasitas com marcagao, corroborando os dados de Western blot
(Figuras 4.1 e 4.2).
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Figura 4.14. Imunolocalizacdo da proteina ZFPTTP em estagios da metaciclogénese. A:
epimastigotas em fase logaritmica; B: epimastigota sob estresse nutricional; C: epimastigotas
aderidos 24 horas; D: tripomastigotas metaciclicos. Em todas as situacdes os parasitos foram
incubados com a-ZFPTTP (1:1000). As figuras C e D sdo imagens de campo aberto para
mostrar a auséncia de marcacao. A barra representa 10 pm.

Os resultados mostram que a marcacdo observada em epimastigotas
foi compativel com aquela encontrada em 2013 (Romagnoli 2013)
corroborando esse dado. Além disso, verificou-se uma congruéncia entre a
marcagcdo encontrada na metaciclogénese por imunofluorescéncia com o
resultado da expresséo das proteinas ZFP29 e ZFPTTP ao longo do processo
de diferenciacédo (figura 4.1 e 4.2). Ainda, o padrdo de marcacdo granular
observado no citoplasma converge com a ideia de que essas duas proteinas
dedo de zinco estejam associadas a granulos de RNA (complexos
ribonucleoproteicos).

A alteracdo na localizagdo da proteina ZFPTTP ao longo da
metaciclogénese evidenciou que no decorrer desse processo a proteina muda

sua localizagdo, migrando para o nucleo ou ao redor dele nos parasitas
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submetidos ao estresse (S) e nos parasitas aderidos (A) (Figura 4.14 de S para
A).

4.6. Imunolocalizacdo das proteinas ZFP29-FLAG e ZFPTTP-FLAG

durante a metaciclogénese.

Sabendo que as proteinas recombinantes apresentaram mudancas no
perfil de expressao ao longo da metaciclogénese, foi indagado se as mudancas
observadas seriam decorrentes ou teriam influéncia na localizacdo das
proteinas ZFP29-FLAG e ZFPTTP-FLAG no parasita.

Foram realizados ensaios de imunolocalizacdo por imunofluorescéncia
indireta utilizando anticorpo monoclonal comercial contra a etiqueta FLAG, cuja

especificidade foi testada em parasitas selvagens (figura 4.15).

Anti-FLAG DAPI

DIC Merged

Figura 4.15. Controle da especificidade do anticorpo a-FLAG. Parasitas selvagens foram
incubados com o anticorpo primario a-FLAG e secundario (anti-mouse) conjugado ao fluoréforo
Alexa 488. O DNA do nucleo e cinetoplasto foram corados com DAPI e as imagens obtidas
foram sobrepostas com o contraste de fase (merged). A barra representa 20 um.
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Ao analisar a localizacdo da proteina ZFP29-FLAG no decorrer da
metaciclogénese verificou-se que essa apresenta um padrao de marcacao
semelhante ao da proteina nativa, granular e disperso por todo o citoplasma do
parasita nas formas epimastigotas (E), submetidas ao estresse (S) e aderidas
(A24, Ass e A72), a0 passo que, no estagio de tripomastigotas metaciclicos (Mt)
nao foi detectada marcacédo alguma (Figura 4.16).

O fato de néo ter sido possivel visualizar a localizagdo da proteina
ZFP-29 no estagio tripomastigota metaciclico (Mt) pode ser explicado pelos
baixos niveis de expressdo da proteina recombinante nessa forma, pois para
observar sua expressdo nas formas metaciclicas, foi necessario aplicar uma
quantidade de extrato correspondente a 4x107 parasitas (figura 4.5).

O padréo de marcacdo encontrado nos estagios de epimastigota (E) e
estresse (S) para a proteina ZFP29-FLAG foi condizente com o observado para
a proteina nativa nesses mesmos estagios, indicando que a etiqueta FLAG®
aparentemente nao interferiu na localizagdo da proteina ZFP29 fusionada a ela.
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Figura 4.16 Imunolocalizacdo da proteina ZFP29-FLAG em estagios da metaciclogénese.
E - epimastigotas; S — estresse; A2 — aderidos 24 horas; Ass — aderidos 48 horas; A7z —
aderidos 72 horas e Mt metaciclicos. Para todos os estagios utilizou-se o anticorpo comercial
monoclonal a—FLAG® (1:1000) como anticorpo primario e um anticorpo secundario (anti-
mouse) conjugado ao fluoréforo Alexa 488. O DNA do nucleo e cinetoplasto foram corados com
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DAPI e as imagens obtidas foram sobrepostas com o contraste de fase (merged). A barra
representalQ pm.

Para a proteina ZFPTTP-FLAG (figura 4.17) a localizacdo se apresenta
majoritariamente no citoplasma num padrdo granular disperso nas formas
epimastigotas (E), estressadas (S) e aderidas (Azs, A4s € A72) (Figura 4.17). Ja
nas formas metaciclicas (Mt) ndo houve marcacdo passivel de deteccéo
(Figura 4.17).

Porém, ao comparar a localizacdo obtida para proteina recombinante
com a da proteina nativa, nota-se que ha diferencas. Nas formas epimastigotas
(E) a localizacdo encontrada para a proteina ZFPTTP-FLAG assemelha-se a
da proteina nativa, pois é citoplasmatica, granular e dispersa. No entanto, nas
formas submetidas ao estresse (S) e aderidas 24 horas (Azs) a proteina
recombinante, ao contrario do observado para a proteina ZFPTTP, nao
apresentou a marcacéao nitidamente sobreposta ao nucleo, estando a proteina
ZFPTTP-FLAG localizada no citoplasma. A figura 4.18 traz uma comparacao
do padrdo de marcacao da proteina recombinante em relacédo a endoégena nas
formas epimastigotas submetidas ao estresse nutricional (S).

Somente nos parasitas aderidos por 48 horas (A4s) e 72 horas (A72) foi
possivel visualizar que a proteina fusionada a etiqueta FLAG® passou a
localizar-se ndo somente no citoplasma, mas aparentemente, por todo o corpo
do parasita, o que incluiria o nucleo. De qualquer forma, esse padréo
observado para a proteina ZFPTTP-FLAG ¢é diferente do que foi visto para a
proteina nativa, tendo em vista que a proteina ZFPTTP apresenta-se com
maior intensidade na regido perinuclear e sobreposta ao nucleo, ao passo que,
a proteina ZFPTTP-FLAG possui uma marcacdo igualmente distribuida por

todo o parasita.
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Figura 4.17. Imunolocalizagdo da proteina ZFPTTP-FLAG em estagios da
metaciclogénese. E - epimastigotas; S — estresse; Ax4 — aderidos 24 horas; A4s — aderidos 48
horas; A72— aderidos 72 horas e Mt metaciclicos. Para todos os estagios utilizou-se o anticorpo
comercial monoclonal a—FLAG® (1:1000) como anticorpo primario e um anticorpo secundario
(anti-mouse) conjugado ao fluor6foro Alexa 488. O DNA do nilcleo e cinetoplasto foram
corados com DAPI e as imagens obtidas foram sobrepostas com o contraste de fase (merged).
A barra representalO pm.
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Figura 4.18. Comparacédo da localizac&o da proteina ZFPTTP-FLAG com a proteina ZFPTTP em parasitas submetidos ao estresse nutricional (S).
Na linha superior utilizou-se o anticorpo monoclonal comercial a-FLAG® (1:1000) e na linha inferior o anticorpo a-ZFPTTP (1:750).0 DNA do ndcleo e
cinetoplasto foram corados com DAPI e as imagens obtidas foram sobrepostas com o contraste de fase (merged).A barra represental0 pm.
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4.7. Andlise do crescimento e da diferenciagdo dos parasitas
transfectantes expressando ZFP29-FLAG e ZFPTTP-FLAG.

As diferencas observadas na expressao e na localizagdo das proteinas
recombinantes em relagéo as proteinas endégenas tornou pertinente avaliar se
a presenca das proteinas ZFP29-FLAG e ZFPTTP-FLAG estavam alterando o
crescimento e o processo de diferenciagcdo dos parasitas. Para isso foi
realizado um experimento comparando o crescimento e a diferenciacdo das
culturas de parasitas transfectantes expressando ZFP29-FLAG ou ZFPTTP-
FLAG com os parasitas selvagens (WT — Wild-Type) bem como parasitas
expressando a proteina GFP fusionada a etiqueta FLAG® (Graficos 4.1 e 4.2).

Os parasitas transfectantes expressando a proteina ZFP29-FLAG nao
apresentaram alteragOes estatisticamente significativas no crescimento quando
comparado aos dois controles utilizados, os parasitas selvagens e os parasitas
expressando GFP-FLAG (Grafico 4.1).

Curva de crescimento
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Grafico 4.1. Curva de crescimento dos parasitas transfectantes expressando ZFP29-
FLAG. No eixo y esta a densidade celular determinada por contagem em camara de Neubauer.
O eixo x representa o tempo em dias. Wild-Type — parasita selvagem; GFP-FLAG — parasita
expressando a proteina GFP fusionada a etiqueta FLAG®; ZFP29-FLAG - parasita
expressando a proteina ZFP29 fusionada a etiqueta FLAG®. Os pontos plotados no gréafico
correspondem a média da contagem entre as triplicatas biolégicas. Os dados estatisticos so
foram considerados significativos se a significAncia existisse entre ZFP29-FLAG e os dois
controles. No caso nao houve significancia estatistica (p > 0,05).
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O resultado dos parasitas transfectantes expressando a proteina
ZFPTTP-FLAG mostra que esses apresentaram um maior crescimento frente
aos controles nos terceiro e quinto dias (Grafico 4.2). Esse aumento foi
estatisticamente significativo em ambos os dias mencionados (terceiro dia
p<0,005; quinto dia p<0,0001) e indica que a presenca da proteina ZFPTTP-
FLAG interferiu de modo positivo no metabolismo do parasita, estimulando seu

crescimento.
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Gréfico 4.2. Curva de crescimento dos parasitas transfectantes expressando ZFPTTP-
FLAG. No eixo y esta a densidade celular determinada por contagem em camara de Neubauer.
O eixo x representa o tempo em dias. Wild-Type — parasita selvagem; GFP-FLAG — parasita
expressando a proteina GFP fusionada a etiqueta FLAG®; ZFPTTP-FLAG - parasita
expressando a proteina ZFPTTP fusionada a etiqueta FLAG®. Os pontos plotados no gréafico
correspondem a média da contagem entre as triplicatas bioldgicas. Os dados estatisticos s6
foram considerados significativos se a significancia existisse entre ZFPTTP-FLAG e os dois

controles. ** p<0,005; **** p<0,0001.

Paralelamente ao experimento da curva de crescimento, foi realizada a
metaciclogénese para investigar se os parasitas transfectantes apresentam
alteracdes em relacao aos controles no processo de diferenciacdo das formas
epimastigotas para as formas tripomastigotas metaciclicas. Essa analise foi

feita através da contagem diferencial e total (cAmara de Neubauer) das formas
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contidas no sobrenadante das garrafas de cultivo no decorrer dos trés dias de
diferenciacdo, totalizando 72 horas apds os parasitas submetidos ao estresse
nutricional terem sido colocados para adesdo as garrafas de cultivo. Esse
experimento também foi realizado em triplicata bioldgica.

Para os transfectantes expressando ZFP29-FLAG observou-se que o
namero de parasitas presentes no sobrenadante foi significativamente maior
(p>0,05) no segundo dia do processo de diferenciagcdo, enquanto que no
terceiro esse numero foi menor em relacdo ao parasita selvagem (p<0,001)
(grafico 4.3).

Ainda, observando o numero total de parasitas (grafico 4.3) é possivel
visualizar um padrdo distinto encontrado para o parasita ZFP29-FLAG
comparado ao selvagem (Wt) e ao parasita GFP-FLAG. Enquanto a quantidade
de parasitas no sobrenadante aumenta com o tempo da metaciclogénese
(gréfico 4.3; ver barras pretas e verdes do dia primeiro ao terceiro) para as
culturas controle, os parasitas ZFP29-FLAG apresentam uma tendéncia em
manter esse numero (grafico 4.3 barras vermelhas). Essa tendéncia torna-se

mais evidente ao analisar o segundo e terceiro dias da diferenciacao.

Metaciclogénese

300+
Bl ZFP29-FLAG
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200+ Bl Wild-Type
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Grafico 4.3. Andlise do numero de parasitas transfectantes expressando ZFP29-FLAG
presentes no sobrenadante ao longo da metaciclogénese. As barras correspondem ao
namero de parasitas contados do sobrenadante das culturas no 1° 2° e 3° dia da
metaciclogénese. As barras vermelhas correspondem aos parasitas ZFP29-FLAG; as verdes
aos parasitas GFP-FLAG e as pretas ao parasita selvagem (Wild-Type). O nimero apresentado
corresponde a média da contagem das trés culturas para cada parasita e em cada ponto. As
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andlises estatisticas foram feitas utilizando o método two-way ANOVA através do programa
Graphpad 6.0. * p < 0,05.

Quando feita a discriminacdo dos parasitas obtidos no sobrenadante
em epimastigotas e tripomastigotas, observa-se que ha essa diferenca entre o
parasita ZFP29-FLAG e selvagem no segundo e terceiro dia da diferenciacéo
(gréfico 4.4). Ap6s 24 horas induzida a metaciclogénese, o sobrenadante da
cultura dos parasitas ZFP29-FLAG apresentou uma maior quantidade de
ambas as formas (epimastigotas e metaciclicos - p<0,05). Ja no terceiro dia da
diferenciacdo o numero de epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos foi
menor do que a cultura selvagem (p<0,001 e p<0,05, respectivamente) e

similar ao observado no dia anterior.

N° parasitas

Metaciclogénese
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Grafico 4.4. Analise da diferenciacdo dos parasitas transfectantes expressando ZFP29-
FLAG. As barras correspondem ao numero de parasitas contados no sobrenadante das
culturas e discriminados em epimastigotas (Epi) e tripomastigotas metaciclicos (Meta) no 1°, 2°
e 3° dia da metaciclogénese. As barras vermelhas correspondem aos parasitas ZFP29-FLAG e
as pretas ao parasita selvagem (Wild-Type). O niumero apresentado corresponde a média da
contagem das trés culturas para cada parasita e em cada ponto. As analises estatisticas foram
feitas utilizando o método two-way ANOVA através do programa Graphpad 6.0. * p < 0,05; ** p
< 0,001.
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Essas observacgfes indicam que a presenca da proteina ZFP29-FLAG
pode estar de alguma forma interferindo no processo de diferenciagao.,
possivelmente na etapa de adesdo dos parasitas, jA que o numero de parasitas
no sobrenadante foi alterado. Aliado a isso, o fato de tanto as formas
epimastigotas quanto as formas tripomastigotas metaciclicas estarem alterados
em quantidade no segundo e no terceiro diada metaciclogénese, estando
menores e maiores em relagdo ao controle, respectivamente, mais ainda sim
em niveis equiparados corrobora com a ideia de que a proteina ZFP29-FLAG
nao estaria interferindo na diferenciacdo entre essas formas em si, mas
possivelmente no processo de adesdo. De qualquer forma esse resultado
sugere que a presenca da proteina ZFP29 recombinante interfere na
metaciclogénese.

Ao ser analisado o numero de parasitas ZFPTTP-FLAG presentes nos
sobrenadantes o resultado encontrado ndo apresentou diferengas significativas

no decorrer da metaciclogénese (gréfico 4.5).
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Gréfico 4.5. Analise do numero de parasitas transfectantes expressando ZFPTTP-FLAG
presentes no sobrenadante ao longo da metaciclogénese. As barras correspondem ao
numero de parasitas contados no sobrenadante das culturas no 1° 2° e 3° dia da
metaciclogénese. As barras azuis correspondem aos parasitas ZFPTTP-FLAG; as verdes aos
parasitas GFP-FLAG e as pretas ao parasita selvagem (Wild-Type). O nimero apresentado
corresponde a média da contagem das trés culturas para cada parasita e em cada ponto. As
andlises estatisticas foram feitas utilizando o método two-way ANOVA através do programa
Graphpad 6.0. No caso néo foi encontrada significancia estatistica (p > 0,05).
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Agora, quando os parasitas no sobrenadante foram discriminados
como sendo formas epimastigotas ou tripomastigotas metaciclicas evidenciou-
se uma grande diferenca encontrada no segundo e terceiro dia da
diferenciacdo entre os parasitas ZFPTTP-FLAG e selvagem (gréafico 4.6).
Nesses pontos de 48 e 72 horas 0 numero de epimastigotas no sobrenadante
dos transfectantes ZFPTTP-FLAG foi significativamente maior que o
encontrado no controle (p<0,0001 e p<0,01, respectivamente) (grafico 4.6).

Apesar da quantidade de tripomastigotas metaciclicos nao ter sido
estatisticamente J4 o numero de tripomastigotas metaciclicos no segundo dia
ndo demonstrou alteracées estatisticamente significativas, embora seja
possivel visualizar uma tendéncia desse numero ser menor em relagdo ao
controle. De qualquer forma, 48 horas ap0s a inducdo da metaciclogénese, a
propor¢cdo de epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos foi alterada nos
parasitas transfectantes ZFPTTP-FLAG, porém isso aparentemente ndo esta
relacionado com o numero total (epimastigotas + tripomastigotas metaciclicos)
de parasitas no sobrenadante. Esses dados apontam que a proteina ZFPTTP-
FLAG poderia estar atuando inibindo de certa forma a diferenciacédo das formas

epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos.
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Grafico 4.6. Analise da diferenciacdo dos parasitas transfectantes expressando ZFPTTP-
FLAG. As barras correspondem ao numero de parasitas contados no sobrenadante e
discriminados em epimastigotas (Epi) e tripomastigotas metaciclicos (Meta) no 1°, 2° e 3° dia
da metaciclogénese. As barras azuis correspondem aos parasitas ZFPTTP-FLAG e as pretas
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ao parasita selvagem (Wild-Type). O nimero apresentado corresponde a média da contagem
das trés culturas para cada parasita e em cada ponto. As andlises estatisticas foram feitas
utilizando o método two-way ANOVA através do programa Graphpad 6.0. ** p < 0,01; **** p <
0,0001.

Os resultados obtidos levam a crer que as proteinas recombinantes
parecem estar promovendo alteracdes na biologia do parasita. Isso porque
foram detectadas alteracdes no crescimento e na diferenciacdo dos parasitas
transfectantes ZFPTTP-FLAG (grafico 4.2 e 4.6) e modificagcbes na
metaciclogénese para os transfectantes expressando a proteina recombinante
ZFP29-FLAG (graficos 4.3 e 4.4). Com base nessas observacgfes, levantou-se
a possibilidade da proteina ZFP29-FLAG estar interferindo no processo de
adesdo do parasita, enquanto que a proteina ZFPTTP-FLAG estaria
modulando positivamente o crescimento do parasita e alterando o processo de
diferenciacéo das formas epimastigotas em tripomastigotas metaciclicas.

No entanto, é importante ressaltar que para ambos o0s parasitas
transfectantes analisados no experimento de diferenciagcdo, as mudancas
visualizadas e atribuidas as proteinas recombinantes nao podem ser
diretamente extrapoladas as respectivas nativas. Isso se deve ao fato das
proteinas ZFP29-FLAG e ZFPTTP-FLAG representarem uma condicdo
artificial, na qual a proteina ZFP29 nao esta presente (figura 4.1) e a proteina
ZFPTTP estd sendo pouco expressa (figura 4.2). Levando isso em
consideracdo, os resultados apontam que a presenca dessas duas proteinas
dedo de zinco interfere na metaciclogénese e isso explicaria o porqué das
proteinas nativas serem reguladas negativamente pelo parasita no decorrer

desse processo de diferenciagéo.

4.8. Analise dos complexos ribonucleoproteicos (mRNPSs)
associados as proteinas ZFP29-FLAG e ZFPTTP-FLAG.

Para caracterizar as proteinas parceiras associadas a ZFP29 e
ZFPTTP utilizou-se a técnica de imunoprecipitacdo para capturar as proteinas

e RNAs associadas a elas seguidas de espectrometria de massas.
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A imunoprecipitacdo foi feita, portanto, com extratos de parasitas
transfectantes epimastigotas e epimastigotas submetidas ao estresse
nutricional, que foram incubados com uma solugdo contendo esferas
magnéticas revestidas de anticorpos a-FLAG®. Assim, as proteinas ZFP29-
FLAG e ZFPTTP-FLAG puderam ser capturadas juntamente com os complexos
ribonucleoproteicos associados. Os dados obtidos para as proteinas e 0s
MRNAs serdo tratados separadamente nos topicos a seguir.

4.8.1. Anélise de proteinas parceiras associadas as proteinas
ZFP29-FLAG e ZFPTTP-FLAG.

Os parasitas transfectantes expressando ZFP29-FLAG e ZFPTTP-
FLAG e selvagem (controle) foram cultivados até o terceiro dia (fase
exponencial) onde o equivalente a 10° células foram lisadas. Apds a lise, o
contetdo proteico foi incubado com a as esferas magnéticas ligadas aos
anticorpos a-FLAG® e as fracdes coletadas foram analisadas por Western blot
e coloracdo com prata (Figuras 4.19 a 4.22).

Para ambas as proteinas foi observado que houve a sua
imunoprecipitacdo, tendo em vista que elas foram visualizadas nas fracdes
eluidas (Figuras 4.19 e 4.20). No entanto, notou-se que tanto ZFP29-FLAG
quanto ZFPTTP-FLAG foram detectadas em quantidades discretas, e apenas
nas fracdes eluidas, 0 que sugere que essas proteinas estariam pouco
representadas no contetudo proteico total. De qualquer forma foi possivel
capturar as proteinas de interesse e enriquecé-las na fracdo eluida de modo
especifico indicando que o protocolo utilizado foi promissor.

O controle negativo do experimento, o anticorpo a-FLAG®, ndo
apresentou reconhecimento inespecifico no extrato proteico proveniente do
parasita selvagem, com excecdo de duas bandas observadas (Figura 4.21).
Essas bandas de maior e menor peso molecular (~50 kDa e ~25 kDa)

correspondem as cadeias pesadas e leves da imunoglobulina respectivamente.
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Figura 4.19. Western blot com amostras da imunoprecipitacdo de ZFP29-FLAG. M:
Marcador BenchMark™; FT: Flow-trhough (n&o se ligou as esferas magnéticas); L1: Primeira
lavagem; L3: Terceira lavagem; E1: Primeira eluicdo; E2: Segunda elui¢céo; B: beads (o que
permaneceu ligada a esfera magnética). O anticorpo utilizado foi anti-FLAG® M2 (1:1000). A
imunoprecipitagdo foi realizada com o lisado de 10%arasitas, utilizando o tampao IMP'.ZFP29:
35kDa.
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Figura 4.20. Western blot com amostras da imunoprecipitacdo de ZFPTTP-FLAG. M:
Marcador BenchMark™; TTPe: extrato de parasita transfectante expressando ZFPTTP-FLAG
(controle positivo do anticorpo utilizado); B: beads (0 que permaneceu ligada a esfera
magnética); E1: Primeira eluicdo; E2: Segunda eluigdo;L3: Terceira lavagem.L1: Primeira
lavagem; FT: Flow-through (n&o se ligou as esferas magnéticas). O anticorpo utilizado foi anti-
FLAG® M2 (1:1000).A imunoprecipitacdo foi realizada com o lisado de 10°arasitas, utilizando
o tampéo IMP1.ZFPTTP: 39 kDa.
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Figura 4.21. Western blot com o controle do experimento de imunoprecipitacdo. M:
Marcador BenchMark™; FT: Flow-through (ndo se ligou as beads); L1: Lavadol; L3: Lavado 3;
El: Eluido 1; E2: Eluido 2; B: beads (0o que permaneceu ligada a esfera magnética). O
anticorpo utilizado foi anti-FLAG® M2 (1:1000). A imunoprecipitacéo foi realizada com o lisado
de 10%parasitas selvagens.

Além da andlise por Western blot as fragbes obtidas na
imunoprecipitacdo foram investigadas por eletroforese de proteina seguida de
coloracdo com prata para avaliar o perfil de bandas nas fragcdes eluidas de
ZFP29-FLAG, ZFPTTP-FLAG e do parasita selvagem (Figura 4.22).

Os perfis de bandas observados nas fracbes eluidas foram bem
semelhantes entre os parasitas transfectantes e o parasita selvagem (WT),
apresentando poucas e discretas diferencas entre si. Esse dado indica que
houve uma grande quantidade de proteinas abundantes (dada a intensidade de
suas bandas) comuns aos imunoprecipitados dos parasitas transfectantes e do
controle, o que nado exclui a possibilidade da existéncia de proteinas distintas
ou diferencialmente representadas entre as amostras, apenas nao evidencia

essas possiveis diferengas.
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Figura 4.22. Avaliacdo do perfil de bandas das fracBes eluidas dos parasitas
transfectantes e do selvagem através da coloracdo de gel com prata. Gel de poliacrilamida
corado com prata comparando as frages eluidas das imunoprecipitacdes dos parasitas
transfectantes (expressando ZFPTTP-FLAG e ZFP29-FLAG) com o parasita selvagem. M:
Marcador BenchMark™; E1: Primeira eluicdo; E2: Segunda eluicdo. A, B e C correspondem as
fracbes obtidas dos parasitas transfectantes expressando ZFPTTP-FLAG; B:
Imunoprecipitacdo com lisado de parasitos transfectantes expressando ZFP29-FLAG; C:
Imunoprecipitagdo com lisado de parasitos selvagens (controle).

As fracbes eluidas (E1l) da imunoprecipitacdo de ZFP29-FLAG,
ZFPTTP-FLAG e do controle WT foram entdo processadas e analisadas por
espectrometria de massas e 0 resultado da identificacdo e quantificacdo das
proteinas encontradas nas trés amostras foi condensado em uma Unica tabela
(Anexo tabela 4.9).

Ao todo foram identificadas 886 proteinas presentes nas amostras
provenientes das fracbes eluidas de ZFP29-FLAG, ZFPTTP-FLAG e do
parasita selvagem, dentre as quais as proprias proteinas ZFP29 e ZFPTTP.
Para avaliar a representatividade e o enriquecimento das proteinas ZFP29 e
ZFPTTP, além das outras 884 identificadas, nas amostras provenientes dos
parasitas transfectantes em relacdo ao controle classificou-se essas proteinas
de acordo com a intensidade em que foram quantificadas e o quanto estavam
aumentadas ou diminuidas em relagéo ao controle.

Observou-se que as proteinas ZFP29 e ZFPTTP apresentaram o maior
enriguecimento em suas respectivas amostras em relacdo ao controle, muito

embora ndo tenham sido as que apresentaram maior quantificagao.
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Para identificar os possiveis parceiros proteicos de ZFP29 e ZFPTTP e
tendo em vista que esse experimento resulta de apenas uma réplica, foram
utilizados critérios arbitrarios para estipular uma linha de corte confiavel. Esses
critérios levaram em conta o enriquecimento das proteinas nas amostras em
relacdo ao controle (definido pela diferenca em intensidades) e a posicao que
passaram a ocupar nas amostras de ZFP29-FLAG ou ZFPTTP-FLAG em
relagdo ao parasita selvagem. Dessa forma foi possivel eliminar da analise as
proteinas mais abundantes que ndo apresentaram alteracfes significativas
entre as amostras e prevalecer proteinas menos representadas, mas que
sofreram enriquecimento nas amostras de ZFP29-FLAG ou ZFPTTP-FLAG
(Tabelas 4.1 e 4.2).

As proteinas ZFP29 e ZFPTTP foram enriquecidas em suas amostras e
constam correspondentes na tabela (destacadas em vermelho e azul, nessa
ordem). Além delas foram encontradas outras 17 proteinas enriquecidas, das
quais 2 foram exclusivamente na imunoprecipitacdo da proteina ZFP29-FLAG
(verde), 6 somente nas amostras de ZFPTTP-FLAG (amarelo) e as 9 restantes
foram enriquecidas em ambos os casos (roxo) (Tabelas 4.1 e 4.2).

Na amostra de ZFP29-FLAG apresentaram-se enriquecidas as
proteinas KMP-11 (TcCLB.508413.68 — Kinetoplastid membrane protein-11) e a
cadeia pesada de dineina (TcCLB.506679.110), enquanto que na
imunoprecipitacdo de ZFPTTP-FLAG seis proteinas foram diferencialmente
quantificadas: uma proteina RHS (TcCLB.505609.30 — Retro transposon hot
spot), tirosina aminotransferase (TcCLB.510187.20); duas proteinas néo
caracterizadas (TcCLB.506505.30 e TcCLB.505193.100); uma serina
hidroximetiltransferase (TcCLB.509937.150) e a subunidade beta 3 do
proteossomo (TcCLB.506779.50). Entre essas proteinas exclusivas da
imunoprecipitagdo de ZFP29-FLAG ou ZFPTTP-FLAG nao foram encontradas
correlagdes funcionais.

A proteina ZFP29 nédo foi enriquecida na amostra de ZFPTTP-FLAG,
ao passo que ZFPTTP sequer foi identificada na imunoprecipitacdo de ZFP29-
FLAG. Por conta disso, o fato da maioria dos candidatos ter apresentado
enriqguecimento em ambas as amostras foi inesperado. Como nas duas
situacOes as proteinas apresentam a etiqueta FLAG em comum, seria possivel

gue esse enriquecimento tenha ocorrido por conta da interagdo com a etiqueta.
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Tabela 4.1. Proteinas enriquecidas na imunoprecipitacdo da protéina ZFP29-FLAG.
ZFP29-FLAG WT

Uniprot TriTrypDB (ID) Descricao

Intensidade| Pos [Intensidade| Pos E M Pos| Score

B zrP2e.

- Proteinas encontradas enriquecidas exclusivamente com ZFP29-FLAG.

- Proteinas enriquecidas com ZFP29-FLAG e ZFPTTP-FLAG.
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Tabela 4.2. Proteinas enriquecidas na imunoprecipitacdo da protéina ZFPTTP-FLAG.

Uniprot TriTrypDB Descrigao ?FPTI-P - WT

Intensidade| Pos |Intensidade| Pos | E | PPos| Score
Q4D2G0 |Tc00.1047053505609.30 |Retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative| 9,3E+07 12 6,0E+03 873 (4,19 | 861 -2
Q4D8K5 |Tc00.1047053503453.20 (Uncharacterized protein 1,3E+07 71 1,3E+04 835 | 3,00| 764 | 15,21
Q4E4E9 |Tc00.1047053510187.20 |Tyrosine aminotransferase, putative 1,9E+09 2 2,0E+06 274 12,99 | 272 |9,1196
Q4DU62 |Tc00.1047053511391.120|Glutamamyl carboxypeptidase, putative 1,6E+06 351 6,0E+03 843 | 2,44 | 492 |1,4778
Q4DIC7 [Tc00.1047053506959.140|Uncharacterized protein (Fragment) 1,2E+06 408 6,0E+03 857 (2,30 449 |1,0567
Q4DNUS8 [Tc00.1047053511003.10 |Phospholipid-transporting ATPase (Fragment) 8,1E+05 495 6,0E+03 845 (2,13 | 350 -2
Q4D7Y1 |Tc00.1047053510755.120|RNA-binding protein, putative 6,9E+05 531 6,0E+03 847 12,06 316 |3,9185
Q4D312 [Tc00.1047053506505.30 |Uncharacterized protein 6,3E+05 548 6,0E+03 874 (2,02| 326 (1,4152
QADXF7 |Tc00.1047053510355.269|Cytochrome b5, putative (Fragment) 5,6E+05 568 6,0E+03 841 (1,97 | 273 |4,0326
Q4DQ97 Tc00.1047053508387.20 |Methylthioadenosine phosphorylase, putative 5,1E+05 591 6,0E+03 855 (1,93 264 |2,8331
Q4D512 [Tc00.1047053510131.40 |Haloacid dehalogenase-like hydrolase, putative 4,1E+05 623 6,0E+03 846 (1,83 223 |2,0186
Q4D9D2 |Tc00.1047053506627.20 |Uncharacterized protein 3,1E+05 668 6,0E+03 844 (1,72| 176 |1,7054
Q4DDB3 [Tc00.1047053505193.100|Uncharacterized protein 2,3E+06 300 4 4E+04 808 (1,72 | 508 |1,6614
Q4DHAS9 [Tc00.1047053506779.50 |Proteasome beta 3 subunit, putative 3,0E+05 678 6,0E+03 875 11,69| 197 |2,3865
Q4DSP9 [Tc00.1047053509937.150|Serine hydroxymethyltransferase 2,9E+05 682 6,0E+03 876 11,69| 194 |1,2963
Q4DTF4 (Tc00.1047053510311.90 |Quinone oxidoreductase, putative 2,6E+05 703 6,0E+03 859 (1,63 | 156 (2,4893

ZFPTTP.

Proteinas encontradas enriquecidas exclusivamente com ZFPTTP-FLAG.

Proteinas enriquecidas com ZFP29-FLAG e ZFPTTP-FLAG.
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Uniprot — banco de dados de proteinas (The UniProt Consortium, 2014).

TriTrypDB — banco de dados de tripanossomatideos (Asleet et al., 2010).

Descri¢do — anotagdo de acordo com o TriTrypDB .

Intensidade — quantificagéo calculada a partir dos picos de massa/carga dos peptideos identificados

Pos — posicéo no ranking por intensidade (1° - maior; 886° - menor).

E — enriquecimento da proteina baseado na diferenca da sua intensidade na amostra ZFP29-FLAG ou

ZFPTTP-FLAG em relac&o ao controle [log (intensidade na amostra ZFP29-FLAG ou ZFPTTP-FLAG) - log (intensidade no controle)].
tPos — quantas posigdes a proteina subiu no ranking porintensidade na amostra ZFP29-FLAG ou

ZFPTTP-FLAG em relagéo ao controle.

Score - score de identificagdo (valores maiores apresentam maior confianga na identificagéo).
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4.8.2. Andlise dos mRNAs associados as proteinas ZFP29-
FLAG e ZFPTTP-FLAG.

A identificacdo dos transcritos associadas as proteinas ZFP29-FLAG e
ZFPTTP-FLAG foi feita em formas epimastigotas e parasitas submetidos ao
estresse, através do sequenciamento (plataforma Illumina®) dos mRNAs
imunoprecipitados com as proteinas recombinantes. Os experimentos foram
conduzidos em triplicata bioldégica para os parasitas transfectantes e em
duplicata para selvagem (controle do experimento e das analises) para as duas
condicdes (epimastigotas e estresse), totalizando 16 amostras.

A tabela 4.3 mostra a quantificacdo dos RNAs obtidos para cada

amostra apoés a extracao das fracdes imunoprecipitadas.

Tabela 4.3. Quantificagcdo dos RNAs extraidos em cada réplica.

Quantificacdo dos RNAs extraidos das imunoprecipitacdes
Amostra Réplica Dosagem
1 2,92 ng/uL
ZFP29 Epi 2 2,72 ng/uL
3 3,18 ng/uL
1 2,68 ng/uL
ZFP29 Str 2 2,62 ng/uL
3 2,12 ng/uL
1 2,56 ng/uL
ZFPTTP Epi 2 2,80 ng/pL
3 2,60 ng/uL
1 2,26 ng/uL
ZFPTTP Str 2 2,12 ng/uL
3 3,10 ng/uL
Controle (WT) Epi L 2,40 ng/ul
2 2,86 ng/uL
Controle (WT) Str L 2,01 ng/ul
2 2,70 ng/uL
Epi: Epimastigota
Str: Epimastigotas submetidos ao estresse nutricional
Quantificacdo feita por fluorometria (Qubit® 2.0)

A partir desses RNAs foram entdo preparadas as bibliotecas de cada

réplica de modo a obter os cDNAs enriquecidos. As bibliotecas foram

89



isoladamente quantificadas (tabela 4.4) para entdo serem agrupadas em um

pool de 500 pM, o qual foi utilizado para o sequenciamento.

Tabela 4.4. Quantificacéo das bibliotecas de cDNA.

Amostras Réplicas Dosagem (ng/uL)
1 63,4
ZFP29 Epi 2 17,8
3 18,8
1 41,6
ZFP29 Str 2 6,2
3 7,5
1 54,8
ZFPTTP Epi 2 65.2
3 55.6
1 41
ZFPTTP Str 2 63.8
3 71.8
WT Epi 1 23,2
2 11
WT Str L 42,8
2 12
Epi: Epimastigota
Str: Epimastigota estressado nutricionalmente
WT: Parasita selvagem (controle)

Apos o0 sequenciamento foi feita uma andlise de componentes
principais (PCA) para verificar o agrupamento das réplicas. Dessa analise
constatou-se que uma réplica de ZFP29-FLAG e outra do controle (tanto de
epimastigotas quanto de estresse) estavam muito distantes e por isso foram
descartadas. As outras réplicas de ZFP29-FLAG, no entanto, apresentaram-se
proximas entre si e distantes em relagdo ao controle nas duas condicdes (epi e

estresse) (Gréfico 4.7).
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Grafico 4.7. Andlise de PCA das réplicas de ZFP29-FLAG (epimastigota e estresse) em
relacdo ao controle (WT). Cada circulo corresponde a uma réplica conforme indicado na
legenda.

Ja a andlise de componentes principais (PCA) para ZFPTTP-FLAG
mostrou que houve a correlacdo entre as trés réplicas em epimastigotas e no
estresse, as quais permaneceram distantes dos controles (Grafico 4.8).

Nessas andlises as réplicas do controle de epimastigota e estresse

também apresentaram correlacao entre si (Gréafico 4.7 e Grafico 4.8).
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Grafico 4.8. Analise de PCA das réplicas de ZFPTTP-FLAG (epimastigota e estresse) em
relacdo ao controle (WT). Cada circulo corresponde a uma réplica conforme indicado na
legenda.

Dessa forma, as réplicas foram agrupadas e o teste beta-binomial de
Baggerly foi aplicado (Baggerly et al. 2003). Os graficos 4.9 e 4.10 mostram a
distribuicAo dos transcritos encontrados no grupo de ZFP29-FLAG
(epimastigota e estresse, respectivamente) de acordo com o fold change e o p-

value.
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Grafico 4.9. Volcano Plot com a distribuicdo dos transcritos presentes no grupo de
ZFP29-FLAG (Epimastigotas) depois de aplicado o teste de Baggerly. No eixo X estdo os
valores do fold change (logz), enquanto que no eixo Y estdo os valores de p (-logio). A linha de
corte considerou os transcritos com valores de fold change (logz) > -4 e p (-logio) > 2.
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Grafico 4.10. Volcano Plot com a distribuicdo dos transcritos presentes no grupo de
ZFP29-FLAG (Estresse) depois de aplicado o teste de Baggerly. No eixo X estao os valores
do fold change (logz), enquanto que no eixo Y estéo os valores de p (—logio). A linha de corte
considerou os transcritos com valores de fold change (logz) > -4 e p (-logio) > 2.
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Ja os graficos 4.11 e 4.12 mostram a mesma analise de distribuicdo
dos transcritos para o grupo ZFPTTP-FLAG de epimastigota e estresse, nessa

ordem.
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Grafico 4.11. Volcano Plot com a distribuicdo dos transcritos presentes no grupo de
ZFPTTP-FLAG (Epimastigotas) depois de aplicado o teste de Baggerly. No eixo X estdo os
valores do fold change (logz), enquanto que no eixo Y estdo os valores de p (-logio). A linha de
corte considerou os transcritos com valores de fold change (logz) > -4 e p (-logio) > 2.
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Grafico 4.12. Volcano Plot com a distribuicdo dos transcritos presentes no grupo de
ZFPTTP-FLAG (Estresse) depois de aplicado o teste de Baggerly. No eixo X estdo os
valores do fold change (logz), enquanto que no eixo Y estéo os valores de p (—logio). A linha de
corte considerou os transcritos com valores de fold change (logz) > -4 e p (-logio) > 2.
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Apoés a aplicacdo do teste estatistico foram utilizados os seguintes
critérios para definir os RNAs candidatos a se associarem as proteinas ZFP29-
FLAG e ZFPTTP-FLAG: RPKM > 50; Fold change > 4; FDR < 0,01.

Depois dessa selecdo, os numeros de RNAs encontrados enriquecidos
nas amostras de ZFP29-FLAG em relacédo ao controle foram de 260 e 296 em
epimastigotas e estresse, respectivamente (Tabelas 4.5 e 4.6 em anexo).

Em seguida foi analisada a anotagdo dos genes correspondentes a
esses transcritos enriquecidos nos grupos de ZFP29-FLAG no banco de dados
de tripanossomatideos (TriTrypDB - Aslett et al. 2010). Foi encontrado que uma
grande parte (~ 55%) dos genes estdo anotados como codificadores de
proteinas hipotéticas tanto nos transcritos de epimastigotas quanto dos
parasitas submetidos ao estresse (Tabelas 4.5 e 4.6 em anexo).

Entre os transcritos mais abundantes de epimastigotas associados a
ZFP29-FLAG foram encontrados mRNAs referentes a proteinas de de
superficie, como GP63, proteinas de superficie associadas a mucina (MASP) e
proteinas hipotéticas (Tabela 4.5 em anexo).

No grupo de transcritos associados em parasitas em estresse também
foram encontrados entre os mais abundantes os mRNAs referentes a MASP e
a mucinas. ldentificou-se também mRNAs relacionados a proteinas motoras
como dineina, miosina e cinesinas e transcritos envolvidos na oxi-reducéo
(Tabela 4.6 em anexo).

Ao agrupar os mRNAs de epimastigotas em termos de GO (Gene
Ontology) houve um enriquecimento maior de termos relacionados a ligacao a
nucleotideos e processos metabdlicos diversos envolvendo proteinas e
macromoléculas (Grafico 4.13).

Ja nos mRNAs do grupo de estresse, foi possivel visualizar alteracdes
no enriquecimento desses termos, como a atividade quinase, 0S processos
metabdlicos modo geral e os relacionados aos componentes celulares que

aumentaram no estresse (Gréfico 4.14).
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Grafico 4.13. Distribuicdo dos mMRNAs enriquecidos no grupo ZFP29-FLAG
(epimastigotas) em termos de GO. Os trés gréficos de pizza trazem os termos enriquecidos
para os transcritos associados a ZFP29-FLAG em epimastigotas para cada uma das classes:

processo bioldgico; fungdo molecular e componente celular. Esses gréaficos foram gerados
utilizando o programa BLAST2GO.
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Gréfico 4.14. Distribuicdo dos mRNAs enriquecidos no grupo ZFP29-FLAG (estresse) em
termos de GO. Os trés gréaficos de pizza trazem os termos enriquecidos para os transcritos
associados a ZFP29-FLAG no estresse para cada uma das classes: funcdo molecular;
processo biolégico e componente celular. Esses graficos foram gerados utilizando o programa
BLAST2GO.
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Os termos enriquecidos para os transcritos de epimastigotas e estresse
no grupo de ZFP29-FLAG apresentaram diferencas entre essas condigoes,
principalmente acerca dos processos metabdlicos e componentes celulares.
Esse dado levantou a questdo se ZFP29-FLAG estaria se associando a
transcritos diferentes em epimastigota e no estresse. Realmente, quando foram
comparados os transcritos encontrados nessas duas condigcbes uma grande
divergéncia foi observada (Grafico 4.15), confirmando que essas populagfes

de mRNAs sao de fato distintas.

ZFP29-FLAG

.EPI

.STR

Grafico 4.15. Diagrama de Venn com os transcritos associados a ZFP29-FLAG. O grafico
mostra a correlacdo entre as populagbes de mMRNA associadas a ZFP29-FLAG em
epimastigotas (azul) e o estresse (vermelho). Apenas 16 transcritos foram encontrados como
comuns as duas populacgées.

Ao analisar os mMRNAs associados a ZFPTTP-FLAG foram identificados
150 transcritos enriquecidos em epimastigotas e 156 nos parasitas submetidos
ao estresse (Tabela 4.7 e 4.8 em anexo). Depois de obtida a descricdo dos
genes correspondentes a esses mMRNAs, observou-se que a grande parte
codifica para proteinas ribossomais em epimastigotas (44,6%) e uma maior
guantidade no estresse (60,8%) (Tabela 4.7 e 4.8 em anexo).
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Quanto aos termos de GO encontrados no grupo de transcritos
associados a ZFPTTP-FLAG apresentaram-se enriquecidos os relacionados a
processos metabdlicos de proteinas e macromoléculas, a expresséo génica e a
complexos ribonucleoproteicos (Gréafico 4.16),

Para os mMRNAs associados a ZFPTTP-FLAG no estresse a analise por
GO apresentou 0 um enriguecimento para basicamente 0s mesmos termos
encontrados nos transcritos de epimastigotas, porém esse enriquecimento foi
maior. (Gréafico 4.17). Essa semelhanca entre os termos mais representados e
a questdo de em ambas as condicGes terem sido identificados um grande
namero de transcritos que codificam para proteinas ribossomais, apontou para
a possibilidade de ZFPTTP-FLAG se associar a transcritos comuns as formas

epimastigotas e os parasitas submetidos ao estresse.
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Grafico 4.16. Distribuicdo dos mMRNAs enriquecidos no grupo ZFPTTP-FLAG
(epimastigotas) em termos de GO. Os trés gréaficos de pizza trazem os termos enriquecidos
para os transcritos associados a ZFPTTP-FLAG em epimastigotas para cada uma das classes:
processo biolégico; fungdo molecular e componente celular. Esses graficos foram gerados
utilizando o programa BLAST2GO.
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|ribonucleoprotein complex (95)

intracellular organelle (108)

Grafico 4.17. Distribuicdo dos mMRNAs enriquecidos no grupo ZFPTTP-FLAG
(epimastigotas) em termos de GO. Os trés gréficos de pizza trazem os termos enriquecidos
para os transcritos associados a ZFPTTP-FLAG em estresse para cada uma das classes:
processo bioldgico; fungdo molecular e componente celular. Esses graficos foram gerados
utilizando o programa BLAST2GO.
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Quando esses grupos de mRNAs de epimastigotas e estresse foram
comparados observou-se que realmente existe um numero de transcritos
comuns as duas condicbes (Grafico 4.18). No entanto, cerca de 40 transcritos
se associam a ZFPTTP-FLAG exclusivamente em epimastigotas ou no
estresse.

Ao analisar os transcritos ndo compartilhados foi observada uma
grande diferenga. Enquanto que em epimastigotas os 40 mRNAs referem-se a
proteinas hipotéticas, os 46 encontrados exclusivamente no estresse

permanecem relacionados a proteinas ribossomais.

ZFPTTP-FLAG

.EPI .STR

l

Grafico 4.18. Diagrama de Venn com os transcritos associados a ZFPTTP-FLAG. Em azul
estdo os transcritos associados a ZFPTTP-FLAG em epimastigotas e em vermelho os
encontrados em estresse.

Ao todo os dados de RNAseq forneceram informagdes interessantes a
respeitos dos mMRNAs associados as proteinas recombinantes ZFP29 e
ZFPTTP em epimastigotas e no estresse.

Para a proteina ZFP29-FLAG foi observado que a sua associagdo com
0s mMRNAs é dindmica entre os estagios de epimastigotas e estresse, tendo em

vista que ela se associa a populacdes bem distintas nessas duas condicdes.
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Quanto aos transcritos ndo foi possivel realizar grandes inferéncias dado que
muitos deles estdo anotados como proteinas hipotéticas.

No entanto, foram encontrados mRNAs referentes relacionados a
proteinas de superficie como GP63, MASPs e mucinas e a associacdo com
transcritos de proteinas motoras, o que € interessante dada a localizacao da
proteina ZFP29 e a identificagdo de uma dineina como possivel parceiro
proteico.

Ja a proteina ZFPTTP-FLAG apresentou-se associada a uma enorme
quantidade de transcritos relacionados a proteinas ribossomais tanto em
epimastigota quanto para o estresse. Desses mMRNAs uma grande parte foi
identificado nas duas condi¢des, sugerindo que a proteina ZFPTTP-FLAG

mantém-se ligada a um “core” de transcritos relacionados a tradugao.
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5. DISCUSSAO

A capacidade de regulacédo pos-transcricional da expressao génica € uma
caracteristica comum a todos os organismos e € requerida pela necessidade
de uma célula responder rapidamente a mudancas ambientais (Van Assche et
al. 2015; Schwanhéausser et al. 2011). Apesar de essa caracteristica estar
presente desde bactérias até mamiferos, existem organismos que atribuiram a
ela um maior valor evolutivo, como o0 caso dos tripanossomatideos. Nessa
familia de protozoarios as evidéncias encontradas suportam a ideia de que o
controle pos-transcricional da expressao génica € a principal forma utilizada por
esses organismos para regulacdo de seus genes (Clayton 2002; Martinez-
Calvillo et al. 2010; Fernandez-Moya & Estévez 2010).

Entre os membros desse clado se encontram o T. cruzi, T. brucei e as
espécies do género Leishmania, que sdo parasitas com ciclo de vida
heteroxénicos, envolvendo a alternancia entre hospedeiros vertebrados e
invertebrados (Tyler & Engman 2001; Matthews 1999; Dostéalova & Volf 2012).
Os hospedeiros distintos exigem dos parasitas uma capacidade de adaptacao
e tolerancia para que esses tenham sucesso na infeccdo. Em resposta ao
desafios encontrados como mudanca de temperatura, pH e disponibilidade de
nutrientes, esses parasitas conseguem modular a expressao de seus genes,
alterando seus metabolismos e alternando entre morfologias distintas através
de processos de diferenciacdo (Matthews 1999; Alves & Goldenberg,in press.;
Figueiredo et al. 2000). Nesse contexto, portanto, destacam-se os fatores
envolvidos nas etapas da regulacao da expressao génica que ocorrem apos o
inicio da transcricao, dentre eles as RBPs (Glisovic et al. 2008).

Nos tripanossomatideos o repertério predito de proteinas com dominios de
ligacdo ao RNA é vasto e variado, sobretudo para RBPs da familia das
proteinas RRMs e dedo de zinco C3H (Gaudenzi et al. 2005a; Kramer et al.
2010).

Nessa dissertacdo foram estudadas duas proteinas com dominio dedo de
zinco C3H no T.cruzi ZFP29 e ZFPTTP. Os resultados encontrados apontam
gue essas duas proteinas sdo reguladas na metaciclogénese nao sendo

expressas na forma tripomastigota metaciclica. No decorrer desse processo de
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diferenciacdo obteve-se que a expressdo de ZFP29 é reprimida ap6és o
estresse nutricional, enquanto que ZFPTTP sofre uma drastica redugcdo de
seus niveis proteicos durante a etapa de adeséo (figura 4.1).

Esse dado tornou-se interessante ndo apenas pela questdo de ZFP29 e
ZFPTTP ndo serem expressas no estagio infectivo do T.cruzi, mas também por
esse controle ocorrer em etapas importantes durante o disparo da
metaciclogénese (Bonaldo et al. 1988; Kollien & Schaub 2000). Existem
registros de outras RBPs reguladas durante esse processo de diferenciacdo no
T. cruzi, como o caso da proteina TcZFP2 que apresentam-se reduzida nas
formas tripomastigotas metaciclicas (Morking et al. 2012). e da proteina
TcRBP40 que nao foi detectada nesse estagio (Guerra-Slompo et al. 2012).

A proteina TcZFP2 se liga a sequéncias ricas em A na regidao 3’'UTR de
seus transcritos, dentre os quais os que codificam para proteinas relacionadas
ao processamento e transporte de RNA; complexo citocromo B e proteinas
associadas a dineina. Nesse estudo foi visto que grande parte dos RNAs alvos
de TcZFP2 apresentam uma maior expressao nas formas metaciclicas, onde a
proteina é regulada (Morking et al. 2012).

Ja a proteina TcRBP40 se liga a sequéncias ricas em AG na por¢ao 3’-
UTR dos seus transcritos alvos. Dentre os mRNAs associados a TcRBP40
foram encontrados transcritos que codificam para proteinas envolvidas no
metabolismo de acidos nucléicos, no dobramento proteico e proteinas com
dominios transmembrana (Guerra-Slompo et al. 2012).

No T. brucei também foram descritas RBPs que sdo moduladas durante o
processo de diferenciagcdo como o caso da proteina RBP10 que é expressa
exclusivamente nas formas sanguineas desse parasita (Wurst et al. 2012). A
proteina RBP10 quando removida das formas sanguineas ou superexpressa no
estagio prociclico promove grandes alteracdes no transcriptoma do parasita. A
inducdo do RNAI de RBP10 acarretou na reducao dos niveis de 320 transcritos,
dentre os quais 85 sao especificos da forma sanguinea e grande parte é
relacionado ao metabolismo de acgucar e ao transporte. Quando essa proteina
foi expressa nas formas prociclicas foi observado um aumento de 156 mRNAs,
dos quais 78 eram especificos da forma sanguinea, e novamente, associados
ao metabolismo de agucar, enquanto que, entre 0s transcritos reprimidos,

estavam os especificos as formas prociclicas (Wurst et al. 2012).
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Um dos principais mecanismos de controle pos-transcricional ocorre por
meio do reconhecimento de elementos cis nos mMRNAs presentes
majoritariamente nas regides 3’-UTR e 5-UTR (Kramer & Carrington 2011;
Pastro et al. 2013). Por essa razdo decidiu-se investigar se o controle dos
niveis proteicos de ZFP29 e ZFPTTP era decorrente da regulacdo dessas
regides em seus transcritos, clonando apenas as regides codificadoras no vetor
PTCNEO3XFLAG.

Ao analisar os dados de expressao das proteinas ZFP29-FLAG e ZFPTTP-
FLAG encontrou-se que as proteinas recombinantes permaneceram sendo
reguladas negativamente no estdgio metaciclico, apesar de haver diferencas
em relagdo as respectivas proteinas nativas. Com base nesses resultados foi
possivel descartar que a regulacdo de ZFP29 e ZFPTTP observada nos
tripomastigotas metaciclicos é decorrente das regibes UTRs presentes em
seus respectivos transcritos. Entretanto, as diferencas observadas entre as
proteinas recombinantes e nativas podem indicar a participacdo dessas regioes
no controle de ZFP29 e ZFPTTP nas formas aderidas ao substrato. Ainda, o
fato de tanto as proteinas nativas quanto transfectantes terem sofrido
regulacdo no estagio infectivo (tripomastigota metaciclico) aponta que esse
controle nesse estagio esta sendo mediado pelo reconhecimento de algum
elemento presente nas sequéncias codificadoras ou nas proprias proteinas.

Ao todo esses dados evidenciam a existéncia pelo menos dois pontos de
controles distintos das proteinas ZFP29 e ZFPTTP em diferentes etapas da
metaciclogénese, podendo estes atuar nas UTRs dos transcritos de zfp29 e
zfpttp nas formas aderidas e na CDS e/ou prépria proteina nos metaciclicos.
Para avaliar o papel dos mRNAs de zfp29 e zfpttp na regulacdo encontrada
foram analisados os niveis dos transcritos das proteinas ZFP29 e ZFPTTP na
metaciclogénese.

O transcrito de zfp29 sofre uma reducado abrupta de seus niveis no estagio
metaciclico comparado aos demais estagios (figura 4.9). Esse dado corrobora
com a ideia de que nas formas tripomastigotas metaciclicas a regulagdo da
proteina ZFP29 seja mediada por elementos presentes na regiao codificadora
de seu transcrito, que provavelmente promovem a sua desestabilizacdo, tendo
em vista a reducao encontrada. Isso explica o fato do mesmo controle ter sido

observado para a proteina transfectante. No entanto, nos parasitas aderidos o
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MRNA de zfp29 foi detectado em niveis semelhantes ao das formas
epimastigotas, embora a proteina ZFP29 ndo seja expressa. Essa observacéo
sugere que nesse estagio a regulacdo desse proteina ndo seja dependente do
niveis de mMRNA, mas sim do controle exercido sobre a propria proteina. No
entanto, a proteina ZFP29-FLAG esta expressa em epimastigotas aderidos e
por essa razao acredita-se que exista também outro mecanismo de controle
envolvido atuando nos transcritos, provavelmente nas regides UTRS.

Ja os dados de expressdo do mRNA de zfpttp revelaram que seu transcrito
permanece expresso durante toda a metaciclogénese, evidenciando que a
reducdo nos niveis de ZFPTTP visualizada nas formas metaciclicas néo é
consequéncia do controle da quantidade de seu transcrito nesse estagio
(Figura 4.10). Com base nessa informacdo, especula-se que o controle
observado nessa etapa possa ser oriundo de mecanismos regulatérios atuando
na propria proteina ou na regido codificadora do mRNA de zfpttp. Em ambas as
situacdes explicaria o perfil de expressado apresentado pela proteina ZFPTTP-
FLAG.

A partir dessas observacfes descritas tanto para ZFP29 quanto para
ZFPTTP considerou-se que a regulacdo dessas proteinas pode estar
ocorrendo das seguintes formas: (I) apesar dos mRNAs de zfp29 e zfpttp
estarem sendo traduzidos, existem mecanismos regulatorios atuando sobre as
préprias proteinas no estagio metaciclico levando-as para degradacao. (ll) por
meio do controle da traducdo dos transcritos de zfp29 e zfpttp nos estagios
onde os mMRNAs estao presentes, mas as proteinas estdo sendo reguladas. Os
dados sugerem que os elementos cis estdo presentes na regido codificadora
desses transcritos.

Apesar da maior parte dos elementos cis serem encontrados nas regioes
nao traduzidas dos transcritos, existem relatos de mMRNAs regulados através de
sequéncias presentes em suas regides codificadoras. Um exemplo € o caso do
MRNA da proteina APP em humanos, que é regulada pelos fatores hnRNPC e
FMRP que competem pelo mesmo elemento presente na regido codificadora e
tém influéncia na traducdo desse transcrito. A sequéncia reconhecida por
essas duas proteinas é composta por 120 nucleotideos e é rica em G e A.

Enquanto hnRNPC promove a tradugédo de APP, a proteina FMRP promove a
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associacao desse transcrito com corpos de processamento (P-bodies) de modo
a reprimir a sintese da proteina APP (Lee et al. 2010).

Outro exemplo relatado foi 0 do mRNA de a-tubulina no T. cruzi, que possuli
elementos regulatérios na regido 3’'UTR, mas também nos primeiros quatro
coédons da regido codificadora, conforme visto por analises com gene reporter.
Através de um mecanismo de auto regulagdo o mRNA de a-tubulina é
desestabilizado na presenca de grandes quantidades de tubulina livre. Foi
identificado uma sequéncia ARE de 44 nucleotideos na regido 3'UTR
semelhante a encontrada em mamiferos que esta bem descrita por promover a
desestabilizacdo. (Da Silva et al. 2006).

Foram também caracterizadas algumas proteinas que reconhecem
elementos cis na regido codificadora de seus transcritos alvos, como as ja
citadas hnRNPC e FMRP, além da proteina RBP42 (Lee et al. 2010; Das et al.
2012). A proteina RBP42 interage com mRNAs associados a polissomos no
citoplasma. Através de analises de sequenciamento constatou-se que 94% das
leituras mapeadas se encontravam nha regido codificadora dos transcritos
associados a RBP42 e envolvidos com o metabolismo energético celular (Das
et al. 2012).

Os dados provenientes de experimentos de Ribosome Profiling de
epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos (Smircich et al., 2015) forneceram
importantes evidéncias acerca das hipéteses aqui levantadas. A identificacdo
da associacdo dos transcritos de zfp29 e zfpttp com polissomos nas formas
metaciclicas fortalece as duas suposi¢fes feitas anteriormente, uma vez que 0s
MRNAs podem estar sendo traduzidos ou aprisionados pelos ribossomos. O
perfil de mapeamento das reads ao longo do transcrito pode sugerir se a
traducdo daquele transcrito esta ocorrendo ou ndo. Isso porque nessa técnica o
mapeamento ocorre em regides protegidas pelo ribossomo da digestdo com
RNAses, logo, se existem regides onde mais ribossomos foram encontrados no
momento da digestdo em relacdo a outras, pode ser um indicativo de que: (I)
os ribossomos passam mais devagar ali e por essa razado tem maior chance de
protegerem o mesmo segmento do transcrito; (II) os ribossomos podem estar
parados naquela posicéo.

Ao analisar o perfil encontrado para ambos os transcritos em epimastigotas e

metaciclicos, nota-se que ha diferencas entre os estagios (Figuras 4.11 4.12).
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Enquanto que em epimastigotas o0 mapeamento ocorreu por todo transcrito,
nas formas metaciclicas houve a presenca de um namero menor de regides
mapeadas, concentradas na porgdo central e C-terminal do transcrito. Esse
perfil foi semelhante ao encontrado para os transcritos de outras proteinas do
T.cruzi como TcSofl, Tcimp3, Tcimp4 e TcDhrl. Para essas proteinas inferiu-
se que o perfil encontrado corresponderia a um mecanismo de regulagcédo na
elongacdo da traducdo (Bispo 2014). Os resultados encontrados mostram
ainda que, de modo geral, os transcritos permanecem em niveis semelhantes,
mas que a sua associacdo com o0s polissomos e a eficiéncia da traducao
variam entre os diferentes estagios (Smircich et al. 2015).

Juntos esses dados suportam a hipétese levantada de que o mRNA de
zfpttp esta sendo regulado na etapa de traducdo nas formas metaciclicas.
Ainda, a reducdo dos niveis de mMRNA de zfp29 nas formas tripomastigotas
metaciclicas observada sugere que esteja ocorrendo a degradacdo desse
transcrito nesse estagio. Logo esses dados apontam para a existéncia de
diferentes mecanismos de controle que provavelmente atuam simultaneamente
para controlar a expressao de ZFP29 e ZFPTTP.

A proteina ZFP29 apresentou-se citoplasméatica num padréo disperso

granular nas formas epimastigotas, mantendo essa caracteristica quando os
parasitas foram submetidos ao estresse nutricional.
A proteina ZFPTTP apresentou uma mudanca na localizacdo. Em
epimastigotas foi citoplasméatica num padrdo granular disperso com uma maior
concentracdo dessa proteina na periferia nuclear. Nos parasitas ao
estressados e aderidos ao substrato, a proteina ZFPTTP aparentou migrar para
0 nucleo, de modo que a sua localizacao tornou-se tanto citoplasmatica quanto
nuclear. Ja para a cepa transfectante contendo a proteina ZFPTTP-FLAG nos
estagios de estresse e de adesdo (nas primeiras 24 horas) a proteina
recombinante ndo exibiu a aparente migracdo para o nucleo, observada para
ZFPTTP. Dessa forma, é possivel que a diferenca encontrada na localizagédo
da proteina recombinante tenha influéncia na regulacéo diferenciada que essa
apresenta em relacéo a nativa nas formas aderidas.

De modo geral, a localizacdo das RBPs pode ser bem variada dentro de
uma célula tendo em vista a ampla distribuicdo que suas moléculas alvos

(RNAs) apresentam. Nos tripanossomatideos ja foram caracterizadas proteinas
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citoplasmaticas que apresentam esse padrdao de marcacdo citoplasmatico
granular e disperso como caso das proteinas DRBD3, TcZC3H39, TcRBP40,
RBP42, RBP10 e ZC3H11 (Alves et al. 2014; Wurst et al. 2012; Das et al. 2012,
Guerra-Slompo et al. 2012; Fernandez-Moya et al. 2012).

Apesar de ser constitutivamente expressa na metaciclogénese TcZC3H39
apresentou alteracbes na sua localizacdo ao longo desse processo, COmo O
aumento dos granulos observados para TcZC3H39 nos parasitas submetidos
ao estresse A proteina TcCRBP40 exibe uma localizacao difusa no citoplasma e
com um forte sinal nos reservossomos (organela de armazenamento
encontrada exclusivamente nos T. cruzi) em epimastigotas. Quando os
parasitas sdo submetidos ao estresse nutricional a marcagdo nos
reservossomos € intensificada (Guerra-Slompo et al. 2012). A proteina DRBD3
encontra-se majoritariamente no citoplasma e quando submetida ao estresse
oxidativo por arsenito de sédio migrou para o nucleo, ao passo que durante o
estresse nutricional essa proteina foi encontrada acumulada em gréanulos
citosélicos (Fernandez-Moya et al. 2012).

Foram também descritas proteinas RBPs nucleares nesses organismos,
dentre as quais as proteinas PTB1, PTB2, TbRRM1, TcRRM2, PUF7 e PUF10
(Martins 2012; Schumann Burkard et al. 2013; Naguleswaran et al. 2015; Stern
et al. 2009). Entre essas se destacam as proteinas TbORRM1 que apesar de
nuclear em condi¢cdes de homeostasia, quando o T.brucei é submetido a um
estresse térmico altera sua localizacao para o citoplasma (Naguleswaran et al.
2015) e a proteina TcRRM2 que adquiriu uma marcacao parcialmente
citoplasmatica apos a inibicdo da sintese de RNA causada pela droga
actinomicina D (Martins, 2012).

Desse modo os relatos de RBPs que alteram sua localizagdo na presenca
de distintos estimulos de estresse reforcam a ideia de que ZFPTTP possa estar
migrando para o ndcleo durante a metaciclogénese. Foram feitas buscas de
predicdo de sinal de enderecamento nuclear na sequéncia de ZFPTTP, porém
0s resultados obtidos ndo encontraram uma sequéncia evidente (dados nao
mostrados). Isso ndo descarta que exista uma sequéncia de localizacao
nuclear nessa proteina, mas levanta a possibilidade da proteina ZFPTTP ser

direcionada ao nucleo através da interacdo com outros fatores (MRNAs ou
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proteinas). Contudo a localizacdo de ZFPTTP nesse compartimento ainda deve
ser confirmada.

A marcacdo num padrdo granular citoplasmética de RBPs tem suportado
evidéncias de que essas proteinas estejam associadas a granulos de RNAs,
conforme observado para TcZC3H39 e DRBD3 (Alves et al. 2014; Fernandez-
Moya et al. 2012). Dentre esses granulos estdao os granulos de estresse e 0s
corpos de processamento (P-bodies), que apresentam um importante papel na
regulacdo pos-transcricional da expressao génica por serem capazes de
modular o destino dos RNAs contidos neles, promovendo a sua degradacao,
estocagem, selecdo para a traducdo e transporte dentro da célula (Kramer
2014; Decker & Parker 2012). No T. cruzi ja foram relatadas a presenca de
RBPs em granulos de RNA contendo a proteina TcDHH1, a qual esta presente
em granulos que compartilham semelhancas com granulos de estresse (Holetz
et al. 2007).

A expressao de ZFP29-FLAG nédo apresentou alteracbes no crescimento
guando esse foi comparado aos controles (parasita selvagem e parasita GFP-
FLAG) (Grafico 4.1), sugerindo que a proteina ZFP29 provavelmente ndo esta
afetando o crescimento. Ja para os parasitas ZFPTTP-FLAG foi encontrado um
aumento de seu crescimento nos terceiro e quinto dias (Gréfico 4.2), indicando
gue essa proteina pode estar modulando positivamente o metabolismo do
parasita.

Na literatura estéo descritos casos em que RBPs interferem no crescimento
de T. brucei, como as proteinas RBP42, PTB1, PTB2 e RRM1 (Das et al. 2012;
Stern et al. 2009; Naguleswaran et al. 2015). Para essas quatro proteinas
observou-se que o seu nocaute induzido por RNAi (RNA interference) provocou
reducbes no crescimento do parasita. Por outro lado, no caso da proteina
TbZC3H13, a sua superexpressao promoveu a inibicdo no crescimento das
formas prociclicas (Ouna et al. 2012).

Quando analisado o perfil de diferenciacéo dos parasitas transfectantes foi
observado que para ZFP29-FLAG houve um aumento do numero de parasitas
no sobrenadante das garrafas no segundo dia da diferenciacédo em relacao aos
controles (Grafico 4.3). No terceiro dia, no entanto, essa quantidade de
parasitas foi semelhante a encontrada no segundo dia e menor do que a

observada na cultura selvagem. Como no processo de diferenciacao in vitro o
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pico de liberacdo das formas tripomastigotas metaciclicos é a partir de 72 horas
(Contreras et al. 1985; Bonaldo et al. 1988), esse perfil obtido para a cultura
transfectante ZFP29-FLAG indica que houve uma antecipacao desse processo.
Tendo em vista que tanto as formas epimastigotas quanto as tripomastigotas
metaciclicas foram alteradas nesses tempos da diferenciacdo (segundo e
terceiro dia — grafico 4.4), especulou-se que na cultura transfectante ZFP29-
FLAG essa mudanca observada poderia ser consequéncia de alguma alteracao
no processo de adesao das células.

A cultura expressando ZFPTTP-FLAG apresentou diferencas apenas na
guantidade de formas epimastigotas encontradas nos segundo e terceiro dias
da metaciclogénese (Gréfico 4.6). No periodo de 48 horas o numero de
epimastigotas ZFPTTP-FLAG foi superior ao exibido pelo controle, enquanto
gue no terceiro dia (72 horas) encontrou-se diminuido em relacdo ao parasita
selvagem. Esse fato, aliado com o dado que o numero de parasitas
transfectantes no sobrenadante (sem distincdo de formas) foi equivalente ao
parasita selvagem durante a metaciclogénese, sugere que esse processo de
diferenciacdo esta alterado nos parasitas ZFPTTP-FLAG. Dessa forma, é
possivel que a presenca dessas proteinas promova distlrbios no decorrer da
diferenciacdo das formas epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos, o que
fornece um indicio da razdo pela qual ZFP29 e ZFPTTP sao reguladas na
metaciclogénese.

O envolvimento de RBPs na diferenciagdo ja foi observado nos
tripanossomatideos como no caso da proteina TbZFP2, onde o silenciamento
de seu gene génico afetou a diferenciacdo das formas sanguineas em
prociclicas do T. brucei (Hendriks et al. 2001). Outra proteina que apresentou
um fendtipo semelhante ao de ThZFP2, inibindo a diferenciacdo do estagio
sanguineo para o prociclico foi ZC3H18 (Benz et al. 2011). J& para o T. cruzi,
parasitas nocauteados para TcZC3H31 foram incapazes de se diferenciar em
formas tripomastigotas metaciclicas, enquanto que a superexpressao dessa
proteina aumentou a quantidade de formas metaciclicas observadas (Alcantara
2014).

Na imunoprecipitagdo de ZFP29-FLAG foram identificadas duas proteinas
enriquecidas exclusivamente (Tabela 4.1), KMP-11 (TcCLB.508413.68) e uma
cadeia pesada de dineina (TcCLB.506679.110). A proteina KMP-11 associa-se
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com o citoesqueleto e esta presente no citoplasma, flagelo, cinetoplasto, e
revestindo o T. cruzi (Diez et al. 2008; Thomas et al. 2000). Os poucos dados
existentes para as dineina de cadeia pesada em tripanossomatideos apontam
sua importancia na mobilidade flagelar (Springer et al. 2011). Como a proteina
ZFP29 possui uma localizacdo citoplasmatica por todo o corpo do parasita,
incluindo o flagelo é possivel que elas interajam.

Ja na imunoprecipitacdo de ZFPTTP-FLAG foi observado o enriquecimento
de seis proteinas (Tabela 4.2). Entre essas se destaca a identificacdo da
subunidade beta-3 do proteassomo (TcCLB.506779.50). Os proteassomos s&o
grandes complexos proteicos cuja funcdo € degradar proteinas consideradas
desnecessarias ou danificadas (Rubin & Finley 1995; Hochstrasser 1995).

Desse modo, a interacdo da proteina ZFPTTP (possivelmente mediada
pelo dominio DNAJ) com uma subunidade desse complexo € extremamente
interessante, pois pode sugerir que essa proteina pode estar envolvida nessa
via de degradacgéao. De fato em trabalho publicado por Cardoso e colaboradores
(2008) observou-se que proteassomos estdo ativos durante a diferenciacéo das
formas epimastigotas em tripomastigotas metaciclicas e quando inibidos,
ocorre a parada da replicacéo e diferenciacédo do T. cruzi (Cardoso et al. 2008).

A identificacdo dos mRNAs associados as proteinas ZFP29 e ZFPTTP em
epimastigotas e nos parasitas submetidos a estresse apresentou resultados
bem distintos para essas proteinas. A correlacdo entre 0s transcritos
identificados associados a ZFP29 em epimastigotas e nos parasitas
submetidos ao estresse foi baixa (Grafico 4.15) indicando que o repertoério dos
MRNAS associados a essa proteina nessas duas condi¢cdes é bem distinto.

As analises por termos de GO (Gene Ontology) apresentaram um
enriguecimento de termos relacionados a atividade quinase, processos
metabdlicos e componentes celulares, estando esses mais representados no
estresse (Gréfico 4.13 e 4.14). No estresse também foram encontrados
transcritos referentes a proteinas envolvidas na oxi-reducao (Tabela 4.6). Esse
dado foi semelhante ao que encontrado para a proteina TcZC3H39 que se
associa a mMRNAs dos complexos citocromo c¢ oxidase VI, VIII e IX e
oxoglutarato desidrogenase somente na condicdo de estresse alterando a
estabilidade desses transcritos (Alves et al. 2014). Foram também identificados

trés mMRNAs anotados como cadeia pesada de dineina associados a ZFP29 em
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epimastigotas, sendo um dos IDs (TcCLB.506679.110) o mesmo da proteina
candidata a parceira de ZFP29. A analise dos mRNAs imunoprecipitados com a
proteina TcZFP2 também teve a identificacdo de transcritos correspondentes a
dineina (Morking et al. 2012). Um dos mecanismos de controle do mRNA é
através da sua localizacdo na célula, por meio da associacdo de complexos
MRNPs com o citoesqueleto e as proteinas motoras a ele associadas, como as
dineinas (Shahbabian & Chartrand 2012). Um exemplo da participacdo de
proteinas motoras como dineina no controle da localizacdo de MRNAs
especificos € o encontrado nos o6citos de Drosophila. Nesse organismo,
durante a oogénese, ocorre a formagdo dos eixos embrionérios atraves da
polarizacéo de diferentes mMRNAs em distintas regides do od4cito (Schnorrer et
al. 2000). Foi encontrado que a mobilizacdo de alguns desses mRNASs, como
0s que codificam para as proteinas Bicoide e Swallow é feita através do
transporte desses transcritos pela proteina motora dineina, que os direciona
para o polo anterior do odécito (Schnorrer et al. 2000). A mesma interacdo com
dineina foi observada para 0 mRNA de grk (gurken) que é transportado
primeiramente para a regido anterior, e posteriormente direcionado para o
ndcleo na porgdo dorsal. Em ambas situacbes os autores relataram a
dependéncia da dineina para realizar esse transporte (MacDougall et al. 2003).

Para ZFPTTP grande parte dos transcritos identificados codifica para
proteinas ribossomais em ambas as condi¢cdes. Dos transcritos encontrados
em epimastigotas e no estresse, 112 sdo comuns as duas condi¢des, enquanto
que 40 foram identificados exclusivamente em epimastigotas e 46 no estresse
(Gréfico 4.18).

A quantidade de transcritos que codificam para proteinas ribossomais
encontrados se associando a ZFPTTP em epimastigotas e no estresse sugere
que essa proteina desempenhe algum papel relacionado a traducdo. A
interacdo com MRNAs de proteinas ribossomais também foi observada para
outras RBPs, como o caso das proteinas TcZC3H39, TbDRBD3 e TcZFP2
(Alves et al. 2014; Fernandez-Moya et al. 2012; Mérking et al. 2012). A proteina
TcZC3H39 interage com ao mRNA que codifica para a proteina ribossomal L9
em epimastigotas e no estresse, sendo que na condicdo de estresse

TcZC3H39 promove a desestabilizacdo desse transcrito (Alves et al. 2014).
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Quanto ao papel de ZFP29 e ZFPTTP, foi observado que a proteina ZFP29
se associa com transcritos relacionados a processos metabdlicos diversos,
além de mRNAs que codificam para proteinas motoras e de membrana. Apesar
dos termos enriquecidos terem sido comuns entre essas duas condi¢cdes a
populacao de transcritos encontrados é bem distinta, apontando que a proteina
ZFP29 possui uma interagéo dindmica. Ao analisar os transcritos associados a
ZFPTTP-FLAG notou-se um grande enriquecimento de mRNAs que codificam
para proteinas ribossomais tanto em epimastigota quanto no estresse,
sugerindo um envolvimento de ZFPTTP no controle da traducdo. Tendo em
vista que as formas epimastigotas expressando ZFPTTP-FLAG apresentaram
um aumento no crescimento, é possivel que, a0 menos nesse estagio, essa

proteina esteja modulando positivamente a traducéo.
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6. CONCLUSAO

As proteinas ZFP29 e ZFPTTP séo reguladas durante a metaciclogénese em
pontos distintos: ZFP29 é expressa apenas nas formas epimastigotas e durante
0 estresse nutricional; ZFPTTP sofre uma reducdo em seus niveis proteicos
nas formas aderidas. Ambas estdo ausentes nas formas tripomastigotas

metaciclicas.

Foram obtidos parasitas transfectantes expressando as proteinas ZFP29 e
ZFPTTP fusionadas a etiqueta FLAG.

A expressao das proteinas ZFP29-FLAG e ZFPTTP-FLAG apresentou um perfil
diferente do encontrado para as proteinas nativas, ndo tendo sido observada a
regulacdo negativa no estagio dos parasitas aderidos. No entanto, o controle
da expressdo das proteinas ZF29 e ZFPTTP recombinantes nas formas
tripomastigotas metaciclicas permaneceu, estando ZFP29-FLAG expressa em

niveis drasticamente reduzidos e ZFPTTP-FLAG ausente.

O mRNA de ZFP29 encontra-se em menores niveis de expressdo nas formas
tripomastigotas metaciclicas. J& o transcrito de ZFPTTP permanece em niveis

constantes durante a metaciclogénese.

A imunolocalizacdo da proteina ZFP29 é citoplasmatica dispersa por todo o

corpo do parasita num padréo granular.

A proteina ZFPTTP localiza-se no citoplasma de epimastigotas num padrao
granular e mais concentrado ao redor do nucleo. Quando os parasitas sao
submetidos ao estresse e nos parasitas aderidos a marcacdao de ZFPTTP

parece estar alterada.

Os parasitas transfectantes expressando a proteina ZFP29-FLAG ndao
apresentaram modificacbes no crescimento. No, entanto, foi observado
alteracbes na diferenciacdo desses parasitas estando o numero de
epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos alterado em relacdo aos

controles.
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As formas epimastigotas expressando a proteina ZFPTTP-FLAG parece ter
afetado positivamente o crescimento do parasita e também alterou o numero

de formas epimastigotas encontrados durante a diferenciagao.

A partir do sequenciamento dos transcritos imunoprecipitados com ZFP29-
FLAG em epimastigotas e no estresse foram encontrados 260 e 296 mMRNAs
enriquecidos, respectivamente. Os mRNAs identificados nessas duas
condigbes constituem populacdes distintas compostas em sua maioria por

transcritos que codificam proteinas hipotéticas.

O sequenciamento dos mMRNAs imunoprecipitados com ZFPTTP-FLAG
apresentou que 150 transcritos em epimastigotas e 156 no estresse estavam
enriquecidos. Desses, grande parte em epimastigotas e a maioria no estresse

codificam para proteinas ribossomais e sdo comuns aos dois estagios.
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8. ANEXOS

Tabela 4.5. Transcritos enriquecidos na imunoprecipitacdo de ZFP29-FLAG em epimastigotas. (Fold Change >4; FDR < 0,01).

TcCLB.473703.10

1 surface protease GP63, putative 2670,36 3,72E-15 18825,86 7,05
2|TcCLB.510073.75 | hypothetical protein, conserved 1927,36 0,001476|  1927,36 0,00
3|TcCLB.505025.80 | hypothetical protein, conserved 1744,68 3,73E-21)  2195,85 1,26
4[TcCLB.508437.10 | hypothetical protein 1441,97 6,15€-21|  1441,97 0,00
5[TcCLB.504505.20 retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative 1281,01 2,51E-35 1281,01 0,00
6|1cCLB.506173.60 mucin-associated surface protein (MASP), putative 1015,11 2,62E-08 934,59 0,92

mucin-associated surface protein (MASP, pseudogene),
TcCLB.511605.5

7 putative 868,02 0 619532 7,14
g[TcCLB.510275.405 | ynothetical protein 836,95 6,156-21] 836,95 0,00
g[TcCLB.505193.50 | hynothetical protein 818,99 2,26-121] 758,18 0,93

10[TcCLB.508243.36 | by pothetical protein 818,99 2,2E-121] 923,56 1,13

11|TcCLB.504233.50 hypothetical protein, conserved 712,30 7,03E-21 1628,35 2,29
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TcCLB.511895.40

hypothetical protein 712,30 7,16E-21 248,82 0,35
TcCLB.510015.10 | hypothetical protein 712,30 7,03E-21]  1190,88 1,67
TcCLB.508853.10 mucin-associated surface protein (MASP), putative 661,85 6,15E-21 661,85 0,00
TcCLB.507609.150 | hypothetical protein (pseudogene) 658,65 1,35E-07|  1456,16 2,21
TcCLB.505171.20 | hypothetical protein 617,31 0,001476] 617,31 0,00
TcCLB.505971.20 | hyphothetical protein 614,25 2,56-121]  1575,69 2,57
mucin-associated surface protein (MASP, pseudogene),
TcCLB.509751.28
putative 532,37 1,05E-13 44725,31 84,01
TcCLB.509363.31 | hyphothetical protein 525,23 9E-122| 525,23 0,00
TcCLB.507071.20 mucin-associated surface protein (MASP), putative 524,06 0,001476 524,06 0,00
TcCLB.510799.60 | myycin TcMUCHI, putative 516,19 0,001518 568,73 1,10
TcCLB.509197.10 cation transporter, putative 516,19 0,001518 345,54 0,67
phosphoadenosine phosphosulfate reductase-like protein,
TcCLB.511151.50
putative 516,19 0,001518 475,24 0,92
zinc-binding phosphatase, putative, Myotubularin-related
TcCLB.510635.50
protein, putative 516,19 0,001518 198,02 0,38
TcCLB.506337.190 hypothetical protein, conserved 516,19 0,001518 192,74 0,37
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TcCLB.511611.30

hypothetical protein 510,43 0 2585,87 5,07
TcCLB.509545.10 | 1ycin-associated surface protein (MASP), putative 413,99 0,001476] 413,99 0,00
TcCLB.506139.110 | 1 cin-associated surface protein (MASP), putative 409,50 8,2E-121 409,55 1,00
TcCLB.511655.69 | pjquitin-activating enzyme-like protein 409,50 1,1E-119| 278,94 0,68
TcCLB.506425.5 receptor-type adenylate cyclase, putative (fragment) 409,50 4,3E-115 268,07 0,65
TcCLB.510513.70 hypothetical protein, conserved 409,50 6,72E-91 211,71 0,52
TcCLB.503881.10 | kynureninase, putative 409,50 1,1E-120| 295,30 0,72
TcCLB.510483.180 | 1y cin-associated surface protein (MASP), putative 409,50 8,7E-121 383,32 0,94
integral membrane transport protein, putative, drug
TcCLB.509023.150
resistance protein, putative 409,50 1,2E-120 285,50 0,70
retrotransposon hot spot protein (RHS, pseudogene),
TcCLB.510079.10
putative 409,50 1,2E-120 284,12 0,69
TcCLB.508827.20 hypothetical protein, conserved 409,50 1,1E-103 241,42 0,59
TcCLB.507765.30 hypothetical protein, conserved 409,50 3,85E-86 200,60 0,49
TcCLB.503521.80 hypothetical protein, conserved 409,50 5,34E-62 144,40 0,35
mucin-associated surface protein (MASP, pseudogene),
TcCLB.507205.10
putative 409,50 5,8E-121 698,53 1,71
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TcCLB.504427.60

hypothetical protein, conserved 409,50 7,9E-121 436,86 1,07
TcCLB.510381.70 | hypothetical protein, conserved 409,50 1,1E-106| 248,39 0,61
TcCLB.511727.70 | hypothetical protein, conserved 409,50 3,11E-96) 224,12 0,55
elongation factor 1-alpha (ef-1-alpha), putative, HSP70
TcCLB.508461.130
subfamily B suppressor 1, putative 409,50 7,46E-89 206,93 0,51
TcCLB.509663.50 | trans-sialidase, Group VIII, putative 409,50 1,21E-56| 131,94 0,32
TcCLB.508777.40 leucine-rich repeat protein, putative 409,50 3,2E-50 117,02 0,29
TcCLB.506251.130 ubiquitin-protein ligase (pseudogene), putative 409,50 8,6E-28 65,03 0,16
TcCLB.507071.340 | hypothetical protein 384,71 0,000424|  4584,38 11,92
mucin-associated surface protein (MASP, pseudogene),
TcCLB.507877.10
putative 382,25 9E-122 382,25 0,00
TcCLB.506805.20 | hypothetical protein 364,42 0,001476] 364,42 0,00
TcCLB.506823.65 trans-sialidase (pseudogene), putative 357,89 9E-122 357,89 0,00
TcCLB.508141.80 hypothetical protein, conserved 356,15 8,47E-21 215,84 0,61
TcCLB.506841.20 trans-sialidase, Group |, putative 348,94 4,75E-21 745,92 2,14
TcCLB.509927.10 trans-sialidase, putative (fragment) 337,04 0,001476 337,04 0,00
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TcCLB.511589.70

ADP-ribosylation factor GTPase activating protein, putative 323,03 9E-122 323,03 0,00
ATP-binding cassette sub-family F member 1, putative
TcCLB.509105.130
(ABCF1) 308,56 5E-09 461,53 1,50
mucin-associated surface protein (MASP, pseudogene),
TcCLB.510047.100
putative 308,56 5E-09 730,22 2,37
TcCLB.506973.140 | pypothetical protein 263,62 2,7E-114 263,62 0,00
TcCLB.507981.40 | pypothetical protein 258,09 0,001556|  1700,62 6,59
TcCLB.438147.9 hypothetical protein, conserved (fragment) 258,09 0,001556 663,76 2,57
TcCLB.506355.35 | trans-sialidase (pseudogene), putative 258,09 0,001556 555,97 2,15
TcCLB.508413.10 | hypothetical protein, conserved 258,09 0,001556 331,04 1,28
TcCLB.510901.90 | ATpase protein, putative 258,09 0,001556 280,23 1,09
TcCLB.506619.90 | ABC transporter family-like protein 258,09 0,001556 139,66 0,54
TcCLB.508933.10 | gihydrolipoamide dehydrogenase, putative 249,29 4,2E-108 249,29 0,00
TcCLB.508015.40 | hypothetical protein 237,43 9,36E-21 712,40 3,00
TcCLB.506627.90 | hypothetical protein 237,43 9,52E-21 404,34 1,70
TcCLB.503861.30 | trans-sialidase (pseudogene), putative 210,41 3,16E-91 210,41 0,00
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TcCLB.468041.10

hypothetical protein 204,75 2E-120 1512,20 7,39
TcCLB.509023.190 | hypothetical protein, conserved 204,75 4,3E-120 578,19 2,82
TcCLB.511277.280 | hypothetical protein, conserved 204,75 1,2E-119 303,78 1,48
TcCLB.503899.10 | heat shock 70 kDa protein, putative 204,75 3,6E-111 261,45 1,28
TcCLB.506999.60 | hypothetical protein, conserved 204,75 6,69E-45 105,69 0,52
TcCLB.506173.150 | pypothetical protein 204,75 2,1E-120,  1286,08 6,28
TcCLB.508241.104 | pynothetical protein, conserved 204,75 5,7E-1201 464,90 2,27
TcCLB.511873.5 hypothetical protein 204,75 6,9E-120, 410,78 2,01
TcCLB.507953.170 | pypothetical protein 204,75 7,8E-120, 383,32 1,87
TcCLB.511903.300 | hypothetical protein, conserved (pseudogene) 204,75 1,1E-119 329,21 161
TcCLB.506559.517 | hypothetical protein, conserved 204,75 1,1E-119) 318,54 1,56
TcCLB.510735.50 | hypothetical protein, conserved 204,75 8,6E-110) 258,18 1,26
TcCLB.507053.200 | hypothetical protein, conserved 204,75 1,28E-93) 220,18 1,08
TcCLB.509429.180 | hypothetical protein, conserved 204,75 7,29E-79) 185,46 0,91
LB 503763.30 retrotransposon hot spot protein (RHS, pseudogene),
putative 204,75 7,02E-64 150,23 0,73
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hypothetical protein 204,75 8,03E-43 100,81 0,49
TcCLB.503919.60 | hypothetical protein, conserved 204,75 5,87E-37 87,10 0,43
TcCLB.507357.135 | hypothetical protein 204,75 2,6E-120 923,56 4,51
TcCLB.503917.7 RNA-binding protein, putative 204,75 1,3E-119 298,50 1,46
TcCLB.507057.50 | hypothetical protein, conserved 204,75 1,4E-90 213,02 1,04
TcCLB.508307.110 | pypothetical protein, conserved 204,75 3,53E-67 157,99 0,77
TeCLB.509163.90 retrotransposon hot spot protein (RHS, pseudogene),
putative 204,75 1,46E-59 140,08 0,68
TcCLB.507809.100 | pypothetical protein, conserved 204,75 3,76E-36 85,21 0,42
TcCLB.421231.10 | hypothetical protein, conserved 204,75 6E-120) 449,71 2,20
TcCLB.469735.9 hypothetical protein, conserved 204,75 1,4E-119 283,34 1,38
TcCLB.508305.9 trans-sialidase, putative 201,87 1,56E-87| 201,87 0,00
TcCLB.508931.50 | hypothetical protein 195,10 1,33E-84 195,10 0,00
TcCLB.508221.650 | trans-sialidase, Group V, putative 178,08 1,15E-200 241,54 1,36
TcCLB.508165.210 | cin-associated surface protein (MASP), putative 178,08 1,08E-20 575,40 3,23
TcCLB.509875.60 | hypothetical protein 172,06 0,001596]  1090,96 6,34
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TcCLB.503861.10

retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative 172,06 0,001596 183,17 1,06
TcCLB.511509.10 | hypothetical protein, conserved 172,06 0,001596 514,73 2,99
TcCLB.510359.180 | hypothetical protein, conserved 172,06 0,001596 175,39 1,02
TcCLB.507669.50 | hypothetical protein, conserved 163,80 1,85E-68 161,80 0,99
TcCLB.506559.370 | hypothetical protein, conserved 160,26 4,17E-89 926,23 5,78
TcCLB.511585.220 calcium/potassium channel (CAKC), putative 158,17 1,42E-68 158,17 0,00
TcCLB.508049.40 | pynothetical protein, conserved 146,25 4,6E-1200  3276,43 22,40
TcCLB.507093.170 | pypothetical protein, conserved 145,02 3,33E-08 341,81 2,36
retrotransposon hot spot protein (RHS, pseudogene),
TcCLB.508221.284 |putative, retrotransposon hot spot protein 3 (RHS3), putative
(pseudogene) 142,85 6,15E-62 142,85 0,00
TcCLB.508293.60 | trans-sialidase, Group VI, putative 142,31 1,05E-61) 142,31 0,00
TcCLB.507685.10 | hypothetical protein, conserved 136,50 4,84E-55 130,73 0,96
TcCLB.508307.170 | gos acidic ribosomal protein, putative 136,50 2,5E-119 598,30 4,38
TcCLB.509911.80 | hypothetical protein, conserved 136,50 4,5E-119) 451,18 3,31
TcCLB.508857.130 | hypothetical protein, conserved 136,50 1,9E-118 281,99 2,07
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TcCLB.509007.50

hypothetical protein 136,50 2,5E-119 600,92 4,40

TeCLB 50372360 tartrate-resistant acid phosphatase type 5 precursor,
putative, tartrate-resistant acid ATPase, putative 136,50 1,7E-118 291,55 2,14
TcCLB.510855.4 hypothetical protein, conserved 136,50 2,08E-86) 205,18 1,50
TcCLB.503801.9 RAD50 DNA repair protein, putative (fragment) 136,50 7,39E-86 203,87 1,49
TcCLB.511407.40 | Lypothetical protein, conserved 136,50 6,89E-78 184,96 1,36
TcCLB.507839.40 | transsialidase, Group I, putative 136,50 7,47E-77 182,51 1,34
TcCLB.510359.200 | hypothetical protein, conserved 136,50 9,05E-75 177,56 1,30
TcCLB.510759.190 | phypothetical protein, conserved 136,50 4,23k-74) 175,97 1,29
TcCLB.508741.10 | hypothetical protein 136,50 5,33E-66| 156,73 1,15
TCcCLB.503757.40 | casein kinase Il subunit beta, putative 136,50 3,8E-119] 491,46 3,60
TcCLB.509901.140 | copg signalosome complex subunit 5, putative 136,50 9,6E-119 344,89 2,53
TcCLB.511211.110 | hypothetical protein, conserved 136,50 8,5E-105 248,84 1,82
TcCLB.510659.110 | hypothetical protein, conserved 136,50 1,04E-55 132,32 0,97
TcCLB.507739.110 | myosin IB heavy chain, putative 136,50 1,13E-49 118,02 0,86
TcCLB.511217.10 | hypothetical protein 136,50 1,56-109| 260,13 1,91
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TcCLB.511907.110

fatty acid transporter protein-like, putative 129,21 5,12E-56 129,21 0,00
TcCLB.510221.39 | 4denosine monophosphate deaminase, putative (fragment) 129,05 0,001649 243,63 1,89
TcCLB.510359.150 | ATp-dependent helicase, putative 129,05 0,001662 85,24 0,66
TcCLB.507023.250 | hypothetical protein, conserved 103,24 0,001702 313,68 3,04
TcCLB.509611.120 | hypothetical protein, conserved 103,24 0,001704 190,20 1,84
TcCLB.510355.250 | hypothetical protein, conserved 102,37 2,32E-70 168,74 1,65
TcCLB.509641.70 | hypothetical protein, conserved 102,37 1,38E-65 157,27 1,54
TcCLB.509215.10 | pnA polymerase delta catalytic subunit, putative 102,37 1,04E-55 133,60 1,31
surface antigen TASV-A8, putative, surface antigen TASV,
TcCLB.506573.5
putative (TASV-AS) 102,37 9,6E-119] 786,34 7,68
TcCLB.503955.89 | pypothetical protein, conserved 102,37 1,2E-118 695,00 6,79
TcCLB.510943.150 | o}y cerol-3-phosphate acyltransferase, putative 102,37 7,16E-82 196,31 1,92
TcCLB.509011.50 | pypothetical protein, conserved 102,37 9,5E-71 169,68 1,66
neutral sphingomyelinase activation associated factor-like
TcCLB.509601.10
protein 102,37 1,02E-68 164,80 1,61
TcCLB.504157.80 | hypothetical protein, conserved 102,37 1,26E-64 154,97 1,51
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TcCLB.508153.1030

151

15

N

153

154

155

hypothetical protein, conserved 102,37 9,2E-59 140,92 1,38
TcCLB.511127.290 | hypothetical protein, conserved 102,37 3,93E-43 103,54 1,01
TcCLB.510983.10 | pypothetical protein 102,37 4,2E-119]  1426,01 13,93
TcCLB.509233.210 | pypothetical protein, conserved 102,37 4,8E-103 247,06 2,41
TcCLB.508741.360 | hypothetical protein, conserved 102,37 1,73E-70) 169,05 1,65
TcCLB.510155.210 | caicium/potassium channel (CAKC), putative 102,37 5,79E-66 158,17 1,55
TcCLB.508461.230 kinetoplastid kinetochore protein 3, putative (kkt3) 102,37 3,6E-53 127,53 1,25
TcCLB.505655.20 | pypothetical protein 101,98 2,11€-88|  1138,91 11,17
TcCLB.510155.30 | hypothetical protein, conserved 101,76 2,03E-20 167,86 1,65
TcCLB.504241.80 | trang-sialidase (pseudogene), putative 98,39 4,82E-06|  3743,88 38,05
TcCLB.511727.250 | hypothetical protein, conserved 91,00 1,39e-91) 220,71 2,43
TcCLB.504393.10 | pypothetical protein 86,03 0,00175  1562,73 18,16
TcCLB.509911.40 | hypothetical protein, conserved 81,90 5,3E-117 401,20 4,90
TcCLB.494675.10 | f5tty acyl CoA synthetase 2, putative 81,90 1,7E-104 252,96 3,09
TcCLB.506789.190 | hypothetical protein, conserved 81,90 1,75E-72 175,52 2,14
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TcCLB.509993.20

mucin TcMUC, putative 81,90 4,4E-118 882,12 10,77
TcCLB.508933.50 | hypothetical protein, conserved 81,90 3,9E-110] 266,69 3,26
TcCLB.504175.9 hypothetical protein, conserved 81,90 3,48E-70 169,96 2,08
TcCLB.508909.330 | yrotein kinase, putative 81,90 4,68E-68 164,80 2,01
TcCLB.508173.260 | pypothetical protein, conserved 81,90 7,35E-67) 161,89 1,98
TcCLB.508479.160 | hypothetical protein, conserved 81,90 8E-57 137,61 1,68
TcCLB.508707.70 | hypothetical protein, conserved 81,90 1,83E-48 117,41 1,43
TcCLB.511179.140 | hypothetical protein, conserved 81,90 2,64E-87 211,38 2,58
TcCLB.503979.10 | ethanolamine phosphotransferase, putative (fragment) 81,90 4,75E-82 198,67 2,43
TcCLB.506179.10 ferric reductase transmembrane protein, putative (FR1) 79,14 2,46E-20 294,42 3,72
TcCLB.510421.200 | hypothetical protein, conserved 79,14 2,59E-201 230,38 2,91
TcCLB.509287.220 | hypothetical protein, conserved 78,54 8,99E-15|  2913,53 37,10
TcCLB.511643.80 | hypothetical protein, conserved (pseudogene) 78,09 4,29E-08 249,54 3,20
TcCLB.504149.160 phosphoinositide-specific phospholipase C, putative 73,74 0,001812 240,59 3,26
TcCLB.507007.50 | hypothetical protein, conserved 73,74 0,001812) 242,27 3,29
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TcCLB.510723.20

hypothetical protein 73,74 0,001812 174,33 2,36
TcCLB.509395.30 | tRNA exportin, putative, exportin-T, putative 71,23 3,13E-20 208,33 2,92
TeCLB 50750370 retrotransposon hot spot protein (RHS, pseudogene),
putative 69,79 1,56E-20 535,43 7,67
TcCLB.508817.90 | hypothetical protein, conserved (pseudogene) 68,25 1,1E-115 349,26 5,12
TcCLB.510963.20 | pypothetical protein, conserved 68,25 1,54E-57) 140,71 2,06
TcCLB.510183.30 | hypothetical protein, conserved 68,25 1,88E-48 118,53 1,74
TcCLB.510265.30 | hypothetical protein, conserved 68,25 5,98E-32 78,37 1,15
TcCLB.508479.490 | hypothetical protein 67,53 0,000152|  3404,00 50,41
TcCLB.508297.14 | trans-sialidase (pseudogene), putative 64,52 0,001861 368,29 5,71
TcCLB.507641.100 | pypothetical protein, conserved 64,52 0,001861 251,03 3,89
TcCLB.504109.110 cleavage and polyadenylation specificity factor, putative 64,52 0,001861 216,02 3,35
TcCLB.511389.80 | yrotein kinase, putative 64,52 0,001861 252,49 3,91
TcCLB.504153.150 | ync104-like kinesin, putative 59,36 4,92E-20 156,25 2,63
TcCLB.511277.180 | hypothetical protein, conserved 58,50 5,4E-101 249,29 4,26
TcCLB.509937.30 phosphatidylserine synthase, putative, phosphatidylserine] 58,50 7E-109 268,77 4,59
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synthase, putative

TcCLB.510661.120

hypothetical protein, conserved 58,50 1,75E-41 102,54 1,75
TcCLB.508965.100 | hypothetical protein, conserved 58,50 5,54E-63) 155,49 2,66
TcCLB.506839.30 | hypothetical protein, conserved 58,50 1,37e-51) 127,42 2,18
TcCLB.505171.10 phospholipid transporting ATPase-like protein, putative 57,35 0,001937 127,77 2,23
TcCLB.508505.40 | hypothetical protein, conserved 54,45 1,07E-08 137,64 2,53
TcCLB.506355.20 | raceptor-type adenylate cyclase, putative 51,62 0,002003 135,31 2,62
TcCLB.506417.70 | pypothetical protein 51,19 1E-114) 498,59 9,74
TcCLB.511277.250 | hypothetical protein, conserved 51,19 3,6E-113 304,45 5,95
protein associated with differentiation 8, putative, protein
TcCLB.508065.70 |associated with differentiation 7, putative, hypothetical
protein, conserved 51,19 2,38E-87 217,74 4,25
TcCLB.503781.60 | {RNA pseudouridine synthase A, putative 51,19 3,07E-80 200,01 3,91
TcCLB.510599.30 | phypothetical protein, conserved 51,19 9,79E-60] 148,93 2,91
TcCLB.508533.50 | hypothetical protein, conserved 51,19 5,35E-51 127,18 2,48
TcCLB.508881.100 | hypothetical protein, conserved 51,19 2,34E-45 113,17 2,21
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TcCLB.507615.90

hypothetical protein, conserved 51,19 7,62E-26 64,79 1,27
TcCLB.508357.90 | T_complex protein 1, beta subunit, putative 51,19 3,6E-104 259,64 5,07
TcCLB.504059.30 | hypothetical protein, conserved 51,19 2,04E-84) 210,41 4,11
TcCLB.504149.100 | hypothetical protein, conserved 51,19 4,97E-82 204,47 3,99
TcCLB.507881.90 | trans-sialidase (pseudogene), putative 51,19 1,62E-75 188,25 3,68
TcCLB.507665.30 | ferric reductase transmembrane protein, putative (FR1) 51,19 5,58E-68 169,47 3,31
TcCLB.510125.10 | nymilio/PUF RNA binding protein 6, putative (PUF6) 51,19 1,14E-66) 166,20 3,25
TcCLB.507641.40 | pypothetical protein, conserved 51,19 7,39E-36 89,59 1,75
TcCLB.511281.60 | pyruvate kinase 2, putative 51,19 2,1E-110 275,22 5,38
TeCLB.508997 20 phosphatidylinositol 3-kinase, putative, phosphatidylinositol
3-kinase (pseudogene), putative 50,88 9,8E-20 96,91 1,90
TcCLB.507053.150 | hypothetical protein, conserved 48,18 3,6E-44 110,75 2,30
TcCLB.507429.60 | pypothetical protein 47,84 5,4E-13)  5358,56 112,02
TcCLB.511389.10 | hypothetical protein, conserved 46,93 0,002072 143,83 3,07
TcCLB.508557.29 | phypothetical protein, conserved 45,50 3,74E-63] 158,96 3,49
TcCLB.508543.20 | yrotein kinase, putative 45,50 4,75E-49) 123,53 2,71
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TcCLB.510733.60

DNA polymerase epsilon catalytic subunit, putative 45,50 9,79E-25 62,64 1,38
TcCLB.503955.100 | protein kinase, putative 45,50 4,44E-33 83,50 1,34
TcCLB.509587.10 | mitochondrial DNA polymerase | protein D, putative 44,52 1,01E-19] 148,86 3,34
TcCLB.507659.20 | 3mino acid transporter, putative 43,87 9,6E-115 852,96 19,44
TcCLB.508741.390 | hypothetical protein, conserved 43,02 0,002136 148,13 3,44
TcCLB.511807.280 | hypothetical protein, conserved 40,95 3,55E-96 244,42 5,97
TcCLB.509167.180 | inesin, putative 40,95 2,09E-48 123,09 3,01
TcCLB.511383.89 | hypothetical protein, conserved 40,95 5,61E-25 63,87 1,56
TcCLB.510689.40 phosphatidylinositol 3-kinase (tor2), putative (TOR2) 39,04 7,71E-08 140,09 3,59
TcCLB.507629.30 | hypothetical protein, conserved 37,23 6,09E-52 133,34 3,58
TcCLB.510729.220 | hypothetical protein, conserved 36,87 0,002282 167,60 4,55
TcCLB.511467.20 | pypothetical protein, conserved 36,87 0,00229 137,45 3,73
TcCLB.508111.40 | hypothetical protein, conserved 35,14 5,14E-14 101,19 2,88
TeCLB 50869320 DNA topoisomerase IB, large subunit, DNA topoisomerase IB,
large subunit, putative 34,12 7,2E-80 206,93 6,06
TcCLB.508355.320 | 5rginyl-tRNA synthetase, putative 34,12 1,22E-76 198,57 5,82
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wd repeat-containing protein 19, Putative intraflagellar

TcCLB.504109.80 |transport protein F6, Intraflagellar transport protein 144,

putative (PIFTF6) 34,12 4,13E-38 98,93 2,90
TcCLB.510829.20 | hypothetical protein 34,03 0  3476,94 102,18
TcCLB.504147.190 | pypothetical protein, conserved 32,76 3,42E-57 148,93 4,55
TcCLB.509395.20 phosphatidylinositol kinase related protein, putative 31,92 2,36E-08 73,45 2,30
TcCLB.510877.80 phospholipid-transporting ATPase-like protein, putative 31,50 1,08E-41 109,21 3,47
TcCLB.508257.230 | target of rapamycin kinase (TOR) kinase 3, putative 30,76 1,04E-07 131,56 4,28
TcCLB.511421.80 | \idasin, putative (pseudogene) 29,29 2,69E-05 96,26 3,29
TcCLB.511511.5 hypothetical protein 29,25 5,9E-110 552,65 18,89
TcCLB.508263.30 | kinesin, putative 28,68 0,002614] 173,81 6,06
TcCLB.504491.10 | pypothetical protein 27,30 3,7E-111  1118,78 40,98

RNA editing associated helicase 2, putative, mitochondrial

TcCLB.511003.30

RNA binding complex 1 subunit, putative (REH2) 26,38 9,77E-19 109,75 4,16
TcCLB.509979.30 | pypothetical protein, conserved 26,18 1,2E-13 101,37 3,87
TcCLB.511807.180 | hypothetical protein, conserved 25,81 0,00281 153,78 5,96
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TcCLB.504147.250

hypothetical protein, conserved 25,59 1,25E-27 74,75 2,92
TcCLB.511283.240 | 1y pothetical protein, conserved 25,59 2,82E-40 108,61 4,24
TcCLB.507053.209 | cytoplasmic dynein 2 heavy chain (DYNC2H1), putative 24,09 2,95E-31 85,27 3,54
TcCLB.510821.20 | hypothetical protein, conserved 22,44 0,003189 91,97 4,10
TcCLB.509797.40 | jsoleucyl-tRNA synthetase, putative 21,55 7,24E-43) 118,94 5,52
TcCLB.505763.10 | proton motive ATPase 1, putative 21,55 1,8E-107 811,06 37,63
TcCLB.506871.140 cleavage and polyadenylation specificity factor, putative 20,47 3,93E-34 95,76 4,68
TcCLB.510329.160 | hypothetical protein, conserved 19,12 0,00382 57,14 2,99
TcCLB.504105.130 | c5icium channel protein, putative 18,89 5,76E-08 114,11 6,04
TcCLB.508711.10 | hypothetical protein, conserved 17,80 1,19€-27 80,01 4,49
TeCLB.504153.90 Cytoplasmic dynein 2 heavy chain (DYNC2H2), putative, dynein
heavy chain (pseudogene), putative 17,14 9,29E-08 71,78 4,19
TcCLB.508153.1050| hypothetical protein, conserved 17,06 1,41E-21 63,27 3,71
TcCLB.505919.80 retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative 15,16 8,99E-18 248,31 16,38
TcCLB.505763.19 | p_type H+-ATPase, putative 12,41 2,83E-67| 213,13 17,18
TcCLB.507949.250 | hypothetical protein, conserved 11,70 9,86E-911 386,55 33,04
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TcCLB.506679.110

dynein heavy chain, putative 10,96 6,93E-15 57,54 5,25
TcCLB.506925.310 | pynothetical protein, conserved 10,24 2,21E-33) 113,35 11,07
TcCLB.511545.80 | | |ysine transport protein 5,32 2,83E-59 296,57 55,77
TcCLB.510963.90 | g|ongation factor 2, putative 4,36 1,56E-28 162,47 37,29
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Tabela 4.6. Transcritos enriquecidos na imunoprecipitacdo de ZFP29-FLAG em estresse. (Fold Change >4; FDR < 0,01).

10

11
12

13

14

Identificagdo Fold Média Média

(TriTrypDB) Descrigao Change FDR Experimento | Controle
TcCLB.509493.120 hypothetical protei 1797448

cLLE. ' ypothetical protein 1372,28 12 1372,28 0
. . 1,86353E-

TcCLB.508747.30 hypothetical protein 124438 05 1244 38 0
, , 1,79744E-

3 TcCLB.509287.220 hypothetical protein, conserved 122971 12 122971

TcCLB.507953.60 hypothetical protein 1056,53 0 1056,53 0
. . 1,86353E-

TcCLB.511669.20 hypothetical protein 941,92 05 941,92 0
, , 1,79744E-

TcCLB.510483.190 mucin TcMUCII, putative 906,10 12 906,10 0
. . 1,86353E-

TcCLB.511391.80 hypothetical protein 863,93 05 863,93 0
, , 1,79744E-

TcCLB.509777.21 hypothetical protein 816,27 12 816,27 0
, , 1,79744E-

TcCLB.511077.150 hypothetical protein 722,80 12 722,80 0
, , 1,79744E-

TcCLB.508221.780 hypothetical protein 620,90 12 620,90 0

mucin-associated surface protein (MASP), putative
TcCLB.508875.20 P ( )P 1,86353E-
(fragment) 594,90 05 594,90

TcCLB.511613.90 mucin-associated surface protein (MASP), putative 575,81 0 575,81 0
, , 1,79744E-

TcCLB.509629.20 DnaJ chaperone protein, putative 570,41 12 570,41 0
TcCLB.509623.19 lathri t bl tei 19, putative (ClaAT 1,79744¢-

c . . clathrin coat assembly protein ap19, putative (ClaATc) 563,62 12 563,62 0
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16

17
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20
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22

23

24

25

26

27

28

29

TcCLB.510003.41

clathrin coat assembly protein ap19, putative

1,79744E-

563,62 12 563,62
TcCLB.505763.10 proton motive ATPase 1, putative 558,08 1'797441E2_ 558,08
TcCLB.504741.50 hypothetical protein, conserved 538,00 1'797441E2_ 538,00
TcCLB.506255.30 hypothetical protein, conserved 523,13 1'797441E2_ 523,13
TcCLB.509957.10 hypothetical protein 509,07 1'797441E2_ 509,07
TcCLB.506871.80 RNA polymerase-like protein, putative 495,75 1'797441E2_ 495,75
TcCLB.503587.3 mucin TcMUC (pseudogene), putative 487,90 1'86353;5_ 487,90
TcCLB.511375.20 hypothetical protein 485,58 1'797441E2_ 485,58
TcCLB.511277.390 hypothetical protein, conserved 480,65 1'797441E2_ 480,65
TcCLB.506763.40 hypothetical protein 478,22 1'797441E2- 478,22
TcCLB.508221.518 mucin TcMUCII, putative 478,22 1'797441E2- 478,22
TcCLB.504031.11 | hypothetical protein 473,44 1'797441E2- 473,44
TcCLB.506331.64 hypothetical protein 459,65 1'797441E2- 459,65
TeCLB.510047 100 mucin-associated surface protein (MASP, pseudogene), 1,79744E-
putative 444,54 12 444,54
TcCLB.506451.13 hypothetical protein (pseudogene) 428,45 1'797441E2_ 42845
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30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43
44

TcCLB.505481.10

hypothetical protein

1,79744E-

426,52 12 426,52
TeCLB.510873.10 NAD(P)-dependent steroid dehydrogenase protein, putative 1,79744E-
(fragment) 420,83 12 420,83
TcCLB.504005.40 hypothetical protein, conserved 414,79 1'86353(;55_ 414,79
TcCLB.507023.110 small GTP-binding protein Rab28, putative 411,68 1'797441E2_ 411,68
TeCLB.506271.10 ATP-dependent DEAD/H RNA helicase (pseudogene), 1,79744€-
putative 408,72 12 408,72
TcCLB.508857.15 trans-sialidase, putative (fragment) 404,07 1'797441E2_ 404,07
TcCLB.511649.90 hypothetical protein, conserved 402,48 1'86353;5_ 402,48
TcCLB.503723.60 tartrate-resistant acid phosphatase type 5 precursor, 1,79744-
putative, tartrate-resistant acid ATPase, putative 401,22 12 401,22
TcCLB.510281.10 hypothetical protein 401,22 1'797441E2- 401,22
TcCLB.511325.10 amino acid permease (pseudogene), putative 388,59 1'797441E2- 388,59
TcCLB.506853.60 hypothetical protein, conserved 383,35 1'797441E2- 38335
TcCLB.504625.10 trans-splicing factor, putative 382,08 1'86353;5- 382,08
TcCLB.507949.250 hypothetical protein, conserved 381,00 1'8635355- 381,00
TcCLB.510131.30 hypothetical protein, conserved 362,79 1'797441E2- 362,79
TcCLB.438147.9 hypothetical protein, conserved (fragment) 362,32 | 1,79744E- 362,32
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45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

12

methylenetetrahydrofolate dehydrogenase-like protein,

TcCLB.511809.20 ) 1,86353E-

putative 360,74 05 360,74
. ; 1,79744€-

TcCLB.508409.110 hypothetical protein, conserved 360,03 12 360,03
. . 1,86353E-

TcCLB.511727.120 ethanolamine-phosphate cytidylyltransferase (ECT) 354,14 05 354,14
; . ; . 1,79744€-

TcCLB.510583.130 mucin-associated surface protein (MASP), putative 350,69 12 350,69
. : 1,79744€-

TcCLB.511725.10 proteasome regulatory non-ATPase subunit, putative 344,32 12 344,32
. . 1,86353E-

TcCLB.511211.70 cytochrome c oxidase assembly protein (COX15) 341,65 05 34165
. ; 1,79744€-

TcCLB.506435.190 hypothetical protein, conserved 336,97 12 336,97
. ; 1,79744€-

TcCLB.508687.25 hypothetical protein 334,58 ” 334,58
: . 1,86353E-

TcCLB.510329.40 hypothetical protein, conserved 332,44 05 332,44
: . 1,86353E-

TcCLB.504797.144 hypothetical protein, conserved 327,63 05 327,63
. . . . 1,79744€-

TcCLB.507913.30 proliferative cell nuclear antigen (PCNA), putative 326,51 12 326,51
. . oo . 1,79744€-

TcCLB.506489.50 serine/threonine protein kinase, putative 320,97 12 320,97
TeCLB.510645.30 3,2.-trans-enoyI-CoA isomerase, mitochondrial precursor, 1,79744E-

putative 320,97 12 320,97
. ; 1,86353E-

TcCLB.511501.10 hypothetical protein, conserved 316,91 05 316,91
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59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

TcCLB.511481.30

hypothetical protein, conserved

1,79744E-

314,58 12 314,58
i i 1,79744€E-

TcCLB.510551.15 hypothetical protein 310,45 b 310,45

mucin-associated surface protein (MASP, pseudogene),

TcCLB.506993.86 _ protein { psetidogene) 1,79744E-

putative 309,44 12 309,44
i ; 1,79744€E-

TcCLB.508707.330 chaperone DNAJ protein, putative 307,43 1 307,43
i i 1,79744€-

TcCLB.508173.264 hypothetical protein, conserved 303,49 1 303,49
i i 1,79744€-

TcCLB.509763.20 hypothetical protein 302,52 N 302,52
i i 1,79744€-

TcCLB.509527.130 hypothetical protein 268,70 N 298,70
i i 1,79744€-

TcCLB.508303.20 hypothetical protein 263,15 N 293,15
i i 1,79744€-

TcCLB.503939.20 hypothetical protein, conserved 289,56 L 285,56
TcCLB.510679.30 tal-ion t rt tative, zinc t rt tati 1,86353E-

c . . metal-ion transporter, putative, zinc transporter, putative 288,59 05 288,59
i i 1,79744€-

TcCLB.509237.10 mevalonate kinase, putative 287,80 L 287 80
TcCLB.510363.280 i iated surf tein (MASP), putati 1,86353E-

c . . mucin-associated surface protein ( ), putative 281,99 05 281.99
TcCLB.510363.320 i iated surf tein (MASP), putati 1,79744€-

c . . mucin-associated surface protein ( ), putative 280,97 1 280,97
TcCLB.510459.20 i iated surf tein (MASP), putati 1,86353E-

c . . mucin-associated surface protein ( ), putative 280,82 05 280,82
i i 1,79744€-

TcCLB.508777.170 hypothetical protein, conserved 278,49 L 278,49
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75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86
87

88

TcCLB.511627.120

aldo/keto reductase, putative

1,79744E-

278,49 12 278,49
TcCLB.507787.100 gamma-glutamylcysteine synthetase, putative 272,87 1'797441E2_ 272,87
TcCLB.508779.70 hypothetical protein, conserved 272,09 1'797441E2_ 272,09
TcCLB.503669.10 hypothetical protein, conserved 271,27 1'86353(55_ 271,27
TcCLB.511625.74 hypothetical protein, conserved 261,34 1'86353;5_ 261,34
TcCLB.509733.95 hypothetical protein 260,85 1'797441E2_ 260,85

TeCLB.510197.160 mucin-associated surface protein (MASP, pseudogene), 1.79744E-
putative 260,13 12 260,13

TeCLB.506289.180 mucin-associated surface protein (MASP, pseudogene), 1,79744E-
putative 258,00 12 258,00

2-oxoisovalerate dehydrogenase beta subunit, mitochondrial

TcCLB.506295.160 recursor, putative yers 5661 1179744152' 256,61
TcCLB.506321.280 hypothetical protein, conserved 255,22 1'797441E2- 255,22
TcCLB.508701.20 cation transporter, putative 255,22 1'797441E2- 255,22
TcCLB.509505.80 hypothetical protein, conserved 253,85 1'797441E2- 253 85
TcCLB.506629.150 hypothetical protein, conserved 251,83 1'797441E2- 251,83
TcCLB.509629.10 trans-sialidase, Group lll, putative 250,08 0 250,08
TcCLB.432067.10 ATP-dependent RNA helicase, putative 250,05 1'797441E2_ 250,05
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89

90

91

92

93

94
95

96

97

98

99

100

101

102

103

TcCLB.509161.120

hypothetical protein, conserved

1,79744E-

248,52 12 248,52
. . 1,86353E-
TcCLB.511167.110 hypothetical protein, conserved 247,97 05 247.97
. . 1,79744E-
TcCLB.506009.70 hypothetical protein 247.87 1 247,87
. . 1,79744E-
TcCLB.510173.120 hypothetical protein, conserved 247,87 12 247.87
. . 1,79744E-
TcCLB.509487.20 hypothetical protein, conserved 247,66 12 247,66
- , 1,79744E-
TcCLB.508153.1110 | arginine N-methyltransferase, putative 245,30 12 245,30
TcCLB.506775.50 hypothetical protein, conserved 242,70 0 242,70
TcCLB.507603.60 | hypothetical protei d 1,86353E-
c . . ypothetical protein, conserve 242.21 05 242,21
TcCLB.511867.20 | hypothetical protei d 1,79744E-
c . . ypothetical protein, conserve 240,93 - 240,93
TcCLB.505843.40 E1-like ubiquiti tivati tative (UBA5 1,79744¢E-
c . . -like ubiquitin-activating enzyme, putative ( ) 240,32 1 240,32
lutamamyl carboxypeptidase, putative, metallo-peptidase,
TcCLB.507657.10 | ° Yl carborypepiidase. b bep 1,79744€-
clan MH, family M18, putative 238,51 12 238,51
TcCLB.506267.80 i iated surf tein (MASP), putati 1,79744E-
c . . mucin-associated surface protein ( ), putative 237,91 12 237.91
TcCLB.508257.210 | hypothetical protei d 1,79744E-
c . . ypothetical protein, conserve 236,72 1 236,72
mucin-associated surface protein (MASP, pseudogene),
TcCLB.510933.110 _ P ( 1,79744E-
putative 235,54 12 235,54
TcCLB.506447.10 | hypothetical protei 1,79744E-
s ' ypothetical protein 232,65 12 232,65
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104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

TcCLB.507959.80

mucin-associated surface protein (MASP), putative

1,79744E-

232,08 12 232,08
TcCLB.508277.40 divalent cation transporter, putative 231,51 1’797441E2_ 23151
TcCLB.508993.20 | homocysteine S-methyltransferase, putative 23038 1'797441E2' 130,38
TcCLB.509617.20 | paraflagellar rod protein 3, putative (PAR3) 129,89 1'86353(55' 129,85
TcCLB.509745.70 hypothetical protein, conserved 228,34 1’86353;5' 22834
TcCLB.509941.110 | condensin subunit 1, putative 227,61 1’797441E2' 22761
TcCLB.506933.70 hypothetical protein, conserved 227,07 1’797441E2' 227,07
TcCLB.507025.40 hypothetical protein 225,98 1'797441E2' 225 08
TcCLB.511817.130 hypothetical protein, conserved 225,98 1'797441E2' 225,98
TcOLB.504147 40 Mitochondrial N(5)-glutamine methyltransferase MTQ1, 1,79744E-
putative 224,91 12 224,91
TcCLB.506297.310 hypothetical protein, conserved 220,72 1’797441E2' 220,72
TcCLB.506853.50 2-oxoisovalerate dehydrogenase alpha subunit, putative 1,79744E-
219,18 12 219,18
TcCLB.401473.9 DNA-directed rna polymerase | largest subunit, putative 218,51 1’797441E2_ 218,51
TcCLB.508387.100 |  ubiquitin-conjugating enzyme, putative Y618 1'797441E2' y16.18
TcCLB.506445.110 nucleobase transporter, putative 214,71 1'797441E2' 21471
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119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132
133

TcCLB.506627.10

AMP deaminase 2, putative

1,79744E-

214,22 12 214,22
mucin-associated surface protein (MASP, pseudogene),

TcCLB.507237.250 _ P ( P gene) 1,79744E-

putative 212,30 12 212,30
1,79744E-

TcCLB.509891.60 hypothetical protein, conserved 209.02 ! 12 209.02
1,79744E-

TcCLB.507623.50 oxidoreductase, putative 208 10 12 208 10
1,79744E-

TcCLB.506367.170 hypothetical protein 206.74 ! 12 206.74
1,79744E-

TcCLB.503917.7 RNA-binding protein, putative 205 .40 12 205 .40
. . 1,86353E-

TcCLB.504153.70 hypothetical protein, conserved 204,89 05 204,89
. . . 1,86353E-

TcCLB.510901.50 C-terminal motor kinesin, putative 201,84 05 201,84
, , 1,79744E-

TcCLB.510431.110 hypothetical protein 200,18 12 200,18
1,79744E-

TcCLB.506789.170 ATPase, putative 19892 12 198 .92
1,79744E-

TcCLB.509609.10 hypothetical protein, conserved 196.86 12 196.86

mucin-associated surface protein (MASP, pseudogene),

TcCLB.510503.89 _ P ( P gene) 1,79744E-

putative 196,86 12 196,86
1,86353E-

TcCLB.507641.100 hypothetical protein, conserved 196.29 05 196.29
1,86353E-

TcCLB.511295.20 hypothetical protein, conserved 196.29 05 196.29

TcCLB.506993.130 mucin-associated surface protein (MASP, pseudogene), 195,64 | 1,79744€E- 195,64
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134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

putative 12
TcCLB.511827.30 hypothetical protein 194,83 11797441E2_ 194,83
TcCLB.511285.70 hypothetical protein, conserved 193,24 11797441'52_ 193,24
TcCLB.508461.330 hypothetical protein 192,85 11797441E2_ 192,85
TcCLB.509253.50 recombination initiation protein NBS1, putative 192,85 1'797441E2_ 192,85
TcCLB.507031.140 hypothetical protein, conserved (pseudogene) 190,90 1'797441E2_ 190,90
TcCLB.508879.40 hypothetical protein, conserved 190,77 1'86353;5_ 190,77
TcCLB.504643.49 hypothetical protein, conserved (fragment) 188,25 1'797441E2_ 188,25
TcCLB.509745.40 hypothetical protein, conserved 187,87 1'797441E2_ 187,87
TcCLB.509683.20 hypothetical protein, conserved 187,13 1'797441E2- 187,13
TcCLB.506925.500 hypothetical protein, conserved 186,39 1'797441E2- 186,39
TcCLB.507031.10 hypothetical protein, conserved 186,27 1'797441E2- 186,27
TcCLB.506839.70 NADH dehydrogenase, putative 184,58 1'797441E2- 184,58
TeCLB.508881.80 DNA ligase, putative, mitochondrial DNA ligase homolog, 1,79744E-

putative 181,39 12 181,39
TcCLB.508027.90 hypothetical protein, conserved 180,70 1'797441E2- 180,70
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148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

TcCLB.504153.310

heat shock protein, putative

1,86353E-

180,61 05 180,61
. . 1,86353E-

TcCLB.510819.90 hypothetical protein, conserved 179,65 05 179,65
; ; 1,79744E-

TcCLB.511647.60 hypothetical protein, conserved 179,33 12 179.33
. . 1,79744E-

TcCLB.510659.104 poly(ADP-ribose) glycohydrolase, putative 175,35 12 175,35
. . . 1,79744E-

TcCLB.511723.10 surface protease GP63, putative, metallopeptidase, putative 174,06 12 174,06
. 1,79744E-

TcCLB.504073.10 endonuclease/exonuclease/phosphatase, putative 173,74 12 173,74
. : . : 1,79744E-

TcCLB.506559.270 sarcoplasmic reticulum glycoprotein, putative 173,42 12 173,42
. . . 1,79744E-

TcCLB.504147.50 amino acid transporter (pseudogene), putative 169,08 12 169,08
. . 1,79744E-

TcCLB.505115.10 hypothetical protein, conserved 168,78 1 168,78
. . 1,79744E-

TcCLB.511827.70 hypothetical protein, conserved 168,48 12 168,48
TcOLB.505997.190 retrotransposon hot spot protein (RHS, pseudogene), 1,86353E-

putative 168,28 05 168,28
TcCLB.507939.50 hypothetical protein, conserved 1,86353E-

’ 167,04 05 167,04
1,79744E-

TcCLB.508827.20 hypothetical protein, conserved 166,12 i 166,12
. . 1,86353E-

TcCLB.507209.60 hypothetical protein, conserved 165,41 05 165,41
TcCLB.510663.50 hypothetical protein, conserved 1,79744¢-

’ 163,82 12 163,82
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163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

TcCLB.509791.90

hypothetical protein, conserved

1,79744E-

162,69 12 162,69
1,79744E-

TcCLB.508503.40 hypothetical protein, conserved 162,41 12 162,41
1,79744E-

TcCLB.507711.30 hypothetical protein, conserved 161,58 12 161,58
. . . 1,79744E-

TcCLB.438313.9 dispersed gene family protein 1 (DGF-1), putative 161,12 12 161,12
1,79744E-

TcCLB.506789.160 hypothetical protein, conserved 160,49 12 160,49
) ) 1,79744E-

TcCLB.509259.120 retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative 159 68 12 159,68
1,79744E-

TcCLB.510691.20 hypothetical protein, conserved 159 68 12 159,68
- . 1,86353E-

TcCLB.511185.80 trans-sialidase, Group V, putative 15920 05 159,20
oo , 1,79744E-

TcCLB.476421.9 protein kinase, putative 159,14 12 159,14
. . 1,86353E-

TcCLB.508153.900 hypothetical protein, conserved 159 01 05 159,01
, ) 1,79744E-

TcCLB.504089.50 flagellar radial spoke component, putative 158 61 12 158,61
, , . 1,79744E-

TcCLB.508479.290 vacuolar sorting protein, putative 15834 12 158,34
) . 1,79744E-

TcCLB.511909.10 hypothetical protein, conserved 158,34 12 158,34
. . 1,79744E-

TcCLB.506315.10 hypothetical protein 157,81 12 157,81
. . 1,79744E-

TcCLB.507093.180 transcription factor lllb, putative 157,03 12 157,03
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178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

TcCLB.508817.20

hypothetical protein

1,79744E-

157,03 12 157,03
TcCLB.508641.90 hypothetical protein, conserved 156,64 1’797441E2_ 156,64
TcCLB.509843.20 trans-sialidase, Group VII, putative 155,37 1’86353(;55_ 155,37
TcCLB.504213.110 Putrescine-cadaverine transporter (POT1.1) 154,21 1'797441E2_ 154,21
TcCLB.509683.80 adenylosuccinate synthetase, putative 153,46 1’797441E2_ 153,46
protein associated with differentiation 4, putative, protein

TcCLB.510069.20 associated with differentiation 8, putative, protein associated 1,79744E-
with differentiation 7, putative, hypothetical protein, conserved 153,22 12 153,22
TcCLB.510305.70 hypothetical protein, conserved 152,97 1'797441E2_ 152,97
TcCLB.511911.110 RNA helicase, putative 152,48 1'797441E2_ 152,48
TcCLB.508077.9 conserved protein (fragment) 151,74 1'797441E2- 151,74
TcCLB.510901.250 hypothetical protein, conserved 150,30 1'797441E2- 150,30
TcCLB.511391.90 endosomal integral membrane protein, putative 150,30 1'797441E2- 150,30
TcCLB.511261.10 hypothetical protein, conserved 150,21 1'86353;5- 150,21
TcCLB.508177.10 hypothetical protein, conserved 150,06 1'797441E2- 150,06
TcCLB.511861.90 retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative 149,82 1'797441E2- 149,82
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192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

TcCLB.509073.40

outer dynein arm docking complex protein (DC2)

1,79744E-

145,23 12 145,23
. . 1,86353E-

TcCLB.506977.120 hypothetical protein, conserved 14429 05 14429
. . 1,86353E-

TcCLB.510419.20 trans-sialidase, Group VI, putative 144,14 05 14414
i i 1,79744E-

TcCLB.504051.30 hypothetical protein, conserved 14217 L 14217
; ; 1,79744E-

TcCLB.506789.210 paraflagellar rod protein, putative 141,32 1 14132
ific ri ; 1,79744E-

TcCLB.510655.110 poly(A)-specific ribonuclease PARN, putative 14111 1 14111
i i 1,79744E-

TcCLB.504149.100 hypothetical protein, conserved 140,69 L 140,69
TcCLB.507591.15 t ialid d tati 1,79744¢E-

c . . rans-sialidase (pseudogene), putative 140,69 1 140,69
TcCLB.510007.50 hypothetical protei d 1,79744¢E-

c . . ypothetical protein, conserve 140,49 1 140,45
TcCLB.503851.10 El tor-like Protein 3 tati 1,79744E-

c . . ongator-like Protein 3a, putative 139,45 1 139,45
TcCLB.508897.90 hypothetical protei d 1,79744E-

c . . ypothetical protein, conserve 137,63 1 13763
. . 1,86353E-

TcCLB.506559.450 hypothetical protein 137,15 - 13715
TcCLB.503781.50 hypothetical protei d 1,79744¢E-

c . . ypothetical protein, conserve 135,46 1 135,46
TcCLB.509065.110 hypothetical protei d 1,79744E-

c . . ypothetical protein, conserve 13450 1 134,50
TcCLB.508707.190 hypothetical protei d 1,79744¢E-

c . . ypothetical protein, conserve 132.99 1 132,95
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207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

TcCLB.507019.10

protein kinase, putative

1,79744E-

132,62 12 132,62
. . 1,79744E-

TcCLB.509053.20 hypothetical protein, conserved 132,43 12 132,43
- . 1,79744E-

TcCLB.506459.30 trans-sialidase (pseudogene), putative 13151 12 13151
. . 1,79744E-

TcCLB.507041.10 hypothetical protein, conserved 131,15 12 13115
. . 1,79744E-

TcCLB.504131.160 hypothetical protein 130,42 1 130,42
. . 1,86353E-

TcCLB.510099.70 hypothetical protein, conserved 128,93 05 128,93

retrotransposon hot spot protein (RHS, pseudogene),

TcCLB.507901.30 oransp pot protein (RFS, p 1,79744E-

putative 128,65 12 128,65
. . 1,79744E-

TcCLB.507093.130 hypothetical protein, conserved 126,42 12 126,42
. . 1,79744E-

TcCLB.507991.80 hypothetical protein, conserved 125,25 12 125,25
C . . 1,79744E-

TcCLB.510729.130 DNA replication licensing factor MCM9, putative 124,59 12 124,59
- . 1,79744E-

TcCLB.511859.100 trans-sialidase (pseudogene), putative 124,59 12 124,59
. . 1,79744E-

TcCLB.510901.220 hypothetical protein, conserved 121,08 12 121,08
TcCLB.508153.740 | hypothetical protei 1,79744E-

s ' ypothetical protein 119,71 12 119,71
TcCLB.506195.140 | hypothetical protei d 1,79744E-

c . . ypothetical protein, conserve 11675 " 116,75
TcCLB.506857.80 | kinesin, putati 1,79744E-

c . . inesin, putative 116,61 - 116,61
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222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235
236

retrotransposon hot spot protein (RHS, pseudogene),

TcCLB.506173.170 _ 1,79744E-

putative 114,63 12 114,63
1,79744E-

TcCLB.506791.10 CYC2-like cyclin 4, putative (CYC4) 11408 12 114.08
1,86353E-

TcCLB.509233.230 hypothetical protein, conserved 113.98 ! 05 113.98
1,79744E-

TcCLB.510139.20 surface protease GP63, putative 113.94 12 113.94

Multisite-specific tRNA:(cytosine-C(5))-methyltransferase,

TcCLB.509805.40 _ P (cy %) Y 1,79744E-

putative 113,67 12 113,67
1,79744E-

TcCLB.508777.90 ATP-dependent DNA helicase, putative 113.40 12 113.40
1,79744E-

TcCLB.508909.330 protein kinase, putative 113.40 12 113.40
1 E-

TcCLB.508909.200 hypothetical protein 11154 '8635305 11154
1,79744E-

TcCLB.510901.100 DNA topoisomerase lll, putative 11101 12 11101
1,79744E-

TcCLB.508317.70 hypothetical protein 110.49 79 12 110.49
. . . 1,79744E-

TcCLB.506321.320 suppressive immunomodulating factor, putative (TSIF) 109 59 12 109 59
, , 1,79744E-

TcCLB.510653.19 hypothetical protein, conserved (fragment) 109,34 12 109,34
.- . 1,79744E-

TcCLB.508853.20 trans-sialidase, Group V, putative 108,46 12 108,46
, , 1,79744E-

TcCLB.504253.50 hypothetical protein, conserved 108,34 12 108,34

TcCLB.506681.20 hypothetical protein, conserved 108,21 | 1,79744€E- 108,21
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237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250
251

12

TcCLB.506503.140 extracellular receptor, putative 106,51 1'797441E2_ 106,51
TcCLB.507105.10 beta prime cop protein, putative 106,51 1'797441E2_ 106,51
TcCLB.509991.9 protein kinase, putative 103,88 1'797441E2_ 103,88
TcCLB.511117.50 surface protease GP63, putative 103,48 1'797441E2_ 103,48
TeCLB.511269.60 Vacuolar protein sorting-associated protein 16 homolog, 1,79744E-

putative 103,15 12 103,15
TcCLB.511925.10 hypothetical protein, conserved 101,81 1'797441E2_ 101,81
TcCLB.506529.160 hypothetical protein, conserved 100,95 1'797441E2_ 100,95
TcCLB.507765.110 hypothetical protein, conserved 97,62 1'797441E2_ 97,62
TcCLB.506575.9 hypothetical protein, conserved 96,65 1'797441E2- 96,65
TcCLB.508263.30 kinesin, putative 94,88 1'797441E2- 94,38
TcCLB.509777.70 Calcium ATPase SERCA-like 94,03 1'797441E2- 94,03
TcCLB.510797.10 2-oxoglutarate dehydrogenase subunit, putative 93,94 1'797441E2- 93,94
TcCLB.508217.9 dynein heavy chain, putative 92,05 1'797441E2- 92,05
TcCLB.510769.120 calcium motive p-type ATPase, putative 91,05 1'797441E2- 91,05
TcCLB.504047.40 kinesin, putative 90,35| 1,79744E- 90,35
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252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265
266

12

TcCLB.503723.20 hypothetical protein, conserved 89,24 1'797441E2_ 89,24
TcCLB.511753.110 hypothetical protein, conserved 8735 1'797441E2_ 87,35
TcCLB.503929.30 hypothetical protein, conserved 86,63 1'797441E2_ 86,63
TcCLB.504001.6 protein kinase, putative 86,47 1'797441E2_ 86,47
TcCLB.503919.60 hypothetical protein, conserved 85,85 1'8635355_ 85 85
TcCLB.504123.30 map kinase, putative 84,17 1'797441E2_ 84,17
TcCLB.511907.190 hypothetical protein 83,57 1'797441E2_ 83,57
TcCLB.510355.250 hypothetical protein, conserved 83,16 1'8635355_ 83,16
TcCLB.507007.80 hypothetical protein 82,77 1'797441E2- 82,77
TcCLB.506855.70 hypothetical protein, conserved 82.70 1'797441E2- 82,70
TeCLB 506947110 myosin heavy chain (pseudogene), putative, myosin heavy 1,79744E-

chain, putative, frameshift 82,55 12 82,55
TcCLB.506317.20 hypothetical protein, conserved 82,27 1'797441E2- 82,27
TcCLB.509895.40 hypothetical protein, conserved 81,21 1'797441E2- 81,21
TcCLB.507969.10 vesicular transport-associated repeat protein, putative 80,59 1'797441E2- 80,59
TcCLB.503715.40 protein kinase, putative 80,31 | 1,79744E- 80,31
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267

268

269

270

271
272

273

274

275

276

277

278

279

280

281

12

TcCLB.506127.90 hypothetical protein, conserved 79,97 1'797441E2_ 79,97
TcCLB.511649.80 myosin heavy chain, putative 79,90 1'797441E2_ 79,90
TcCLB.508257.80 hypothetical protein, conserved 78,64 1'797441E2_ 78,64
TcCLB.508515.110 hypothetical protein, conserved 78,19 1'797441E2_ 78,19
TcCLB.507009.60 hypothetical protein, conserved 77,68 1'797441E2_ 77,68
TcCLB.509255.10 hypothetical protein, conserved 77,63 0 77,63
TcCLB.508601.110 hypothetical protein, conserved 75,81 1'797441E2_ 75,81
TeCLB.506989.300 receptor-type adenylate cyclase (pseudogene), putative, 1,79744E-

receptor-type adenylate cyclase, putative, degenerate 75,69 12 75,69
TcCLB.506737.40 hypothetical protein, conserved 75,03 1'797441E2- 7503
TcCLB.504147.250 hypothetical protein, conserved 73,68 1'86353;5- 73,68
TcCLB.506559.190 dual specificity protein phosphatase, putative 73,63 1'797441E2_ 73.63
TcCLB.511481.60 RNA helicase, putative 73.12 1'797441E2_ 73,12
TcCLB.510105.200 hypothetical protein, conserved 72.12 1'797441E2_ 72,12
TcCLB.508409.240 hypothetical protein, conserved 72,06 1'797441E2_ 72,06
TcCLB.509505.20 hypothetical protein, conserved 71,57 1'797441E2_ 71,57
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282

283

284

285

286

287

288

289

290

201

292

293

294

295
296

TcCLB.503925.70

hypothetical protein, conserved

1,79744E-

67,78 12 67,78 0
i i 1,79744E-

TcCLB.511885.10 hypothetical protein, conserved (pseudogene) 67,01 1 67,01 0
i i 1,79744E-

TcCLB.511727.30 hypothetical protein, conserved 65,08 L 65,08 o
i i 1,79744E-

TcCLB.508911.60 hypothetical protein, conserved 63.08 1 63,08 .
i i 1,79744E-

TcCLB.504171.50 hypothetical protein, conserved 62.17 1 6217 o
i i 1,79744E-

TcCLB.506401.280 hypothetical protein, conserved 61,05 1 61,05 o
i i 1,79744E-

TcCLB.506287.80 hypothetical protein, conserved 59,89 1 56,39 o
TcCLB.509631.140 | flagellar attachment tein, putative (FAZ1 1,79744¢-

c i . agellar attachment zone protein, putative ( ) 59,63 1 56,63 o
TcCLB.511239.60 hypothetical protei d 1,79744¢E-

c . . ypothetical protein, conserve 5701 1 5701 o
TcCLB.511245.200 hypothetical protei d 1,79744¢E-

c . . ypothetical protein, conserve 5701 1 5701 o
TcCLB.506347.10 dynein h hai d tati 1,86353E-

c . . ynein heavy chain (pseudogene), putative 56,97 05 56,97 0
TcCLB.511293.60 kinesi tati 1,79744¢E-

c . . inesin, putative 56,30 " 6.0 .
TcCLB.511507.30 I bunit, putati 1,79744¢E-

c . . cyclosome subunit, putative 5186 1 5186 .
TcCLB.509059.40 hypothetical protei d 1,79744E-

c . . ypothetical protein, conserve 50.88 1 50,88 .

TcCLB.473703.10 surface protease GP63, putative 5,27 0 25287,25| 4797,06
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Tabela 4.7. Transcritos enriguecidos na imunoprecipitacdo de ZFPTTP-FLAG em epimastigota (Fold Change >4; FDR < 0,01).

1| TcCLB.509005.91 | ribosomal RNA large subunit beta, 5' partial 30915,04 0 30915,04 0
2| TcCLB.511635.10 | histone H2B, putative 1165,55 0 1165,55 0
3| TcCLB.411235.9 alpha tubulin, putative 483,28 0 483,28 0
4| TcCLB.477629.10 | ribosomal RNA small subunit, 3' partial 333,77 0 333,77 0
5| TcCLB.506563.40 | beta tubulin, putative 316,86 0 316,86 0
6| TcCLB.495775.20 | C/D small nucleolar RNA (snoRNA), TB9C2C1 275,28| 0,01274 275,28 0
7| TcCLB.506275.121 | hypothetical protein 243,72 0 243,72 0
8| TcCLB.508441.20 | glycosomal phosphoenolpyruvate carboxykinase, putative 242,30 0 242,30 0
9| TcCLB.509671.80 | 60S ribosomal protein L5, putative 224,48 0 224,48 0
10| TcCLB.511903.130 | 60S ribosomal protein L26, putative 210,34 | 1,59E-12 210,34 0
11| TcCLB.508741.40 | mucin TcSMUGS, putative 192,75 0 192,75 0
12 | TcCLB.508197.10 | 60S ribosomal protein L11, putative 192,05 0 192,05 0
13| TcCLB.511903.110 | 40S ribosomal protein S8, putative 170,37 0 170,37 0
14 | TcCLB.505683.5 hypothetical protein 168,43 0 168,43 0
15 | TcCLB.511727.290 | RNA-binding protein, putative 162,59 0 162,59 0
16 | TcCLB.506679.140 | 40S ribosomal protein S10, putative 157,12 | 7,62E-05 157,12 0
17 | TcCLB.511391.110 | histone-lysine N-methyltransferase, putative (DOT1A) 155,25 | 2,16E-06 155,25 0
18| TcCLB.510663.30 | 60S ribosomal subunit protein L31, putative 152,37 | 2,41E-06 152,37 0
19| TcCLB.507681.160 | 40S ribosomal protein S24E, putative 151,69 | 9,65E-07 151,69 0
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24
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27
28
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32
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34

35
36
37
38
39
40
41
42

TcCLB.509713.30 | hypothetical protein, conserved 149,91 0 149,91 0
TcCLB.508461.480 | 60S ribosomal protein L23, putative 146,81 0 146,81 0
TcCLB.510225.10 | histone H1, putative 142,83 0 142,83 0
TcCLB.506815.60 | 60S ribosomal protein L44 (RPL44) 138,94 0 138,94 0
TcCLB.508461.510 | 60S ribosomal protein L27A/L29, putative 135,71 0 135,71 0
TcCLB.506679.150 | 40S ribosomal protein S10, putative 135,29 | 2,93E-09 135,29 0
TcCLB.508543.30 | 40S ribosomal protein S9, putative 134,03 0 134,03 0
TcCLB.506959.140 | hypothetical protein, conserved 133,17 0 133,17 0
TcCLB.504013.11 | ribosomal protein L13, putative (fragment) 129,14 0 129,14 0
TcCLB.503395.50 | 40S ribosomal protein S12, putative 125,75 0 125,75 0
TcCLB.508111.30 | glutamate dehydrogenase, putative 125,45 0 125,45 0
TcCLB.507251.20 | ribosomal protein L21E (60S), putative 118,08 | 0,000208 118,08 0
TcCLB.508827.79 | 40S ribosomal protein S17, putative 117,35 | 4,41E-11 117,35 0
TcCLB.508049.40 | hypothetical protein, conserved 116,19 | 1,99E-06 116,19 0
TcCLB.506213.60 | 40S ribosomal protein S2, putative 115,60 5,17E-11 115,60 0
TeCLB.506925.300 ;Z:al‘czlﬁ)/:ll(lg;g:;e peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, cyclophilin a, 115.26| 92605 11526 0
TcCLB.506577.54 | 60S ribosomal protein L6, putative 114,60 | 4,06E-12 114,60 0
TcCLB.506315.50 | 60S ribosomal protein L13a, putative 113,26 0 113,26 0
TcCLB.506679.94 | 40S ribosomal protein S18, putative 109,95| 2,7E-14 109,95 0
TcCLB.509003.70 | beta tubulin (pseudogene), putative 106,51 0 106,51 0
TcCLB.511559.50 | hypothetical protein, conserved 101,42 0 101,42 0
TcCLB.471237.10 | ribosomal RNA large subunit alpha, 5' & 3' partial 101,25|0,000912 101,25 0
TcCLB.510835.40 | 60S ribosomal protein L7a, putative 100,18 0 100,18 0
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44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

59
60
61
62
63
64
65

TcCLB.422955.10 | hypothetical protein, conserved (pseudogene) 98,66 | 7,93E-07 98,66 0
TcCLB.506925.120 | eukaryotic initiation factor 5a, putative 98,48 0 98,48 0
TcCLB.511231.80 | basic transcription factor 3a, putative 96,57 0 96,57 0
TcCLB.419169.10 | ribosomal RNA large subunit delta (M2), 5' partial 96,18 | 0,004881 96,18 0
TcCLB.509471.68 | histone H3, putative 96,06 | 2,91E-07 96,06 0
TcCLB.511277.175 | ribosomal protein $27, putative 94,52 0 94,52 0
TcCLB.511211.170 | heat shock protein 70 (hsp70), putative 94,31 0 94,31 0
TcCLB.511727.270 | RNA-binding protein, putative 93,52 0 93,52 0
TcCLB.504147.120 | 60S ribosomal protein L22, putative 92,63 0 92,63 0
TcCLB.509693.20 | plectin, putative 91,83 0 91,83 0
TcCLB.508823.20 | hypothetical protein, conserved 90,57 | 0,000203 90,57 0
TcCLB.508355.260 | 60S acidic ribosomal protein PO, putative (P0) 89,74 0 89,74 0
TcCLB.503801.20 | ribosomal protein $26, putative 88,47 0 88,47 0
TcCLB.509749.33 | ribosomal protein L29, putative 88,11 (0,011835 88,11 0
TcCLB.504191.10 | sterol 24-c-methyltransferase, putative 87,23 0 87,23 0
TcCLB.508741.80 | mucin TcSMUGS, putative 86,34 | 5,34E-08 86,34 0
TcCLB.509165.40 (ZOGS_j);IdIC ribosomal protein P2 beta (H6.4), putative (P2-beta 95,05 . 5,95 0
TcCLB.510323.30 | 605 ribosomal protein L13, putative 84,89 0 84,89 0
TcCLB.511807.220 | hypothetical protein 83,72 | 1,75E-13 83,72 0
TcCLB.511717.30 | chromosomal passenger protein, putative (CPC1) 82,37 0 82,37 0
TcCLB.506297.270 | 60S ribosomal protein L28, putative 82,21 6,25E-11 82,21 0
TcCLB.511545.80 | L-Lysine transport protein 80,81 | 1,17E-10 80,81 0
TcCLB.508153.184 | 60S ribosomal protein L39, putative 78,97 0 78,97 0
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67
68
69
70
71

72

73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

TcCLB.511467.4 hypothetical protein, conserved 77,34 | 1,09E-06 77,34 0
TcCLB.510039.90 | 60S ribosomal protein L35, putative 76,58 | 1,48E-12 76,58 0
TcCLB.510943.26 | ribosomal protein L38, putative 76,28 0 76,28 0
TcCLB.509617.20 | paraflagellar rod protein 3, putative (PAR3) 75,36 0 75,36 0
TcCLB.504539.30 mucin TcSMUGL, putative 75,32 0 75,32 0
TcCLB.503899.30 | 40S ribosomal protein S16, putative 74,30 | 1,23E-05 74,30 0
TeCLB.509429 320 Cca\is;:zi)r;?npiﬁtki:'a;E:c:tlij\f:tive, cysteine peptidase, clan CA, family C1, 1300 . 73,00 0
TeCLB 8061470 | corecuctase/ NADH Oicase, putatie (TChGES) 68 o 728 0
TcCLB.506925.130 | eukaryotic initiation factor 5a, putative 72,46 0 72,46 0
TcCLB.511811.10 | 40S ribosomal protein S15, putative 72,18 2,11E-13 72,18 0
TcCLB.506945.230 | 40S ribosomal protein S14, putative 71,72 0 71,72 0
TcCLB.508551.20 | 40S ribosomal protein S12, putative 71,20| 2,4E-07 71,20 0
TcCLB.504223.10 | amino acid permease, putative 70,48 | 8,48E-08 70,48 0
TcCLB.510437.20 | 60S ribosomal protein L14, putative 69,65| 5,9E-05 69,65 0
TcCLB.511211.160 | heat shock protein 70 (hsp70), putative 69,42 0 69,42 0
TcCLB.506405.149 | ribosomal protein L21E (60S), putative 69,20 0 69,20 0
TcCLB.506983.39 | calpain-like cysteine peptidase, putative 69,03 | 2,12E-09 69,03 0
TcCLB.507519.110 | 60S ribosomal protein L7, putative 68,93 0 68,93 0
TcCLB.507105.50 | hypothetical protein 67,76 | 8,85E-07 67,76 0
TcCLB.503709.20 | 60S ribosomal protein L44, putative (fragment) 67,33 |0,000101 67,33 0
TcCLB.507641.233 | ribosomal protein L37, putative 67,00 0 67,00 0
TcCLB.511277.60 | alcohol dehydrogenase, putative 66,61 0 66,61 0
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89
90
91
92
93
94
95
96
97
98

99
100
101
102
103
104
105
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107
108
109

TcCLB.504929.5 | hypothetical protein, conserved 66,57 5,68E-11 66,57 0
et soman s S cminepptome retogrel st ot | T
TcCLB.510243.40 | 60S ribosomal protein L10, putative 66,46 | 2,15E-05 66,46 0
TcCLB.507019.86 | 40S ribosomal protein S30, putative 66,41 0,000152 66,41 0
TcCLB.504181.10 | 60S ribosomal protein L9, putative 66,03 0 66,03 0
TcCLB.506559.470 | ribosomal protein 135a, putative 65,86 0 65,86 0
TcCLB.506853.10 | hypothetical protein, conserved 65,85 | 9,32E-07 65,85 0
TcCLB.508017.30 | amino acid transporter, putative (fragment) 65,37 0 65,37 0
TcCLB.510579.70 | nascent polypeptide associated complex subunit, putative 65,34 | 0,001065 65,34 0
TcCLB.504105.94 | ribosomal protein S25, putative 64,99 0 64,99 0
TcCLB.511277.160 | 60S ribosomal protein L10a, putative 64,33 | 4,95E-15 64,33 0
Toctn om0 | ks ecmtoneptdse e s tiesyene | T T
TcCLB.508039.70 | hypothetical protein, conserved 62,46 | 1,04E-05 62,46 0
TcCLB.509353.30 | 40S ribosomal protein S3, putative 61,82 | 4,95E-15 61,82 0
TcCLB.503719.20 | 40S ribosomal protein SA, putative 61,78 | 1,66E-12 61,78 0
TcCLB.510755.129 | 60S ribosomal protein L12, putative 61,39|0,011294 61,39 0
TcCLB.511215.119 | 69 kDa paraflagellar rod protein, putative 61,16 0 61,16 0
TcCLB.508707.200 | nucleoside diphosphate kinase (NDPK1) 60,01 0 60,01 0
TcCLB.507019.83 | 40S ribosomal protein S30, putative 59,70| 0,0064 59,70 0
TcCLB.511211.120 | receptor for activated C kinase 1, putative 59,69 0 59,69 0
TcCLB.511825.130 | hypothetical protein 59,64 | 4,34E-07 59,64 0
TcCLB.505171.30 | hypothetical protein, conserved 59,44 0 59,44 0
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110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

131
132

TcCLB.509147.50 | mucin TcSMUGL, putative 59,00 | 2,48E-15 59,00 0
TcCLB.509683.117 | 40S ribosomal protein S4, putative 57,98 0 57,98 0
TcCLB.511907.260 | cell division cycle protein 20, putative (CDC20) 57,91 0 57,91 0
TcCLB.511233.7 60S ribosomal protein L10a, putative 57,90 | 0,008369 57,90 0
TcCLB.508405.70 | protein kinase, putative 57,64 0 57,64 0
TcCLB.508823.120 | ribosomal protein S20, putative 57,55| 1,15E-06 57,55 0
TcCLB.511237.50 | 40S ribosomal protein $33, putative 57,49 0 57,49 0
TcCLB.509747.20 | 60S ribosomal protein L22, putative 57,47 | 5,75E-07 57,47 0
TcCLB.507765.70 | 40S ribosomal protein S21, putative 57,44 | 6,34E-13 57,44 0
TcCLB.511725.130 | hypothetical protein, conserved 56,60 0 56,60 0
TcCLB.511727.129 | ribosomal protein L18, putative 56,34 | 2,48E-15 56,34 0
TcCLB.508881.70 | DNA ligase, putative, mitochondrial DNA ligase homolog, putative 55,70 | 0,000262 55,70 0
TcCLB.511807.120 | hypothetical protein, conserved 55,60 | 3,66E-07 55,60 0
TcCLB.511511.6 zinc finger protein ZFP1 55,35 0 55,35 0
TcCLB.511233.14 | 40S ribosomal protein S27, putative 55,30 | 6,25E-06 55,30 0
TcCLB.506593.30 | ribosomal protein S7, putative 55,10 6E-10 55,10 0
TcCLB.509233.190 | ribosomal protein S25, putative 54,66 0 54,66 0
TcCLB.509353.60 | calmodulin, putative 54,41 0 54,41 0
TcCLB.511287.30 | 60S ribosomal protein L17, putative 53,22 0 53,22 0
TcCLB.510877.10 | antigenic protein, putative 53,10 0 53,10 0
TcCLB.505763.10 | proton motive ATPase 1, putative 52,75| 9,15E-08 52,75 0
TeCLB.511753.130 pii:ir;:I;Zu;ie;;i:/l:onucIeoprotem (snRNP), putative, stage specific 5238 | 0,000762 5238

TcCLB.504147.210 | hypothetical protein, conserved 52,33 0 52,33
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149
150

TcCLB.511479.39 | hypothetical protein, conserved 52,10|0,007462 52,10 0
TcCLB.510065.30 | translationally controlled tumor protein (TCTP), putative 51,93| 0,00161 51,93 0
TcCLB.509671.70 | ribosomal protein L15, putative 51,69| 2,1E-07 51,69 0
TcCLB.504021.109 | 40S ribosomal protein S3, putative 51,42 0 51,42 0
TcCLB.504013.100 | ribosomal protein S$19, putative 51,11 0 51,11 0
TcCLB.509793.40 | kinetoplast-associated protein (TcKAP4) 50,53 | 2,34E-05 50,53 0
TcCLB.505999.20 | phosphate-repressible phosphate permease, putative 50,07 0 50,07 0
TcCLB.506241.170 | 40S ribosomal protein S6, putative 50,02 0 50,02 0
TcCLB.411483.20 | ribosomal RNA large subunit gamma (M1) 19,84 0| 276335,63|13930,70
TcCLB.473013.10 | ribosomal RNA small subunit, 5' & 3' partial 19,35 0| 131320,27| 6787,50
TcCLB.411483.30 | ribosomal RNA large subunit alpha, 5' partial 14,90 | 2,63E-12 95106,39 | 6384,35
TcCLB.463637.10 | ribosomal RNA small subunit, 5' partial 12,08 0 70127,64| 5804,46
TcCLB.445323.10 | ribosomal RNA small subunit, 5' & 3' partial 9,87 | 0,004658 40350,71| 4089,75
TcCLB.411483.10 | ribosomal RNA large subunit beta, 3' partial 7,52 0| 112928,83|15022,04
TcCLB.467149.10 | ribosomal RNA large subunit alpha, 3' partial 7,50 0 23229,67 | 3097,52
TcCLB.467341.10 | ribosomal RNA small subunit, 3' partial 7,24| 5,1E-05 10926,15| 1509,16
TcCLB.504153.50 | ribosomal RNA large subunit alpha, 5' & 3' partial 6,40 0 30953,88 | 4834,68
TcCLB.436429.10 | ribosomal RNA large subunit beta, 3' partial 5,47 0 38114,57 | 6962,96
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Tabela 4.8. Transcritos enriquecidos na imunoprecipitacdo de ZFPTTP-FLAG em estresse (Fold Change >4; FDR < 0,01).

O 00 N O U1 B W N B~

N S T
o U1 A W N KL O

17
18
19
20

Identificacao Fold Média

(TriTrypDB) Descricao Change FDR Média | Controle
TcCLB.511635.10 histone H2B, putative 1056,38 | 3,96E-09 1056,38 0
TcCLB.508461.80 prostaglandin F2alpha synthase (TcPGFS) 378,05 0 378,05 0
TcCLB.506563.40 beta tubulin, putative 377,22 0 377,22 0
TcCLB.477629.10 ribosomal RNA small subunit, 3' partial 304,03 | 2,78E-07 304,03 0
TcCLB.508461.510 | 60S ribosomal protein L27A/L29, putative 291,10| 1,63E-14 291,10 0
TcCLB.506275.121 | hypothetical protein 288,64 0 288,64 0
TcCLB.509671.80 60S ribosomal protein L5, putative 278,91 0 278,91 0
TcCLB.506679.140 | 40S ribosomal protein S10, putative 274,67 | 1,04E-05 274,67 0
TcCLB.511903.130 | 60S ribosomal protein L26, putative 267,63 0 267,63 0
TcCLB.511903.110 | 40S ribosomal protein S8, putative 264,05 | 4,83E-13 264,05 0
TcCLB.508197.10 60S ribosomal protein L11, putative 263,71 0 263,71 0
TcCLB.507681.160 | 40S ribosomal protein S24E, putative 258,49 0 258,49 0
TcCLB.510663.30 60S ribosomal subunit protein L31, putative 249,20 0 249,20 0
TcCLB.508461.480 | 60S ribosomal protein L23, putative 234,56 0 234,56 0
TcCLB.508543.30 40S ribosomal protein S9, putative 228,69 | 4,29E-09 228,69 0
TcCLB.506679.94 40S ribosomal protein S18, putative 203,33 0 203,33 0
TeCLB.506925.300 pc:tc:;r\)/rgl(lg\('cgz)ez peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, cyclophilin a, 19314 533605 10314 .
TcCLB.506815.60 60S ribosomal protein L44 (RPL44) 180,50 | 8,6E-08 180,50 0
TcCLB.508741.40 mucin TcSMUGS, putative 179,48 0 179,48 0
TcCLB.508441.20 glycosomal phosphoenolpyruvate carboxykinase, putative 175,64 0 175,64 0
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35
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38
39
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41
42
43

TcCLB.507251.20 ribosomal protein L21E (60S), putative 170,85 0 170,85 0
TcCLB.508461.76 C/D small nucleolar RNA (snoRNA), TB9C2C1 170,01| 0,001412 170,01 0
TcCLB.506679.150 | 40S ribosomal protein S10, putative 169,87 | 8,31E-11 169,87 0
TcCLB.508153.184 | 60S ribosomal protein L39, putative 168,38 | 0,008305 168,38 0
TcCLB.511277.175 | ribosomal protein S27, putative 163,90 | 5,12E-10 163,90 0
TcCLB.510039.90 60S ribosomal protein L35, putative 148,94 | 1,61E-13 148,94 0
TcCLB.511717.30 chromosomal passenger protein, putative (CPC1) 145,24 | 6,13E-12 145,24 0
TcCLB.507019.86 40S ribosomal protein S30, putative 142,77 | 1,53E-07 142,77 0
TcCLB.504013.11 ribosomal protein L13, putative (fragment) 141,29 0 141,29 0
TcCLB.510755.129 | 60S ribosomal protein L12, putative 137,79 | 4,66E-08 137,79 0
TcCLB.506297.270 | 60S ribosomal protein L28, putative 137,59 0 137,59 0
TcCLB.510323.30 60S ribosomal protein L13, putative 136,13 | 4,09E-07 136,13 0
TcCLB.503709.20 60S ribosomal protein L44, putative (fragment) 128,85 0 128,85 0
TcCLB.506405.149 | ribosomal protein L21E (60S), putative 128,23 | 1,77E-07 128,23 0
TcCLB.506925.120 | eukaryotic initiation factor 5a, putative 128,21 0 128,21 0
TcCLB.507019.83 40S ribosomal protein S30, putative 126,71 0 126,71 0
TcCLB.471237.10 ribosomal RNA large subunit alpha, 5' & 3' partial 125,49 0 125,49 0
TcCLB.508551.20 40S ribosomal protein S12, putative 125,36 0 125,36 0
TcCLB.504181.10 60S ribosomal protein L9, putative 122,62 0 122,62 0
TcCLB.511811.10 40S ribosomal protein 515, putative 121,79 0 121,79 0
TcCLB.511231.80 basic transcription factor 3a, putative 120,70| 1,82E-08 120,70 0
TcCLB.506213.60 40S ribosomal protein S2, putative 117,29 0 117,29 0
TcCLB.510437.20 60S ribosomal protein L14, putative 116,79 | 4,25E-14 116,79 0
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45
46
47
48
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52
53
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58
59
60
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65
66

TcCLB.511559.50 hypothetical protein, conserved 115,26 0 115,26 0
TcCLB.506559.470 | ribosomal protein 135a, putative 114,37 0 114,37 0
TcCLB.506925.130 | eukaryotic initiation factor 5a, putative 113,80 | 2,14E-06 113,80 0
TcCLB.510243.40 60S ribosomal protein L10, putative 112,71| 6,25E-07 112,71 0
TcCLB.503801.20 ribosomal protein S26, putative 112,48 | 6,92E-09 112,48 0
TcCLB.506577.54 60S ribosomal protein L6, putative 112,18| 5,78E-11 112,18 0
TcCLB.422955.10 hypothetical protein, conserved (pseudogene) 112,05 | 1,65E-06 112,05 0
TcCLB.507105.50 hypothetical protein 110,82 0 110,82 0
TcCLB.504147.120 | 60S ribosomal protein L22, putative 110,51 | 7,09E-06 110,51 0
TcCLB.507519.110 | 60S ribosomal protein L7, putative 110,09 0 110,09 0
TcCLB.511287.30 | 60S ribosomal protein L17, putative 110,02 | 1,83E-14 110,02 0
TcCLB.511727.290 | RNA-binding protein, putative 107,27 | 4,26E-08 107,27 0
TcCLB.503395.50 40S ribosomal protein S12, putative 105,19 0 105,19 0
TcCLB.509165.40 | 60S acidic ribosomal protein P2 beta (H6.4), putative (P2-beta (H6.4)) | 104,99 0 104,99 0
TcCLB.495775.20 C/D small nucleolar RNA (snoRNA), TB9C2C1 104,22 | 9,33E-08 104,22 0
TcCLB.506885.14 ribosomal protein L37, putative 100,95| 2,6E-05 100,95 0
TcCLB.506593.30 ribosomal protein S7, putative 99,72 0 99,72 0
TcCLB.504191.10 sterol 24-c-methyltransferase, putative 99,60 | 8,46E-07 99,60 0
TcCLB.509471.68 histone H3, putative 99,39 0,004512 99,39 0
TcCLB.509003.70 beta tubulin (pseudogene), putative 99,30 0 99,30 0
TcCLB.508823.20 hypothetical protein, conserved 99,28| 0,00015 99,28 0
TcCLB.510835.40 60S ribosomal protein L7a, putative 98,33 | 6,35E-13 98,33 0
TcCLB.419169.10 ribosomal RNA large subunit delta (M2), 5' partial 97,59 | 0,000649 97,59 0
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68
69
70
71
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73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

86
87
88
89

TcCLB.507765.70 40S ribosomal protein S21, putative 96,94 | 1,59E-09 96,94 0
TcCLB.507641.233 | ribosomal protein L37, putative 96,36 | 1,32E-06 96,36 0
TcCLB.506945.230 | 40S ribosomal protein S14, putative 95,27 0 95,27 0
TcCLB.511545.80 L-Lysine transport protein 93,58 | 5,63E-07 93,58 0
TcCLB.508881.70 DNA ligase, putative, mitochondrial DNA ligase homolog, putative 93,09 0 93,09 0
TcCLB.508355.260 | 60S acidic ribosomal protein PO, putative (PO) 92,43 0 92,43 0
TcCLB.511233.14 40S ribosomal protein S27, putative 92,36 | 1,75E-07 92,36 0
TcCLB.509695.170 | 60S ribosomal protein L9, putative 91,79 | 0,002281 91,79 0
TcCLB.508177.40 hypothetical protein, conserved 91,55| 6,46E-14 91,55 0
TcCLB.511727.129 | ribosomal protein L18, putative 90,69 0 90,69 0
TcCLB.510225.10 | histone H1, putative 89,51 0 89,51 0
TcCLB.509353.30 40S ribosomal protein S3, putative 87,04 | 2,03E-14 87,04 0
TcCLB.504013.100 | ribosomal protein S19, putative 85,92 0 85,92 0
TcCLB.509233.190 | ribosomal protein S25, putative 85,75 | 0,002712 85,75 0
TcCLB.506853.10 hypothetical protein, conserved 85,71 | 7,55E-08 85,71 0
TcCLB.508823.120 | ribosomal protein S20, putative 85,28 | 8,32E-10 85,28 0
TcCLB.506315.50 | 60S ribosomal protein L13a, putative 83,57 | 5,03E-05 83,57 0
TcCLB.509747.20 60S ribosomal protein L22, putative 83,39 | 0,000679 83,39 0
TcCLB.508413.44 60S ribosomal protein L12, putative 82,42 | 5,06E-14 82,42 0
TeCLB.509429.320 CC;[S}:ELZ?anﬁE;a;E:(:tl:\itive' cysteine peptidase, clan CA, family C1, 52.25| 437613 52,25 .
TcCLB.511907.260 | cell division cycle protein 20, putative (CDC20) 81,36 | 7,74E-12 81,36 0
TcCLB.503449.10 60S ribosomal protein L17, putative 78,78 0 78,78 0
TcCLB.503899.30 40S ribosomal protein S16, putative 75,53 | 3,22E-06 75,53 0
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102
103
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TcCLB.509683.117 | 40S ribosomal protein S4, putative 75,24 0 75,24 0
TcCLB.511233.20 60S ribosomal protein L34, putative 74,19 0 74,19 0
TcCLB.511135.20 hypothetical protein, conserved 73,79 0 73,79 0
TcCLB.509561.130 | hypothetical protein, conserved 73,33 0 73,33 0
TcCLB.511139.20 40S ribosomal protein S11, putative 71,99 0 71,99 0
TcCLB.503453.40 60S ribosomal protein L30, putative 71,77 | 0,000342 71,77 0
TcCLB.506963.10 60S ribosomal protein L10a, putative 71,74 0 71,74 0
TcCLB.508153.280 | 60S ribosomal protein L13, putative 71,19 9,46E-05 71,19 0
TcCLB.506241.100 | 60S ribosomal protein L32, putative 71,03| 0,00838 71,03 0
TcCLB.506817.50 ribosomal protein L27, putative 70,79 0 70,79 0
TcCLB.506977.49 ribosomal protein L36, putative 70,17 | 7,55E-12 70,17 0
TcCLB.511511.6 zinc finger protein ZFP1 69,92 | 0,001917 69,92 0
TcCLB.510973.30 40S ribosomal protein S13, putative 67,89 | 1,05E-07 67,89 0
TcCLB.510579.70 nascent polypeptide associated complex subunit, putative 67,54| 6,7E-13 67,54 0
TcCLB.504105.94 ribosomal protein S25, putative 67,18 | 1,73E-05 67,18 0
TcCLB.511237.60 40S ribosomal protein S33, putative 66,09| 1,9E-07 66,09 0
TcCLB.503395.40 | 60S ribosomal protein L18, putative 66,08 0 66,08 0
TcCLB.508153.290 | 60S ribosomal protein L13, putative 65,69 0 65,69 0
TcCLB.507617.9 prostaglandin F2alpha synthase (TcPGFS) 64,98 | 0,002712 64,98 0
TcCLB.509671.70 | ribosomal protein L15, putative 64,04 | 0,001266 64,04 0
TcCLB.508175.146 | 60S ribosomal protein L23a, putative 63,97 0 63,97 0
TcCLB.511181.100 | 60S ribosomal protein L2, putative, 60S ribosomal protein L8, putative 63,84 0 63,84 0
TcCLB.505171.30 hypothetical protein, conserved 62,97 0 62,97 0
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114
115
116

117
118
119
120
121
122
123
124
125
126

127
128
129
130
131
132
133
134

TcCLB.465241.10 ribosomal RNA large subunit epsilon (M4) 62,86 0 62,86 0
TcCLB.509749.33 ribosomal protein L29, putative 61,92 | 0,000184 61,92 0
TcCLB.503719.20 40S ribosomal protein SA, putative 61,88 0 61,88 0
TcCLB.511233.7 60S ribosomal protein L10a, putative 61,84 5,11E-08 61,84 0
Teotootamoaan | ke e pevie st dpanfieasene | T T
TcCLB.506679.250 | ribosomal protein L24, putative 61,51| 6,9E-09 61,51 0
TcCLB.508827.70 40S ribosomal protein S17, putative 61,32 0 61,32 0
TcCLB.473001.10 ribosomal RNA large subunit beta, 5' partial 60,76 0 60,76 0
TcCLB.509695.180 | 40S ribosomal protein S23, putative 59,86 0,000215 59,86 0
TcCLB.511237.50 40S ribosomal protein S33, putative 59,33 0 59,33 0
TcCLB.510101.430 | 40S ribosomal protein S21, putative 59,04 0 59,04 0
TcCLB.505763.10 proton motive ATPase 1, putative 58,39 0 58,39 0
TcCLB.506241.170 | 40S ribosomal protein S6, putative 57,53 | 5,75E-10 57,53 0
TcCLB.511277.160 | 60S ribosomal protein L10a, putative >7,38| 6,16E-15 57,38 0
TeCLB.511753.130 pUe?;ir:;Iiz’ustetaa:icsonucleoprote|n (snRNP), putative, stage specific 5736 33612 5736 0
TcCLB.511189.30 40S ribosomal protein S13, putative 57,34 | 0,004625 57,34 0
TcCLB.506963.20 60S ribosomal protein L34, putative 56,43 | 0,00018 56,43 0
TcCLB.506817.30 | ribosomal protein L27, putative 56,00| 9,19E-12 56,00 0
TcCLB.504021.109 | 40S ribosomal protein S3, putative 55,52 9,16E-05 55,52 0
TcCLB.504121.30 60S ribosomal protein L4, putative 55,48 | 0,000362 55,48 0
TcCLB.509793.10 kinetoplast-associated protein 4 (KAP4) 55,15 0,009329 55,15 0
TcCLB.508405.40 40S ribosomal protein S11, putative 54,05| 3,47E-12 54,05 0
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136
137
138
139
140
141
142
143
144
145

146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156

TcCLB.506573.81 | ribosomal protein L39, putative 53,66 | 2,15E-07 53,66 0
TcCLB.511285.70 hypothetical protein, conserved 53,57 | 2,51E-10 53,57 0
TcCLB.511211.120 | receptor for activated C kinase 1, putative 53,48 0 53,48 0
TcCLB.511807.220 | hypothetical protein 52,83 | 6,48E-05 52,83 0
TcCLB.511911.94 hypothetical protein, conserved 51,83| 0,00062 51,83 0
TcCLB.506679.230 | ribosomal protein L24, putative 51,75| 3,84E-11 51,75 0
TcCLB.507949.250 | hypothetical protein, conserved 51,65] 3,33E-13 51,65 0
TcCLB.508299.60 60S ribosomal protein L2, putative, 60S ribosomal protein L8, putative 51,54 | 3,56E-06 51,54 0
TcCLB.509695.184 | 40S ribosomal protein S23, putative 51,13 | 2,24E-05 51,13 0
TcCLB.508041.10 SKP1-like protein 50,98 | 0,00217 50,98 0
TcCLB.506221.110 | chromosomal passenger protein, putative (CPC2) 50,79 0 50,79 0
TeCLB.511391.120 fil:qtifyml\:rlnsxtl;S::tci)::peptldase, putative, metallo-peptidase, clan MH, 5038 . 50,38 o
TcCLB.508017.30 | amino acid transporter, putative (fragment) 50,18 | 0,011527 50,18 0
TcCLB.509005.91 ribosomal RNA large subunit beta, 5' partial 42,68 0| 34563,73| 809,89
TcCLB.473013.10 ribosomal RNA small subunit, 5' & 3' partial 37,65 0]136127,98| 3615,49
TcCLB.411483.20 ribosomal RNA large subunit gamma (M1) 26,50 0]262167,64| 9893,94
TcCLB.463637.10 ribosomal RNA small subunit, 5' partial 16,34 0| 74113,47| 4534,72
TcCLB.411483.30 | ribosomal RNA large subunit alpha, 5' partial 14,54 0]103570,65| 7125,38
TcCLB.436429.10 ribosomal RNA large subunit beta, 3' partial 11,01 0| 31118,52| 2825,87
TcCLB.504153.50 ribosomal RNA large subunit alpha, 5' & 3' partial 11,01 0] 33597,53| 3052,19
TcCLB.411483.10 | ribosomal RNA large subunit beta, 3' partial 8,99 0]117224,15| 13039,94
TcCLB.467149.10 ribosomal RNA large subunit alpha, 3' partial 5,77 0| 24235,11| 4199,88
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Tabela 4.9. Proteinas identificadas nas amostras imunoprecipitadas de ZFP29-FLAG, ZFPTTP-FLAG e controle (WT)

D Intensidade Posicdo (Ranking) Enriquecimento (E) M Posicao
. ID (TriTrypDB Descricao Score 5 S
(Uniprot) (TriTrypDB) ¢ ZFPTTP-| ZFP29 WT ZFPTTP | ZFP29 | WT | ZFPTTP/WT | ZFP29/WT | ZFPTTP | ZFP29
FLAG FLAG
Transitional endoplasmic reticulum
Q4DWBS5 TeCLB.509733.170 ATPase, putative 301,37 | 4,8E+08 | 5,7E+08 | 4,2E+08 3 2 1 0,06 0,13 2 1
Pyruvate phosphate dikinase,
Q4E0QO TcCLB.506297.190 putative 271,11 | 4,0E+08 | 3,8E+08 | 3,3E+08 6 3 2 0,09 0,06 4 !
Q4DQP2 | TcCLB.506563.40 | Beta tubulin, putative 323,31|4,7E+08 | 3,4E+08 | 2,9E+08 5 4 3 0,22 0,07 -2 -1
Q4CLA1 TcCLB.411235.9 Alpha tubulin, putative 141,91 | 4,8E+08 | 3,3E+08 | 2,5E+08 4 5 4 0,28 0,12 -1
Q4DP69 | TcCLB.509599.70 | Uncharacterized protein 1,80 |1,9E+09 | 6,0E+08 | 2,0E+08 1 1 5 0,98 0,48 4 4
Q4DYF9 TcCLB.511367.360 | Elongation factor 1-alpha 79,27 |2,2E+08 | 2,2E+08 | 1,4E+08 7 6 6 0,18 0,19 -1 0
Q4DSP5 | TcCLB.509937.190 | Uncharacterized protein 0,96 |1,3E+08|6,0E+03 | 1,3E+08 8 846 | 7 0,00 -4,35 -1 -839
Q4DBM7 | TcCLB.509105.140 |Heat shock protein 85, putative 156,31 | 1,2E+08 | 1,1E+08 | 9,1E+07 10 7 8 0,12 0,06 -2 i
D-isomer specific 2-hydroxyacid
Q4DAE1 TcCLB.510099.120 dehydrogenase-protein, putative 120,70| 1,1E+08 | 7,3E+07 | 7,8E+07 11 8 9 0,17 -0,03 2 !
Q4DYP5 | TcCLB.507641.290 | Chaperonin HSP60, mitochondrial 145,12 | 7,56+07 | 4,6E+07 | 5,7E+07 15 11 | 10 0,12 -0,10 -5 -1
Q4DR85 TcCLB.506577.70 | Uncharacterized protein 53,01 | 3,9E+07 |4,2E+07 | 5,1E+07 25 12 | 11 -0,12 -0,08 -14 -1
Orotidine-5-phosphate
TcCLB.507059.60 |decarboxylase/orotate -7 2
Q4DBC5 phosphoribosyltransferase, putative 73,41 | 5,2E+07 | 5,7E+07 | 5,0E+07 19 10 12 0,01 0,05
Q4E4V7 TcCLB.508461.80 | Prostaglandin F2alpha synthase 57,52 | 1,3E+08 | 2,8E+07 | 3,8E+07 9 20 | 13 0,52 -0,14 4 -7
Q4D5C2 TcCLB.508111.30 | Glutamate dehydrogenase 92,26 | 9,0E+07 | 3,4E+07 | 3,8E+07 13 14 | 14 0,37 -0,05 0
Heat shock protein 70 (HSP70),
Q4DTM8 TeCLB.511211.170 putative 93,42 |8,6E+07 | 3,4E+07 | 3,8E+07 14 13 15 0,36 -0,05 ! 2
Probable eukaryotic initiation factor
IFAA TeCLB.511585.190 4A 117,53 |5,2E+07 | 5,8E+07 | 3,5E+07 18 9 16 0,18 0,22 2 /
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Glycosomal phosphoenolpyruvate
Q4DB81 TeCLB.508441.20 carboxykinase, putative 77,88 | 3,6E+07 | 1,9E+07 | 2,9E+07 26 27 17 0,10 -0,17 9 10
Heat shock 70 kDa protein,
Q4CVR9 TeCLB.507029.30 mitochondrial, putative 125,84 | 4,0E+07 | 3,0E+07 | 2,8E+07 24 17 18 0,16 0,03 6 !
Q4D5X0 TcCLB.508169.20 | Elongation factor 2, putative 102,48 | 5,5E+07 | 2,9E+07 | 2,8E+07 17 19 | 19 0,30 0,02 2 0
Q4CVR5 TcCLB.487507.10 | Tryparedoxin peroxidase, putative 27,75 | 3,1E+07 | 3,2E+07 | 2,6E+07 27 15 | 20 0,08 0,09 -7 5
Q4CYC6 TcCLB.510679.40 | Uncharacterized protein 84,60 | 4,7E+07 | 2,9E+07 | 2,6E+07 21 18 | 21 0,26 0,06 0 3
Glutamamyl carboxypeptidase,
Q4CRO9 TeCLB.510837.20 putative 52,20 |4,0E+07 |2,4E+07 | 2,5E+07 23 21 | 22 0,20 -0,02 1 1
Q4DNQ7 | TcCLB.511589.200 | Adenosylhomocysteinase 80,36 | 6,0E+07 | 3,0E+07 | 2,1E+07 16 16 | 23 0,46 0,16 7 7
Vacuolar-type proton translocating
. . . - -1
Q4DKH4 TeCLB.511385.30 pyrophosphatase 1, putative 63,02 | 2,6E+07 | 2,0E+07 | 1,9E+07 30 25 24 0,14 0,02 6
Q4E2W1 | TcCLB.508175.360 | Cystathionine beta-synthase 49,40 |1,7E+07 | 1,6E+07 | 1,9E+07 54 34 | 25 -0,04 -0,08 -29 -9
Q4D9S6 TcCLB.504045.110 | Urocanate hydratase, putative 35,26 |2,2E+07 | 2,4E+07 | 1,9E+07 37 22 |26 0,08 0,10 -11 4
Q4Dl67 | TcCLB.507831.60 | Heat shock protein, putative 57,16 |2,2E+07 | 1,8E+07 | 1,8E+07 | 38 28 |27 0,10 0,00 -11 -1
Pyrroline-5-carboxylate synthetase-
Q4D112 TeCLB.509067.70 like protein, putative (Fragment) 62,13 | 2,2E+07 | 2,1E+07 | 1,7E+07 40 24 28 0,10 0,09 12 4
Q4CVI0 TcCLB.510795.10 | Tyrosine aminotransferase 41,31 | 5,0E+07 | 1,1E+07 | 1,7E+07 20 58 | 29 0,46 -0,18 9 /2]
Q4E133 TcCLB.506247.220 | Histidine ammonia-lyase 41,75 | 2,6E+07 | 2,0E+07 | 1,7E+07 31 26 | 30 0,19 0,07 -1 4
Q4CMD9 | TcCLB.506261.10 | Fatty acyl CoA synthetase 2, putative | 46,20 |8,0E+06 | 1,4E+07 | 1,7E+07 | 119 39 |31 -0,32 -0,08 -88 -8
Q4DD37 | TcCLB.511025.70 | T-complex protein 1 subunit alpha 56,04 |1,6E+07 | 1,0E+07 | 1,6E+07 59 64 | 32 0,01 -0,20 -27 32
Retrotransposon hot spot (RHS)
Q4D5T6 TcCLB.507555.80 protein, putative 15,43 | 1,4E+07 | 1,3E+07 | 1,6E+07 67 44 33 -0,06 -0,08 e 11
Glucose-regulated protein 78,
Qape20 | 1CCLB-506585.40 putative 59,59 | 1,8E+07 | 1,3E+07 | 1,5E+07 | 49 47 | 34 0,08 -0,08 13 13
Q4D5P4 | TcCLB.509683.117 | 40S ribosomal protein 4 35,89 |2,1E+07 | 1,1E+07 | 1,5E+07 | 41 59 |35 0,15 -0,14 6 -24
Q4DMK9 | TcCLB.504021.109 | 40S ribosomal protein S3, putative 36,97 | 2,3E+07 | 1,8E+07 | 1,5E+07 35 29 | 36 0,19 0,07 1 7
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Q4DTP9 | TcCLB.509695.200 | T-complex protein 1 subunit delta 46,68 | 1,9E+07 | 1,7E+07 | 1,5E+07 47 30 | 37 0,11 0,07 -10 7
Q4DwW49 | TcCLB.507681.20 | Succinyl-CoA ligase subunit beta 31,49 |2,3E+07 | 1,3E+07 | 1,4E+07 36 43 | 38 0,20 -0,03 2 -5
ADP,ATP carrier protein 1,
Q4DD13 TcCLB.511289.70 mitochondrial, putative 33,44 | 2,1E+07 | 1,7E+07 | 1,4E+07 42 31 39 0,18 0,08 3 8
Q4DY24 TcCLB.506357.40 | Elongation factor TU, putative 37,60 |1,1E+07 | 1,2E+07 | 1,4E+07 86 55 | 40 -0,10 -0,06 -46 -15
Q4CPG3 | TcCLB.509583.10 | Chaperonin TCP20, putative 45,77 |2,1E+07 | 1,5E+07 | 1,4E+07 43 37 | 41 0,19 0,04 -2 4
Q4DU88 | TcCLB.511903.40 | Uncharacterized protein 46,52 | 2,0E+07 | 1,0E+07 | 1,3E+07 44 65 | 42 0,18 -0,13 -2 -23
Q4DBD4 | TcCLB.511757.20 | Uncharacterized protein 48,91 |1,8E+07 | 1,4E+07 | 1,3E+07 50 41 | 43 0,13 0,01 -7 2
Q4CSK6 TcCLB.509141.40 | Uncharacterized protein 43,61 |2,4E+07 | 2,2E+07 | 1,3E+07 32 23 | 44 0,27 0,23 1 21
Q4DXL5 TcCLB.506195.110 | Malate dehydrogenase 41,55 |3,0E+07 | 7,9E+06 | 1,3E+07 28 85 | 45 0,36 -0,21 17 -40
Elongation factor 1-gamma (EF-1-
Q4CXW?2 TcCLB.510163.20 gamma), putative 35,40 |1,2E+07 | 1,2E+07 | 1,3E+07 74 49 47 -0,01 -0,01 27 2
RS3A2 TcCLB.511001.9 40S ribosomal protein S3a-2 52,08 |1,1E+07 | 9,9E+06 | 1,2E+07 79 67 | 48 -0,03 -0,09 -31 -19
ATP-dependent RNA helicase,
Qapuiz | 16CLB510661.90 putative 40,90 | 8,1E+06 | 7,2E+06 | 1,1E+07 | 115 95 |49 -0,15 -0,20 66 | 46
Q4CVX9 TcCLB.509695.170 | 60S ribosomal protein L9, putative 27,35 | 1,5E+07 | 1,2E+07 | 1,1E+07 61 57 | 50 0,14 0,01 -11 -7
Peptide methionine sulfoxide
Qapkgg | 16CLB-909611.180 reductase, putative 24,71 | 4,2E+06 | 9,9E+06 | 1,1E+07 | 197 66 | 51 -0,42 -0,05 -146 ) -15
Chaperonin containing T-complex
Qapwege | 16CHB-911725.250 protein, putative 31,58 |1,2E+07 | 1,2E+07 | 1,1E+07 | 77 53 | 52 0,02 0,03 2 =
Q4DSB7 TcCLB.509767.170 | Uncharacterized protein 18,31 |1,3E+07 | 1,2E+07 | 1,1E+07 70 56 | 53 0,08 0,04 -17 -3
Q4D5M2 | TcCLB.505989.82 | RuvB-like DNA helicase, putative 45,06 | 1,5E+07 | 1,3E+07 | 1,1E+07 64 46 | 54 0,14 0,08 -10 8
Q4cQuUOo | TcCLB.503719.20 | 40S ribosomal protein SA 30,29 | 1,1E+07 | 1,2E+07 | 1,0E+07 84 50 |55 0,04 0,07 -29 5
Q4DIZ9 TcCLB.503833.40 | 40S ribosomal protein S2, putative 24,24 |1,1E+07 | 1,0E+07 | 1,0E+07 89 61 |56 0,02 0,01 -33 -5
Q4DTX7 TcCLB.509233.180 | ATP synthase subunit beta 75,34 |2,3E+07 | 1,4E+07 | 1,0E+07 34 38 |57 0,36 0,15 23 19
Q4Dz98 | TcCLB.504105.140 | Enolase, putative 58,97 | 4,3E+07 | 8,1E+06 | 9,8E+06 22 81 |58 0,64 -0,09 36 -23
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Q4E355 TcCLB.508741.170 | Uncharacterized protein 32,23 | 1,9E+07 | 1,6E+07 | 9,8E+06 48 33 |59 0,29 0,21 {13, 26
Glyceraldehyde-3-phosphate
: . 14 24
Q4DHFO TeCLB.509065.60 dehydrogenase 32,21 | 2,0E+07 | 8,0E+06 | 9,8E+06 46 84 60 0,30 -0,09
Q4cyQ8 | TcCLB.510571.30 | Actin, putative 38,64 |1,8E+07 | 1,7E+07 | 9,6E+06 52 32 |61 0,27 0,24 9 29
Q4E4V0 TcCLB.508461.140 | polyadenylate-binding protein 39,34 |1,8E+07 | 1,2E+07 | 9,5E+06 51 54 | 62 0,28 0,10 11 8
Q4DPV6 | TcCLB.510877.40 | Uncharacterized protein 37,96 | 1,5E+07 | 6,7E+06 | 9,5E+06 62 100 | 63 0,21 -0,15 1 -37
Q4CcM27 | TeCLB.503577.20 | U2 splicing auxiliary factor, putative | 15,13 |8,7E+06 | 5,3E+06 | 9,4E+06 | 108 132 | 64 -0,03 -0,25 -44 -68
GTP-binding nuclear protein rtb2,
Q4DIB9 TeCLB.509455.80 putative 35,58 |1,4E+07 |1,5E+07 | 9,2E+06 65 36 | 65 0,19 0,21 0 29
ATP-dependent DEAD/H RNA
Q4DIE1 TeCLB.506959.30 helicase, putative 45,96 |1,2E+07 | 9,6E+06 | 9,1E+06 | 76 72 | 66 0,11 0,02 -10 6
Q4D4S0 TcCLB.504163.40 | Fructose-bisphosphate aldolase 24,68 | 1,7E+07 | 2,6E+06 | 9,1E+06 56 225 | 67 0,27 -0,54 11 -158
Q4D9G6 | TcCLB.508299.80 | Threonyl-tRNA synthetase, putative | 68,92 |9,7E+06 | 1,2E+07 | 9,0E+06 92 48 | 68 0,03 0,13 -24 20
Q4E151 TcCLB.506247.50 | Chaperonin, putative 58,13 | 8,9E+06 | 8,7E+06 | 9,0E+06 106 76 | 69 -0,01 -0,02 -37 -7
Q4DTP7 TcCLB.509695.210 | Carboxypeptidase 32,78 | 1,7E+07 | 9,6E+06 | 9,0E+06 58 71 | 70 0,27 0,03 12 -1
T-complex protein 1, beta subunit,
QapeNo | 1CCLB-508357.90 putative 41,12 |9,1E+06 | 8,4E+06 | 8,9E+06 | 100 78 |71 0,01 -0,02 29 g
Q4DTV8 | TcCLB.508693.50 | Uncharacterized protein 60,63 |2,4E+07 | 1,0E+07 | 8,8E+06 33 63 | 72 0,43 0,06 39 9
Q4E4Q2 | TcCLB.508461.570 | Gim5A protein, putative 22,14 |1,7E+07 | 1,4E+07 | 8,7E+06 57 40 |73 0,28 0,20 16 33
PGFS TcCLB.511287.49 | prostaglandin F synthase 17,88 | 2,7E+07 | 1,0E+07 | 8,7E+06 29 62 | 74 0,50 0,07 45 12
Q4CNC1 TcCLB.510777.20 | Aspartyl-tRNA synthetase, putative 49,10 |1,1E+07 | 1,2E+07 | 8,6E+06 80 51 | 75 0,12 0,14 -5 24
T-complex protein 1, eta subunit,
Q4E4ARS TeCLB.508461.410 putative 46,11 |1,2E+07 |9,8E+06 | 8,6E+06 75 68 | 76 0,14 0,06 . 8
NAD/FAD dependent dehydrogenase,
. . ) 2
Q4CWP7 TeCLB.509353.10 putative (Fragment) 1,12 | 1,8E+07 | 8,8E+06 | 8,4E+06 53 74 77 0,32 0,02 4 3
ATP-dependent Clp protease subunit,
. . . -42 -1
Q4CNM5 TcCLB.508665.14 heat shock protein 100 (HSP100), 39,48 | 7,6E+06 | 8,3E+06 | 8,4E+06 120 79 78 -0,04 -0,01 4
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putative (Fragment)
ATP-dependent Clp protease subunit,
Q4DTH5 TcCLB.508737.100 heat shock protein 78, putative 51,06 |1,1E+07 | 1,3E+07 | 8,4E+06 78 45 79 0,14 0,19 . 34
Small GTP-binding protein Rab1,
Q4CZRO TeCLB.503715.30 putative 30,49 | 9,6E+06 | 1,3E+07 | 8,4E+06 93 42 | 80 0,06 0,21 13 38
Q4DPV3 | TcCLB.510877.60 | RuvB-like DNA helicase, putative 25,45 | 9,5E+06 | 1,1E+07 | 8,3E+06 98 60 |81 0,06 0,12 -17 21
Q4DOU9 | TcCLB.508319.40 | RNA helicase, putative 39,78 | 9,0E+06 | 9,7E+06 | 8,3E+06 | 104 70 | 82 0,04 0,07 -22 12
Q4E093 TcCLB.506679.100 | 40S ribosomal protein S18, putative | 39,57 | 6,1E+06 | 6,4E+06 | 8,0E+06 | 148 110 | 83 -0,12 -0,10 -65 -27
P-type H+-ATPase, putative
- - -32 -2
Q4CQ52 TeCLB.505763.19 (Fragment) 57,18 |8,1E+06 | 6,1E+06 | 7,9E+06 | 116 113 | 84 0,01 -0,11 3 9
Q4E2M9 | TcCLB.510889.221 | Glucose-6-phosphate isomerase 37,37 |1,5E+07 | 5,5E+06 | 7,8E+06 63 129 | 85 0,29 -0,15 22 -44
Q4DD50 | TcCLB.510241.50 | 60S ribosomal protein L10, putative | 24,87 | 7,3E+06 | 3,6E+06 | 7,6E+06 | 125 168 | 86 -0,02 -0,32 -39 -82
Methylthioadenosine phosphorylase,
Q4DZW1 TcCLB.506789.280 putative 40,50 |1,3E+07 | 9,5E+06 | 7,5E+06 68 73 | 87 0,25 0,10 19 14
Q4DU31 | TcCLB.506241.170 | 40S ribosomal protein S6 15,43 | 8,8E+06 | 5,5E+06 | 7,4E+06 | 107 128 | 88 0,08 -0,13 -19 -40
Q4D832 TcCLB.511627.110 | Heat shock protein Dnal, putative 25,20 |9,5E+06 | 6,4E+06 | 7,4E+06 97 109 | 89 0,11 -0,06 -8 -20
Q4E2V9 TcCLB.511283.10 | Uncharacterized protein 17,64 |5,3E+06 | 5,5E+06 | 7,3E+06 | 159 126 | 90 -0,14 -0,12 -69 -36
Mitochondrial processing peptidase,
Q4DPR3 TeCLB.ST181.50 | ia subunit, putative 16,07 |9,0E+06 | 6,5E+06 | 7,0E+06 | 102 104 | 91 0,11 -0,03 1 13
Q4cucg | TcCLB.506593.19 | Ribosomal protein S7, putative 26,11 | 7,1E+06 | 5,0E+06 | 7,0E+06 | 129 142 | 92 0,01 -0,15 -37 -50
Retrotransposon hot spot (RHS)
. . ) . -1 24
Q4cxal TcCLB.509219.20 protein, putative 14,27 | 8,3E+06 | 9,7E+06 | 6,9E+06 | 111 69 | 93 0,08 0,15 8
Glutamate dehydrogenase, putative
: : -32 -2
Q4CR18 TeCLB.509445.39 (Fragment) 27,15 | 7,3E+06 | 5,8E+06 | 6,9E+06 | 126 120 | 94 0,02 -0,08 3 6
Q4CM63 | TcCLB.510185.10 | Methyltransferase (Fragment) 39,57 |1,7E+07 | 8,1E+06 | 6,9E+06 55 80 | 95 0,39 0,07 40 15
Q4D1L5 TcCLB.504003.60 | T-complex protein 1 subunit gamma | 40,61 |9,9E+06 | 7,1E+06 | 6,8E+06 91 96 | 96 0,16 0,02 5 0
Q4D0oU7 | TcCLB.508319.70 | 40S ribosomal protein S11, putative | 13,38 | 4,1E+06 | 3,5E+06 | 6,8E+06 | 203 175 | 97 -0,22 -0,28 -106 | -78
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Q4D5X2 | TcCLB.506167.50 | Clathrin heavy chain 44,40 | 9,2E+06 | 6,0E+06 | 6,7E+06 99 116 | 98 0,13 -0,05 -1 -18
ATP-dependent Clp protease subunit,
TcCLB.508807.10 heat shock protein 100, putative -23 24
Q4CLP1 (Fragment) 32,25 | 7,5E+06 | 8,8E+06 | 6,5E+06 | 122 75 | 99 0,06 0,13
Q4E088 TcCLB.506679.140 | 40S ribosomal protein S10, putative 9,79 |6,4E+06 |1,2E+07 | 6,5E+06 | 144 52 |100 -0,01 0,26 -44 48
Q4DEK4 | TcCLB.503899.20 | 40S ribosomal protein S16, putative | 12,42 | 7,4E+06 | 8,6E+06 | 6,5E+06 | 123 77 |101 0,06 0,13 -22 24
Heat shock protein HsIVU, ATPase
QA4DEP1 TcCLB.506739.50 subunit HslU, putative 26,25 | 9,5E+06 | 7,2E+06 | 6,4E+06 96 94 |102 0,18 0,05 6 8
Lipophosphoglycan biosynthetic
Q4DW89 TcCLB.506989.190 protein, putative 25,38 | 6,3E+06 | 7,3E+06 | 6,2E+06 145 92 103 0,01 0,07 42 11
Q4cv82 | TcCLB.506815.30 | Beta prime COP protein, putative 34,16 | 5,0E+06 | 5,7E+06 | 6,1E+06 | 168 123 |104 -0,09 -0,03 -64 -19
Succinyl-CoA synthetase alpha
. . . . - 22
Q4E216 TeCLB.508479.340 subunit, putative 17,67 | 8,3E+06 | 8,0E+06 | 6,1E+06 | 110 83 |105 0,14 0,12 >
Q4DY30 TcCLB.511727.290 | RNA-binding protein, putative 15,65 | 6,2E+06 | 3,8E+06 | 6,0E+06 147 163 | 106 0,01 -0,20 -41 -57
Q4DK44 | TcCLB.508827.40 | Acyl-CoA dehydrogenase, putative 30,38 |8,3E+06 | 7,3E+06 | 5,9E+06 | 112 91 |107 0,14 0,09 -5 16
Q4E2Q2 | TcCLB.504153.310 | Heat shock protein, putative 31,55 | 1,0E+07 | 4,9E+06 | 5,9E+06 90 145 |108 0,24 -0,08 18 -37
Q4E246 | TcCLB.508707.310 | Uncharacterized protein 15,35 | 6,5E+06 | 5,6E+06 | 5,9E+06 | 142 125 |109 0,04 -0,02 -33 | 16
Q4DGX6 | TcCLB.509213.120 | peptidase M20/M25/M40, putative | 24,34 | 1,3E+07 |6,1E+06 | 5,6E+06 69 112 |110 0,37 0,04 41 -2
Q4CXX2 TcCLB.508041.30 | 40S ribosomal protein S15a, putative | 14,02 |4,2E+06 | 5,9E+06 | 5,6E+06 196 118 |111 -0,12 0,03 -85 -7
Q4E589 TcCLB.506559.410 | Uncharacterized protein 19,79 | 7,0E+06 | 3,8E+06 | 5,5E+06 | 131 164 |112 0,10 -0,17 -19 -52
Q4E4R1 TcCLB.508461.480 |60S ribosomal protein L23, putative | 12,62 |5,1E+06 | 5,2E+06 | 5,5E+06 | 164 134 |113 -0,04 -0,03 =< -21
Q4DYN2 | TcCLB.504427.110 | Acetyl-coenzyme A synthetase 18,74 | 1,9E+06 | 2,5E+06 | 5,4E+06 | 328 231 |114 -0,45 -0,34 -214 | -117
Phenylalanyl-tRNA synthetase,
Q4CXE3 TeCLB.508271.10 putative 21,44 | 6,5E+06 | 7,6E+06 | 5,4E+06 | 141 89 |115 0,09 0,15 26 26
Cytoskeleton-associated protein
Q4DJS7 TeCLB.509237.130 CAP5.5, putative 38,82 | 8,1E+06 | 6,6E+06 | 5,3E+06 | 114 102 |116 0,18 0,09 2 14
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Q4D734 | TcCLB.506163.50 | Uncharacterized protein 15,84 |1,1E+07 | 7,9E+06 | 5,1E+06 81 86 |117 0,35 0,19 36 31
ATP-dependent RNA helicase,
Q4DH96 TeCLB.511285.120 putative 21,42 | 7,3E+06 | 6,5E+06 | 5,1E+06 | 124 103 |118 0,16 0,11 6 15
Q4E3A4 TcCLB.508355.250 | 605 acidic ribosomal protein PO 22,20 | 7,2E+06 | 4,6E+06 | 5,1E+06 | 127 148 [119 0,15 -0,04 -8 -29
Q4DIZ5 TcCLB.511287.150 | Fibrillarin, putative 12,27 | 4,7E+06 | 2,8E+06 | 5,1E+06 | 179 212 |120 -0,03 -0,26 -39 -
Glutamate dehydrogenase, putative
Q4CVH4 TeCLB.505843.10 (Fragment) 19,16 | 5,3E+06 | 5,2E+06 | 5,06+06 | 161 135 |121 0,02 0,01 40 14
Q4DQ27 | TcCLB.510121.20 | Hexokinase 51,44 | 2,0E+07 |6,5E+06 | 5,0E+06 45 106 |122 0,59 0,11 77 16
Q4D9R1 | TcCLB.508995.40 | Vesicle-fusing ATPase, putative 32,67 |5,9E+06 | 7,6E+06 | 4,9E+06 | 149 90 |123 0,08 0,18 -26 33
Q4D205 TcCLB.503575.34 | Ribosomal protein L38, putative 9,30 |3,1E+06 |8,1E+06 | 4,8E+06 | 249 82 |124 -0,19 0,22 -125 42
Phenylalanyl-tRNA synthetase alpha
Q4DY45 TeCLB.511727.140 chain, putative 10,61 | 6,5E+06 | 5,8E+06 | 4,7E+06 | 140 119 |125 0,14 0,09 15 6
Q4DSJ)7 TcCLB.508543.30 | 40S ribosomal protein S9, putative 4,97 |3,0E+06 |2,8E+06 | 4,7E+06 | 254 211 |126 -0,20 -0,22 -128 | -85
Eukaryotic peptide chain release
. . ) . - -2
Q4DP89 TeCLB.506127.110 | ¢ tor subunit 1, putative 18,67 | 4,0E+06 | 4,4E+06 | 4,7E+06 | 207 156 |127 -0,07 -0,02 80 9
Q4E396 TcCLB.508355.330 | Uncharacterized protein 18,96 | 5,3E+06 | 3,1E+06 | 4,6E+06 | 158 193 |128 0,07 -0,17 -30 -65
Q4DKS7 TcCLB.509569.100 | Nucleoside phosphorylase, putative | 10,64 | 1,1E+07 | 4,5E+06 | 4,5E+06 82 154 [129 0,40 0,00 47 -25
Q4E4L7 TcCLB.506925.319 | |socitrate dehydrogenase [NADP] 29,59 | 1,1E+07 | 7,2E+06 | 4,5E+06 87 93 (130 0,39 0,21 43 37
Q4CSc4 TcCLB.506945.160 | S-adenosylmethionine synthase 6,12 |6,8E+06 | 3,4E+06 | 4,5E+06 134 178 |131 0,18 -0,12 -3 -47
Q4D015 TcCLB.511803.40 | Uncharacterized protein 43,64 | 4,8E+06 | 5,4E+06 | 4,4E+06 | 174 130 |132 0,04 0,09 -42 2
Pyrroline-5-carboxylate synthetase-
Q4CVK6 TcCLB.503749.5 like protein, putative (Fragment) 32,96 | 5,7E+06 | 6,1E+06 | 4,4E+06 153 114 |133 0,11 0,14 20 13
NADH-dependent fumarate
Qacmug | TOCLB:510215.10 reductase, putative 27,58 | 6,8E+06 | 4,6E+06 | 4,4E+06 | 135 149 |[134 0,19 0,02 = 13
Q4DNZ7 | TcCLB.507519.110 | 60S ribosomal protein L7, putative 9,53 |3,4E+06 | 1,9E+06 | 4,3E+06 | 237 285 |135 -0,11 -0,36 -102 | -150
Q4DGP9 | TcCLB.506835.60 | Calmodulin, putative 60,32 | 6,9E+06 | 6,3E+06 | 4,3E+06 | 132 111 |136 0,20 0,16 4 23
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Inosine-5-monophosphate
Q4DM82 TeCLB.511301.110 dehydrogenase 22,90 |4,7E+06 | 3,2E+06 | 4,3E+06 177 189 |137 0,04 -0,13 40 -2
Q4DEL1 | TcCLB.507941.150 | Histone H4 9,98 |2,5E+06 |4,0E+06 | 4,3E+06 | 290 160 |138 -0,25 -0,03 -152 1 22
Q4DTX6 TcCLB.504105.94 | Ribosomal protein S25, putative 4,18 |1,7E+06 |4,1E+06 | 4,3E+06 | 346 159 |139 -0,40 -0,02 -207 | -20
ATP synthase, alpha chain,
Q4CNR6 TcCLB.510395.10 mitochondrial, putative (Fragment) 18,88 | 5,3E+06 | 5,1E+06 | 4,3E+06 160 137 | 140 0,09 0,07 20 3
6-phosphogluconate dehydrogenase,
Q4D0X5 TcCLB.510663.70 decarboxylating 33,59 | 9,1E+06 | 6,4E+06 | 4,3E+06 101 108 |141 0,33 0,18 40 33
Q4D234 | TcCLB.507529.50 | Uncharacterized protein 22,78 | 6,6E+06 | 5,0E+06 | 4,3E+06 | 138 143 |142 0,19 0,06 4 -1
Q4D7Y8 | TcCLB.508415.40 | ADP-ribosylation factor 1, putative 38,64 | 8,6E+06 |5,0E+06 | 4,3E+06 | 109 141 |143 0,30 0,07 34 2
Q4E5N8 | TcCLB.506529.430 | Alanine aminotransferase, putative | 23,37 |1,2E+07 | 3,9E+06 | 4,2E+06 73 162 |144 0,46 -0,04 71 -18
Ribosomal protein L21E (60S),
Qapep2 | 1OCLB-506405.149 putative 11,27 |2,9E+06 | 2,7E+06 | 4,2E+06 | 257 220 |145 -0,15 -0,18 12475
Q4cuel | TcCLB.509671.80 | 60S ribosomal protein L5, putative 19,70 | 3,4E+06 | 3,7E+06 | 4,1E+06 | 229 165 |146 -0,08 -0,05 -83 -19
Q4CTR7 TcCLB.506937.10 | Malate dehydrogenase 24,81 | 1,6E+07 | 3,5E+06 | 4,1E+06 60 174 | 147 0,58 -0,07 87 -27
Q4DXR8 | TcCLB.510421.130 |Uncharacterized protein 20,43 |4,7E+06 | 7,7E+06 | 4,1E+06 | 180 88 |148 0,06 0,27 -32 60
Q4DLK5 TcCLB.503939.80 | Prolyl-tRNA synthetase, putative 28,86 |4,0E+06 | 6,0E+06 | 4,1E+06 | 205 117 |149 -0,01 0,16 -56 32
Flagellar calcium-binding protein,
Q4DRI5 TeCLB.507491.151 putative 5,92 |9,5E+06 | 4,2E+06 | 4,1E+06 95 158 | 150 0,37 0,01 >> 8
Proteasome regulatory non-ATPase
Q4DBYO TcCLB.506977.90 subunit 5, putative 23,59 |5,5E+06 | 5,8E+06 | 4,0E+06 156 121 |151 0,14 0,16 = 20
2-oxoglutarate dehydrogenase, E2
TcCLB.503935.20 component, dihydrolipoamide -64 -67
Q4CNP4 succinyltransferase, putative 12,27 | 3,8E+06 | 2,7E+06 | 3,9E+06 216 219 [152 -0,02 -0,16
Q4D1U2 | TcCLB.509589.20  |Squalene monooxygenase, putative | 20,77 | 8,9E+06 | 4,9E+06 | 3,9E+06 | 105 144 | 153 0,36 0,10 48 9
Proteasome regulatory non-ATPase
) . . . -1 =
Q4E268 TeCLB.508707.90 subunit 7, putative 9,11 |1,7E+06 | 2,4E+06 | 3,9E+06 350 241 | 154 -0,37 -0,22 % 87
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Q4DIV9 TcCLB.507709.50 | 60S ribosomal protein L6, putative 11,31 | 1,0E+06 | 1,5E+06 | 3,9E+06 | 434 321 |155 -0,58 -0,42 -279 | -166
Mitochondrial phosphate
4 7
Q4DlJJ9 TeCLB.509551.30 transporter, putative 24,07 | 8,2E+06 | 6,8E+06 | 3,8E+06 113 99 | 156 0,33 0,25 3 >
Q4Dz31 TcCLB.511001.120 | 60S ribosomal protein L18a 6,04 |2,0E+06|2,1E+06 | 3,7E+06 | 319 266 |157 -0,26 -0,25 -162 | -109
Q4DTQ1 | TcCLB.504181.20 | 40S ribosomal protein S23, putative | 10,52 |2,3E+06 | 8,4E+05 | 3,7E+06 | 296 419 |158 -0,21 -0,65 -138 | -261
Q4E4E4 TcCLB.510187.70 | Tyrosine aminotransferase, putative | 14,46 |5,8E+06 | 5,1E+06 | 3,7E+06 | 150 136 |159 0,19 0,14 9 23
Q4DJz1 TcCLB.509671.110 | Uncharacterized protein 10,64 | 5,4E+06 | 5,4E+06 | 3,7E+06 | 157 131 |160 0,16 0,16 3 29
Q4CVF7 TcCLB.511583.40 | Tricarboxylate carrier, putative 12,56 | 7,6E+06 | 7,7E+06 | 3,7E+06 | 121 87 |161 0,31 0,32 40 74
Haloacid dehalogenase-like
Q4D2M6 TeCLB.506931.10 hydrolase, putative 17,24 | 5,7E+06 | 4,6E+06 | 3,7E+06 152 150 |162 0,19 0,10 10 12
Peptidylprolyl isomerase-like,
Q4DM85 TeCLB.511301.70 putative 31,46 | 5,1E+06 | 3,2E+06 | 3,6E+06 | 163 190 |163 0,14 -0,06 0 27
Q4DRH6 | TcCLB.506775.80 | 14-3-3 protein, putative 23,37 | 6,8E+06 | 5,8E+06 | 3,6E+06 | 133 122 | 164 0,29 0,21 31 42
Hypoxanthine-guanine
22 7
Q4DGA2 TeCLB.506457.40 phosphoribosyltransferase, putative 23,86 | 6,4E+06 | 6,8E+06 | 3,5E+06 143 98 |165 0,26 0,29 6
Aspartate aminotransferase,
4 -32
Q4D1Q4 TcCLB.510945.70 mitochondrial, putative 17,08 | 8,0E+06 | 3,1E+06 | 3,5E+06 | 118 198 | 166 0,36 -0,06 8 3
Proteasome activator protein PA26,
-1 =
Q4CPR5 TcCLB.511465.10 putative 35,57 | 4,6E+06 | 3,6E+06 | 3,5E+06 | 185 169 |167 0,12 0,02 8
Thiol-dependent reductase 1,
Q4DKI7 TeCLB.509105.70 putative 11,47 |1,1E+07 | 4,8E+06 | 3,5E+06 85 146 |168 0,51 0,14 83 22
Hslvu complex proteolytic subunit-
- 72
Q4D729 TeCLB.506275.20 like, putative 20,05 | 4,7E+06 | 7,0E+06 | 3,5E+06 | 178 97 |169 0,14 0,31 9
Q4CKQ6 | TcCLB.509239.10 | Fatty acid desaturase, putative 12,48 | 4,3E+06 | 4,6E+06 | 3,4E+06 | 192 151 |170 0,10 0,13 -22 ik
Q4DD39 | TcCLB.511025.50 | Glucosamine-6-phosphate isomerase | 17,38 | 7,0E+06 | 3,4E+06 | 3,4E+06 | 130 180 |171 0,31 -0,01 41 =)
Q4DJX1 TcCLB.510879.110 | Ribosomal protein L3, putative 13,67 | 2,9E+06 | 1,4E+06 | 3,4E+06 | 259 329 |172 -0,07 -0,38 -87 | -157
Q4E519 TcCLB.511277.60 | Alcohol dehydrogenase, putative 34,46 | 1,1E+07 | 2,6E+06 | 3,4E+06 88 224 |173 0,50 -0,11 85 -51
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Q4CSK4 TeCLB.506235.10 ;Latz::\a/:ommtlatlon focterli=2 20,79 | 3,9E+06 | 5,0E+06 | 3,4E+06 | 212 139 |174 0,06 0,17 38 35
Q4DF18 TcCLB.507001.110 | Galactokinase-like protein, putative | 26,45 |9,6E+06 | 6,4E+06 | 3,3E+06 94 107 |175 0,46 0,29 81 68
Q4DSY?2 TcCLB.508347.24 | Uncharacterized protein -2,00 |1,4E+07 | 6,0E+03 | 3,3E+06 66 848 |176 0,62 -2,74 110 | -672
Q4D531 TcCLB.510835.40 | 60S ribosomal protein L7a, putative 8,12 |2,8E+06 |2,1E+06 | 3,3E+06 | 266 272|177 -0,07 -0,20 -89 -95
Q4E4L9 TcCLB.506925.300 | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 17,26 |1,1E+07 | 3,5E+06 | 3,3E+06 83 173 |178 0,54 0,03 95 5
Q4DLP7 TcCLB.511859.170 | NADH-cytochrome b5 reductase 9,99 |3,7E+06 |2,2E+06 | 3,2E+06 | 218 251 |179 0,07 -0,15 -39 -72
Q4DYK2 TeCLB.506211.160 ﬁ?tll'ffniar:;'frp,ﬂmg § 3,16 |3,4E+06 |3,7E+06| 3,2E+06 | 232 167 |180 0,03 0,07 -2 13
Q4DuU83 | TcCLB.511903.110 | 40S ribosomal protein S8 21,87 |4,2E+06 | 1,7E+06 | 3,2E+06 | 195 298 |181 0,12 -0,27 -14 ) -117
Q4E3Q5 | TcCLB.510101.30 | 60S ribosomal protein L28, putative | 11,26 |2,6E+06 |2,7E+06 | 3,1E+06 | 283 221 |182 -0,08 -0,06 -101 | -39
Q4DNV8 | TcCLB.505999.90 | Phosphoglycerate kinase 30,96 |1,3E+07 | 3,1E+06 | 3,1E+06 72 195 |183 0,61 0,01 Ll -12
Q4E620 TeCLB.508153.730 ELT:)r:Jia::jopnuicr;ﬁfglon foctor22lpha 13,76 |4,6E+06 | 3,5E+06 | 3,0E+06 | 182 172 |184 0,18 0,07 2 12
Qapk33 | 1cCLB-508827.139 (CFC;Ztgmirt)g amma subuntt, putative 23,49 | 3,9E+06 | 2,5E+06 | 3,0E+06 | 211 236 |185 0,11 -0,09 26 | St
Q4D360 | TcCLB.507925.40 | pyridoxal kinase, putative 6,76 |4,0E+06 |2,0E+06 | 3,0E+06 | 208 281 |186 0,12 -0,19 -22 -95
Q4E686 TcCLB.508153.60 | Aminopeptidase, putative 22,60 | 3,6E+06 | 3,3E+06 | 3,0E+06 | 222 181 | 187 0,08 0,05 -35 6
Q4E571 TcCLB.508153.1050 | Uncharacterized protein 21,23 |2,1E+06 | 2,1E+06 | 3,0E+06 | 315 271 |188 -0,16 -0,16 -127 | -83
Q4DKH6 TeCLB.509915.60 Ef;;;tr:agzrt,g;?/z notspot (fHS) 5,45 |2,7E+06 | 4,5E+06 | 3,0E+06 | 272 153 |189 -0,04 0,18 83 36
Q4DKI5 TcCLB.509105.90 | RNA-binding protein RGGm, putative | 12,16 | 3,4E+06 | 2,5E+06 | 3,0E+06 | 230 234 | 190 0,06 -0,08 -40 -44
Q4CX87 TcCLB.509499.14 | Tryparedoxin peroxidase, putative 17,21 |4,3E+06 | 2,6E+06 | 2,9E+06 | 191 226 |191 0,17 -0,05 0 -35
Q4DJB6 TcCLB.508851.180 | 14-3-3 protein, putative 12,55 | 4,1E+06 | 1,9E+06 | 2,9E+06 | 202 288 192 0,14 -0,20 -10 -96
Q4DIC9 TcCLB.506959.120 | 60S ribosomal protein L30, putative | 14,60 | 3,1E+06 | 6,5E+06 | 2,9E+06 | 247 105 |193 0,03 0,35 -54 88
Q4DXCo | TcCLB.510901.150 | Proteasome regulatory non-ATPase | 16,30 |2,8E+06 |4,7E+06 | 2,9E+06 | 267 147 |194 -0,02 0,20 -73 47
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subunit 2, putative
Q4DW87 | TcCLB.506989.210 | U-box domain protein, putative 16,82 | 4,3E+06 | 2,9E+06 | 2,9E+06 | 194 208 |195 0,17 -0,01 1 -13
Q4DPQ8 | TcCLB.511181.100 |60S ribosomal protein L2, putative 5,47 |2,9E+06 |1,3E+06 | 2,8E+06 | 263 337 |196 0,00 -0,33 -67 | -141
Q4CSK3 TcCLB.506235.20 | Uncharacterized protein 18,93 |4,1E+06 | 3,1E+06 | 2,8E+06 | 201 197 |197 0,16 0,03 -4 0
Q4E1S6 TcCLB.506855.180 | Adenylate kinase, putative 15,59 | 2,5E+06 | 4,6E+06 | 2,8E+06 | 291 152 |198 -0,06 0,21 -93 46
Calpain-like cysteine peptidase,
Q4CW64 TeCLB.509003.30 putative 9,24 |2,0E+06 | 6,6E+06 | 2,8E+06 | 323 101 |199 -0,16 0,37 124 ) 98
Proteasome regulatory non-ATPase
Q4E342 TeCLB.508741.300 subunit 6, putative 20,65 | 4,9E+06 | 3,3E+06 | 2,8E+06 | 172 184 |200 0,24 0,07 28 16
Q4CYL3 TcCLB.504423.30 | Uncharacterized protein 15,17 | 4,9E+06 | 5,1E+06 | 2,8E+06 | 171 138 |201 0,25 0,26 30 63
Heat shock 70 kDa protein, putative
Q4DAZ6 TeCLB.506135.9 (Fragment) 12,26 |5,0E+06 |2,2E+06 | 2,8E+06 | 169 257 |202 0,26 -0,10 3 "3
Proteasome regulatory ATPase
. . . . -1
Q4DZM5 TcCLB.504147.200 subunit, putative 14,14 |3,8E+06 | 3,6E+06 | 2,8E+06 | 213 170 |203 0,14 0,12 0 33
Q4EIN1 | TcCLB.507093.260 | ABC transporter, putative 33,80 | 5,6E+06 | 6,0E+06 | 2,7E+06 | 155 115 |204 0,31 0,34 49 89
Q4DL69 TcCLB.508919.140 | Uncharacterized protein 13,47 | 1,8E+06 | 2,5E+06 | 2,7E+06 | 330 235 |205 -0,17 -0,04 -125 | -30
Asparaginyl-tRNA synthetase,
Q4E595 TeCLB.506559.350 putative 17,05 |3,9E+06 | 2,7E+06 | 2,7E+06 | 210 218 |206 0,16 0,01 4 12
Proteasome regulatory ATPase
Q4D0B9S TeCLB.511047.50 subunit 2, putative 9,36 |4,0E+06 | 2,8E+06 | 2,7E+06 206 216 | 207 0,17 0,01 ! ki
Q4CWA5 | TcCLB.507241.30 | Arginine kinase, putative 15,09 |8,1E+06 | 2,8E+06 | 2,7E+06 | 117 213 |208 0,48 0,02 91 =)
Cysteine peptidase, putative
: : 637 | -4
Q4CTX9 TeCLB.508595.50 (Fragment) 16,12 | 6,0E+03 | 2,3E+06 | 2,7E+06 | 846 249 |209 -2,65 -0,07 63 0
Q4DVG8 | TcCLB.506859.70 | Uncharacterized protein 9,22 |4,1E+06 |3,2E+06 | 2,7E+06 | 199 188 |210 0,18 0,08 Al 22
L-threonine 3-dehydrogenase,
Q4CU39 TeCLB.507923.10 putative 13,49 |4,3E+06 |2,1E+06 | 2,7E+06 | 193 267 |211 0,20 -0,11 18 >6
Retrotransposon hot spot (RHS)
. . . : -2 -
Q4CUP4 TeCLB.506047.20 protein, putative 6,46 |3,3E+06|2,8E+06| 2,7E+06 238 215 | 212 0,09 0,02 6 3
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Q4D6D8 | TcCLB.509047.40 | Uncharacterized protein 16,28 |4,0E+06 | 3,3E+06 | 2,7E+06 | 204 182 |213 0,18 0,10 9 31
Calpain-like cysteine peptidase,
Q4EODS TeCLB.508999.190 putative 11,83 |4,1E+06 | 5,0E+06 | 2,6E+06 | 200 140 |[214 0,19 0,28 14 74
Q4DE37 TcCLB.506649.20 | p-type H+-ATPase, putative 14,49 | 2,6E+06 | 2,2E+06 | 2,6E+06 | 278 253 |215 0,00 -0,07 -63 -38
Activated protein kinase C receptor,
Q4DTN2 TeCLB.511211.120 putative 18,65 |7,2E+06 | 2,2E+06 | 2,6E+06 | 128 260 |216 0,44 -0,08 88 a4
Retrotransposon hot spot (RHS)
Q4DQ78 TeCLB.510543.90 protein, putative 3,90 |2,6E+06 |2,6E+06| 2,6E+06 284 227 | 217 0,00 0,00 67 10
Retrotransposon hot spot (RHS)
Q4CRM5 TcCLB.500917.19 protein, putative (Fragment) 11,96 | 2,6E+06 | 1,6E+06 | 2,6E+06 281 310 |218 0,01 -0,22 63 92
26S proteasome regulatory non-
Q4CND5 1cCLE.504221.20 ATPase subunit, putative (Fragment) | 11,06 |2,5E+06 | 3,4E+06 | 2,6E+06 285 176 | 219 -0,01 0,13 66 43
Q4E661 TcCLB.508153.280 | 60S ribosomal protein L13 10,32 | 3,2E+06 | 2,9E+06 | 2,6E+06 | 246 204 |220 0,09 0,06 -26 16
Q4DYZ3 TcCLB.510303.290 | Acyl-CoA dehydrogenase, putative 16,39 |3,9E+06 | 3,1E+06 | 2,6E+06 | 209 196 |221 0,19 0,08 12 25
Q4DWP4 | TcCLB.511421.200 | Uncharacterized protein 25,11 |2,4E+06 | 3,2E+06 | 2,5E+06 | 293 186 |222 -0,03 0,10 -71 36
Q4DS82 TcCLB.510759.120 | Reiske iron-sulfur protein, putative 13,99 | 4,5E+06 | 2,4E+06 | 2,5E+06 | 188 240 |224 0,25 -0,03 36 -16
Eukaryotic translation initiation
Q4CPVv7 TcCLB.503819.30 factor 2 subunit, putative 14,57 | 3,1E+06 | 3,7E+06 | 2,5E+06 248 166 |225 0,09 0,17 = =
Q4CP43 TcCLB.509761.10 | Uncharacterized protein (Fragment) | 14,74 |3,0E+06 | 2,0E+06 | 2,5E+06 | 251 279 |226 0,07 -0,11 -25 so5
Cytochrome p450-like protein,
Q4DX81 TeCLB.506945.190 putative 27,33 | 5,0E+06 | 2,8E+06 | 2,5E+06 | 167 217 | 227 0,30 0,04 60 10
Retrotransposon hot spot (RHS)
. . ) . -17 2
Q4DME9 TcCLB.506443.150 protein, putative 9,54 |1,2E+06|2,9E+06 | 2,5E+06 | 403 205 |228 -0,32 0,06 > 3
Q4DUS2 | TcCLB.507951.160 | Uncharacterized protein 11,54 | 2,4E+06 | 2,7E+06 | 2,5E+06 | 292 223 |229 -0,01 0,04 -63 6
Uracil phosphoribosyltransferase,
Q4E301 TeCLB.506435.410 putative 11,66 |3,1E+06 | 3,2E+06 | 2,5E+06 | 250 185 [230 0,10 0,12 20 45
Q4D8E8 | TcCLB.511761.60 | Uncharacterized protein 13,00 | 3,8E+06 | 2,0E+06 | 2,5E+06 | 217 | 278 |231 0,19 -0,09 14 | 47
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Q4CYL6 TcCLB.504423.10 | Uncharacterized protein 7,40 |1,8E+06|2,1E+06| 2,5E+06 | 338 264 |232 -0,14 -0,06 -106 | -32

Q4CLTS TcCLB.510313.20 | Uncharacterized protein (Fragment) | 2,01 |6,0E+03 |6,0E+03 | 2,4E+06 | 847 874 |233 -2,61 -2,61 -614 | -641

Q4D318 | TcCLB.509539.50 |Small GTP-binding protein, putative | 16,45 |3,7E+06 | 4,5E+06 | 2,4E+06 | 221 155 |234 0,18 0,27 13 79
Succinate dehydrogenase

TcCLB.511909.40 [ubiquinone] flavoprotein subunit, 15 26

Q4D4X1 mitochondrial 23,80 | 3,7E+06 | 2,9E+06 | 2,4E+06 | 220 209 |235 0,19 0,08

Q4DUG8 | TcCLB.510661.250 | Cystathione gamma lyase, putative 31,04 | 9,0E+06 | 1,9E+06 | 2,4E+06 | 103 287 |236 0,58 -0,11 133 il
Mitochondrial processing peptidase

Q4DI18 TeCLB.509229.80 alpha subunit, putative 8,79 |3,2E+06 | 2,5E+06 | 2,4E+06 | 244 229 |237 0,12 0,02 7 8

Q4D2F2 TcCLB.509797.40 | Isoleucyl-tRNA synthetase, putative | 22,13 | 2,6E+06 | 2,3E+06 | 2,4E+06 | 279 248 |238 0,05 -0,02 =il -10

Q4DJY1 TcCLB.510879.20 | Ribosomal protein S19, putative 3,66 |1,0E+06|1,4E+06| 2,4E+06 | 444 331 |239 -0,37 -0,22 -205 | -92
Glycosomal malate dehydrogenase,

Q4DDK8 TeCLB.511293.69 putative 16,91 |5,8E+06 | 2,8E+06 | 2,4E+06 | 151 214 |240 0,39 0,07 89 26
Eukaryotic translation initiation

Q4D5W3 TeCLB.508169.90 | ¢ +or 3 subunit L 16,61 |3,2E+06 |2,2E+06 | 2,3E+06 | 241 258 |241 0,14 -0,03 0 17

Q4DGT6 | TcCLB.507081.130 | Uncharacterized protein 16,76 | 4,8E+06 | 1,2E+06 | 2,3E+06 | 175 358 |242 0,32 -0,30 67 | -116
Peptide methionine sulfoxide

Q4CSX7 TcCLB.510855.10 reductase, putative 2,84 |3,0E+06 |3,1E+06 | 2,3E+06 | 256 194 |243 0,11 0,13 13 49

Q4DcuU2 | TcCLB.506839.70 | NADH dehydrogenase, putative 16,93 | 4,8E+06 | 2,9E+06 | 2,3E+06 | 176 203 |244 0,32 0,11 68 Al

Q4D6H2 | TcCLB.509247.50 | Methionyl-tRNA synthetase, putative | 26,83 |2,2E+06 | 2,2E+06 | 2,3E+06 | 305 259 |245 -0,02 -0,02 -60 -14
Ribonucleoside-diphosphate

Q4D6V2 TcCLB.506621.30 reductase small chain, putative 37,46 | 6,6E+06 | 2,0E+06 | 2,3E+06 139 280 |246 0,46 -0,06 o e

Q4CTRO TcCLB.511049.40 | Leucyl-tRNA synthetase, putative 8,43 |3,8E+06 |1,2E+06 | 2,3E+06 | 215 356 |247 0,22 -0,28 32 -109
Nucleosome assembly protein,

Q4DSA7 TeCLB.507031.29 putative 10,00 | 3,5E+06 | 2,1E+06 | 2,2E+06 | 224 268 |248 0,20 -0,03 24 20
Serine/threonine protein kinase,

Q4E650 TeCLB.508153.400 putative 9,09 |2,1E+06 |2,9E+06 | 2,2E+06 | 313 207 |249 -0,03 0,11 64 42
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2-amino-3-ketobutyrate coenzyme A
Q4CT37 TeCLB.511899.40 ligase, putative 12,12 | 6,2E+06 | 2,3E+06 | 2,2E+06 | 146 244 | 250 0,45 0,02 104 6
Q4DJ68 TcCLB.505183.30 | Malic enzyme 15,35 |4,6E+06 | 1,2E+06 | 2,2E+06 | 183 349 |251 0,32 -0,26 68 -98
Eukaryotic translation initiation
: . . ) -1 -52
Q4E3G1 TeCLB.507611.310 factor 3 subunit 8, putative 8,88 | 2,8E+06 | 1,6E+06 | 2,2E+06 271 304 | 252 0,10 -0,13 2 >
Phosphoribosylpyrophosphate
Q4DXW9 TeCLB.510431.250 synthetase, putative 11,01 |3,8E+06 | 1,6E+06 | 2,2E+06 | 214 305 |253 0,24 -0,13 39 >2
Q4E2WO0 | TcCLB.508175.370 | Glutamine synthetase, putative 17,45 | 5,0E+06 | 2,2E+06 | 2,2E+06 | 170 255 | 254 0,36 0,00 84 -1
Q4D615 TcCLB.409117.20 | 40S ribosomal protein S14, putative 4,25 |1,7E+05 | 2,9E+06 | 2,2E+06 | 760 206 |255 -1,11 0,12 -505 49
Q4D717 TcCLB.509719.40 | Cytochrome P450, putative 12,54 |4,6E+06 | 2,0E+06 | 2,2E+06 | 186 282 | 256 0,32 -0,05 70 -26
Q4D214 TcCLB.504433.10 | ADP-ribosylation factor 3, putative 18,05 | 2,5E+06 | 3,0E+06 | 2,2E+06 | 289 200 |257 0,06 0,15 -32 57
Q4D558 TcCLB.511711.80 | Ras-related protein rab-2a, putative 8,00 |1,3E+06 |3,4E+06| 2,1E+06 | 382 177 |258 -0,20 0,21 -124 31
Ubiquinone biosynthesis
Q4DLG3 TeCLB.503823.160 methyltransferase, putative 11,89 | 4,1E+06 | 2,3E+06 | 2,1E+06 198 250 |259 0,29 0,03 61 ?
Q4DUU1 | TcCLB.508501.250 | Uncharacterized protein 15,08 |3,4E+06 |2,2E+06 | 2,1E+06 | 235 261 |260 0,20 0,01 25 -1
Q4DQC4 | TcCLB.506629.200 | Uncharacterized protein 18,45 | 6,7E+06 | 3,0E+06 | 2,1E+06 | 137 199 |261 0,50 0,16 12 62
Q4DJT8 TcCLB.509237.10 | Mevalonate kinase, putative 14,88 | 4,5E+06 | 3,1E+06 | 2,1E+06 | 187 192 |262 0,33 0,17 75 70
Proteasome regulatory non-ATPase
Q4D971 TeCLB.511365.70 subunit, putative 11,93 |3,0E+06 | 2,2E+06 | 2,1E+06 252 254 | 263 0,16 0,03 11 2
Q4ESI4 TcCLB.511277.110 | Citrate synthase 9,31 |3,5E+06|1,4E+06| 2,1E+06 | 228 330 |264 0,23 -0,16 36 -66
Q4D1B8 | TcCLB.509997.30 | Tryparedoxin, putative 5,69 |5,0E+06 |8,9E+05| 2,0E+06 | 165 407 |265 0,39 -0,36 100 | -142
Eukaryotic translation initiation
QaEang | TCCLB-S06925.120 e o op 9,55 |1,7E+06 | 1,5E+06 | 2,0E+06 | 348 325 |266 -0,08 -0,14 82 -9
Q4CTD8 | TcCLB.511635.10 | Histone H2B 16,67 | 1,5E+06 | 5,6E+06 | 2,0E+06 | 366 124 |267 -0,13 0,45 -99 143
Q4DK39 | TcCLB.508827.79 | 40S ribosomal protein S17, putative 8,26 |1,0E+06 |2,2E+06 | 2,0E+06 | 438 263 | 268 -0,29 0,04 -170 5
Retrotransposon hot spot (RHS)
. . ) . 1
Q4CQB8 TcCLB.509335.10 protein, putative 4,88 |3,0E+06 |3,4E+06 | 2,0E+06 255 179 |269 0,18 0,23 4 20
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Q4E3M8 | TcCLB.510101.330 | Uncharacterized protein 7,69 |4,7E+06 | 3,0E+06 | 2,0E+06 | 181 201 |270 0,37 0,18 89 69
Heat shock protein HslVU, ATPase

Q4E408 TeCLB.S1T127.110 | punit HslU, putative 13,43 | 2,8E+06 | 1,9E+06 | 2,0E+06 | 269 283 [271 0,15 -0,01 2 12

Q4E4E7 | TcCLB.510187.30 | Tyrosine aminotransferase 4,08 |2,6E+06|9,4E+05| 2,0E+06 | 282 | 395 |272 0,12 -0,32 -10 | -123
Heat shock protein, putative

Q4D673 TeCLB.511263.9 (Fragment) 18,62 |3,5E+06 | 7,3E+05 | 2,0E+06 | 227 457 |273 0,25 -0,43 46 | -184

Q4E4E9 TcCLB.510187.20 | Tyrosine aminotransferase, putative | 9,12 |1,9E+09 | 2,2E+06 | 2,0E+06 2 256 |274 2,99 0,05 272 18

Q4CT43 TcCLB.503555.30 | Trypanothione reductase, putative 14,60 |5,7E+06 | 2,4E+06 | 1,9E+06 | 154 239 |275 0,46 0,09 121 36

Q4CSI2 TcCLB.506441.20 | Uncharacterized protein 8,91 |2,1E+06 |2,5E+06 | 1,9E+06 | 317 228 |276 0,03 0,12 =il 48
Rabl small GTP-binding protein,

Qacysg | 1OCLB.503689.4 putative 4,02 |2,2E+06|8,1E+05 | 1,9E+06 | 307 427 |277 0,05 -0,37 30 | -150

Q4E5G5 TcCLB.511277.290 | Aconitate hydratase 23,76 |5,1E+06 | 1,6E+06 | 1,9E+06 | 162 309 |278 0,43 -0,09 116 -31
Mitochondrial RNA-binding protein 2,

Q4E544 TeCLB.510359.270 putative 2,82 |1,2E+06 | 1,3E+06 | 1,9E+06 | 399 341 |279 -0,19 -0,17 120 1 62
2-oxoisovalerate dehydrogenase

Q4D184 TcCLB.506853.50 alpha subunit, putative 27,22 | 2,1E+06 | 1,4E+06 | 1,9E+06 318 335 |280 0,03 -0,15 == =

Q4DRQ7 | TcCLB.506739.150 | 60S ribosomal protein L13a, putative | 7,83 |1,3E+06 | 8,0E+05 | 1,9E+06 | 385 429 |281 -0,16 -0,38 -104 | -148

Q4DQB8 | TcCLB.511827.30 | Uncharacterized protein 15,90 | 4,3E+06 | 3,3E+06 | 1,9E+06 | 190 183 |282 0,36 0,24 &2 99

Q4DFBO | TcCLB.508209.100 |10 kDa heat shock protein, putative | 10,22 |2,9E+06 | 1,1E+06 | 1,9E+06 | 261 361 |283 0,18 -0,22 22 -78

Q4DI29 TcCLB.511019.90 | Superoxide dismutase 15,21 | 3,4E+06 | 2,8E+06 | 1,9E+06 | 236 210 |284 0,25 0,18 48 74

Q4DW38 | TcCLB.507681.150 | 40S ribosomal protein S24 8,61 |1,9E+06 |1,5E+06| 1,9E+06 | 329 311 |285 0,01 -0,09 -44 -26
Retrotransposon hot spot (RHS)

Q4D826 TcCLB.508285.10 protein, putative 1,80 |1,6E+06|1,8E+06| 1,9E+06 352 295 | 286 -0,06 -0,02 66 d

Q4DQS9 | TcCLB.511821.179 | Uncharacterized protein (Fragment) | 11,38 |3,0E+05 | 7,8E+05 | 1,8E+06 | 675 438 |287 -0,79 -0,38 -388 | -151
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate

Q4DRTS8 TcCLB.510943.50 dehydrogenase, putative 16,53 | 6,8E+06 | 1,8E+06 | 1,8E+06 136 294 | 288 0,57 -0,02 L 2

Q4DA84 | TcCLB.506795.44 | Uncharacterized protein 7,07 |2,2E+06 | 3,6E+06 | 1,8E+06 | 304 171 |289 0,08 0,29 -15 118
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Aldehyde dehydrogenase, putative
Q4DCP7 TeCLB.506943.4 (Fragment) 6,85 |2,9E+06 | 1,5E+06 | 1,8E+06 | 262 312 [290 0,20 -0,07 28 22
Q4DHH8 | TcCLB.510265.10 | Quinone oxidoreductase, putative 5,31 |2,0E+06|1,0E+06| 1,8E+06 | 320 384 |291 0,05 -0,25 -29 -93
Q4DQpP3 | TcCLB.506563.30 | Coatomer subunit beta 16,81 | 2,1E+06 | 2,4E+06 | 1,8E+06 | 316 237 [292 0,06 0,13 -24 55
Q4DLD9 | TcCLB.511311.80 | Uncharacterized protein (Fragment) | 15,05 |2,5E+06 | 1,7E+06 | 1,8E+06 | 288 303 |293 0,14 -0,04 5 -10
Proteasome regulatory non-ATPase
Q4CYAO TeCLB.509627.30 | o 1 init 11, putative 20,09 | 2,0E+06 | 1,9E+06 | 1,8E+06 | 322 286 |294 0,04 0,02 28 8
Q4CQA8 | TcCLB.503945.40 | 6-phosphogluconolactonase, putative | 7,29 |3,5E+06 | 2,5E+06 | 1,8E+06 | 226 230 |295 0,29 0,15 69 65
Glutathione-S-
Q4DMF2 TeCLB.506443.70 transferase/glutaredoxin, putative 5,97 |2,6E+06 |3,2E+06 | 1,8E+06 280 191 | 296 0,17 0,25 16 105
Q4DC80 TcCLB.511151.90 | Glycerol-3-phosphate dehydrogenase | 14,81 |2,9E+06 | 3,0E+06 | 1,8E+06 | 260 202 |297 0,22 0,23 37 95
ATPase alpha subunit, putative
Q4CXB4 TcCLE.505617.40 (Fragment) 6,68 |3,5E+06 |1,7E+06 | 1,7E+06 225 297 |298 0,31 0,00 /3 !
Q4CW17 | TcCLB.511067.30 | Transketolase, putative (Fragment) 4,06 |3,4E+06 |4,4E+05| 1,7E+06 | 231 561 |299 0,30 -0,60 68 -262
Coatomer alpha subunit, putative
Q4D9X2 TeCLB.510687.149 (Fragment) 10,41 |2,7E+06 | 2,3E+06 | 1,7E+06 | 276 242|300 0,20 0,13 24 >8
Q4E3F7 TcCLB.507611.370 | Protein disulfide-isomerase 16,18 |3,6E+06 | 1,5E+06 | 1,7E+06 | 223 314 |301 0,32 -0,06 78 -13
Q4D029 TcCLB.506239.40 | Uncharacterized protein 18,03 | 3,3E+06 | 2,1E+06 | 1,7E+06 | 239 270 |302 0,29 0,09 63 32
Q4DEQ6 | TcCLB.506295.100 | Uncharacterized protein 5,72 |1,1E+06 | 1,5E+06 | 1,7E+06 | 418 315 |303 -0,19 -0,05 -115 | -12
Q4cQw2 | TcCLB.504121.30 | 60S ribosomal protein L4, putative 14,70 | 2,7E+06 | 9,4E+05 | 1,7E+06 | 273 396 |304 0,21 -0,25 31 -5
Proteasome regulatory non-ATPase
. . . . 1 7
Q4E3B3 TeCLB.508355.150 subunit 3, putative 14,30 |5,0E+06 | 2,5E+06 | 1,7E+06 | 166 232 |305 0,48 0,17 39 3
Q4DN73 | TcCLB.506963.14 | 40S ribosomal protein S27, putative 5,37 |1,3E+06 | 1,6E+06 | 1,6E+06 | 398 307 |306 -0,11 0,00 =< -1
Q4CTR5 TcCLB.506861.30 | 40S ribosomal protein L14, putative 3,56 |1,4E+06|1,0E+06| 1,6E+06 | 369 376 |307 -0,06 -0,19 -62 -69
Short chain 3-hydroxyacyl-coa
Q4DMG1 TeCLB.509717.90 dehydrogenase, putative 6,28 | 1,1E+06 | 2,0E+06 | 1,6E+06 424 276 | 308 -0,17 0,10 0 =2
Q4DTM9 | TcCLB.511211.160 | Heat shock protein 70 (HSP70), 2,13 |1,3E+06 | 6,9E+05 | 1,6E+06 | 392 465 |309 -0,09 -0,36 -83 | -156

204




putative
Q4DM53 | TcCLB.506425.40 | Uncharacterized protein 6,72 |1,9E+06 | 1,8E+06 | 1,6E+06 | 325 290 |310 0,09 0,07 -15 20
dTDP-glucose 4,6-dehydratase,
Q4E0S3 TcCLB.509965.380 putative 12,12 | 1,8E+06 | 2,1E+06 | 1,6E+06 | 337 273 |311 0,06 0,12 26 38
Thermostable carboxypeptidase 1,
Q4D9T0 TeCLB.504045.60 putative 7,08 |3,2E+06|9,1E+05| 1,6E+06 | 242 403 312 0,32 -0,24 70 91
Q4Dv43 | TcCLB.508647.200 | Triosephosphate isomerase 8,48 |4,6E+06 |1,1E+06| 1,6E+06 | 184 368 |313 0,47 -0,15 129 -55
Q4DYD9 | TcCLB.506321.290 | Stress-induced protein stil, putative | 18,86 |2,8E+06 | 1,4E+06 | 1,5E+06 | 268 332 |314 0,26 -0,05 46 -18
Retrotransposon hot spot (RHS)
. . ) . -52 4
Q4CMJ5 TeCLB.506313.10 protein, putative (Fragment) 7,62 | 1,5E+06 | 2,0E+06 | 1,5E+06 367 275 |315 -0,02 0,12 > 0
Q4DuUB8 | TcCLB.506625.240 | Uncharacterized protein 6,13 |1,4E+06|1,5E+06 | 1,5E+06 | 371 326 |316 -0,03 -0,01 =55 -10
Q4DN94 | TcCLB.508541.230 | Casein kinase, putative 9,20 |2,3E+06 |2,5E+06 | 1,5E+06 | 297 233 (317 0,18 0,21 20 84
26S proteasome regulatory non-
. . ) ) -24 -2
Q4DWU3 TcCLB.508409.9 ATPase subunit, putative (Fragment) 3,52 |1,7E+06 | 1,3E+06 | 1,5E+06 342 338 |318 0,07 -0,04 0
Q4DGW6 | TcCLB.506975.40 | Aminoacylase, putative 15,06 | 4,3E+06 | 1,7E+06 | 1,5E+06 | 189 300 |319 0,47 0,06 130 ko
Q4DBX3 | TcCLB.504103.20 | Uncharacterized protein 23,41 |2,7E+06 | 2,2E+06 | 1,5E+06 | 277 262 |320 0,27 0,17 43 58
Phosphoribosylpyrophosphate
Q4DCcu1 TcCLB.506839.80 synthetase, putative 6,06 |9,5E+05|9,7E+05| 1,4E+06 458 389 |321 -0,18 -0,17 L= e
Retrotransposon hot spot (RHS)
Q4D372 TcCLB.508589.30 protein, putative 4,12 |6,1E+05|1,1E+06 | 1,4E+06 554 372 |322 -0,37 -0,13 282 =2
Retrotransposon hot spot (RHS)
Q4E3H4 TeCLB.507611.10 protein, putative 6,79 |2,3E+06 | 1,4E+06 | 1,4E+06 299 334 |323 0,20 -0,02 24 11
Q4CYH9 TcCLB.508321.11 | Histone H2A (Fragment) 3,26 |8,7E+05 |5,2E+06 | 1,4E+06 | 475 133 [324 -0,21 0,57 -151 | 191
Proteasome regulatory non-ATPase
. . . ) 1 2
Q4DH98 TeCLB.511285.90 | | bunit 8, putative 7,36 |2,0E+06 |1,7E+06 | 1,4E+06 | 324 301 |325 0,14 0,07 4
Q4DN72 | TcCLB.511233.20 | 60S ribosomal protein L34, putative 4,46 |2,0E+05 |1,0E+06 | 1,4E+06 | 739 382 |326 -0,84 -0,14 -413 | -56
Q4CXR4 TcCLB.506025.14 | Ribosomal protein S29, putative 3,24 |4,0E+05|7,4E+05| 1,4E+06 | 629 450 |327 -0,55 -0,28 -302 | -123
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Adenine phosphoribosyltransferase,
Q4DVM9 TeCLB.508207.70 putative 9,45 |2,1E+06|1,2E+06 | 1,4E+06 | 311 350 |328 0,18 -0,07 17 22
Cytochrome C oxidase subunit 1V,
Q4E5P5 TeCLB.506529.360 putative 4,22 |2,3E+06 |1,1E+06 | 1,4E+06 | 298 373 |329 0,21 -0,12 31 a4
Glucose-6-phosphate 1-
Q4E0B2 TeCLB.509287.50 dehydrogenase 7,83 |1,2E+06 | 5,5E+05 | 1,4E+06 401 519 |330 -0,05 -0,40 71 -189
Q4EOYO TcCLB.508277.160 | Glutaminyl-tRNA synthetase, putative | 5,48 |3,2E+06 |2,2E+06 | 1,4E+06 | 243 252 [331 0,36 0,21 88 79
Q4D9X5 | TcCLB.510687.120 |snoRNP protein garl, putative 6,07 |9,8E+05|7,56+05| 1,4E+06 | 452 447 (332 -0,15 -0,26 -120 | -115
Dihydrolipoamide branched chain
Q4DDM3 TcCLB.507601.70 transacylase, putative 2,65 |2,2E+06 | 1,3E+06 | 1,4E+06 302 345 |333 0,21 -0,03 31 12
Glutamamyl carboxypeptidase,
Q4CYZ6 TeCLB.507689.30 putative 2,41 |1,7E+06|1,8E+06| 1,4E+06 | 343 292 (334 0,10 0,12 9 42
Proteasome regulatory non-ATPase
Q4DWI7 TeCLB.511725.10 subunit, putative 6,14 |2,1E+06 | 1,5E+06 | 1,4E+06 | 310 324 |335 0,20 0,04 25 11
Glycosomal membrane protein,
Q4D8L7 TeCLB.509203.40 putative 6,87 |1,5E+06|1,4E+06| 1,3E+06 | 363 333 |336 0,04 0,01 27 3
Q4CNF4 TcCLB.508197.10 | 60S ribosomal protein L11, putative 15,75 | 8,1E+05 | 9,1E+05 | 1,3E+06 | 492 400 |337 -0,22 -0,17 -155 | -63
Eukaryotic translation initiation
QapEsQ | TCCLB.908699.40 ¢ i3 subunit E 10,75 |9,8E+05 | 5,2E+05 | 1,3E+06 | 451 525 [338 -0,13 -0,41 113 187
Retrotransposon hot spot (RHS)
Q4D6R8 TcCLB.509581.5 protein, putative (Fragment) 4,67 |1,1E+06 |2,7E+05 | 1,3E+06 425 639 |339 -0,09 -0,68 86 300
Q4DQF8 | TcCLB.506773.44 | Cytochrome b5, putative 8,82 |6,9E+05|2,7E+06 | 1,3E+06 | 529 222 |340 -0,28 0,31 -189 | 118
Q4E2Y1 TcCLB.508175.146 | 60S ribosomal protein L23a, putative | 3,17 |1,4E+06 |1,1E+06| 1,3E+06 | 376 364 |341 0,02 -0,06 -35 -23
Q4D5J9 TcCLB.511527.70 | Myosin heavy chain, putative 17,81 | 2,5E+06 | 2,1E+06 | 1,3E+06 | 287 265 |342 0,28 0,21 55 77
Calpain-like cysteine peptidase,
. . ) 2 -
Q4D066 TeCLB.508675.29 putative 3,35 |2,3E+06|9,5E+05| 1,3E+06 | 301 392 |343 0,24 -0,14 4 49
Q4E2W6 | TcCLB.508175.309 | 60S ribosomal protein L19, putative 3,06 |6,3E+05|6,5E+05| 1,3E+06 | 547 486 |344 -0,31 -0,30 -203 | -142
Q4DGP4 | TcCLB.506835.110 | Uncharacterized protein 10,53 | 3,3E+06 | 1,8E+06 | 1,3E+06 | 240 296 |345 0,40 0,14 105 49
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Q4E3P1 TcCLB.510101.170 | 40S ribosomal protein S5, putative 3,86 |9,7E+05|1,3E+06 | 1,3E+06 | 455 342 |346 -0,12 0,01 -109 4
Cystathione gamma lyase, putative

Q4CM8s8 TeCLB.510739.19 (Fragment) 3,98 |3,0E+06 | 1,0E+06 | 1,3E+06 | 253 375 |347 0,37 -0,09 4 28
Proteasome regulatory ATPase

Q4D9J1 TcCLB.506857.90 | hunit 1, putative 2,79 |1,3E+06 |3,2E+06 | 1,3E+06 | 393 187 |348 0,00 0,40 45 161

Q4E256 TcCLB.508707.200 | Nucleoside diphosphate kinase 3,98 |3,7E+06|7,2E+05| 1,3E+06 | 219 459 349 0,47 -0,24 130 | -110
Acetylornithine deacetylase-like,

Q4D7V2 TeCLB.508971.40 putative 7,98 |1,6E+06|1,2E+06| 1,2E+06 | 359 360 |350 0,10 -0,03 9 10

Q4DTG3 | TcCLB.508737.210 | Uncharacterized protein 3,12 |1,7E+06 | 1,8E+06 | 1,2E+06 | 345 289 |351 0,14 0,18 6 62

Q4E2N6 | TcCLB.510889.140 | Alanine aminotransferase, putative 9,91 |6,0E+03|4,2E+06| 1,2E+06 | 848 157 |352 -2,31 0,54 -496 | 195

Q4D7M6 | TcCLB.510507.20 | 3-ketoacyl-CoA thiolase, putative 5,99 |1,8E+06 |5,5E+05| 1,2E+06 | 334 520 |353 0,17 -0,35 it -167

Q4D123 TcCLB.510437.40 | Malate dehydrogenase 4,28 |2,9E+06 | 1,3E+06 | 1,2E+06 | 258 340 |354 0,38 0,03 96 14
26S protease regulatory subunit,

Q4DTF6 TeCLB.510311.70 putative 5,88 |1,3E+06|1,0E+06| 1,2E+06 | 384 379 |355 0,04 -0,07 29 24
Retrotransposon hot spot (RHS)

Q4E0D4 TcCLB.509875.11 protein, putative (Fragment) 7,91 |9,7E+05 | 2,3E+06 | 1,2E+06 454 246 |356 -0,10 0,28 = 110

Q4DHz9 | TcCLB.511071.171 | 60S ribosomal protein L12, putative | 2,93 |1,8E+06 |1,5E+06 | 1,2E+06 | 340 | 323 |357 0,16 0,08 17 34

Q4DMU8 | TcCLB.511517.37 | Reticulon-like protein 6,24 |2,7E+06 |2,3E+06 | 1,2E+06 | 274 245 |358 0,36 0,29 84 )
CAS/CSE/importin domain protein,

Q4DX95 TeCLB.506945.30 putative 7,23 |1,4E+06 | 1,3E+06 | 1,2E+06 | 374 339 |359 0,08 0,05 15 20

Q4cuD7 | TcCLB.503477.20 | Transaldolase 8,34 |3,4E+06 |7,1E+05| 1,2E+06 | 234 462 |360 0,47 -0,21 126 | -102

Q4DE55 TcCLB.504089.60 | Uncharacterized protein 6,31 |1,3E+06|1,6E+06 | 1,1E+06 | 388 306 |361 0,06 0,16 -27 55
Ubiquitin-activating enzyme E1,

: : : 2112 | -

Q4DYM1 TeCLB.504427.250 putative 9,10 |8,8E+05 |8,4E+05| 1,1E+06 | 474 420 [362 -0,10 -0,12 >8

Q4DH32 | TcCLB.506801.80 | Cysteine peptidase inhibitor 1,26 |8,6E+05|9,0E+05 | 1,1E+06 | 477 404 (363 -0,11 -0,09 =illay =l

Q4DSF3 TcCLB.504057.40 | Uncharacterized protein 5,68 |2,1E+06 |1,7E+06 | 1,1E+06 | 314 302 |364 0,27 0,18 50 62

Q4DCY2 | TcCLB.509895.20 | Uncharacterized protein 6,69 |9,1E+05|1,2E+06| 1,1E+06 | 467 353 |365 -0,08 0,04 -102 12
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Q4DG60 | TcCLB.511575.130 | Folate/pteridine transporter, putative | 6,64 |1,1E+06 | 7,6E+05 | 1,1E+06 | 419 441 |366 0,00 -0,16 -53 -75
Q4DIT6 TcCLB.511389.150 | Thiolase protein-like protein, putative | 5,57 |6,9E+05 |1,2E+06| 1,1E+06 | 530 354 |367 -0,20 0,04 -163 13
Q4DW69 | TcCLB.508231.20 | 40S ribosomal protein S12 14,91 | 1,9E+06 | 1,5E+06 | 1,1E+06 | 326 316 |368 0,25 0,14 42 52
Alkyl-dihydroxyacetone phosphate
Q4CRUS8 TeCLB.503815.10 synthase, putative 14,21 | 2,3E+06 | 2,3E+06 | 1,1E+06 295 243 | 369 0,33 0,33 74 126
N-acetylglucosamine-6-phosphate
TcCLB.506341.10 deacetylase-like protein, putative -141 | -161
Q4CYW6 (Fragment) 8,57 |7,5E+05 |5,0E+05 | 1,1E+06 511 531 |370 -0,15 -0,33
Retrotransposon hot spot (RHS)
Q4CN29 TeCLB.508597.9 protein, putative (Fragment) 1,29 |9,9E+05|9,4E+05| 1,0E+06 448 394 |371 -0,02 -0,04 7 23
Q4D6H3 | TcCLB.509247.30 | Uncharacterized protein 8,33 |1,1E+06|7,7E+05 | 1,0E+06 | 413 439 |372 0,04 -0,13 =il -67
2-oxoglutarate dehydrogenase
. . ; : 1
Q4CYI3 TeCLB.510797.10 subunit, putative 8,52 |1,4E+06|1,3E+06| 1,0E+06 | 372 343 |373 0,13 0,10 30
Q4cvQl | TeCLB.511037.20 | Uncharacterized protein 7,86 |1,6E+06 |2,1E+06 | 1,0E+06 | 358 269 |374 0,18 0,31 16 105
Q4DG65 | TcCLB.511575.60 | |socitrate dehydrogenase [NADP] 11,14 | 2,8E+06 | 8,5E+05 | 1,0E+06 | 265 418 |375 0,44 -0,08 110 -43
Q4Dv76 | TcCLB.508173.100 | Monooxygenase, putative 3,66 |1,8E+06|1,4E+06| 1,0E+06 | 332 328 |376 0,25 0,15 44 48
Q4D9K6 | TcCLB.510039.60 | Uncharacterized protein 0,97 |5,8E+05 |1,2E+06 | 1,0E+06 | 561 352 |377 -0,24 0,08 -184 25
Retrotransposon hot spot (RHS)
Q4cCQe0 TeCLB.459199.10 protein, putative 7,47 |1,1E+06 | 1,1E+06 | 1,0E+06 427 366 |378 0,03 0,05 & 12
Hydrolase, alpha/beta fold family,
Q4D8H9 TeCLB.511309.30 putative 6,10 |1,2E+06|1,2E+06| 1,0E+06 | 406 347 |379 0,08 0,10 27 32
Q4CW20 | TcCLB.511067.10 | Tubulin folding cofactor D, putative 11,11 | 1,4E+06 | 9,8E+05 | 1,0E+06 | 380 387 |380 0,13 -0,01 0 -7
Q4DGz5 | TcCLB.511809.130 | 40S ribosomal protein S15, putative 4,08 |9,2E+05 |7,6E+05| 1,0E+06 | 466 440 (381 -0,04 -0,12 -85 -59
Nucleosome assembly protein-like
. . . . 21 2
Q4D278 TcCLB.504839.50 protein, putative 5,62 |1,5E+06 |1,2E+06 | 1,0E+06 361 359 |382 0,18 0,07 3
Q4CRM4 | TcCLB.503625.10 | Asparagine synthetase A, putative 5,57 |1,8E+06 |1,5E+06| 9,9E+05 | 335 317 |383 0,26 0,18 48 66
Q4E0X3 TcCLB.508277.230 | Nucleolar RNA binding protein, 4,28 |9,9E+05 | 1,5E+06 | 9,9E+05 | 449 320 |384 0,00 0,17 -65 64
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putative
Mitochondrial oligo_U binding
. . . - = -4
Q4D590 TeCLB.507927.20 protein TBRGG1, putative 15,51 | 8,9E+05 | 8,1E+05 | 9,9E+05 470 428 | 385 -0,04 -0,09 8 3
Q4E078 TcCLB.503611.20 | Ribosomal protein L24, putative 3,18 |7,2E+05|6,2E+05 | 9,9E+05 | 521 495 |386 -0,14 -0,20 -135 | -109
Retrotransposon hot spot (RHS)
Q4CYR3 TcCLB.508039.30 protein, putative 4,66 |1,3E+06|1,8E+06 | 9,8E+05 389 291 | 387 0,13 0,27 2 96
Eukaryotic translation initiation
Q4DZBO TeCLB.504105.20 factor 5, putative 7,79 |1,2E+06 | 1,2E+06 | 9,8E+05 402 355 |388 0,09 0,09 14 33
3-methylcrotonyl-CoA carboxylase,
Q4CS16 TeCLB.504835.20 putative 3,66 |1,0E+06|7,5E+05| 9,7E+05 430 446 |389 0,04 -0,11 41 =7
Q4DW67 | TcCLB.508231.40 | Uncharacterized protein 8,36 |2,2E+06 | 1,1E+06 | 9,6E+05 | 306 371 |390 0,36 0,04 84 19
Protein tyrosine phosphatase,
Q4bamM4 TeCLB.509109.120 putative 4,77 |1,2E+06 | 1,2E+06 | 9,6E+05 411 348 |391 0,08 0,11 20 43
Nucleoside phosphorylase, putative
. . 1 -24
Q4DAD9 TeCLB.508989.9 (Fragment) 4,75 |3,4E+06 | 8,5E+05 | 9,5E+05 233 416 (392 0,55 -0,05 >9
2-oxoisovalerate dehydrogenase beta
. . . . . . -2 -1
Q4DEQO TcCLB.506295.160 subunit, mitochondrial, putative 7,11 |1,1E+06 | 8,9E+05 | 9,5E+05 422 406 |393 0,06 -0,03 9 3
Q4DRG7 | TcCLB.506775.180 | Uncharacterized protein 3,66 |1,0E+06|9,3E+05| 9,5E+05 | 433 397 |394 0,04 -0,01 -39 -3
Q4DQBO | TcCLB.511827.100 | Cysteine peptidase C (CPC), putative | 4,01 |1,8E+06 |1,1E+06| 9,5E+05 | 339 369 |395 0,27 0,05 56 26
Orotidine 5-phosphate decarboxylase
Q4csv7 TeCLB.508373.29 (Fragment) 3,58 |3,9E+05 | 1,0E+06 | 9,3E+05 632 380 |396 -0,37 0,04 236 16
Q4DNM4 | TcCLB.506821.210 | NADH-cytochrome b5 reductase 9,33 |3,2E+06 | 1,0E+06 | 9,2E+05 | 245 386 |397 0,54 0,03 152 11
RNA-binding protein, putative
Q4CXT3 TeCLB.508349.39 (Fragment) 11,28 | 1,5E+06 | 7,8E+05 | 9,1E+05 360 437 (398 0,22 -0,07 38 39
Acetyl-CoA carboxylase, putative
. . -11 -
Q4CWB3 TeCLB.508369.50 (Fragment) 7,75 | 7,5E+05|7,3E+05 | 9,1E+05 509 458 |399 -0,08 -0,10 0 >9
Golgi/lysosome glycoprotein,
Q4DU57 TeCLB.511391.180 putative 8,53 |1,7E+06 | 1,5E+06 | 9,1E+05 344 318 | 400 0,28 0,22 >6 82
Q4D7U8 | TcCLB.506591.20 | U-box domain protein, putative 2,56 |1,1E+06|1,1E+06 | 9,0E+05 | 412 367 |401 0,10 0,09 -11 34
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Q4DTU3 | TcCLB.504741.20 | Obg-like ATPase 1 3,16 |6,3E+05 |8,9E+05| 9,0E+05 | 549 408 |402 -0,16 -0,01 -147 -6

Q4CW22 | TcCLB.504001.20 | Uncharacterized protein 2,81 |1,5E+06|2,0E+06 | 8,9E+05 | 368 277 | 403 0,21 0,35 35 126

Q4DD91 | TcCLB.506829.110 | Fatty acyl CoA synthetase 2, putative | 6,80 |1,0E+06 |1,1E+06| 8,9E+05 | 436 365 |404 0,06 0,10 -32 39
Retrotransposon hot spot (RHS)

Q4DKMO TeCLB.506843.40 protein, putative 5,94 |2,1E+06 | 1,7E+05 | 8,7E+05 | 312 700 |405 0,38 -0,72 3 295

Q4DQQ7 | TcCLB.509167.100 | valyl-tRNA synthetase, putative 1,59 |1,1E+06 |7,4E+05| 8,6E+05 | 420 448 | 406 0,10 -0,07 -14 -42
ATP-dependent DEAD/H RNA

. . . . -1 -1

Q4D976 TeCLB.506691.14 helicase, putative (Fragment) 6,14 |6,7E+05 | 5,6E+05 | 8,5E+05 540 510 |407 -0,11 -0,18 33 03

Q4CNH7 | TcCLB.509057.20 | Importin subunit alpha 4,82 |1,4E+06 | 7,9E+05 | 8,5E+05 381 433 |408 0,20 -0,03 27 -25
Guanine nucleotide-binding protein

Q4CYz1 TcCLB.500677.30 beta subunit-like protein, putative 3,89 |[1,3E+06 |9,7E+05 | 8,5E+05 395 390 [409 0,18 0,06 14 13

Q4D5P1 | TcCLB.511051.70 | Aminopeptidase, putative 8,84 |2,1E+06 |5,0E+05| 8,5E+05 | 309 532 |410 0,40 -0,23 101 | -122

Q4E2R7 TcCLB.504153.160 | Carboxypeptidase, putative 7,22 |2,8E+06 | 1,0E+06 | 8,5E+05 | 264 383 |411 0,52 0,07 147 28

Q4DFX9 TcCLB.510655.120 | Aminopeptidase P, putative 14,83 | 2,7E+06 | 7,9E+05 | 8,5E+05 | 275 432 (412 0,50 -0,03 137 -20

Q4DWM7 | TcCLB.507089.170 | Uncharacterized protein 4,08 |9,0E+05 |3,6E+05| 8,5E+05 | 468 597 |413 0,03 -0,38 -55 | -184
Retrotransposon hot spot (RHS)

Q4DQo4 TeCLB.509735.120 protein, putative 6,71 |8,4E+05 | 8,7E+05 | 8,4E+05 486 412 (414 0,00 0,02 72 2
Calpain-like cysteine peptidase,

Qacvay | T6CLB-509001.40 putative 4,12 |7,1E+05 | 6,5E+05 | 8,4E+05 | 522 483 |415 -0,07 -0,11 -107 1 -68

Q4DEQ9 | TcCLB.506295.70 | Uncharacterized protein 3,02 |1,0E+06|1,6E+06| 8,4E+05 | 431 308 |416 0,10 0,29 =15 108
Proteasome regulatory ATPase

Q4DVH1 TeCLB.506859.20 | &\ b init 5, putative 7,04 | 1,4E+06 | 4,8E+05 | 8,3E+05 | 373 541 |417 0,22 -0,24 44 | 124

Q4E1W3 | TcCLB.507993.150 | Uncharacterized protein 5,99 |1,5E+06 |8,9E+05| 8,3E+05 | 365 405 |418 0,25 0,03 53 13

Q4DJNO TcCLB.510609.20 | Uncharacterized protein 3,33 |9,4E+05 | 5,6E+05 | 8,2E+05 | 460 516 |419 0,06 -0,17 =il -97
Centromere/microtubule binding

Q4DAV5 TcCLB.504069.90 protein cbf5, putative 6,27 |1,6E+06 | 1,2E+06 | 8,2E+05 355 357 |420 0,28 0,15 g2 £

Q4DQN5 | TcCLB.506563.210 | Calpain-like cysteine peptidase, 7,16 |1,4E+06 |8,7E+05| 8,2E+05 | 378 413 (421 0,22 0,02 43 8
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putative
Q4DWL8 | TcCLB.507089.270 | Dihydrolipoyl dehydrogenase 6,08 |2,2E+06 |8,2E+05 | 8,2E+05 | 308 426 (422 0,43 0,00 114 -4
Q4DQP9 | TcCLB.509167.180 | Kinesin-like protein 4,13 |6,6E+05 |9,7E+05 | 8,1E+05 | 542 | 388 [423|  -0,09 0,08 119 | 35
Q4DA73 | TcCLB.510339.50 | Spermidine synthase, putative 5,84 |1,5E+06 |9,1E+05 | 8,1E+05 | 364 402 (424 0,26 0,05 60 22
Q4DC38 | TcCLB.511291.90 | 40S ribosomal protein S13, putative | 3,06 |5,5E+05 |6,5E+05 | 8,1E+05 | 573 480 |425 -0,16 -0,09 -148 | -55
Q4DJ35 TcCLB.511239.110 | Uncharacterized protein 3,85 |1,8E+06 |5,4E+05 | 8,0E+05 | 341 521 |426 0,34 -0,17 85 -95
Q4E4T4 | TcCLB.508461.270 | Rab7 GTP binding protein, putative 5,59 |8,4E+05 |6,7E+05 | 8,0E+05 | 485 | 476 |427 0,02 -0,08 58 | 49
Qacxee | T6CLB-507501.10 §f§i§.t;agiﬁ§f.32 notspot (RHS) 7,62 |7,7E+05 | 1,3E+06 | 7,9E+05 | 506 346 |428 -0,01 0,21 78 82
Q4DIV7 TcCLB.507709.70 | Uncharacterized protein 2,47 |1,0E+06 |8,3E+05| 7,9E+05 | 443 423 429 0,11 0,02 -14 6
Q4D757 | TcCLB.504071.30 | Uncharacterized protein 3,91 |1,4E+06|9,3E+05| 7,9E+05 | 370 398 |430 0,25 0,07 60 32
Q4cu92 | TcCLB.510947.30 | Uncharacterized protein 7,84 |7,7E+05 |4,1E+05| 7,9E+05 | 507 575 [431 -0,01 -0,29 -76 | -144
Q4EQT7 TcCLB.509965.220 | Uncharacterized protein 5,10 |1,0E+06 |3,5E+05| 7,9E+05 | 442 603 |432 0,11 -0,35 -10 | -171
Q4D617 | TcCLB.506585.70 | p450 reductase, putative 3,79 |7,4E+05|9,1E+05| 7,9E+05 | 517 401 [433 -0,03 0,07 -84 32
Q4DOV1 | TcCLB.508319.20 | Uncharacterized protein 2,50 |3,4E+05 |4,1E+05 | 7,8E+05 | 658 573 |434 -0,36 -0,28 -224 | -139
Q4E0T1 TcCLB.509965.290 | p22 protein, putative 1,89 |1,7E+06 | 8,9E+05| 7,8E+05 | 347 410 |435 0,34 0,06 88 25
Q4E5H8 | TcCLB.511277.160 | Ribosomal protein 4,11 |1,1E+06 |9,5E+05| 7,7E+05 | 426 | 391 |436 0,14 0,09 10 45
Q4DG03 | TcCLB.509053.170 | DREV methyltransferase, putative 4,73 |1,0E+06 | 6,9E+05 | 7,6E+05 | 435 466 |437 0,13 -0,04 2 /2]
Q4CPI5 TcCLB.504985.10 | Uncharacterized protein -2,00 |2,3E+05 | 6,3E+05 | 7,6E+05 | 719 490 |438 -0,52 -0,08 -281 | -52
Qapiqy7 | 1CCLB-509395.100 Eﬁiﬁfﬁ?mebdomam protein 1,47 |8,1E+05 |6,6E+04 | 7,6E+05 | 498 799 |[439 0,02 -1,06 9 | -360
Q4DKU9 | TcCLB.509769.60 | Uncharacterized protein 3,74 |1,1E+06 | 2,5E+05 | 7,6E+05 | 421 651 |440 0,16 -0,49 19 | -211
Q4DA54 | TcCLB.507019.40 | Histidyl-tRNA synthetase, putative 6,13 |1,6E+06 | 6,5E+05 | 7,6E+05 | 357 482 |441 0,32 -0,07 84 -41
Q4DSL1 TcCLB.511303.60 | Translation initiation factor, putative | 6,61 |8,6E+05|6,9E+05| 7,5E+05 | 476 467 |442 0,06 -0,04 -34 -25
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Q4DQN2 | TcCLB.509109.30 | Uncharacterized protein 3,86 |1,2E+06|3,9E+05| 7,5E+05 | 400 585 |443 0,22 -0,28 43 -142
Q4DEI4 TcCLB.504867.20 | ABC transporter, putative 4,23 |7,0E4+05|1,7E+06 | 7,5E+05 | 526 | 299 |444 -0,03 0,35 -82 | 145
Membrane-bound acid phosphatase,
Qapise | 1CCLB-5060254 putative (Fragment) 3,45 |9,4E+05 |4,4E+05 | 7,5E+05 | 461 560 |445 0,10 -0,23 -16 | -115
Q4DJz6 TcCLB.506945.290 | Ribosomal protein L15 2,03 |4,5E+05|6,6E+05| 7,4E+05 | 609 478 |446 -0,22 -0,05 -163 | -32
Thiol-dependent reductase 1,
Q4CZ29 TeCLB.503419.30 putative 1,70 |2,8E+06 |1,5E+06 | 7,4E+05 | 270 319 |447 0,57 0,30 177 ] 128
Q4D939 | TcCLB.508897.30 | ABC transporter, putative 3,08 |7,2E+05 |4,1E+05| 7,4E+05 | 518 572 |448 -0,01 -0,26 -70 | -124
Q4DR82 | TcCLB.506577.120 |Sterol C-24 reductase, putative 2,90 |1,6E+06 |8,3E+05| 7,4E+05 | 356 421 |449 0,33 0,05 93 28
Q4DGX8 | TcCLB.509213.100 | Uncharacterized protein 12,53 | 2,2E+06 | 1,9E+06 | 7,4E+05 | 303 284 | 450 0,48 0,42 147 | 166
Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A
Q4E2P8 TcCLB.504153.360 transferase 3,21 |1,4E+06 | 1,0E+06 | 7,3E+05 375 377 |451 0,27 0,15 76 74
Q4DFL2 TcCLB.508323.100 |1/6 autoantigen, putative 5,46 |1,1E+06|7,5E+05| 7,3E+05 | 414 444 | 452 0,19 0,01 38 8
Q4E2Y3 TcCLB.508175.110 | Uncharacterized protein 4,06 |9,3E+05|1,1E+06| 7,3E+05 | 464 363 |453 0,10 0,19 =1Ll 90
Q4E1B7 TcCLB.511807.280 | Uncharacterized protein 6,41 |7,8E+05|5,5E+05| 7,3E+05 | 503 517 |454 0,03 -0,12 -49 -63
Q4DZJ0 TcCLB.508799.270 | Uncharacterized protein 3,74 |1,1E+06 | 6,7E+05| 7,3E+05 | 428 475 |455 0,17 -0,04 27 -20
Q4D3D1 | TcCLB.503959.78 | Uncharacterized protein (Fragment) 3,77 |1,4E+06 |4,4E+05| 7,2E+05 | 379 559 |456 0,27 -0,22 77 -103
Q4E4A3 TcCLB.510187.480 | Phosphomannomutase 6,24 |1,3E+06 | 4,6E+05| 7,2E+05 | 383 548 |457 0,27 -0,19 74 91
Q4DQQ2 | TcCLB.509167.150 | Homoserine kinase, putative 16,33 | 1,7E+06 | 6,8E+05 | 7,1E+05 | 349 472 |458 0,37 -0,02 109 | -14
Protein tyrosine phosphatase,
. . ) -41 17
Q4CTD5 TcCLB.511635.40 putative 4,89 |8,0E+05 |7,6E+05| 7,1E+05 | 500 442 |459 0,05 0,03
EFTS2 TcCLB.506989.140 | Elongation factor Ts 2, mitochondrial | 3,07 |5,5E+05 |6,5E+05| 7,1E+05 | 575 479 |460 -0,11 -0,03 -115 | -19
Q4DIM7 | TecCLB.509777.70 | Calcium-transporting ATPase 4,73 |9,0E+05 |6,7E+05 | 7,1E+05 | 469 474 | 461 0,10 -0,02 -8 -13
NADP-dependent alcohol
Q4CSB2 TcCLB.504339.19 hydrogenase, putative (Fragment) 5,24 |1,0E+06 |5,3E+05 | 7,0E+05 439 522 [462 0,16 -0,13 28 2
Q4E024 TcCLB.507063.90 | Mitochondrial DNA polymerase beta, | 6,53 |1,6E+06 |5,6E+05| 7,0E+05 | 353 511 |463 0,37 -0,09 110 -48
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putative
G3XCPO TcCLB.510323.40 | Heat shock protein 20, putative 4,38 |7,6E+05 |1,4E+06 | 6,9E+05 | 508 336 |464 0,04 0,29 -44 128
Inosine-5-monophosphate
Q4E1M2 TcCLB.508909.20 dehydrogenase 3,16 |8,5E+05 |7,2E+05| 6,9E+05 483 460 |465 0,09 0,02 18 >
Q4CY89 TcCLB.508649.20 | Uncharacterized protein 8,88 |4,5E+05 |5,5E+05 | 6,8E+05 | 612 518 |466 -0,18 -0,09 -146 | -52
Enoyl-CoA hydratase/isomerase
Q4DMX9 TeCLB.511529.160 family protein, putative 7,51 |1,3E+06|7,5E+05| 6,7E+05 | 397 443 | 467 0,27 0,05 70 24
Q4DK32 TcCLB.506525.10 | Uncharacterized protein 3,32 |7,4E+05|9,2E+05| 6,7E+05 | 516 399 |468 0,04 0,14 -48 69
Retrotransposon hot spot (RHS)
-102 | 11
Q4CN13 TeCLB.510479.11 protein, putative (Fragment) 2,02 |5,5E+05|1,2E+06 | 6,6E+05 571 351 |469 -0,08 0,26 0 8
Q4DW33 | TcCLB.507681.210 | Uncharacterized protein 7,59 | 1,0E+06 | 7,4E+05 | 6,6E+05 | 440 449 470 0,19 0,05 30 21
Q4D5L7 TcCLB.510897.10 | Cullin 2, putative 2,15 |4,4E+05 |3,7E+05| 6,5E+05 | 615 594 |471 -0,17 -0,25 -144 | -123
Q4CY60 TcCLB.509793.50 | Uncharacterized protein 2,77 |6,0E+03 | 6,9E+05 | 6,5E+05 | 849 469 |472 -2,04 0,02 -377 3
Q4E0Y1 TcCLB.508277.150 | proliferating cell nuclear antigen 5,58 |9,2E+05 | 8,0E+05 | 6,5E+05 | 465 431 |473 0,15 0,09 8 42
QACXX8 TcCLB.510325.69 | Aminopeptidase, putative (Fragment) | 1,25 |6,0E+03 |6,0E+03 | 6,5E+05 | 850 875 |474 -2,03 -2,03 -376 | -401
Q4E397 TcCLB.508355.320 | Arginyl-tRNA synthetase, putative 5,95 |7,0E+05 |5,2E+05 | 6,5E+05 | 528 523 |475 0,03 -0,09 -53 -48
Mitochondrial processing peptidase,
-12 -161
Q4CNA4 TeCLB.508301.20 beta subunit, putative (Fragment) -2,00 | 4,8E+05 | 2,8E+05 | 6,4E+05 602 637 |476 -0,13 -0,36 6 6
Nucleolar protein, putative
-12 d
Q4CNK1 TcCLB.506189.10 (Fragment) 4,54 |8,3E+05 |4,0E+05| 6,3E+05 | 489 576 |477 0,11 -0,20 99
Sedoheptulose-1,6-bisphosphatase,
2 -71
Q4DE25 TcCLB.506619.10 putative 2,28 |1,3E+06 | 4,6E+05| 6,3E+05 | 386 549 |478 0,32 -0,13 9
Q4CVF3 TcCLB.509197.39 | Cation transporter, putative 2,88 |9,6E+05|7,5E+05| 6,3E+05 | 456 445 |479 0,19 0,08 23 34
Q4CWI3 TcCLB.508727.9 Uncharacterized protein (Fragment) 4,40 |7,9E+05 | 8,2E+05 | 6,2E+05 | 501 425 |480 0,11 0,12 21 55
Mitochondrial RNA binding protein,
Al
Q4DCA9 TeCLB.506933.60 putative 6,33 |5,1E+05|7,8E+05| 6,1E+05 | 589 436 |481 -0,08 0,11 08 | 45
Q4E0T5 TcCLB.509965.250 | Ubiquitin fusion degradation protein | 4,37 |8,1E+05 |4,6E+05| 6,1E+05 | 493 550 |482 0,12 -0,12 =1Ll -68
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2, putative
Q4DY42 TcCLB.511727.160 | Uncharacterized protein 3,93 |8,6E+05|1,5E+06 | 6,1E+05 | 479 322 |483 0,15 0,39 4 161
Eukaryotic translation initiation
TcCLB.509065.160 |factor 3 subunit 7-like protein, 80 -22
Q4DHEO putative 4,97 |1,2E+06 | 5,8E+05 | 6,0E+05 | 404 506 |484 0,30 -0,01
Q4DSX1 TcCLB.508347.130 | Deoxyhypusine hydroxylase 4,81 |4,5E+05|1,1E+06 | 5,9E+05 | 608 370 |485 -0,12 0,26 -123 | 115
Retrotransposon hot spot (RHS)
-224 | 101
Q4DWB1 TeCLB.505997.60 protein, putative 5,94 |2,4E+05|1,0E+06 | 5,9E+05 | 710 385 |486 -0,38 0,23 0
Q4CT34 TcCLB.504575.20 | Uncharacterized protein 7,94 |1,2E+06|7,9E+05 | 5,9E+05 | 405 435 |487 0,31 0,13 82 52
Retrotransposon hot spot (RHS)
- 4
Q4D7N8 TeCLB.503447.40 protein, putative 1,63 |6,2E+05 | 8,2E+05 | 5,8E+05 551 424 (488 0,03 0,15 63 6
3-hydroxy-3-methylglutaryl
Q4D4C9 TeCLB.506831.40 coenzyme A reductase 0,97 |6,1E+05 |4,7E+05 | 5,7E+05 555 542 [489 0,02 -0,08 66 >3
Q4D3v7 | TcCLB.507221.20 | Ribonuclease, putative 3,18 |4,7E+05|2,5E+05| 5,7E+05 | 604 650 |490 -0,09 -0,36 -114 | -160
Q4DCY3 TcCLB.509895.10 | Uncharacterized protein 4,22 |8,4E+05 | 7,4E+05 | 5,7E+05 | 487 452 |491 0,17 0,12 4 S
Myo-inositol-1-phosphate synthase,
-47
Q4DFC2 TeCLB.507609.60 putative 2,82 |1,0E+06 |4,8E+05| 5,6E+05 | 437 539 |492 0,26 -0,07 >>
Glyceraldehyde-3-phosphate
162 -1
Q4E4E5 TcCLB.510187.60 dehydrogenase 3,93 |1,8E+06 |5,7E+05 | 5,6E+05 331 508 [493 0,51 0,01 6 >
Q4DPz5 | TcCLB.509179.100 | Uncharacterized protein 4,25 |1,3E+06 | 8,8E+05 | 5,6E+05 | 396 411 |494 0,36 0,20 98 83
Q4E4D7 TcCLB.510187.140 | Uncharacterized protein 2,82 |3,5E+05 |4,6E+05| 5,5E+05 | 649 546 |495 -0,20 -0,08 -154 | -51
Q4E4N2 TcCLB.506925.150 | Protein phosphatase, putative 2,49 |3,2E+05 |3,8E+05| 5,5E+05 | 665 590 |496 -0,24 -0,16 -169 | -94
3-methylcrotonoyl-CoA carboxylase
11 1
Q4DZJ8 TeCLB.508799.170 beta subunit, putative 5,16 |1,3E+06 |1,1E+06 | 5,5E+05 387 362 | 497 0,38 0,32 0 35
Q4D7E5 TcCLB.509205.120 | Uncharacterized protein 1,93 |4,9E+05 | 6,1E+05 | 5,5E+05 | 595 501 |498 -0,04 0,05 -97 -3
Q4E419 TcCLB.506885.70 | Polyadenylate-binding protein 2,03 |5,3E+05 | 1,1E+06 | 5,5E+05 | 582 | 374 |499 -0,01 0,28 83 | 125
Q4CXB5 TcCLB.503617.31 | Nuclear receptor binding factor, 2,97 |7,2E+05 | 5,0E+05 | 5,4E+05 | 520 534 |500 0,12 -0,04 -20 -34
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putative
Q4DUK5 | TcCLB.511245.150 | Elongation of fatty acids protein 0,99 |3,2E+05 |4,1E+05| 5,4E+05 | 663 571 |501 -0,22 -0,12 -162 | -70
Q4CRN8 | TcCLB.511811.30 | Uncharacterized protein (Fragment) | 5,11 |6,2E+05 | 6,5E+05 | 5,4E+05 | 550 484 |502 0,07 0,08 -48 18
Protein disulfide isomerase, putative
Q4D004 TeCLB.509505.10 (Fragment) 3,16 |6,0E+03|6,0E+03| 5,4E+05 | 851 876 |503 -1,95 -1,95 348 ) 373
Proteasome regulatory non-ATPase
Q4DK90 TeCLB.509611.160 subunit, putative 4,95 |8,8E+05 |7,3E+05 | 5,4E+05 | 473 456 |504 0,22 0,13 31 48
Translation elongation factor 1-beta,
Q4DWC3 TeCLB.509733.100 putative 3,59 |1,3E+06 |8,0E+05| 5,3E+05 | 391 430 |505 0,38 0,17 114 &
Proteasome regulatory ATPase
. . . . 17 162
Q4EOK?2 TcCLB.509429.270 | o bunit 3, putative 3,92 |1,9E+06 |1,3E+06| 5,3E+05 | 327 344 |506 0,56 0,38 9 6
Ubiquitin-conjugating enzyme E2,
Q4CTNO TeCLB.508137.30 putative 2,83 |9,7E+05 | 8,5E+05 | 5,3E+05 | 453 417 |507 0,26 0,21 >4 90
Q4DY37 | TcCLB.511727.230 | MAP protein kinase, putative 2,53 |1,3E+06 | 6,4E+05 | 5,3E+05 | 394 488 |508 0,38 0,08 114 20
Q4DUK6 | TcCLB.511245.140 | Elongation of fatty acids protein 1,19 |3,1E+05 |4,9E+05 | 5,2E+05 | 672 535 |509 -0,23 -0,02 -163 | -26
Q4DT61 | TcCLB.511621.50 | RNA-binding protein, putative 4,20 |2,6E+05 |4,2E+05| 5,2E+05 | 702 569 |510 -0,31 -0,10 -192 | -59
Q4DIM2 | TcCLB.509777.130 | Uncharacterized protein 7,31 |2,0E+06|1,8E+06| 5,2E+05 | 321 293 |511 0,59 0,54 190 | 218
Q4CM92 | TcCLB.508955.20 | Uncharacterized protein 3,38 |7,9E+05 | 2,0E+05 | 5,2E+05 | 502 665 |512 0,18 -0,41 10 -153
Q4D8F3 TcCLB.511761.10 | Uncharacterized protein 1,73 | 8,5E+05 | 6,8E+05 | 5,2E+05 | 481 470 |[513 0,22 0,12 32 43
Q4DWS5 | TcCLB.508409.210 | Hsc70-interacting protein, putative 7,34 | 1,4E+06 | 3,0E+05 | 5,2E+05 | 377 623 |514 0,43 -0,23 137 | -109
Q4DU35 | TcCLB.506241.100 |60S ribosomal protein L32, putative 2,96 |6,4E+04|2,8E+05| 5,1E+05 | 823 634 |515 -0,90 -0,26 -308 | -119
Q4CsD4 TcCLB.460127.20 | CAAX prenyl protease 1, putative 5,81 |7,0E+05 |6,1E+05| 5,1E+05 | 525 502 |516 0,13 0,07 -9 14
NAD(P)-dependent steroid
TcCLB.510873.10 | dehydrogenase protein, putative 127 32
Q4CMP6 (Fragment) 4,47 |1,3E+06 | 6,5E+05 | 5,1E+05 | 390 485 |517 0,41 0,10
Q4DUR6 | TcCLB.507951.270 | Uncharacterized protein 2,47 |6,5E+05|2,7E+05 | 5,0E+05 | 544 640 |518 0,11 -0,27 -26 | -122
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Q4DXW6 | TcCLB.506885.14 | Ribosomal protein L37 0,98 |1,6E+05 |6,0E+03 | 5,0E+05 | 770 866 |519 -0,50 -1,92 -251 | -347
Q4DRU2 | TcCLB.510943.33 | Fatty acyl CoA synthetase, putative 2,41 |3,2E+05|5,1E+05| 5,0E+05 | 667 530 |520 -0,19 0,01 -147 | -10
Q4Dv73 | TcCLB.508173.129 | Uncharacterized protein 4,29 |6,0E+03 |7,3E+05| 4,9E+05 | 852 454 |521 -1,91 0,17 -331 67
Q4DID7 TcCLB.506959.64 | Short-chain dehydrogenase, putative | 4,18 |9,4E+05 | 7,4E+05 | 4,9E+05 | 462 451 |522 0,28 0,18 60 71
Dispersed gene family protein 1
Q4CS24 TcCLB.509845.9 (DGF-1), putative (Fragment) 4,21 |2,6E+05|1,9E+05| 4,9E+05 | 696 681 |523 -0,27 -0,41 173 ) -158
Mitochondrial processing peptidase
. . ) . -32
Q4DYG2 TeCLB.511367.340 alpha subunit, putative 3,55 |7,4E+05 | 4,4E+05 | 4,9E+05 515 556 |[524 0,18 -0,04 ? 3
Small GTP-binding protein Rab11,
Q4D7V7 TeCLB.511407.60 putative 2,47 |1,0E+06 | 6,3E+05 | 4,9E+05 | 445 493 |525 0,32 0,11 80 32
Serine/threonine-protein kinase A,
. . . 172 | 1
QACXF6 TeCLB.507897.30 putative 491 |1,6E+06|9,4E+05| 4,9E+05 | 354 393 |526 0,52 0,29 33
Q4EON9 TcCLB.506297.300 | Eukaryotic release factor 3, putative | 4,50 |5,5E+05 |4,9E+05| 4,9E+05 | 572 537 |527 0,06 0,01 -45 -10
Heat shock protein, putative
QapoL7 | TGCLB-506301.11 (Fragment) 4,68 |4,2E+04 |3,9E+05 | 4,8E+05 | 835 586 |528 -1,06 -0,09 =307 | -58
Proton motive ATPase 1, putative
Q4CQ53 TcCLB.505763.10 (Fragment) 1,41 |4,5E+05 |3,2E+05 | 4,8E+05 | 611 616 |529 -0,03 -0,18 82 87
2-hydroxy-3-oxopropionate
Q4DQH3 TeCLB.505807.180 reductase, putative 7,25 |1,1E+06 | 3,5E+05 | 4,8E+05 423 604 |530 0,35 -0,14 107 74
Q4DK03 | TcCLB.509671.10 | Uncharacterized protein 4,06 |4,6E+05 |1,0E+06| 4,8E+05 | 606 378 |531 -0,02 0,33 -75 153
Q4EOVO TcCLB.509965.110 | Importin subunit alpha 2,80 |8,8E+05|6,6E+05| 4,8E+05 | 472 477 |532 0,27 0,14 60 55
Q4CYE4 TcCLB.503801.20 | Ribosomal protein S26, putative 1,94 |2,1E+05 |2,0E+05 | 4,8E+05 | 736 671 |533 -0,36 -0,38 -203 | -138
Q4E0J7 TcCLB.509429.320 | Cysteine peptidase, putative 4,44 |9,5E+05 |2,7E+05 | 4,8E+05 | 459 641 |534 0,30 -0,25 75 -107
Q4DR33 TcCLB.504109.150 | Elongation factor, putative 1,81 |6,3E+05 | 6,0E+03 | 4,8E+05 | 546 854 [535 0,12 -1,90 -11 | -319
Q4DPRO | TcCLB.511181.80 | Threonyl-tRNA synthetase, putative 2,56 |6,7E+05 |7,1E+05| 4,8E+05 | 537 461 |536 0,15 0,18 =i 75
ATP synthase F1 subunit gamma
Q4DAV6 TcCLB.504069.80 protein, putative 5,87 |7,5E+05 | 4,7E+05 | 4,7E+05 512 544 | 537 0,20 0,00 28 /
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Q4DXV5 | TcCLB.510719.30 | Ribosomal protein L29, putative 1,30 | 4,0E+05 |6,0E+03 | 4,7E+05 | 631 857 |538 -0,08 -1,90 -93 | -319

Q4D6M9 | TcCLB.508357.100 | Uncharacterized protein 4,72 | 7,4E+05 | 3,5E+05 | 4,7E+05 | 514 602 |539 0,20 -0,13 25 -63
Amino acid transporter, putative

Qacqke | TCCLB-507659.30 (Fragment) 5,66 |5,7E+05 | 4,6E+05 | 4,6E+05 | 565 547 |540 0,09 0,00 25 g
Dolichyl-phosphate beta-D-

Q4D5W6 TcCLB.508169.60 mannosyltransferase, putative 3,73 | 8,5E+05 | 6,0E+03 | 4,6E+05 482 852 |541 0,27 -1,88 >9 311

Q4DWX6 | TcCLB.510729.90 | Uncharacterized protein 1,29 |1,4E+05 |2,4E+05| 4,6E+05 | 788 653 |542 -0,52 -0,29 -246 | -111
UDP-N-acetylglucosamine

Q4E2R5 TcCLB.504153.180 pyrophosphorylase, putative 5,28 |6,8E+05 |5,1E+05 | 4,5E+05 533 528 [543 0,17 0,05 10 5

Q4DzZY8 TcCLB.509805.190 | Uncharacterized protein 1,72 |5,9E+05 | 6,2E+05 | 4,4E+05 | 559 498 |544 0,12 0,14 -15 46

Q4DTR7 | TcCLB.509695.20 | Uncharacterized protein 6,09 |6,0E+05 |3,8E+05 | 4,4E+05 | 556 589 |545 0,13 -0,07 =1Ll -44
Retrotransposon hot spot (RHS)

Q4E3H1 TcCLB.507611.110 protein, putative 2,34 | 3,0E+05 | 8,3E+05 | 4,4E+05 674 422 |546 -0,16 0,27 128 124
ATP-dependent DEAD/H RNA

Q4D8X3 TcCLB.506587.40 helicase, putative 3,11 |1,1E+06 | 7,3E+05 | 4,4E+05 417 455 | 547 0,40 0,22 130 92
Ribonucleoside-diphosphate

Q4DCB6 TcCLB.506933.20 reductase 3,38 | 8,6E+05 | 7,1E+05 | 4,4E+05 480 463 |548 0,29 0,21 2 2
Cytochrome c oxidase subunit V,

Q4D214 TeCLB.508503.20 putative 1,85 |2,2E+05 | 5,0E+05 | 4,4E+05 | 729 533 |549 -0,30 0,06 -180 16
IgE-dependent histamine-releasing

Q4CWmM1 TcCLB.510065.30 factor, putative 1,18 |6,0E+03 |5,2E+05 | 4,3E+05 853 527 |550 -1,86 0,08 L 22
Cytochrome c1, heme protein,

Q4DU59 TeCLB.511391.160 mitochondrial, putative 1,10 | 1,2E+06 | 6,1E+05 | 4,3E+05 409 500 |551 0,44 0,16 142 =2

Q4D974 TcCLB.511281.60 | Pyruvate kinase 4,34 |1,8E+06 |6,8E+05 | 4,2E+05 | 336 471 |552 0,63 0,20 216 81
Mitochondrial DEAD box protein,

Q4D7H6 TeCLB.511801.60 putative 1,67 |7,8E+05 |4,7E+05 | 4,2E+05 | 505 545 |553 0,26 0,05 48 8

Q4E030 TcCLB.507063.20 | Translation initiation factor, putative | 1,51 |4,9E+05 |2,3E+05 | 4,2E+05 | 598 656 |554 0,06 -0,26 -44 | -102

Q4EIN4 | TcCLB.507093.229 | U-rich RNA-binding protein UBP-2 2,90 |9,9E+05 | 4,2E+05 | 4,2E+05 | 450 568 |555 0,37 0,00 105 -13
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Q4E4J9 TcCLB.506925.530 | ABC transporter, putative 4,23 |8,1E+05 |6,2E+05 | 4,2E+05 | 497 494 |556 0,28 0,17 59 62

Q4DXx96 | TcCLB.506945.20 | Phosphoglycerate kinase 3,57 |5,6E+05|4,56+05| 4,2E+05 | 569 554 |557 0,12 0,03 -12 3

Q4DA56 | TcCLB.507019.20 | Nitrate reductase, putative 3,31 |7,5E+05|3,6E+05| 4,2E+05 | 513 595 |558 0,25 -0,06 45 -37

Q4CVA3 | TcCLB.506411.10 | Thimet oligopeptidase, putative 2,75 |7,0E+05 |2,9E+05 | 4,2E+05 | 527 629 |559 0,22 -0,15 32 -70

Q4DGY8 | TcCLB.511923.130 | Uncharacterized protein 1,14 |3,8E+05 | 4,4E+05 | 4,2E+05 | 635 557 | 560 -0,04 0,02 -75 3

Q4E259 TcCLB.508707.180 | Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase | 4,10 |5,3E+05 |4,2E+05 | 4,1E+05 | 583 566 |561 0,11 0,01 -22 -5
Retrotransposon hot spot (RHS)

Q4EO0MS5 TeCLB.509429.4 protein, putative (Fragment) 5,81 |6,9E+05 | 3,4E+05 | 4,1E+05 532 607 |562 0,23 -0,08 30 45

Q4DBH5 | TcCLB.503855.30 | Adenylosuccinate lyase 4,60 |3,1E+05 |5,6E+05| 4,1E+05 | 671 515 |563 -0,12 0,14 -108 48

Q4DKU5 | TcCLB.509769.80 | Uncharacterized protein 3,76 |5,9E+05 |2,1E+05 | 4,0E+05 | 557 661 |564 0,17 -0,28 7 -97
Bifunctional dihydrofolate reductase-

Q4DLS1 TcCLE.509153.90 thymidylate synthase 2,35 |7,1E+05 | 2,7E+05 | 4,0E+05 523 642 |565 0,25 -0,17 42 77

Q4DPQ4 | TcCLB.511181.150 | Uncharacterized protein 2,63 |1,7E+05 | 4,7E+05 | 4,0E+05 | 758 543 | 566 -0,36 0,07 -192 23

Q4CNS3 | TcCLB.510227.29 | Thioredoxin, putative (Fragment) 1,37 |4,8E+05 | 8,1E+04 | 4,0E+05 | 600 784 | 567 0,08 -0,70 -33 | -217

Q4DMX4 | TcCLB.511529.210 | Uncharacterized protein 5,10 |1,1E+06 |4,8E+05| 4,0E+05 | 416 540 |568 0,45 0,08 157 28

Q4DYS2 TcCLB.507641.50 | Uncharacterized protein 1,29 |2,2E+05 |5,6E+05 | 4,0E+05 | 726 512 |569 -0,25 0,15 -157 57

Q4D7V1 TcCLB.508971.50 | Ubiquitin-protein ligase-like, putative | 5,85 |5,7E+05 |4,3E+05 | 4,0E+05 562 563 |570 0,16 0,04 8 7

Q4CVTO TcCLB.506631.30 | Uncharacterized protein 1,27 |8,1E+05 |5,2E+05 | 4,0E+05 | 496 526 |571 0,31 0,12 75 45
Peptidylprolyl isomerase-like,

Q4CZN2 TeCLB.511353.10 putative 2,51 |8,1E+05 |7,3E+05| 3,9E+05 | 494 453 |572 0,32 0,27 78 119
Ribosomal RNA processing protein 6,

Q4DSE3 TeCLB.504057.110 putative 4,13 |6,4E+05 | 6,2E+05 | 3,9E+05 | 545 496 |573 0,21 0,20 28 7
Adenine phosphoribosyltransferase,

Q4DNZ3 TeCLB.507519.150 putative 2,88 |5,6E+05 |4,4E+05| 3,9E+05 | 570 555 |574 0,16 0,05 4 19
Heterogeneous nuclear

Q4DFM4 TcCLB.511109.130 ribonucleoprotein H/F, putative 2,83 |5,8E+05 | 6,8E+05 | 3,9E+05 560 473 |575 0,17 0,24 15 12
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Q4CTU9 | TcCLB.507775.20 | Uncharacterized protein 1,56 |5,4E+05 | 7,0E+05 | 3,9E+05 | 580 464 |576 0,14 0,25 -4 112
Retrotransposon hot spot (RHS)
167 12
Q4Csi11 TeCLB.410923.20 protein, putative 2,35 |[1,2E+06 | 4,2E+05 | 3,9E+05 410 565 |[577 0,47 0,04 6
Q4cQJ6 TcCLB.507251.30 | Uncharacterized protein 2,16 |8,4E+05|3,9E+05| 3,9E+05 | 484 587 |578 0,34 0,00 94 -9
Vacuolar protein sorting-associated
Q4DYH5 TeCLB.511367.170 protein 35 3,85 |4,1E+05 |4,0E+05| 3,8E+05 | 622 580 |579 0,03 0,02 43 1
Q4D144 | TcCLB.506985.30 | Proteasome subunit alpha type 1,50 |8,6E+05 |4,6E+05| 3,8E+05 | 478 551 |580 0,35 0,08 102 29
Q4D7v3 | TcCLB.508971.30 | Lysine--tRNA ligase 3,29 |6,7E+05 | 6,0E403 | 3,8E+05 | 539 853 |581 0,25 -1,80 42 | -272
Glutamamyl carboxypeptidase,
-2
Q4CPW5 TeCLB.507657.20 putative 1,63 |5,2E+05 |6,2E+05 | 3,8E+05 | 584 497 |582 0,14 0,21 85
Q4DY82 TcCLB.511907.50 | Lysophospholipase, putative 10,81 | 9,6E+05 | 3,1E+05 | 3,7E+05 | 457 619 |583 0,41 -0,08 126 -36
Q4DVv36 | TcCLB.508647.280 | Malic enzyme 2,54 |8,4E+05|1,4E+05| 3,7E+05 | 488 717 |584 0,35 -0,41 96 -133
Q4E1M8 | TcCLB.507093.300 | Uncharacterized protein 4,71 |3,6E+05 |3,8E+05 | 3,7E+05 | 642 591 |585 -0,01 0,01 -57 -6
Q4DzJ3 TcCLB.508799.240 | Aminopeptidase, putative 6,81 |5,6E+05|3,4E+05| 3,7E+05 | 567 606 |586 0,18 -0,04 it -20
Q4DDX3 | TcCLB.509011.40 | calreticulin, putative 3,64 |2,5E+06|4,3E+05| 3,7E+05 | 286 562 |587 0,83 0,07 301 25
Q4E658 TcCLB.508153.330 | Katanin-like protein, putative 1,20 |1,7E+05 |4,9E+05 | 3,7E+05 | 761 536 |588 -0,34 0,13 -173 | 52
Q4E4E1 TcCLB.510187.100 | Glucokinase 1, putative 4,32 |5,0E+05 |4,9E+05 | 3,7E+05 | 592 538 |589 0,13 0,12 -3 51
Q4DQD7 | TcCLB.506629.70 | Cysteine desulfurase, putative 1,45 |5,2E+05 | 6,5E+05 | 3,6E+05 | 586 481 |590 0,16 0,26 4 109
Q4E4Q4 | TcCLB.508461.550 | Uncharacterized protein 3,87 |4,9E+05 |3,5E+05| 3,6E+05 | 599 600 |591 0,13 -0,01 -8 -9
Ribose-phosphate
-2 N
Q4DSS9 TeCLB.507809.30 pyrophosphokinase, putative 1,71 |4,2E+05 | 3,5E+05 | 3,6E+05 618 601 |592 0,07 -0,01 6 2
Nascent polypeptide associated
-141 -
Q4DoL7 TeCLB.510579.70 complex subunit, putative 0,96 |2,1E+05 | 2,0E+05| 3,6E+05 734 676 |593 -0,24 -0,26 4 83
Ribose 5-phosphate isomerase,
11
Q4DBP9 TeCLB.508601.119 putative 1,49 |7,1E+05 |4,0E+05| 3,5E+05 | 524 583 |594 0,30 0,05 70
Q4CMX1 | TcCLB.504209.10 | Uncharacterized protein 2,73 | 4,4E+05|3,7E+05| 3,5E+05 | 614 593 |595 0,10 0,03 -19 2
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Q4D230 TcCLB.510635.50 | Zinc-binding phosphatase, putative 2,70 |3,0E+05 |3,0E+05| 3,5E+05 | 676 626 |596 -0,06 -0,07 -80 -30
Glycerol-3-phosphate
. . . 1 22
Q4DG35 TeCLB.508241.10 dehydrogenase, putative (Fragment) 1,23 | 4,9E+05 | 3,1E+05 | 3,5E+05 596 622 |597 0,15 -0,05 >
GPI anchor biosynthesis protein,
Q4CZK3 TeCLB.510299.50 putative 1,07 | 1,0E+05 |2,9E+05 | 3,5E+05 | 806 631 |598 -0,52 -0,08 208 33
2-oxoglutarate dehydrogenase E1
. . . -1
QACTES8 TeCLB.510717.30 component, putative 2,72 | 5,0E+05 | 3,2E+05 | 3,5E+05 593 617 |599 0,16 -0,04 6 8
Q4CcwWQ8 | TcCLB.503837.10 | Uncharacterized protein 1,19 |2,9E+05|1,8E+05 | 3,4E+05 | 684 693 | 600 -0,08 -0,29 -84 -93
Q4CUE0 | TcCLB.503413.4 Uncharacterized protein (Fragment) 1,13 |3,9E+05 | 4,0E+05 | 3,4E+05 | 634 577 |601 0,06 0,07 -33 24
Mitochondrial carrier protein,
Q4DTH1 TeCLB.508737.150 putative 4,83 |3,6E+05 |6,3E+05 | 3,4E+05 | 644 491 |602 0,03 0,27 42 111
Q4DTI8 TcCLB.507053.170 | Uncharacterized protein 2,82 |7,5E+05 |5,1E+05 | 3,4E+05 | 510 529 |603 0,35 0,18 93 74
QADFR8 TcCLB.504125.60 | Kinesin-like protein 4,07 |3,4E+05|9,9E+04 | 3,3E+05 | 656 761 |604 0,01 -0,53 -52 | -157
60S ribosomal protein L44, putative
Q4ACPI8 TeCLB.503709.20 (Fragment) 2,12 |2,5E+05 |3,5E+05| 3,3E+05 | 709 598 | 605 -0,13 0,03 -104 7
Q4DFG3 | TcCLB.506155.60 | Aldehyde dehydrogenase, putative 1,07 |4,6E+05 |2,2E+05 | 3,3E+05 | 607 660 |606 0,14 -0,19 -1 -54
Serine/threonine protein kinase,
Q4DPGY TcCLB.510861.140 putative 2,90 |3,4E+05 |5,6E+05| 3,3E+05 | 655 513 | 607 0,02 0,23 48 94
Q4DFX2 | TcCLB.506367.30 | Uncharacterized protein 0,95 |5,1E+05 | 1,5E+05| 3,3E+05 | 590 712 | 608 0,19 -0,34 18 | -104
Q4DUR3 | TcCLB.507951.299 | Uncharacterized protein (Fragment) 3,47 |4,9E+05 |3,9E+05| 3,3E+05 | 597 588 |609 0,18 0,07 12 21
Q4DASO | TcCLB.506485.80 | Oxidoreductase, putative 5,75 | 1,1E+06 |4,0E+05| 3,2E+05 | 429 579 |610 0,51 0,09 181 31
Retrotransposon hot spot (RHS)
Q4CXF4 TeCLB.511011.10 protein, putative 1,67 |8,9E+05|3,2E+05 | 3,2E+05 471 613 |611 0,44 -0,01 140 2
Q4DCC6 | TcCLB.508895.60 | RNA-binding protein, putative 2,34 |1,0E+06 | 8,9E+05 | 3,2E+05 | 432 409 |612 0,51 0,44 180 | 203
ATP-dependent DEAD/H RNA
. . . . 241 4
Q4CKM®6 TeCLB.468941.9 helicase, putative (Fragment) 2,77 |6,0E+03 |1,6E+05| 3,2E+05 854 708 [613 -1,73 -0,30 4 9>
Q4AD7R4 TcCLB.508865.10 | Glutathione synthetase 11,07 | 7,2E+05 | 6,7E+04 | 3,2E+05 | 519 798 |614 0,35 -0,68 95 -184
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Cytoskeleton-associated protein
Q4CP00 TeCLB.511333.4 CAP5.5, putative (Fragment) 2,45 |4,1E+05 |2,3E+05 | 3,2E+05 | 624 657 |615 0,11 -0,14 = 42
3,2-trans-enoyl-coA isomerase,
Q4cCLe1 TeCLB.431357.10 mitochondrial, putative (Fragment) 2,39 |5,2E+05 | 2,0E+05 | 3,2E+05 585 674 |616 0,22 -0,20 31 >8
Q4DzU7 | TcCLB.510105.50 | Fibrillarin, putative 1,25 |6,0E+03 | 6,0E+03 | 3,2E+05 | 855 877 |617 -1,72 -1,72 -238 | -260
ADP-ribosylation factor-like protein,
Q4DXH9 TeCLB.506941.170 putative 0,95 |2,0E+05|2,8E+05| 3,1E+05 | 741 636 |618 -0,20 -0,05 123 18
Small nuclear ribonucleoprotein
. . . . -11 -
Q4D159 TeCLB.507209.10 protein, putative 2,12 | 2,1E+05 | 2,0E+05 | 3,1E+05 737 675 |619 -0,18 -0,20 8 26
Trifunctional enzyme alpha subunit,
TcCLB.509701.10 mitochondrial-like protein, putative 77 239
Q4CLW3 (Fragment) 3,45 |6,6E+05|1,0E+06| 3,1E+05 | 543 381 |620 0,32 0,51
Q4CTC8 TcCLB.507569.10 | Uncharacterized protein 2,10 |8,1E+05|3,5E+05| 3,1E+05 | 491 599 |621 0,41 0,05 130 22
ATP-dependent Clp protease subunit,
TcCLB.509125.20 heat shock protein 78, putative 56 98
Q4CRWO (Fragment) 1,77 |5,6E+05 |5,2E+05 | 3,1E+05 566 524 [622 0,26 0,23
Q4D7T7 TcCLB.504047.50 | Uncharacterized protein 3,97 |5,3E+05|1,3E+05| 3,1E+05 | 581 733 |623 0,23 -0,39 42 -110
Q4DRX1 | TcCLB.507669.10 | Fumarate hydratase, putative 1,45 |7,8E+05 |3,0E+05 | 3,1E+05 | 504 624 |624 0,40 -0,01 120 0
Q4CLU7 TcCLB.508725.10 | Uncharacterized protein (Fragment) 6,09 |5,5E+05 |4,4E+05| 3,1E+05 | 577 558 | 625 0,25 0,15 48 67
Q4E5D3 TcCLB.511277.610 | Surface protease GP63, putative 3,30 |4,2E+05|2,7E+05| 3,1E+05 | 620 643 |626 0,13 -0,06 6 -17
Q4CX53 TcCLB.504203.4 Uncharacterized protein (Fragment) | 3,82 |[6,1E+05|1,2E+05| 3,0E+05 | 553 737 |627 0,31 -0,40 74 | -110
Mitochondrial RNA binding protein 1,
Q4DOR4 TeCLB.509831.36 putative 5,14 |2,5E+05 |3,3E+05 | 3,0E+05 | 705 608 |628 -0,08 0,04 7 20
Q4DSB6 TcCLB.509767.180 | Exosome component CSL4, putative 2,42 |2,6E+05|3,3E+05| 3,0E+05 | 699 610 |629 -0,07 0,04 -70 19
Eukaryotic translation initiation
Q4CUG4 TeCLB.508689.20 | ¢, tor 3 subunit G 1,14 |3,7E+05 |3,9E+05 | 2,9E+05 | 637 584 |630 0,10 0,13 g 46
Q4DGA5 | TcCLB.506457.10 | Methionine aminopeptidase 2 3,30 |5,4E+05|2,0E+05| 2,9E+05 | 579 669 |631 0,27 -0,16 52 -38
Q4DU97 | TcCLB.507011.200 | Dihydroxyacetone kinase 1-like, 2,97 |3,5E+05|1,9E+05| 2,9E+05 | 650 685 |632 0,09 -0,19 -18 -53
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putative
Q4DX67 | TcCLB.506945.330 | Uncharacterized protein 1,69 |4,3E+05|3,6E+05| 2,8E+05 | 617 596 |633 0,18 0,10 16 37
Q4DAW6 | TcCLB.504069.10 | proteasome subunit alpha type 3,91 |5,4E+05|3,1E+05| 2,8E+05 | 578 618 |634 0,29 0,05 56 16
Elongation factor 1-gamma (EF-1-
Q4DHO08 TeCLB.508261.140 gamma), putative -2,00 | 1,5E+05 |2,1E+05 | 2,8E+05 | 779 662 |635 -0,28 -0,13 144 27
Q4CP83 TcCLB.508993.10 | CTP synthase (Fragment) 3,04 |8,0E+05 |3,2E+05| 2,7E+05 | 499 614 |636 0,47 0,06 137 22
Mitochondrial carrier protein,
Q4DMB4 TeCLB.504131.190 putative 1,05 |4,0E+05 |6,0E+05 | 2,7E+05 | 625 503 |637 0,17 0,34 12 134
Chaperonin HSP60/CNP60, putative
221
Q4CPH5 TeCLB.509063.30 (Fragment) 1,32 | 6,0E+03 |4,0E+05 | 2,7E+05 | 856 582 |638 -1,66 0,17 8 >6
Q4D503 TcCLB.511269.10 | Uncharacterized protein 1,15 |2,5E+05 | 4,5E+05 | 2,7E+05 | 708 553 | 639 -0,04 0,22 -69 86
Q4DQE0 | TcCLB.506629.40 | Uncharacterized protein 4,09 |5,9E+05|9,8E+03 | 2,7E+05 | 558 843 | 640 0,34 -1,44 82 -203
Aspartate carbamoyltransferase,
27
Q4D3Ws3 TeCLB.508375.30 putative 5,20 |2,4E+06 | 8,7E+05| 2,7E+05 | 294 414 |641 0,95 0,51 3471 2
Mitochondrial carrier protein
’ 17
Q4DR73 TeCLB.504033.90 putative 1,46 |5,5E+05 |3,0E+05| 2,7E+05 | 576 625 |642 0,31 0,05 66
Vacuolar ATP synthase subunit B,
2
Q4D1S0 TeCLB.506025.50 putative 3,02 |4,8E+05 |3,1E+05| 2,7E+05 | 601 620 |643 0,26 0,06 42 3
Q4CWE9 | TcCLB.505931.50 | Histone H3, putative 1,61 |1,2E+05 |6,4E+05| 2,7E+05 | 799 487 |644 -0,35 0,38 -155 | 157
Q4CZF5 TcCLB.510911.10 | Profilin 3,94 |4,5E+05 |8,6E+05| 2,6E+05 | 610 415 |645 0,23 0,52 35 230
Q4DNU7 | TcCLB.511003.30 | Uncharacterized protein 1,44 |3,1E+05 | 1,5E+05 | 2,6E+05 | 673 711 |646 0,07 -0,23 -27 -65
Mitochondrial elongation factor G,
Q4CWR1 TeCLB.506583.60 putative 2,31 |3,0E+05|1,5E+05| 2,6E+05 | 679 714 | 647 0,06 -0,25 32 67
Q4DYH7 | TcCLB.511367.138 | Chaperone Dnal protein, putative 1,08 |6,7E+05 | 2,0E+05 | 2,6E+05 | 538 673 |648 0,42 -0,11 110 -25
Cofilin/actin depolymerizing factor,
1 1
Q4D8D3 TeCLB.508411.10 putative 15,53 | 8,2E+05 | 2,9E+05 | 2,6E+05 | 490 630 |649 0,50 0,05 >9 9
Q4DNR8 | TcCLB.511589.90 | Uncharacterized protein 3,94 |4,3E+05 |4,0E+05| 2,6E+05 | 616 581 |650 0,23 0,20 34 69
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Adenine phosphoribosyltransferase,
Q4DNz4 TeCLB.507519.140 putative 1,71 |3,9E+05 | 3,0E+05 | 2,5E+05 633 628 |651 0,19 0,07 18 23
Q4E2Y4 | TcCLB.508175.100 | Uncharacterized protein 2,56 |5,1E+05 |5,9E+05 | 2,5E+05 | 588 504 |652 0,31 0,37 64 148
Calpain-like cysteine peptidase,
Q4DBH4 TeCLB.503855.40 putative 2,55 |9,9E+05 | 1,9E+04 | 2,5E+05 447 836 |653 0,61 -1,12 206 183
Mitochondrial RNA binding protein,
Q4CVvB9 TeCLB.510509.50 putative (Fragment) 2,35 | 4,0E+05 | 1,1E+05| 2,4E+05 627 744 | 654 0,22 -0,33 27 90
Retrotransposon hot spot (RHS)
. . . . 192 -1
Q4DI32 TeCLB.511019.74 protein, putative 2,17 |9,3E+05 | 6,0E+03 | 2,4E+05 463 851 | 655 0,59 -1,60 ? 96
Endoribonuclease L-PSP (Pb5),
. . . -7 -141
Q4CQG3 TeCLB.505647.40 putative 4,29 |2,2E+05 | 7,0E+04 | 2,4E+05 731 797 |656 -0,04 -0,54 >
Protein transport protein sec31,
Q4EOPO TeCLB.506297.290 putative 2,33 | 2,8E+05 | 1,3E+05 | 2,4E+05 691 732 | 657 0,07 -0,27 34 75
Q4DC76 | TcCLB.506777.20 | Uncharacterized protein 2,25 |9,3E+04 | 2,0E+05 | 2,4E+05 | 812 677 |658 -0,40 -0,08 -154 | -19
Retrotransposon hot spot (RHS)
Q4D923 TcCLB.510165.110 protein, putative -2,00 |3,4E+05 | 6,1E+05 | 2,3E+05 660 499 (659 0,16 0,42 ! 160
Q4E0C2 TcCLB.509875.204 | Uncharacterized protein 0,98 |1,6E+05 |2,8E+05| 2,3E+05 | 769 635 | 660 -0,16 0,08 -109 25
Serine/threonine protein kinase,
Q4CR40 TeCLB.504411.30 putative 7,59 |1,5E+06 | 2,4E+06 | 2,3E+05 362 238 | 661 0,81 1,02 299 423
Protein phosphatase methylesterase
Q4DY49 TeCLB.511727.100 1 1,56 |1,5E+05 |4,6E+05 | 2,3E+05 780 552 |662 -0,20 0,30 118 110
Q4DWH5 | TcCLB.511725.160 | Uncharacterized protein 2,18 |4,4E+05 |2,5E+05| 2,3E+05 | 613 649 |663 0,29 0,04 50 1)
Q4CNG2 | TcCLB.509045.29 | Kinesin-like protein (Fragment) 4,09 |2,9E+05 |3,4E+05| 2,3E+05 | 686 605 |664 0,10 0,17 -22 59
Endoplasmic reticulum
Q4DUE9 TeCLB.508837.189 oxidoreductin, putative 2,99 |3,2E+05 |2,4E+05| 2,3E+05 662 654 | 665 0,16 0,02 3 11
Q4DN98 | TcCLB.508541.210 | Uncharacterized protein 3,35 |3,5E+05 | 3,0E+05 | 2,3E+05 648 627 |666 0,19 0,11 18 39
Coatomer beta subunit, putative
. . -1 1
Q4CWe60 TeCLB.509003.79 (Fragment) 2,43 |2,9E+05 | 4,3E+05 | 2,3E+05 683 564 | 667 0,11 0,28 6 03
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Q4DE64 | TcCLB.506493.80 | DNA topoisomerase IA, putative 2,64 |4,0E+05|3,2E+05| 2,3E+05 | 626 615 |668 0,25 0,15 42 53

Q4CNX6 | TcCLB.508085.10 | GMP synthase, putative (Fragment) 1,54 |3,5E+05 | 8,8E+04 | 2,2E+05 | 654 775 | 669 0,19 -0,41 15 -106

Q4DC68 | TcCLB.506777.80 | Seryl-tRNA synthetase, putative 2,19 |5,7E+05|1,4E+05| 2,2E+05 | 564 715 | 670 0,41 -0,19 106 -45
Mercaptopyruvate sulfurtransferase,

Q4DV84 TeCLB.508173.40 putative 1,97 |3,5E+05 |2,2E+05 | 2,2E+05 | 651 659 |671 0,21 0,00 20 12
Retrotransposon hot spot (RHS)

Q4DKD3 TeCLB.509295.80 protein, putative 2,87 |3,6E+05 |4,2E+05| 2,2E+05 | 646 567 |672 0,22 0,29 26 105

Q4E2S0 TcCLB.504153.129 | Uncharacterized protein -2,00 | 6,0E+03 | 6,0E+03 | 2,2E+05 | 857 878 |673 -1,56 -1,56 -184 | -205
Gamma-glutamylcysteine synthetase,

Q4DPE6 TeCLB.507625.99 putative 3,38 |1,2E+06 | 5,6E+05 | 2,2E+05 | 407 514 |674 0,74 0,41 267 | 160

Q4CWK5 | TcCLB.509543.50 | DNAK protein, putative (Fragment) 3,09 |1,0E+06|1,3E+05| 2,2E+05 | 441 731 |675 0,67 -0,23 234 -56

Q4CN04 | TcCLB.503405.10 | Glutamine synthetase, putative 3,21 |6,7E+05|3,2E+05| 2,1E+05 | 541 611 |676 0,49 0,17 135 65

Q4DLU4 | TcCLB.509683.10 | Uncharacterized protein 3,01 |5,2E+05|1,3E+05| 2,1E+05 | 587 730 |677 0,38 -0,22 90 -53

Q4EOL4 TcCLB.509429.150 | Uncharacterized protein 3,03 |3,1E+05|1,6E+05| 2,1E+05 | 670 702 |678 0,16 -0,12 8 -24
Dispersed gene family protein 1

Q4D8R5 TeCLB.510391.10 (DGF-1), putative -2,00 | 1,0E+06 |2,4E+05 | 2,1E+05 | 446 652 |679 0,67 0,05 233 27

Q4DPJ1 TcCLB.506513.60 | ADP-ribosylation factor, putative 1,29 |6,0E+03 |1,9E+05| 2,1E+05 | 858 684 | 680 -1,54 -0,04 -178 -4

Q4DIGY TcCLB.506733.130 | Uncharacterized protein 2,47 |3,4E+05|3,1E+05| 2,1E+05 | 659 621 |681 0,21 0,17 22 60

Q4DJV2 TcCLB.511717.90 | Mannose-6-phosphate isomerase 2,73 | 4,2E+05|1,2E+05 | 2,0E+05 | 619 736 |682 0,31 -0,22 63 -54

Q4E1V5 TcCLB.507993.260 | Uncharacterized protein 1,87 |6,8E+05 | 4,0E+05 | 2,0E+05 | 536 578 |683 0,53 0,30 147 | 105

Q4DD81 | TcCLB.509747.20 | 60S ribosomal protein L22, putative 2,33 |5,7E+05 | 1,6E+05 | 2,0E+05 | 563 707 |684 0,46 -0,09 121 | -23

Q4D8U7 | TcCLB.503781.70 | Proteasome subunit beta type 1,14 |1,9E+05 | 2,0E+05 | 2,0E+05 | 747 668 | 685 -0,03 0,01 -62 17
Farnesyl pyrophosphate synthase,

Q4DFM3 TeCLB.508323.9 putative (Fragment) 1,22 |3,6E+05 |6,0E+03 | 1,9E+05 | 643 858 | 686 0,27 -1,51 43 172
Protein tyrosine phosphatase,

Q4D674 TeCLB.504625.99 putative (Fragment) 2,68 |3,3E+05 |2,0E+05| 1,9E+05 | 661 666 |687 0,23 0,02 26 21
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Pretranslocation protein, alpha

Q4E3Q0 TeCLB.510101.70 subunit, putative 6,02 |6,8E+05 | 2,8E+05 | 1,9E+05 535 638 | 688 0,55 0,16 153 >0

Q4DDD7 | TcCLB.507485.40 | Uncharacterized protein 1,44 |1,6E+05 |1,1E+05| 1,9E+05 | 765 750 |689 -0,06 -0,23 -76 -61
Carnitine/choline acetyltransferase,

Q4DKK5 TeCLB.509999.90 putative 3,39 |6,2E+05 | 1,9E+05 | 1,8E+05 | 552 682 |690 0,53 0,02 138 8

Q4cCLIo TcCLB.509409.10 | Protein kinase, putative 3,36 |3,2E+05|1,7E+05| 1,8E+05 | 666 697 |691 0,25 -0,02 25 -6

Q4DS85 TcCLB.510759.100 | Uncharacterized protein 1,47 |1,5E+05 |3,3E+05| 1,8E+05 | 778 609 |692 -0,09 0,26 -86 33

Q4D582 | TcCLB.507927.100 | Uncharacterized protein 3,32 |2,1E+05|2,0E+05| 1,8E+05 | 735 679 |693 0,06 0,04 -42 14

Q4D7W2 | TcCLB.511407.10 | Nuclear transport factor 2, putative 1,92 |2,8E+05 | 6,0E+03 | 1,8E+05 690 862 |695 0,19 -1,48 5 -167

Q4D3C6 | TcCLB.508297.50 | Short chain dehydrogenase, putative | 3,51 |6,8E+05 |2,5E+05| 1,8E+05 | 534 647 |696 0,58 0,15 162 49

Q4DzZH8 | TcCLB.508641.180 | Uncharacterized protein 1,07 |1,6E+05|1,1E+05| 1,8E+05 | 772 753 | 697 -0,06 -0,22 -75 -56

Q4CP72 TcCLB.511363.4 Uncharacterized protein (Fragment) 1,62 |1,6E+05|2,9E+05| 1,8E+05 | 764 632 | 698 -0,03 0,22 -66 66
60S acidic ribosomal protein P2,

Q4CSS8 TcCLB.505977.26 putative 1,58 |2,6E+05|1,6E+05| 1,7E+05 698 705 | 699 0,17 -0,03 ! 6
Retrotransposon hot spot (RHS)

Q4DBD1 TcCLB.504099.10 protein, putative 2,01 |1,8E+05 |2,5E+05| 1,7E+05 755 648 | 700 0,02 0,16 2> 2
Retrotransposon hot spot (RHS)

Q4EO0I5 TcCLB.508325.60 protein, putative 1,18 |1,7E+05|1,8E+05| 1,7E+05 763 690 |701 -0,01 0,02 62 11

Q4DKR1 | TcCLB.511867.50 | proteasome alpha 7 subunit, putative | 2,20 |4,0E+05 |1,6E+05| 1,7E+05 | 628 709 |702 0,38 -0,02 74 -7

Q4EOP7 TcCLB.506297.220 | Uncharacterized protein 2,75 |5,0E+05 | 6,3E+05 | 1,7E+05 | 594 489 |703 0,47 0,58 109 | 214

Q4CXTS8 TcCLB.509177.59 | Uncharacterized protein 1,18 |1,6E+05|9,1E+04 | 1,7E+05 | 766 770 |704 -0,01 -0,26 -62 -66

Q4D905 TcCLB.505171.60 | Uncharacterized protein 2,29 |3,5E+05|9,2E+04 | 1,6E+05 | 652 768 | 705 0,33 -0,25 53 -63
Diphosphomevalonate

Q4D979 TcCLB.511281.40 decarboxylase, putative 2,52 | 2,6E+05 | 1,8E+05| 1,6E+05 697 692 | 706 0,21 0,04 2 14
Cleavage and polyadenylation

Q4DTW?2 TcCLB.508693.10 specificity factor, putative (Fragment) | 5,03 |2,8E+05|1,7E+05| 1,6E+05 688 695 |708 0,25 0,04 20 e

Q4cv29 | TcCLB.509297.30 | ADP-ribosylation factor, putative 2,06 |2,3E+05|1,1E+05| 1,6E+05 | 722 745 | 709 0,16 -0,14 gt -36
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Q4DTH7 | TcCLB.508737.70 | Fatty acid desaturase, putative 1,00 |2,9E+05 |1,8E+05| 1,6E+05 | 687 688 |710 0,27 0,07 23 22
ADP-ribosylation factor-like protein,
Q4DZM9 TeCLB.504147.160 putative 3,64 |4,7E+05 |2,0E+05| 1,6E+05 | 605 678 |711 0,48 0,10 106 33
Q4E349 TcCLB.508741.229 | Uncharacterized protein 1,23 |6,0E+03 | 1,7E+05 | 1,5E+05 | 859 699 |712 -1,41 0,04 -147 13
Q4DIY4 TcCLB.509671.180 | Uncharacterized protein 1,43 |2,2E+05 | 1,4E+05| 1,5E+05 | 728 718 |713 0,16 -0,03 -15 -5
Q4DJYO TcCLB.510879.30 | Uncharacterized protein 4,22 |3,7E+05 |3,7E+05 | 1,5E+05 | 641 592 |714 0,38 0,39 73 122
Fructose-1,6-bisphosphatase,
. . . . 4
Q4DE31 TeCLB.506649.70 cytosolic, putative 1,75 |4,0E+05 |2,0E+05 | 1,5E+05 | 630 672 |715 0,42 0,12 8 3
Q4DQ03 | TcCLB.509179.20 | Uncharacterized protein 1,17 |3,6E+05|2,8E+05| 1,5E+05 | 647 633 | 716 0,38 0,28 69 83
Q4D3R4 | TcCLB.510003.20 | Uncharacterized protein 4,07 |1,1E+05 |3,2E+05 | 1,5E+05 | 804 612 |717 -0,14 0,33 -87 105
Q4DHE8 | TcCLB.509065.90 | Uncharacterized protein 1,47 |2,3E+05 |1,4E+05| 1,5E+05 | 718 723 |718 0,19 -0,04 0 -5
Q4CYK5 | TcCLB.503613.20 | Proteasome subunit alpha type 7,31 |4,8E+05|1,8E+05| 1,5E+05 | 603 | 691 |719 0,51 0,09 116 | 28
Q4EOM2 | TcCLB.509429.80 | Uncharacterized protein 1,62 |2,0E+05|1,9E+05| 1,5E+05 | 743 | 683 |720 0,13 0,12 -23 37
Q4DSC2 | TeCLB.509767.120 | Uncharacterized protein 5,19 |1,8E+05|1,3E+05| 1,5E+05 | 757 729 |721 0,09 -0,05 -36 -8
Q4Dz85 TcCLB.507023.10 | Epsilon-adaptin, putative 2,18 |3,2E+05|1,8E+05| 1,5E+05 | 664 689 |722 0,34 0,10 58 33
Q4D946 | TcCLB.509059.50 | pyridoxal kinase, putative 0,99 |1,8E+05|1,4E+05| 1,4E+05 | 753 716 |723 0,10 0,00 -30 7
Delta-6 fatty acid desaturase,
Q4DFC3 TeCLB.507609.40 putative 2,96 |2,9E+05 | 1,3E+05| 1,4E+05 | 680 728 |724 0,31 -0,04 44 “
Sarcoplasmic reticulum glycoprotein,
Q4ES5A3 TeCLB.506559.270 putative 3,07 |2,5E+05 |1,2E+05| 1,4E+05 | 706 741 |725 0,24 -0,08 19 -16
Q4DG45 | TcCLB.510761.14 | 60S ribosomal protein L26, putative 1,48 |6,0E+03 |7,9E+05 | 1,4E+05 | 860 434 |726 -1,37 0,75 -134 | 292
Q4DPR6 | TcCLB.511181.20 | Uncharacterized protein 2,80 |1,8E+05|6,9E+05| 1,4E+05 | 756 468 |727 0,11 0,69 -29 259
Q4DNT1 | TcCLB.511003.190 | Uncharacterized protein 0,97 |2,8E+05|1,2E+05| 1,4E+05 | 689 739 |728 0,31 -0,07 39 -11
Q4cus4 TcCLB.507675.10 | Uncharacterized protein (Fragment) 1,80 |2,7E+05 | 1,3E+05| 1,4E+05 694 725 [729 0,29 -0,01 35 4
ATP-dependent RNA helicase,
Q4pRkg | 16CLB-510741.180 putative -2,00 |2,0E+04 |3,2E+04 | 1,3E+05 | 842 823 (730 -0,81 -0,61 112 -93
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Q4CR94 | TcCLB.503681.9 Uncharacterized protein (Fragment) | 3,62 |2,9E+05|1,4E+05| 1,3E+05 | 681 722 |731 0,35 0,02 50 9
Q4cLQ7 | TcCLB.509107.9 Uncharacterized protein (Fragment) 1,84 |1,2E+05|1,5E+05| 1,3E+05 | 797 713 | 732 -0,02 0,07 -65 18
Q4DAWO | TcCLB.504069.53 | Proteasome subunit alpha type 3,66 |3,7E+05|1,1E+05| 1,3E+05 | 639 755 | 733 0,46 -0,08 94 -22
Q4DKC8 | TcCLB.506355.50 | Chaperone Dnal protein, putative 2,35 |4,2E+05 |6,0E+03 | 1,2E+05 | 621 856 |734 0,52 -1,32 113 | -122
Retrotransposon hot spot (RHS)
2 14
Q4CMA6 TeCLB.503483.9 protein, putative (Fragment) 4,25 |2,4E+05|1,4E+05| 1,2E+05 715 721 | 735 0,29 0,06 0
Retrotransposon hot spot (RHS)
- -2
Q4Cue6 TeCLB.463155.20 protein, putative 1,34 | 1,5E+05 |1,0E+05| 1,2E+05 775 759 |736 0,10 -0,08 39 3
Q4DVv37 | TcCLB.508647.270 | Malic enzyme 2,34 |2,6E+05|7,6E+04 | 1,2E+05 | 701 788 | 737 0,32 -0,20 36 il
Q4DL27 TcCLB.511261.30 | Electron transfer protein, putative 4,51 |2,9E+05 |1,6E+05| 1,2E+05 | 685 704 | 738 0,38 0,13 53 34
C-5 sterol desaturase, putative
Q4CzD7 TeCLB.511895.69 (Fragment) 1,99 |3,4E+05|1,6E+05| 1,1E+05 | 657 710 |739 0,47 0,14 82 29
Q4EON6 | TcCLB.506297.330 | 40S ribosomal protein S15a, putative | -2,00 |6,0E+03 |4,1E+05 | 1,1E+05 | 861 574 |740 -1,27 0,56 -121 | 166
Q4DBW6 | TcCLB.504103.90 | Uncharacterized protein 5,64 |1,8E+06 |6,0E403| 1,1E+05 | 333 850 |741 1,21 -1,27 408 | -109
Q4D577 | TcCLB.510689.50 | Cell differentiation protein, putative | 2,73 |2,3E+05 | 1,8E+05 | 1,1E+05 | 720 694 | 742 0,32 0,20 22 48
Q4DING TcCLB.508045.100 | Uncharacterized protein 1,07 |1,4E+05 |8,8E+04 | 1,1E+05 | 785 774 | 743 0,11 -0,08 -42 il
Q4cvul | TcCLB.506851.20 | Choline dehydrogenase, putative 1,06 |2,4E+05|2,2E+05| 1,0E+05 | 712 658 | 744 0,37 0,32 32 86
Q4DAD2 | TcCLB.508989.90 | Uncharacterized protein 1,05 |2,3E+05 |1,3E+05| 1,0E+05 | 724 724 | 745 0,34 0,11 21 21
Proteasome alpha 1 subunit, putative
Q4DBHO TcCLB.506327.10 (Fragment) 1,44 |1,8E+05|1,1E+05| 1,0E+05 752 748 | 746 0,25 0,04 6 2
Q4DA44 | TcCLB.507019.120 | Uncharacterized protein 1,35 |2,4E+05 |1,7E+05| 1,0E+05 | 713 696 |747 0,37 0,23 34 51
Membrane-bound acid phosphatase,
1 2
Q4DK47 TeCLB.508827.10 putative (Fragment) 5,03 |5,5E+05 | 1,1E+05| 1,0E+05 | 574 746 | 748 0,73 0,05 4
Q4DZK7 TcCLB.508799.80 | Uncharacterized protein 2,17 |2,5E+05|7,7E+04 | 1,0E+05 | 707 787 | 749 0,39 -0,12 42 -38
Q4DL24 TcCLB.511261.60 | Uncharacterized protein 2,32 |1,4E+05|9,8E+04 | 1,0E+05 | 783 762 | 750 0,14 -0,01 -33 -12
Q4D2C9 TcCLB.505163.80 | Oligosaccharyl transferase subunit, 1,25 |2,2E+05|1,3E+05 | 9,9E+04 | 732 727 |751 0,34 0,13 19 24
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putative
Q4DJ87 TcCLB.507515.4 Glutathione peroxidase (Fragment) 1,62 |3,5E+05|1,1E+05| 9,5E+04 | 653 754 | 752 0,56 0,05 99 -2
Q4CVA1 | TcCLB.506411.30 | Proline oxidase, putative 1,25 |1,9E+05 | 1,2E+05 | 9,5E+04 | 746 738 |753 0,30 0,11 7 15
Q4DQQ9 | TcCLB.509167.80 | Uncharacterized protein 0,94 |2,1E+05|9,4E+04 | 9,5E+04 | 738 765 | 754 0,34 0,00 16 -11
Lysosomal/endosomal membrane
Q4CNUO TeCLB.510825.30 protein p67, putative 4,98 |2,4E+05|1,0E+05| 9,5E+04 716 756 | 755 0,40 0,04 39 -1
Q4E4I13 TcCLB.506885.170 | Uncharacterized protein 1,54 |1,2E+05 | 1,0E+05 | 9,4E+04 | 800 758 | 756 0,09 0,04 -44 -2
Aldehyde dehydrogenase, putative
Q4D4uUe TCCLE.511525.100 (Fragment) -2,00 |1,8E+05 | 8,9E+04 | 9,2E+04 749 772 | 757 0,30 -0,02 8 5
Q4CT98 TcCLB.507647.39 | Uncharacterized protein (Fragment) | 2,43 |1,5E+05|1,1E+05| 9,1E+04 | 776 749 |758 0,23 0,08 -18 <)
Q4DTN4 | TcCLB.511211.110 | Uncharacterized protein 1,90 |1,3E+05|1,1E+05| 9,1E+04 | 793 751 |759 0,15 0,08 -34 8
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate
Q4CM74 TeCLB.509351.10 dehydrogenase, putative (Fragment) 1,66 |3,7E+05|7,1E+04 | 9,1E+04 638 792 | 760 0,61 -0,10 122 32
Q4EOR5 TcCLB.506297.30 | Uncharacterized protein 3,61 |1,4E+05|8,1E+04 | 8,9E+04 | 787 783 | 761 0,19 -0,04 -26 -22
Leucine carboxyl methyltransferase,
Q4CRAS8 TeCLB.509757.20 putative 2,34 |2,1E+05|9,2E+04 | 8,9E+04 | 733 769 |762 0,37 0,01 29 g
Q4E5Q9 TcCLB.506529.220 | Uncharacterized protein -2,00 |6,0E+03 |6,0E+03 | 8,8E+04 | 862 879 |763 -1,16 -1,16 -99 | -116
Q4Cw49 | TcCLB.506479.20 | Uncharacterized protein 1,94 |1,7E+05|9,5E+04 | 8,7E+04 | 762 764 |764 0,28 0,04 2 0
Q4E588 TcCLB.506559.420 | Glycosyltransferase ALG2, putative 0,95 |2,4E+05 |2,1E+05| 8,6E+04 | 711 664 | 765 0,45 0,38 54 101
Q4CvI2 TcCLB.504199.10 | Uncharacterized protein 2,39 |1,9E+05|2,0E+05 | 8,5E+04 | 748 667 |766 0,34 0,38 18 99
Q4E4K4 TcCLB.506925.480 | Ribokinase, putative 2,05 |2,7E+05 |7,8E+04 | 8,5E+04 | 693 785 | 767 0,51 -0,03 74 -18
Adenosine 5-monophosphoramidase,
. . ) 2 4
Q4DUX5 TeCLB.506605.59 putative 3,17 |2,0E+05 | 1,2E+05 | 8,4E+04 | 740 734 | 768 0,38 0,17 8 3
Q4DWS4 | TcCLB.508409.220 | Uncharacterized protein 2,02 |1,1E+05|1,1E+05| 8,3E+04 | 805 752 | 769 0,11 0,12 -36 17
Q4E631 TcCLB.508153.610 | Uncharacterized protein 3,12 |1,6E+05|7,0E+04 | 8,2E+04 | 767 794 | 770 0,29 -0,07 3 -24
Q4D4J6 TcCLB.508445.10 | Rab11B GTPase, putative 1,56 |2,8E+05|2,3E+05| 8,1E+04 | 692 655 |771 0,53 0,46 79 116
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Q4DGT8 | TcCLB.507081.110 | Aminopeptidase P1, putative 1,63 |5,1E+04 | 7,8E+04 | 8,1E+04 | 831 786 |772 -0,20 -0,02 -59 -14
Q4DYI6 TcCLB.511367.60 | LA RNA binding protein, putative -2,00 |1,1E+05 |5,6E+04 | 8,1E+04 | 802 802 |773 0,15 -0,16 -29 2]
Eukaryotic translation initiation
Q4DNQ4 TeCLB.511589.230 | ¢ tor 3 subunit | 1,67 |1,8E+05|9,6E+04 | 7,8E+04 | 750 763 |774 0,37 0,09 24 11
Q4E254 TcCLB.504153.70 | Uncharacterized protein 2,47 |9,5E+04 |1,0E+05| 7,7E+04 | 811 757 |775 0,09 0,12 -36 18
Q4DQ85 | TcCLB.508387.140 | Uncharacterized protein 1,32 | 1,2E+05 | 1,6E+05 | 7,7E+04 | 796 703 |776 0,20 0,33 -20 73
Short-chain dehydrogenase, putative
Q4DKYS8 TeCLB.506337.4 (Fragment) 1,14 |2,2E+05 |7,0E+04 | 7,3E+04 | 730 795 | 777 0,48 -0,02 47 18
Q4DLE1 TcCLB.511311.60 | Uncharacterized protein -2,00 | 6,0E+03 | 6,0E+03 | 7,2E+04 | 863 880 |778 -1,08 -1,08 -85 | -102
Q4D7Y7 TcCLB.510755.65 | Uncharacterized protein 1,88 |1,4E+05 | 1,4E+05| 7,2E+04 | 784 720 |779 0,29 0,30 -5 59
Q4CTW7 | TcCLB.511535.20 | Uncharacterized protein 2,43 | 6,0E+03 |1,2E+05| 7,1E+04 | 864 740 |780 -1,07 0,22 -84 40
Exosome-associated protein 1,
Qapqpa | TCCLB-506563.20 putative 2,72 |1,3E+05|6,1E+04 | 7,1E+04 | 794 | 800 |781 0,26 -0,07 13 19
Q4DYS1 TcCLB.507641.60 | Aldehyde dehydrogenase, putative 1,63 |1,4E+05 |8,3E+04 | 7,0E404 | 782 781 |782 0,30 0,07 0 i
Q4DTI1 TcCLB.508737.30 | Uncharacterized protein 2,54 |1,4E+05|5,0E+04 | 7,0E404 | 789 807 |783 0,29 -0,15 -6 -24
Q4DHU8 | TcCLB.508465.90 | Galactokinase, putative -2,00 | 6,0E+03 | 1,2E+05 | 6,8E+04 | 865 735 |784 -1,05 0,26 -81 a3
Mitotubule-associated protein Gb4,
. . . 2 7
Q4CTC7 TeCLB.507615.19 putative (Fragment) 1,93 |2,3E+05|1,6E+05 | 6,6E+04 723 706 |785 0,54 0,39 6 9
1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate
. . ) 12 7
Q4CPC1 TeCLB.510723.29 acyltransferase, putative (Fragment) 1,52 | 1,5E+05|8,4E+04 | 6,4E+04 774 779 | 786 0,38 0,12
Q4CMX5 | TcCLB.510255.29 | Uncharacterized protein (Fragment) 2,15 |1,4E+05|5,1E+04 | 6,4E+04 | 781 806 |787 0,35 -0,10 6 -19
Protein transport protein sec13,
Q4DK31 TeCLB.506525.20 putative 1,47 |1,6E+05 |6,0E+03 | 6,3E+04 | 771 867 |788 0,39 -1,02 17 &
NADH-dependent fumarate
Q4D779 TcCLB.503849.60 reductase, putative 1,34 |1,8E+05|3,8E+04 | 6,2E+04 751 815 |789 0,47 -0,21 == i
NADH-dependent fumarate
Qacque | 1CCLB-903467.9 reductase, putative (Fragment) 1,75 |1,2E+05 | 5,2E+04 | 6,2E+04 | 798 805 |790 0,28 -0,08 8 13
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Q4CRWS | TcCLB.504765.20 | Uncharacterized protein (Fragment) | 1,72 |5,8E+04 |2,7E+04 | 6,1E+04 | 828 829 |791 -0,03 -0,36 -37 -38

Q4D4V0 | TcCLB.511523.60 | Uncharacterized protein -2,00 |1,1E+06 | 1,9E+05 | 6,1E+04 | 415 | 680 |792 1,26 0,50 377 | 112

Q4DXY3 TcCLB.510431.110 | Uncharacterized protein 0,98 |2,4E+05 |8,1E+04 | 6,0E+04 | 714 782 |793 0,60 0,13 79 11

Q4D3B5 | TcCLB.508413.5 Uncharacterized protein (Fragment) | 1,33 |[2,2E+05|1,9E+05| 5,9E+04 | 725 687 |794 0,58 0,50 69 107

Q4D4X0 | TcCLB.511909.50 | Uncharacterized protein 1,17 |6,0E+03|7,2E+04 | 5,7E+04 | 866 791 | 795 -0,98 0,10 -71 4

Q4DSA0 | TcCLB.507031.90 | Arginase, putative 0,98 |3,0E+05 |5,6E+04 | 5,7E+04 | 677 803 | 796 0,72 -0,01 119 -7

Q4DGU4 | TcCLB.507081.50 | Uncharacterized protein 1,70 |8,1E+04 |5,6E+04 | 5,6E+04 | 818 801 |797 0,16 0,00 -21 -4
Protein kinase A regulatory subunit,

Q4DSV5 TeCLB.506227.150 putative 5,24 |3,7E+05 | 8,4E+04 | 5,5E+04 | 640 780 |798 0,82 0,18 158 18
Calpain-like cysteine peptidase,

Q4D6J0 TeCLB.506721.30 putative 1,43 | 2,0E+05 |9,3E+04 | 5,4E+04 | 742 767 |799 0,57 0,23 >7 32
Dihydrolipoamide branched chain

. . . -1 21

Q4D871 TeCLB.510351.90 transacylase, putative -2,00 |9,6E+04 | 3,4E+04 | 5,4E+04 810 821 |800 0,25 -0,20 0

Q4D0X3 | TcCLB.508779.9 Uncharacterized protein (Fragment) | 2,46 |1,4E+05 |8,6E+04 | 5,2E+04 | 786 777 |801 0,43 0,22 15 24
Glycyl-tRNA synthetase, putative

Q4D0z5 TcCLB.504017.79 (Fragment) 2,15 |[1,5E+05 |5,5E+04 | 5,0E+04 777 804 |802 0,48 0,04 28 2
Mannose-1-phosphate

Q4Cu94 TcCLB.510947.10 guanyltransferase, putative 1,51 |1,6E+05 |3,6E+04 | 4,7E+04 768 818 |803 0,53 -0,11 == =

Q4DcQ3 | TcCLB.509775.40 | Superoxide dismutase 1,67 |1,4E+05 |2,4E+04 | 4,6E+04 | 790 832 |804 0,48 -0,27 14 -28

Q4DWW6 | TcCLB.510729.210 | Uncharacterized protein 5,02 |6,0E+03|2,3E+06 | 4,6E+04 | 867 247 | 805 -0,88 1,70 -62 558
Ribosomal RNA processing protein

Q4CZ56 TcCLB.503653.30 41B, putative 0,95 |9,7E+04 | 7,4E+04 | 4,5E+04 | 809 789 | 806 0,33 0,21 3 17

Q4E120 TcCLB.506247.350 | Uncharacterized protein 1,41 |8,0E+04 |3,8E+04 | 4,4E+04 | 819 814 |807 0,26 -0,06 =112 -7

Q4DDB3 | TcCLB.505193.100 | Uncharacterized protein 1,66 |2,3E+06 |7,1E+04 | 4,4E+04 | 300 793 | 808 1,72 0,21 508 15
Phosphoribosylpyrophosphate

Q4DYD7 TcCLB.506321.310 synthetase, putative 2,35 | 6,4E+04 | 4,2E+04 | 4,3E+04 824 813 | 809 0,17 -0,02 15 4

Q4D3E4 | TcCLB.508397.30 | SPFH domain / Band 7 family protein, | 1,00 |6,0E+03 |8,9E+04 | 4,2E+04 | 868 771 |810 -0,85 0,32 -58 39
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putative

Deoxyuridine triphosphatase,
Q4E2Y0 TeCLB.508175.160 putative 2,90 |2,6E+05 |4,2E+04 | 4,2E+04 | 695 812 |811 0,79 0,00 116 1
Q4DTD1 | TcCLB.509157.220 | Uncharacterized protein -2,00 |2,5E+05 | 6,0E+03 | 4,1E+04 | 704 863 |812 0,79 -0,83 108 Ll

6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,
Q4E602 TcCLB.508153.950 6-biphosphatase, putative -2,00 |8,6E+04 | 1,0E+05 | 4,1E+04 817 760 |813 0,32 0,39 4 >3
Q4D9v7 | TcCLB.506681.40 | Uncharacterized protein 1,45 |1,3E+05|7,2E+04 | 4,0E+04 | 795 790 |814 0,50 0,25 19 24
Q4DYNS TcCLB.504427.60 | Uncharacterized protein 1,42 |9,2E+04 | 4,2E+04 | 3,8E+04 | 814 810 |815 0,38 0,04 1 5
Q4cQ55 | TcCLB.508463.20 | Uncharacterized protein 4,51 |3,1E+05 |1,6E+05| 3,8E+04 | 669 701 |816 0,92 0,64 147 | 115
Q4DC23 | TcCLB.506213.80 | 60S ribosomal protein L17, putative 1,16 |4,5E+04 |2,9E+04 | 3,8E+04 | 834 825 |817 0,08 -0,12 -17 -8
Q4DWsS3 | TcCLB.508409.230 | Uncharacterized protein 1,23 |5,6E+04 |4,2E+04 | 3,6E+04 | 829 811 |818 0,19 0,06 -11 7
Q4E5A8 TcCLB.506559.220 | Uncharacterized protein -2,00 | 6,0E+03 | 6,0E+03 | 3,6E+04 | 869 881 |819 -0,78 -0,78 -50 -62
Q4cuz9 | TcCLB.507537.30 | Cysteinyl-tRNA synthetase, putative 1,14 |9,0E+04 | 6,0E+03 | 3,56+04 | 815 869 |820 0,41 -0,76 5 -49

Signal recognition particle protein,
Q4D940 TeCLB.508897.20 putative -2,00 | 6,0E+03 [ 1,3E+05 | 3,4E+04 | 870 726 |821 -0,75 0,59 49 %
Q4D9s8 TcCLB.504045.80 | Uncharacterized protein -2,00 |4,5E+04 | 6,0E+03 | 3,3E+04 | 833 870 |822 0,14 -0,74 =Ll -48

cAMP specific phosphodiesterase,

. . . 14

Q4EO0Y6 TeCLB.508277.100 putative 1,21 |1,6E+05 |4,3E+04 | 3,1E+04 | 773 809 |823 0,70 0,14 >0
Q4DUD6 | TcCLB.506625.60 | |nositol 5-phosphatase 1, putative 1,31 |5,3E+04 | 1,9E+04 | 3,0E+04 | 830 835 |824 0,25 -0,20 -6 =il
Q4DEQ8 | TcCLB.506295.80 | ADP-ribosylation factor, putative 1,41 |1,4E+05 |8,9E+04 | 2,7E+04 | 791 773 | 825 0,71 0,52 34 52
Q4DSES5 TcCLB.504057.97 | Uncharacterized protein -2,00 | 6,0E+03 |3,2E+04 | 2,6E+04 | 871 822 |826 -0,63 0,10 -45 4
Q4DSX7 TcCLB.508347.70 | Uncharacterized protein 1,54 |5,8E+04 |2,5E+04 | 2,5E+04 | 827 831 |[827 0,37 0,01 0 -4
Q4D8G0O | TcCLB.508567.40 | Uncharacterized protein 1,38 |7,0E+04 |3,7E+04 | 2,1E+04 | 821 817 |828 0,52 0,23 7 11
Q4DH60 | TcCLB.509207.90 | pyrroline-5-carboxylate reductase 1,04 |2,6E+05 |1,2E+05 | 2,1E+04 | 700 742 |830 1,09 0,75 130 88
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Q4CLN6 | TcCLB.511651.19 | Delta-adaptin, putative (Fragment) 1,52 |3,8E+04 | 2,0E+04 | 1,9E+04 | 837 834 |831 0,31 0,02 -6 -3
Q4DII8 TcCLB.509799.130 | Uncharacterized protein -2,00 | 6,0E+03 | 6,0E+03 | 1,8E+04 | 872 882 |832 -0,48 -0,48 -40 -50
Q4E4GO | TcCLB.506885.400 | 40 kDa cyclophilin, putative 1,46 |6,1E+04 |1,7E+04 | 1,5E+04 | 826 838 |833 0,61 0,06 7 -5
Q4cQr8 | TcCLB.503719.39 | Uncharacterized protein (Fragment) | 1,72 |1,2E+05 |2,7E+04 | 1,3E+04 | 801 827 |834 0,95 0,32 33 7
Q4DDC9 | TcCLB.507485.110 | Uncharacterized protein 0,94 |1,0E+05|2,7E+04| 1,1E+04 | 808 828 |836 0,96 0,39 28 8
Q4CNU8 | TcCLB.509637.9 Uncharacterized protein (Fragment) 1,10 |1,5E+04 |1,7E+04 | 1,1E+04 | 844 837 |837 0,14 0,20 -7
Q4DFF8 TcCLB.506155.120 | Glycosyl hydrolase, putative 1,08 |6,2E+04 | 1,4E+04 | 9,7E+03 | 825 839 |838 0,81 0,15 13 -1
Q4DL32 TcCLB.503893.170 | Uncharacterized protein 1,41 |4,0E+04 |1,2E+04 | 8,7E+03 | 836 841 [839 0,67 0,14 3 -2
Q4DPX9 TcCLB.507049.50 | ABC transporter, putative 1,07 |3,4E+04|1,1E+04 | 6,5E+03 | 839 842 |840 0,72 0,21 1 -2
Retrotransposon hot spot (RHS)
1 2
Q4D2G0 TeCLB.505609.30 protein, putative -2,00 |9,3E+07 | 6,0E+03 | 6,0E+03 12 847 |873 4,19 0,00 86 6
Glutamamyl carboxypeptidase,
Q4DU62 TeCLB.511391.120 putative 1,48 | 1,6E+06 |1,5E+06 | 6,0E+03 351 327|843 2,44 2,39 492 | 516
Q4DIC7 TcCLB.506959.140 | Uncharacterized protein (Fragment) 1,06 |1,2E+06 | 1,2E+05 | 6,0E+03 | 408 743 | 857 2,30 1,28 449 | 114
Phospholipid-transporting ATPase
Q4DNUS TeCLB.511003.10 (Fragment) -2,00 |8,1E+05 |5,8E+05 | 6,0E+03 495 >05 845 2,13 1,99 350 | 340
Q4D7Y1 TcCLB.510755.120 | RNA-binding protein, putative 3,92 |6,9E+05 |5,7E+05 | 6,0E+03 | 531 509 847 2,06 1,98 316 | 338
Q4D3I12 TcCLB.506505.30 | Uncharacterized protein 1,42 |6,3E+05 | 6,0E+03 | 6,0E+03 | 548 855 |874 2,02 0,00 326 ik
QADXF7 TcCLB.510355.269 | Cytochrome b5, putative (Fragment) | 4,03 |5,6E+05 |2,0E+06 | 6,0E+03 | 568 274 841 1,97 2,53 273 567
Methylthioadenosine phosphorylase,
Q4DQ97 TeCLB.508387.20 putative 2,83 |5,1E+05 | 1,7E+05 | 6,0E+03 | 591 698 |855 1,93 1,45 264 | 157
Haloacid dehalogenase-like
Qapsiy | TCCLBS1013140 i olase, putative 2,02 |4,16+05 |5,76405 | 6,0e+03 | 023 | °07 (846 g3 1,98 223 | 339
Q4D9D2 | TcCLB.506627.20 | Uncharacterized protein 1,71 |3,1E+05 | 6,3E+05 | 6,0E+03 | 668 492 | 844 1,72 2,02 176 | 352
Q4DHA9 | TcCLB.506779.50 | Proteasome beta 3 subunit, putative | 2,39 |3,0E+05 |6,0E+03 | 6,0E+03 | 678 860 |875 1,69 0,00 197 15
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Q4DSP9 TcCLB.509937.150 | Serine hydroxymethyltransferase 1,30 |2,9E+05 |6,0E+03 | 6,0E+03 | 682 861 |876 1,69 0,00 194 15
Q4DTF4 TcCLB.510311.90 | Quinone oxidoreductase, putative 2,49 |2,6E+05|8,7E+04 | 6,0E4+03 | 703 776 |859 1,63 1,16 156 83
Cytidine triphosphate synthase,
Q4DS18 TcCLB.507949.4 putative (Fragment) 1,66 |2,3E+05 |2,6E+05| 6,0E+03 7 64> 1850 1,59 1,63 133 205
Q4DG77 | TcCLB.506201.120 | Uncharacterized protein 1,36 |2,3E+05|9,3E+04 | 6,0E+03 | 721 766 |858 1,58 1,19 137 92
Q4DPB7 | TcCLB.508577.160 | proteasome subunit beta type 1,33 | 2,2E+05 | 6,0E+03 | 6,0E+03 | 727 864 |877 1,57 0,00 150 13
Phosphomevalonate kinase-like
. . . . 1 1
Q4E0Y2 TeCLB.508277.140 protein, putative 1,32 | 2,0E+05 | 2,0E+05 | 6,0E+03 | 744 670 |853 1,52 1,52 09 83
Q4ESE9 TcCLB.511277.460 | Uncharacterized protein 1,59 |1,9E+05 |2,6E+05 | 6,0E+03 | 745 646 | 851 1,51 1,63 106 205
Q4E2R8 TcCLB.504153.150 | Kinesin-like protein -2,00 |1,8E+05 |4,2E+05 | 6,0E403 | 754 570 |848 1,48 1,84 94 278
Pyrroline-5-carboxylate synthetase-
Q4CM65 TeCLB.511023.10 like protein, putative (Fragment) -2,00 |1,7E+05 | 6,0E+03 | 6,0E+03 759 865 [878 1,46 0,00 115 13
Retrotransposon hot spot (RHS)
Q4Czv4a TcCLB.509903.5 protein, putative (Fragment) 1,49 |1,4E+05|1,9E+05| 6,0E+03 792 686 |854 1,36 1,49 62 168
Q4DWG4 | TcCLB.511725.280 | Uncharacterized protein 1,86 |1,1E+05 |8,5E+04 | 6,0E+03 | 803 778 | 860 1,28 1,15 57 82
Q4D313 TcCLB.506569.10 | Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase | 1,41 |1,0E+05 |1,2E+04 | 6,0E+03 | 807 840 |870 1,23 0,31 63 30
Q4DUK7 | TcCLB.511245.130 | Elongation of fatty acids protein 1,00 |9,2E+04 | 6,0E+03 | 6,0E403 | 813 868 |879 1,19 0,00 66 11
Q4DDA0 | TcCLB.506829.10 | Uncharacterized protein -2,00 |7,6E+04 |4,9E+04 | 6,0E+03 | 820 808 |862 1,11 0,91 42 54
Q4CPZ0 TcCLB.510685.10 | Calreticulin, putative 1,04 |6,6E+04 |8,0E+03 | 6,0E+03 | 822 845 |872 1,04 0,12 50 27
Q4E1Q3 | TcCLB.507093.63 | Uncharacterized protein -2,00 |4,9E+04 |2,7E+04 | 6,0E+03 | 832 826 |867 0,91 0,66 35 41
Q4DL36 TcCLB.503893.130 | Uncharacterized protein -2,00 |3,4E+04 |3,7E+04 | 6,0E+03 | 838 816 |863 0,76 0,79 25 47
Regulatory subunit of protein kinase
Q4DJX8 TeCLB.510879.50 a-like protein, putative 2,05 |3,3E+04 | 6,0E+03 | 6,0E+03 840 871 |880 0,74 0,00 40 ?
Q4D9l9 TcCLB.506857.110 | Uncharacterized protein -2,00 | 3,1E+04 | 6,0E+03 | 6,0E+03 841 872 |881 0,72 0,00 40 9
Q4DHT6 | TcCLB.506177.60 | Uncharacterized protein -2,00 | 1,9E+04 | 6,0E+03 | 6,0E+03 | 843 873 |882 0,51 0,00 39 9
Q4D9J2 TcCLB.506857.80 | Kinesin-like protein -2,00 | 9,1E+03 | 2,5E+04 | 6,0E+03 | 845 830 |868 0,18 0,63 23 38
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Qap3a7 | 1CCLB.508413.68 Eil\r/llit-cﬁlas“d membrane protein 3,00 |6,0E+03 |1,5E+06 | 6,0E+03 873 313 1842 0,00 2,41 311529
Q4E092 TcCLB.506679.110 | Dynein heavy chain, putative -2,00 | 6,0E+03 |2,7E+05 | 6,0E+03 | 874 644 | 849 0,00 1,65 -25 205
Q4DIQ5 TcCLB.506635.70 | Uncharacterized protein -2,00 | 6,0E+03|2,1E+05 | 6,0E+03 | 875 663 |852 0,00 1,54 -23 189
Q4CRG4 | TcCLB.508557.29 | Uncharacterized protein (Fragment) | -2,00 |6,0E+03 |1,4E+05| 6,0E+03 | 876 719 |856 0,00 1,37 -20 137
Q4DNK5 | TcCLB.506871.90 | Uncharacterized protein -2,00 | 6,0E+03 | 7,0E+04 | 6,0E+03 | 877 796 | 861 0,00 1,07 -16 65
Q4CMF8 | TcCLB.510379.20 | Uncharacterized protein (Fragment) | -2,00 |6,0E+03 |3,5E+04 | 6,0E+03 | 878 819 |864 0,00 0,76 -14 45
Q4E1Q4 | TcCLB.507093.60 | Uncharacterized protein -2,00 | 6,0E+03 |3,4E+04 | 6,0E+03 | 879 820 |865 0,00 0,75 -14 45
Qapupg | 1CCLB:506625.19 (DSZPFE.ZTiffaﬂfviagiggﬂzﬁi;n1 -2,00 | 6,0E+03 |3,0E+04 | 6,0E+03 | 880 824 |866 0,00 0,70 14 42
Q4E112 TcCLB.506247.420 | Uncharacterized protein -2,00 |6,0E+03 |2,3E+04 | 6,0E+03 | 881 833 |869 0,00 0,59 -12 36
Q4E2D5 | TcCLB.509979.140 | Uncharacterized protein -2,00 | 6,0E+03 |9,3E+03 | 6,0E+03 | 882 844 |871 0,00 0,19 -11 27
Q4D3U8 | TcCLB.505945.20 | Ribonuclease marl, putative 1,05 |6,0E+03 |6,0E+03 | 6,0E+03 | 884 884 |884 0,00 0,00 0 0
Q4DP16 TcCLB.509669.70 | Uncharacterized protein 1,02 |6,0E+03|6,0E+03 | 6,0E+03 | 888 888 |888 0,00 0,00 0
Qapklg | TCCLB.506843.100 Efﬁiz.t;agﬁgfﬁz notspot (RHS) -2,00 | 6,0E+03 | 6,0E+03 | 6,0E+03 | 889 889 |889 0,00 0,00 0 0
Q4D5H3 | TcCLB.508405.30 | Phosphatase-like protein, putative 5,28 | 6,0E+03 | 6,0E+03 | 6,0E+03 | 885 885 |885 0,00 0,00 0 0
QappG1 | 1CCLB.906327.99 ;S,i?:tfv/zh(ﬁzgxn%c’te'n fnase 5,90 |6,0E+03 |6,0E+03 | 6,0E+03 | 886 886 |886 0,00 0,00 0 0
Q4CXR9 TcCLB.506905.50 | Cystathionine beta-synthase -2,00 |6,0E+03 |6,0E+03 | 6,0E+03 | 883 883 |883 0,00 0,00

Q4DCW2 | TcCLB.506407.10 | Alpha-mannosidase 1,09 |6,0E+03|6,0E+03 | 6,0E+03 887 887 | 887 0,00 0,00

Q4E3S5 TcCLB.506401.180 | Uncharacterized protein 1,59 |6,0E+03 |6,0E+03 | 6,0E+03 | 890 890 |890 0,00 0,00 0 0
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