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Articulo de tesis

Disefo y validacion in silico de primers dirigidos
contra GAPDH e ITS para el estudio
metagenomico de Trypanosoma spp mediante
secuenciacion de lecturas largas

Miguel Vélez ! and José Ramirez!

1 Universidad Internacional SEK (UISEK), Facultad de Ciencias de la Salud, Quito 170120, Ecuador, Programa de
Maestria en Biomedicina

* Autor de Correspondencia: José Rubén Ramirez, PhD. Universidad Internacional SEK, Facultad de Ciencias de la
Salud, Tel.: +593-13050666993; Email: jose.ramirez@uisek.edu.ec

Resumen: La Tripanosomosis es una enfermedad que provoca pérdidas econdémicas a nivel global
y limita la productividad ganadera en varios paises de la franja tropical. La secuenciacién de
proxima generacion (NGS) se ha convertido en una herramienta estandar para diversas
aplicaciones, destacando su capacidad para detectar multiples especies de agentes infecciosos a
partir de una amplia variedad de muestras. En este contexto, Ecuador cuenta con escasos estudios
moleculares sobre la tripanosomosis, y ninguno aborda esta enfermedad desde la perspectiva
metagendmica de lecturas largas (>800 pb). A pesar de esta situacion, y ante la carencia de
marcadores moleculares universales para detectar varias especies de tripanosomas, resulta esencial
disefiar primers especificos dirigidos a regiones génicas informativas, para su implementaciéon en
flujos de trabajo destinados a la secuenciacion NGS de lecturas largas. Por lo tanto, en este estudio
se disefiaron primers degenerados dirigidos a las regiones de los genes Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) y el espaciador interno transcrito (ITS) con el objetivo de llevar a cabo un
estudio metagenémico de Trypanosoma spp. Para lograrlo, se obtuvieron los genes de interés
mediante el analisis de secuencias de genomas de referencia de T. vivax, T. theileri y T. evansi,
obtenidas de la base de datos especializada Tryp-DB, y se complementaron con secuencias
adicionales recuperadas de GenBank, mediante una busqueda BLASTn. Estas secuencias se
alinearon utilizando el programa Clustal-Omega. Una vez alineadas, se disefiaron primers
orientados a regiones conservadas, incluyendo nucleétidos degenerados, y se seleccionaron
aquellos que permitieran la amplificacion de amplicones de gran tamafio. Ademas, se realizé una
validacion in silico de los primers disefilados mediante una analisis de identidad de nucledtidos
usando BLAST. Se identificaron numerosas secuencias para los genes GAPDH e ITS de diversas
regiones geograficas y hospedadores. Sin embargo, no fue posible disefiar primers para el gen ITS,
debido a la considerable variabilidad entre las secuencias recuperadas de las bases de datos. En el
caso especifico de los sets de amplificacion del GAPDH, se lograron generar oligos con
temperaturas de fusién (Tm) cercanas a los 55°C y productos de alrededor de 800 pb. Los primers
disefiados para esta region presentan el potencial de generar amplicones largos, ideales para su uso
en la preparacion de librerias mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), especialmente
enfocadas en secuenciaciéon de lecturas largas, como es el caso de la plataforma de Oxford
Nanopore. Es crucial realizar la validacién en el laboratorio de cada uno de estos sets de primers
utilizando cepas o aislados de referencia. Esto permitird comprobar analiticamente su desempefio
y potencial en laboratorios de alta complejidad, orientados a la metagenémica de tripanosomatidos.

Palabras clave: Trypanosoma, GAPDH, primers, secuencias, ITS, metagendmica,

Abstract: Trypanosomosis is a disease that causes economic losses globally and limits livestock
productivity in several countries in the tropical zone. Next-generation sequencing (NGS) has



become a standard tool for various applications, highlighting its ability to detect multiple species of
infectious agents from a wide variety of samples. In this context, Ecuador has few molecular studies
on trypanosomosis, and none address this disease from the metagenomic perspective of long reads
(>800 bp). Despite this situation, and given the lack of universal molecular markers to detect various
trypanosome species, it is essential to design specific primers targeting informative gene regions,
for their implementation in workflows aimed at NGS sequencing of long reads. Therefore, in this
study, degenerate primers were designed targeting the regions of the genes Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) and the internal transcribed spacer (ITS) with the aim of
carrying out a metagenomic study of Trypanosoma spp. To achieve this, the genes of interest were
obtained through the analysis of reference genome sequences of T. vivax, T. theileri and T. evansi,
obtained from the specialized database Tryp-DB, and were complemented with additional
sequences recovered from GenBank, using a BLASTn search. These sequences were aligned using
the Clustal-Omega program. Once aligned, primers were designed targeting conserved regions,
including degenerate nucleotides, and those that allowed the amplification of large amplicons were
selected. In addition, an in silico validation of the designed primers was performed through
nucleotide identity analysis using BLAST. Numerous sequences were identified for the GAPDH
and ITS genes from various geographic regions and hosts. However, it was not possible to design
primers for the ITS gene, due to the considerable variability between the sequences recovered from
the databases. In the specific case of the GAPDH amplification sets, oligos were generated with
melting temperatures (Tm) close to 55°C and products of around 800 bp. The primers designed for
this region have the potential to generate long amplicons, ideal for use in the preparation of libraries
using the polymerase chain reaction (PCR), especially focused on sequencing long reads, as is the
case of the platform from Oxford Nanopore. It is crucial to carry out laboratory validation of each
of these primer sets using reference strains or isolates. This will allow its performance and potential
to be analytically verified in highly complex laboratories, aimed at trypanosomatid metagenomics.

Keywords: Trypanosoma, GAPDH, primers, sequences, ITS, metagenomics

1. Introduccion

La tripanosomosis es una enfermedad causada por varios miembros de la familia
Tripanosomatidae, entre los cuales se encuentra el Trypanosoma, un protozoo flagelado
unicelular que afecta a animales domésticos, salvajes y humanos en zonas rurales
(Aregawi et al., 2019). Entre las especies de mayor importancia pecuaria se encuentran
Trypanosoma vivax, Trypanosoma evansi y Trypanosoma equiperdum. Se conoce que T. evansi
infecta a una gran diversidad de hospedadores mamiferos, incluidos animales salvajes
en peligro de extincién. Su principal diferencia de los demas tripanosomatidos es la
ausencia de ADN maxicircular del kinetoplasto (ADNk) (Lun & Desser, 1995). Se
transmite mecanicamente por moscas hematofagas del género Stomoxys y Tdbanus. Los
mecanismos de transmisién dependen de la supervivencia de los parasitos en la cavidad
oral del vector. En consecuencia, cuanto menor sea el intervalo de succién de sangre del
vector entre un animal infectado y uno no infectado, mayor serd el éxito de la
transmision del parasito (Aregawi et al., 2019). T. vivax también es una especie conocida
por infectar animales domésticos y salvajes. Esta especie afecta a un gran nimero de
animales de granja como: caprinos, ovinos, porcinos, equinos, etc. (Fetene et al., 2021).
Infecciones por T. vivax en machos produce que la calidad del esperma se deteriore, lo
que se manifiesta como un aumento de la atipia y una disminucion de la motilidad y
concentracion de los espermatozoides. Esto puede afectar la capacidad de fertilizar y, en
consecuencia, la productividad de cualquier rebafio expuesto a este pardsito y su
impacto negativo en el desarrollo socioeconémico de la ganaderia (Medina, 2017). T.
theileri provoca infecciones en el ganado que suelen ser crénicas y asintomaticas, y
permanecen asi durante afios, es un patdgeno oportunista que puede causar infecciones
en el ganado, especialmente cuando los animales estan infectados simultaneamente con
otros hemoparasitos o experimentan un estrés severo. Se ha observado que la
parasitemia, es decir, la presencia de parasitos en la sangre, tiende a aumentar en
animales inmunodeprimidos. Este incremento en la carga parasitaria desencadena la
patogenicidad (Villa et al., 2008). Trypanosoma equiperdum es el agente causal de Durina



en caballos, a diferencia de otros tripanosomas de mamiferos, se transmite sexualmente
y es principalmente un parasito tisular, por lo que es muy dificil de detectar en la sangre
(Parra & Reyna, 2019). Cabe mencionar que se desconoce la distribucion de T.
equiperdum, siendo a veces confundido clinicamente con T. evansi (Gibson, 2005). Los
parasitos raramente se detectan en la sangre periférica y evaden las respuestas
inmunitarias a través de mecanismos que son completamente desconocidos (Garcia et
al., 2011).

En general, las enfermedades provocadas por estos parasitos se presentan en la
regiones tropicales y subtropicales del mundo, lo cual incide negativamente en la
productividad de las actividades pecuarias y limita severamente su desarrollo por la
sintomatologia y muerte que puede causar a los animales. La vulnerabilidad ante esta
enfermedad por la falta de apreciaciéon de gravedad de la misma por parte de
instituciones sanitarias, radicandose asocia a la necesidad de realizar estudios sobre la
diversidad de este tipo de parasitos, para asi de esta manera evitar pérdidas econémicas
al sector pecuario (Chavez-Larrea et al., 2021).

La Tripanosomosis es una enfermedad desatendida que afectan principalmente a
poblaciones rurales dedicadas a la actividad pecuaria y con un limitado acceso a los
servicios de salud por parte de las instituciones responsables (Organizacién Mundial de
la Salud, 2016). Actualmente en Ecuador esta enfermedad ha sido afectada y existe poca
investigacion al respecto, lo que ocasiona pérdidas econdémicas y problemas de salud
animal. El primer estudio, realizado en 1977, encontrd una tasa de seropositividad del
22,5 % (Wells, 1984). Asi mismo un segundo estudio, realizado 40 afnos después, en la
region Amazonica del Ecuador, Provincia de Pastaza, donde se realiz6 el diagndstico de
tripanosomosis por ELISAi informé una tasa de positividad del 31 % (Medina, 2014). En
general, se necesita un enfoque integrado y multidisciplinario para prevenir y controlar
estas enfermedades. Este enfoque se basa frecuentemente en esfuerzos de control de
vectores, con acciones multisectoriales e intervenciones asequibles para disminuir los
efectos negativos en la industria ganadera (Rojas et al., 2021). Infecciones por T. vivax en
machos produce que la calidad del esperma se deteriore, lo que se manifiesta como un
aumento de la atipia y una disminucién de la motilidad y concentracion de los
espermatozoides. Esto puede afectar la capacidad de fertilizar y, en consecuencia, la
productividad de cualquier rebafio expuesto a este pardsito y su impacto negativo en el
desarrollo socioecondmico de la ganaderia (Medina, 2017).

La tripanosomosis se caracteriza por fiebre, anemia, pérdida de produccién e
incluso la muerte. Actualmente en Ecuador la ganaderia es una de las actividades mas
representativas del sector agropecuario con aproximadamente 4,1 millones de cabezas
de ganado distribuidas en las cuatro regiones naturales: 48,4% en la sierra (ganado de
leche), 42,4% en la region costera (doble propdsito, carne/leche), y 9.13% en la selva e
Islas Galdpagos (doble propdsito, carne/leche) (INEC, 2020). Una de las provincias del
Ecuador que presenta mayor porcentaje de ganado bovino es Manabi, y por su ubicacion
geografica esta region y otras regiones del Ecuador ofrecen condiciones ecoldgicas
favorables para la transmision de la enfermedad la cual genera pérdidas econémicas en
el sector (Chavez-Larrea et al., 2021).

En las investigaciones generalmente se emplean técnicas moleculares, las cuales
permiten determinar la variabilidad genotipica de agentes infecciosos. Sin embargo, las
aproximaciones como PCR y secuenciacion via Sanger tienen limitaciones, por ejemplo,
costos elevados al aumentar el niumero de muestras y limitacién en la cantidad
genotipos que se pueden detectar (Ramirez & Eleizalde, 2023). Es por ello que se
necesitan estudios con tecnologia moderna como los cédigos de barras de ADN y
secuenciacion de lecturas largas (Goterris, 2020). En la actualidad, la secuenciacién de
proxima generacion (NGS) es una técnica comtin para numerosas aplicaciones de
biologia basica, asi como para la investigacion médica y agricola (Majeau et al., 2019).

Recientemente, han surgido métodos de lectura larga/tercera generacion que
permiten la generaciéon de ensamblajes de genomas de una calidad sin precedentes.
Ademas, estas técnicas pueden detectar directamente modificaciones epigenéticas en el
ADN nativo y secuenciar transcritos intactos sin ensamblaje (van Dijk et al., 2018). Sin
embargo, en otros campos de la biologia y la medicina, los cdédigos de barras
estandarizados basados en secuencias brindan un método sensible y confiable para la



identificacion de especies en una amplia gama de taxones, y actualmente son utilizados
por miles de investigadores en todo el mundo (Hamilton & Stevens, 2004).

En investigaciones sobre codigos de barras en Trypanosomas Hutchinson & Stevens
(2018) mencionan que el cédigo de barras de longitud de fragmentos fluorescentes
(FFLB) se ha utilizado para amplificar pequefias regiones diana tanto en la subunidad
pequefia de ARN ribosomal (ARNT) y 185 como en la subunidad grande de ARNTr 28S.
Aunque casi todas las filogenias de tripanosomas se han construido utilizando
secuencias de ARNT 18S, sefiales inadecuadas en ciertas profundidades de filogenética
la reconstruccion ha requerido el uso de marcadores genéticos de tripanosoma
adicionales, como el gen del gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Los genes
GAPDH estan relativamente conservados y, por lo tanto, son tutiles para resolver
problemas filogenéticos (Hamilton & Stevens, 2004).Se han realizado estudios usando el
gene GAPDH donde se ha demostrado ser un marcador adecuado para determinar la
filogenia dentro del género Trypanosoma (Egan et al, 2020), adicionalmente se ha
utilizado con éxito junto con el ARNTr 18S, para la identificacion de tripanosomas, y a de
ser adecuado para especies nuevas e infecciones mixtas (Adams et al., 2008).

Las regiones del espaciador transcrito interno (ITS) se han utilizado ampliamente
como cddigos de barras en diversos organismos, por ejemplo, hongos, sin embargo,
tiene limitaciones su nimero de copias relativamente bajo (100- 200 repeticiones),
comparado con el de lo que puede limitar la sensibilidad de las pruebas (Hutchinson &
Stevens, 2018). En un estudio de deteccion e identificacion molecular para Trypanosoma
amplificaron regiones a partir de ITS y se detectaron simultaneamente tres especies
principales de tripanosomas: T. evansi, Trypanosoma congolense y Trypanosoma vivax (El-
Sayed et al., 2021).

Enla actualidad, el diagndstico de la metagendmica no se ha utilizado ampliamente
en la deteccién de infecciones parasitarias como tripanosomosis, es por eso que la
aplicacion de la metagendmica estd llamada a desempenar un papel clave en el futuro
en la recuperaciéon de datos epidemioldgicos genomicos y la determinacion de la
influencia de los parasitos en la ecologia microbiana (Kiarie, 2019). El mayor reto de la
metagendmica es la laboriosa preparacion de las muestras y, por tanto, es necesario
desarrollar nuevos métodos que permitan la deteccion de pardsitos en muestras crudas
y/o sin amplificacion (Griffing et al., 2011). Recientemente, se ha demostrado que las
aplicaciones metagenomicas que hacen uso de la NGS son muy sensibles en la deteccion
de variantes de baja frecuencia, tienen un mayor rendimiento con la multiplexacién de
muestras y tienen un limite mas bajo de detecciéon de ADN. Dado que los enfoques
especificos aplican amplificacién y secuenciacion selectivas de regiones de genomas
microbianos con alto contenido de informacién (sin amplificacion del ADN de fondo),
permiten la identificaciéon taxondémica a una profundidad de secuenciacion
significativamente menor y, posteriormente, un analisis computacional menos complejo
(Dekkera, 2018). Por lo tanto, el objetivo de esta investigacién fue disefiar primers
degenerados dirigidos a las regiones GAPDH e ITS mediante el analisis de secuencias
de genomas de referencias, alineamiento y validacion in silico de primers, para el estudio
metagendmico de Trypanosoma spp, mediante secuenciacion de lecturas largas.

2. Materiales y Métodos

Biisqueda de secuencias: En el estudio, se utilizaron secuencias de los genes asociados
a GAPDH e ITS extraidas de cepas de referencia de las especies T. vivax, T. theileri y T.
evansi disponibles en la base de datos Tryp DB (https://tritrypdb.org/tritrypdb/app). El
programa es un servidor que proporciona acceso a conjuntos de datos gendmicos de
patdgenos eucariotas y vectores invertebrados de enfermedades. Respaldado por el
Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas (NIAID) (Amos et al., 2022).
Debido a restricciones en la disponibilidad de secuencias de GAPDH de T. equiperdum,
dicha especie no se incluyo en el presente estudio.

Secuencias GenBank: Empleando las secuencias de las cepas de referencia, se realizo
una btisqueda de secuencias adicionales en GenBank, mediante el uso de la herramienta
BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) para los genes GAPDH e ITS de especies
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diferentes, que incluyen T. vivax, T. theileri y T. evansi. Estas secuencias fueron
seleccionadas para cada especie con el objetivo de comparar, analizar su similitud
genética y generar los alineamientos para el disefio de primers. El uso de BLASTn
permitié identificar y recuperar secuencias similares en la base de datos Tryp DB, lo que
proporciond informacion valiosa sobre la variabilidad genética y la relacion entre estas
especies de tripanosomas.

Alineamiento de secuencias: Se llevé a cabo un proceso de alineamiento utilizando el
programa Clustal-Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), el cual es una
herramienta para alinear multiples secuencias.

Disefio y Seleccién de primers: Utilizando la informacién obtenida del alineamiento,
se identificaron regiones potenciales para el disefio de primers degenerados, las cuales
contaran con la menor variabilidad para la unién de los oligos. Para el disefio de estos
primers se tuvieron en cuenta varios factores importantes. En primer lugar, se considerd
que los primers debian tener una longitud de 17 a 26 pares de bases. Ademas, se busco
que el contenido de G+C estuviera en el rango del 40% al 60% y que la temperatura de
fusién (Tm) estuviera entre 55°C y 65°C. También se evitd incluir secuencias de 3 o mas
Cs 0 Gs en las regiones terminales 3', ya que esto podria llevar a la formacién de dimeros.
Se asegurd que las terminaciones 3' no fueran autocomplementarias para evitar
problemas de hibridacién no especifica. Ademas, se descartaron primers que pudieran
generar secuencias auto-complementarias. Uno de los aspectos clave fue establecer un
limite maximo de degeneraciéon recomendado, permitiendo hasta 64 combinaciones
diferentes dentro de cada primer seleccionado. Como criterio adicional, se busco generar
primers que amplificaran productos de tamafio maximo. Estas consideraciones fueron
tomadas en cuenta para asegurar la eficiencia y especificidad de los primers en la
amplificacion de las regiones de interés (Campos & Quesada, 2017; Li et al., 2015).

Temperatura de hibridacién: Para determinar la temperatura de hibridacion éptima
de los primers disefiados, se utilizd la herramienta NEB Tm Calculator. En esta pagina
web (https://tmcalculator.neb.com/#!/main), se ingresaron los datos requeridos y se
obtuvo la temperatura de fusiéon (Tm) Optima para cada cebador disenado. Esta
informacioén fue crucial para ajustar las condiciones de la reaccién de PCR y optimizar
la amplificaciéon de los fragmentos deseados. El uso de herramientas bioinformaticas
como esta brinda un enfoque efectivo para obtener informacion valiosa en el disefio y
optimizacién de primers para la PCR (Menin & Nichols, 2013).

Validacién in silico de primers: La validacion in silico se realizé por el medio de BLAST
de nucleotidos, siguiendo los procedimientos descritos por Kumar and Chrodia (2015).
Brevemente, las secuencias independientes de los primers disefiados, forward y reverse,
fueron cotejadas con las bases de datos, limitadas por especies, en el BLASTn bajo
parametros predeterminados. El resultado se evalud con base en la primera secuencia
mostrada en los resultados, se espera que cualquier desajuste (mismatch) esté
relacionado tnicamente con degeneraciones, dado el porcentaje de identidad y la
cobertura indicada.

3. Resultados
3.1. Secuencias de genes asociados a GAPDH e ITS

Las secuencias de los genes GAPDH e ITS obtenidas provienen de diversas ubicaciones
geograficas y diferentes hospedadores, lo que refleja la amplia distribuciéon de los
diferentes tipos de Trypanosoma en distintas regiones del mundo (tabla 1-2).

En total, se obtuvieron 3 secuencias de referencia para el gen GAPDH y 3 secuencias de
referencia para el gen ITS de diferentes especies de Trypanosoma. Estos resultados
representan un conjunto valioso de secuencias de referencia que pueden ser utilizadas
en investigaciones futuras para estudiar la diversidad genética y las relaciones
filogenéticas entre estas especies de Trypanosoma.
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Adicionalmente, se identificaron 7 secuencias adicionales de la base de datos GenBank,
que también aportaron informacidn sobre la diversidad genética de estos parasitos en
diferentes ubicaciones geograficas. En especifico, para el gen GAPDH, se obtuvieron 3
secuencias de Trypanosoma vivax, 3 de Trypanosoma theileri y 1 de Trypanosoma evansi. Las
secuencias de GAPDH provienen de bovinos como Tragelaphus angasii de Mozambique
y ganado vacuno de Brasil, Camertin y el Reino Unido. Respecto al gen ITS, se
recolectaron un total de 7 secuencias, distribuidas en 3 para Trypanosoma vivax, 2 para
Trypanosoma theileri y 2 para Trypanosoma evansi. Las secuencias obtenidas de ITS
provienen de diferentes fuentes, incluyendo camellos en Egipto y ganado en Burkina
Faso y Estados Unidos. Esto refleja la diversidad genética y la distribucién de estos
parasitos en distintas dreas geograficas.

Tabla 1. Secuencias obtenidas para el gen GAPDH de las bases de datos TrypDB Y GenBank

Descripcion Nombre cientifico Acceso Base de datos
>STIB805_Chr06 |
Trypanosoma evansi strain STIB805_Chr06
STIB 805 | 1202397 to
1203476 Trypanosoma evansi (Secuencia de TrypDB

referencia)

>NBC001000007 |

Trypanosoma theileri

isolate Edinburgh | 184180 Trypanosoma NBCOO01000007 TrypDB
t0 185200 theileri (Secuencia de referencia)

>TvY486_06 [

Trypanosoma vivax . TvY486_06

Y486 | 1038383 to Trypanosoma vivax (Secuencia de TrypDB
1039459 referencia)

>AF053743.1

Trypanosoma evansi

glycosomal

glyceraldehyde-3-

hosph .

ger?)slzrggt;inase Trypanosoma evansi AF053743.1 GenBank
(gadph) gene, partial

cds

>AF053744.1

Trypanosoma vivax

glycosomal

glyceraldehyde-3- .

phosphate Trypanosoma vivax AF053744.1 GenBank
dehydrogenase

(9apdhg) gene,

partial cds

>FM876219.1

Trypanosoma vivax

partial gapdh gene

for glycosomal Trypanosoma vivax FM876219.1 GenBank

glyceraldehyde
phosphate



dehydrogenase,
isolate TviMzCb12

>FM876220.1
Trypanosoma vivax
partial gapdh gene
for glycosomal
glyceraldehyde
phosphate
dehydrogenase,
isolate TviBrMi

>MK674048.1
Trypanosoma theileri
clone RZ8 glycosomal
glyceraldehyde phosphate
dehydrogenase (GAPDH)
pseudogene, partial
sequence

>XM_029023637.1
Trypanosoma theileri
glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase
(TM35_000071910),
partial MRNA

>MK674021.1
Trypanosoma theileri
clone KK8 glycosomal
glyceraldehyde phosphate
dehydrogenase (GAPDH)
pseudogene, partial
sequence

Trypanosoma vivax

Trypanosoma
theileri

Trypanosoma
theileri

Trypanosoma
theileri

FM876220.1

MKG674048.1

XM_029023637.1

MK674021.1

GenBank

GenBank

GenBank

GenBank

Tabla 2. Secuencias obtenidas para el gen ITS de las bases de datos TrypDB Y GenBank

Descripcion

Nombre cientifico

Acceso

Base de datos

>STIB805_Chr03 |
Trypanosoma evansi
strain STIB 805 | 911020
to 912093

>TvY486_03 |
Trypanosoma vivax Y486
| 779676 to 779933

TM35_000312160
Trypanosoma theileri
isolate edinburgh

Trypanosoma evansi

Trypanosoma vivax

Trypanosoma
theileri

STIB805_Chr03
(Secuencia de referencia)

TvY486_03
(Secuencia de
referencia)

TM35.000312160

(Secuencia de
referencia)

TrypDB

TrypDB

TrypDB



>MN446740.1
Trypanosoma evansi
isolate haB 18S ribosomal
RNA gene, internal
transcribed spacer 1, 5.8S
ribosomal RNA gene,
internal transcribed spacer
2, and 28S ribosomal
RNA gene, region

>AB551921.1
Trypanosoma evansi
evansi genes for 18S
ribosomal RNA, ITS1,
5.8S ribosomal RNA,
ITS2, 28S ribosomal
RNA, partial and
complete sequence,
isolate: Egy.3

>KC196665.1
Trypanosoma vivax isolate
TviBfMene clone 7
internal transcribed spacer
1, partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene,
complete sequence; and
internal transcribed spacer
2, partial sequence

>KC196671.1
Trypanosoma vivax isolate
TviBfL445 clone 4
internal transcribed spacer
1, partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene,
complete sequence; and
internal transcribed spacer
2, partial sequence

>KC196667.1
Trypanosoma vivax isolate
TviBfMene clone 9
internal transcribed spacer
1, partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene,
complete sequence; and
internal transcribed spacer
2, partial sequence

>JX178167.1
Trypanosoma theileri
isolate Cow 3535 clone Cl
3 18S ribosomal RNA
gene, partial sequence;
internal transcribed spacer
1 and 5.8S ribosomal
RNA gene, complete

Trypanosoma evansi

Trypanosoma evansi

Trypanosoma vivax

Trypanosoma vivax

Trypanosoma vivax

Trypanosoma
theileri

MN446740.1

AB551921.1

KC196665.1

KC196671.1

KC196667.1

JX178167.1

GenBank

GenBank

GenBank

GenBank

GenBank

GenBank



sequence; and internal
transcribed spacer 2,
partial sequence

>JX178185.1

Trypanosoma theileri

isolate Cow 139 clone CI

11 18S ribosomal RNA

gene, partial sequence;

and internal transcribed

spacer 1, 5.8S ribosomal Trypanosoma
RNA gene, and internal theileri
transcribed spacer 2,

complete sequence

JX178185.1 GenBank

3.2. Disefio de primers

Inicialmente, se realizaron alineamientos de las secuencias de los genes GAPDH e ITS
para identificar las areas mas conservadas en dichas secuencias. El alineamiento
permitié identificar regiones conservadas para poder facilitar el disefio del primer y asi
al mismo tiempo nos permitiera generar los amplicones lo mas largos posibles.
Basandose en los resultados del alineamiento, se disefiaron primers degenerados que
tuvieran la capacidad de amplificar las regiones seleccionadas. Estos primers
degenerados se construyeron considerando las secuencias consenso obtenidas a partir
del alineamiento de multiples secuencias del gen. De esta forma, se facilita la
amplificacién y estudio de las regiones de interés en las diferentes especies de
Trypanosoma.

La Figura 1 muestra el alineamiento de las secuencias correspondientes a los primers
SET1/GAPDH, para ambas direcciones (forward y reverse). Estas figuras proporcionan
una representacion visual de las secuencias de los primers y su alineamiento, lo cual es
uatil para comprender de manera mas clara la estructura y conservacion de las regiones
especificas de hibridacion definidas, asi tambien el resto de los alineamientos se pueden
observar en el Anexo 1. Adicionalmente, dado que el alineamiento de las secuencias de
ITS no produjo regiones lo bastante conservadas para desarrollar primers, por lo que no
fue posible disefiarlos para este gen (Anexo 2).



Forward

Trypanosomatheileri (>ME6T4048.1)

Trypancsomatheileri (RBCOO1000007)

Trypanosomathelleri (XM D23023637.1)

Trypancsomatheileri (ME&T4021.1)
Trypanosomavivax (AF053744.1)
Trypanosomavivax (FM876219.1)
Trypanosomavivax (Tvi486_086)
Trypanosomavivax (FM376220.1)
Trypanosomsevansi (STIBBDS Chr06)

Trypanosomasvansi (AF053743.1)

Reverse

Trypanosomatheileri (>MEST4048.1)
Trypanosomatheileri (HBCO0100000T)

Trypanosomatheileri (XM 023023637.1)

Trypanosomatheileri (MEGT4021.1)
Trypanssomavivax (AF053744.1)

Trypanosomavivax (FMETE219.1)
Trypanosomavivax (Tvi486 06)

Trypanosomavivax (FMETE220.1)

Trypancsomaevansi (STIB805 Chr0e)

Trypanosomasvansi (AF053743.1)

ACGGACGCTGAATACTTTGCGTACCAGATGAAGTACGACACAGTECACGGCAAGTTCARG
ACGGAMCGCTGAATAC TTTGCGTACCAGATGAAGTACGACACAGTGCACGGCAAGTTCAAG
ACGGACGCTGAATACTT TG GTACCAGATGAAGTACGACACAGTGCACGGCAAGTTCARG
ACGGACGCTGAATACTTTGCCTACCAGATGAAGTACGACRCACTECACGGCAAGTTCARG
ACGGATGCCAAGTACTTTGCCTACCAGATGARGTACGACAGCGTGCACGGCAAGTTCARG
ACGGATGCCAAGTAC TTTGOCTACCAGATGAAGTACGACAGTGTGCACGGCAAGTTCAAG
ACCGATGOCAMGTACTTTCCCTACCAGATEAAGTACCACAGCCTECACGECAACTTCARG
ACGGATGCCAAGTACTTTCCCTACCAGATGAAGTACCGACAGCCTECACGECAAGTTCARG
ACGGACGCTCGCTACTTCGCCTATCAGATGAAGTACGACTCCGTGCACGGCAAGTTCAAG

ACGGACGOTC GO TAC TTCGCCTA T TGS A A TC G TRORC GECAAGTTCARS

whhdE EE ddddd hw hd R EdEEdd o addd i ik R A

ACTTTATCAACGACAACCGCAGC TCCATCTACGACTCCARAGGCGACGOTGCAMARCARTC
ACTTTATCAACGACAACCGCAGC TCCATCTACGACTCCARGECGACCCTCCAMMCANTC
ACTTTATCAAC GACAACCGCAGC TCCATCTACGACTCCAAGGCGAC GOTGCAMARACARTC
ACTTTATCAACGACAACCGCAGCTCCATCTACGACTCCARGECGACCCTCCAMBCARTC
ACTTCATCAATGACAATCGCAGC TCCATCTACGACTCCAAGGC TACACTOCAGARCARCC
ACTTCATCAATGACAATCGEAGC TOCATC TACGACTCCA - -~~~ ——— o ———mm—
ACTTCATCAATGACAATCGCAGC TCCATCTACGACTCCARGGC TACACTOCAGARCARCC
ACTTCATCAA T AR TC GG TOCA T TAC G T O - - m—m e e e e e
ACTTCATCAGCGACAGCCGCAGC TCCATTTACGACTCCARGGCGACCCTGCAGARCARCC

ACTTCATCAGCGACAGCEEENGE TOCATT TACGAE TOE A A GGCGACCCTGCAGAACANCC

hhkd wdkdE el EEkbdhhd b g FREdhhd

Figura 1. Alineamiento representativo GAPDH SET 1. La imagen muestra el alineamiento donde se
encuentra el primer juego de primers disefiados. En el primer alineamiento, se puede apreciar el primer
forward, que es el oligonucledtido disefiado para unirse a la hebra de ADN en la direcciéon de lectura de 5' a
3' en la cadena molde o templada. En el segundo alineamiento, se encuentra el primer reverse, que es el
oligonucleodtido disefiado para unirse al extremo 3' del fragmento complementario en la cadena molde. Los

primers se destacan en color verde.

En la Tabla 3 se encuentran detallados tres conjuntos de primers disefiados
especificamente para el gen GAPDH. Cada par de primers viene acompanado de
informacion relevante, como la temperatura de hibridacién y el tamafo aproximado del
amplicon resultante. Estos datos son esenciales para llevar a cabo con éxito la
amplificacién de las regiones de interés durante el estudio.

Tabla 3. Primers disefiados para la identificaciéon de Trypanosoma spp. mediante

amplificacion del gen GAPDH.

119

180

180

T8

165

a2

178

a7

180

165

899

558

258

856

543

849

956

843

958

543



Tamaro

. Tm .
Sets Primers aproximado del
amplicon (pb)
F: 5" CAGATGAAGTACGACRSHGTGCACGG 3°
R: 5 CCTCAGCATYTACCTCGACGC 3°
Set1 55°C 800 pb
F: 5 GTGATTGARTCMACYGGCYTSTTCAC 3
Set 2 R: 5" GYCCCCGYGACTASTGKTGGAA 3’ 56 °C 750-900 pb
F: 5" GTGATGGGCGTGAAYCACMA 3’
Set 3 52 °C 800 pb

R: 5" CGYAGCTAGAGGAACTACGA 3’

Nota: Se pueden observar tres conjuntos de primers destinados al gen GAPDH, junto con sus respectivas
temperaturas de hibridacion y aproximados tamafios de ampliciéon. Ademas, se destacan en amarillo las
designaciones de degeneracion: Y (que representa la base C o T), R (que representa la base A o G), S (que
representa la base G o C), K (que representa la base G o T), W (que representa la base A o C), M (que representa
labase A o C) y H (que representa A, C o T).

3.3. Validacién de primers

Los resultados de la validacion del primer forward para el gen GAPDH en las secuencias
de Trypanosoma evansi, Trypanosoma theileri y Trypanosoma vivax se presentan en la figura
2. En cada caso, la alineacion muestra una identidad del 88% entre el primer utilizado y
la secuencia objetivo, sin la presencia de gaps, lo que sugiere una fuerte coincidencia.
Ademas, los puntajes y los valores de expectativa respaldan la significativa similitud
entre los primers y las secuencias diana en las tres especies. Estos resultados respaldan
la idoneidad de los primers para la amplificacion del gen GAPDH en las especies de
Trypanosoma estudiadas.

Trypanosoma theileri clone RZ8 glycosomal glyceraldehyde phosphate dehydrogenase (GAPDH) pseudogene, partial sequence
A Sequence ID: MK674048.1 Length: 924 Number of Matches: 1

Range 1: 84 to 109 GenBank Graphics

Score Expect Identiti Gaps Strand

41.3 bits{19) 304 23/26(88%) 0/26(0%) Plus/Plus

uery 1 CAGATGAAGTACGACRSHGTGCACGG 26

Sbjct 84  CAGATGAAGTACGACACAGTGCACGE 109

Trypanosoma vivax clone 852 glycosomal glyceraldehyde phosphate dehydrogenase (GAPDH) pseudogene, partial sequence
B Sequence ID: MK674046.1 Length: 876 Number of Matches: 1

Range 1: 69 to 94 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
41.3 bits(19) Je-04 23/26(88%) 0/26(0%) Plus/Plus

Query 1  CAGATGAAGTACGACRSHGTGCACGG 26

Sbjct 69 CAGATGAAGTACGACAGCGTGCACGG 94



Trypanosoma evansi glycosomal glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gadhg) gene, partial cds
Sequence ID: AF053743.1 Length: 1022 Number of Matches: 1

C Range 1: 130 to 155 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
37.0 bits(17) 0.006 23/26(88%) 0/26(0%) Plus/Plus

Query 1 CAGATGAAGTACGACRSHGTGCACGG 26

Shjct 130 CAGATGAAGTACGACTCCGTGCACGG 155

Figura 2. Validacion in silico de primers forward para GAPDH. El grafico muestra la alineacién del primer con las

secuencias analizadas. Secuencia: (A) T. Theileri; (B) T. vivax; (C) T. evansi.

Los resultados de la validacion del primer reverse para las secuencias de Trypanosoma evansi,
Trypanosoma theileri y Trypanosoma vivax revelan diferentes niveles de similitud con las
secuencias objetivo en la base de datos. En la Figura 3, se presenta la validacion para T. evansi,
donde se observa una alta similitud con un porcentaje de identidad del 92%. Asimismo, se
muestra la validacion para T. theileri, con una similitud atin mas elevada, alcanzando un 93%
de identidad. En el caso de T. vivax, aunque se encuentra similitud con un 91% de
identidades lo que sugiere una similitud menos so6lida en comparacién con las otras dos
secuencias.

Range 3: 1232684 to 1232696 GenBank Graphics ¥ Next Match A Previous Match 4 First Match
A Score Expect Identities Gaps Strand

23.0 bits(11) 56 12/13(92%) 0/13(0%) Plus/Minus

Query 1 CCTCAGCATYTAC 13

Sbjct 1232696 CCTCAGCATCTAC 1232684

Trypanosoma theileri uncharacterized protein (TM35_000791090), partial mMRNA
Sequence ID: XM _029031356.1 Length: 3828 Number of Matches: 1

Range 1: 3706 to 3719 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
B 25.0 bits(12) 13 13/14(93%) 0/14(0%) Plus/Minus

Query 3 TCAGCATYTACCTC 16

Shjct 3719 TCAGCATCTACCTC 3706

Range 42: 1806048 to 1806058 GenBank Graphics ¥ Next Match A Previous Match 4 First Match
C Score Expect Identities Gaps Strand

18.9 hits(9) 949 10/11(91%) 0/11(0%) Plus/Minus

Query 3 TCAGCATYTAC 13

Sbjct 1806858 TCAGCATTTAC 1806048

Figura 3. Validacion in silico de primers reverse para GAPDH. El grafico muestra la alineacién del primer con
las secuencias analizadas. Secuencia: (A) T. evansi.; (B) T. Theileri; (C) T. vivax

4. Discusion



En esta investigacion, se llevé a cabo un proceso de disefio y evaluacion de primers con
la finalidad de dirigirse hacia las regiones GAPDH e ITS, con el propdsito de facilitar el
analisis metagenomico de Trypanosoma spp.

Se logrod la obtencidn de secuencias de los genes deseados, y es relevante destacar que
se obtuvo un numero ligeramente mayor de secuencias para el gen GAPDH en
comparacion con ITS. Este ligero aumento en la cantidad de secuencias disponibles para
el gen GAPDH puede ser de gran utilidad para futuros andlisis y estudios relacionados
con este gen en particular (Abrams et al., 2019). Ademas, en el estudio de Kaur et al.
(2023) sobre enfermedades hemoparasitarias transmitidas por vectores en el ganado
bovino, se identific6 a GAPDH como un gen de referencia clave para estas
enfermedades. Asi mismo, en la investigacién de Arora et al. (2019), se destaca que
aparte de su papel en los procesos metabolicos relacionados con la energia, GAPDH se
ha reconocido como un gen con una expresion estable y ha sido ampliamente utilizado
para normalizar los datos de expresion génica en numerosos estudios.

En un estudio por Castillo et al. (2021) evaluaron diferentes métodos moleculares para
detectar la presencia de Trypanosoma vivax en ganado bovino después del tratamiento
con farmacos tripanocidas, hicieron hincapié en el uso del gen GAPDH como una
herramienta clave en el proceso, utilizando dos técnicas principales: PCR y LAMP. La
PCR mostré una baja positividad en las muestras después del tratamiento, a pesar de
que todas las muestras eran positivas para el gen GAPDH. En contraste, la técnica de
LAMP, que se basa en el gen GAPDH, demostro ser mas efectiva en la deteccion de T.
vivax, especialmente en los momentos posteriores al tratamiento. Asi mismo en otro
estudio por de de Mello et al. (2019) se centraron en investigar la presencia de
hemoplasmas en ganado bovino en la regién del Pantanal brasilefio, que es endémica
para la tripanosomiasis bovina. Utilizaron el gen GAPDH como control enddégeno para
garantizar la calidad de las muestras de ADN. Este estudio contribuye a la comprension
de las infecciones en el ganado bovino en esta region y destaca la importancia de utilizar
el gen GAPDH en la investigacion molecular.

Un estudio por Barbosa et al. (2016) han indicado que una diferencia genética en el gen
GAPDH es lo bastante significativa como para establecer los limites de una nueva
especie de tripanosoma. Asi mismo, Reis-Cunha et al. (2022) desarrollaron un enfoque
de secuenciacion de nueva generacion (NGS) para analizar la variabilidad y el nimero
de copias de genes multicopia en el genoma del parasito Trypanosoma cruzi, este método
revelo patrones especificos de variacion en familias de genes clave y sugiere posibles
aplicaciones en el diagnoéstico y disefio de vacunas. Ademas, esta técnica puede ser
utilizada en la investigacion de genes multicopia en otros organismos complejos.

Es importante destacar que el uso del gen GAPDH como marcador filogenético para
estudiar agentes infecciosos se ha revelado como una valiosa herramienta en la
investigacion taxonomica y filogenética. Segtiin Egan et al. (2020) la capacidad de este
gen para proporcionar una resolucién mas precisa y detallada en la determinacién de
relaciones evolutivas entre especies es evidente en este estudio sobre el género
Trypanosoma ya que los resultados demostraron que GAPDH supera al locus 185 rRNA
en la diferenciacion y agrupacion de especies dentro de este grupo de parasitos. Asi, la
aplicacion de analisis filogenéticos basados en el este gen se convierte en una valiosa
contribucién para el estudio de agentes infecciosos, ya que puede ofrecer una visién mas
precisa de las relaciones filogenéticas y, por lo tanto, mejorar nuestra comprension de la
diversidad genética y la evolucion de estos microorganismos.

Por otro lado, no se obtuvieron primers para ITS. La dificultad para obtener primers
para la regién ITS puede estar relacionada con la presencia de secuencias
extremadamente diversas o altamente variables en el alineamiento. En tales casos,
encontrar regiones conservadas lo suficientemente extensas para disefiar primers
efectivos se convierte en un desafio considerable. La alta variabilidad en las secuencias
puede hacer que sea complicado identificar areas que sean lo suficientemente estables
como para funcionar como sitios de unién para los primers (Schroeter et al., 2020). En el



estudio realizado por se destaca la importancia de utilizar multiples conjuntos de
cebadores en el enfoque molecular para la identificaciéon precisa de aislados de
Trypanosoma, especialmente aquellos del subgénero Trypanozoon. Mientras que en esta
investigacién no fue posible obtener primers para ITS, este estudio empled con éxito
ITS1, entre otros conjuntos de cebadores, para lograr resultados especificos y
concluyentes en la identificacién de Trypanosoma equiperdum. Esto demuestra la eficacia
de un enfoque mas completo y estratificado en la identificaciéon de organismos,
especialmente cuando se trata de patégenos como Trypanosoma. La identificacidn precisa
de Trypanosoma es esencial para la comprension y el control de enfermedades
transmitidas por vectores en el ganado, lo que resalta la importancia de utilizar
multiples enfoques moleculares para obtener resultados fiables y detallados (Subekti et
al., 2023).

5. Conclusiones

Se logroé la generacion de sets de primers para la generacion, via PCR, de amplicones
largos del gen GAPDH, ideados para el estudio metagomico basado en NGS de especies
de tripanosomatidos. El uso del gen GAPDH ha demostrado ser fundamental en la
investigacion relacionada con Trypanosoma spp., especialmente en el contexto del
analisis metagendmico, la deteccion de enfermedades hemoparasitarias en el ganado
bovino. La versatilidad de GAPDH como marcador molecular, tanto en la identificacion
de especies como en la normalizacién de datos de expresion génica, lo convierte en una
herramienta valiosa para investigadores en el campo de la biologia molecular y la
parasitologia. Por otro lado, la dificultad para obtener primers efectivos para la region
ITS destaca la importancia de abordar la identificacion de Trypanosoma spp. desde
multiples enfoques moleculares, como se observa en estudios que han empleado
diferentes conjuntos de cebadores para lograr resultados precisos. A pesar de que las
regiones del espaciador transcrito interno (ITS) se utilizan en cédigos de barras para la
identificacion de especies en otros organismos, su nimero de copias relativamente bajo
en Trypanosoma spp. puede limitar la sensibilidad de las pruebas. Esto resalta el desafio
de lidiar con la variabilidad genética en la investigacién de estos parasitos. Los primers
propuestos en este estudio requieren validaciéon analitica mediante el uso de cepas o
aislados previamente caracterizados. Esto tiene como objetivo evaluar su eficacia en la
deteccion de especies individuales y, posteriormente, considerar su aplicabilidad
potencial en estudios metagenémicos basados en secuenciacion de lecturas largas.
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Anexo 1

Trypanosomatheileri (>MK674048.1) = ——-—-—— - —m—m oo mmm o
————— 0

Trypanosomatheileri (NBCO01000007)

ATGACCATCAAGGTTGGTATCAATGGTTTCGGCCGCATTGGTCGCATGGTGTTCCAGTCA 60
Trypanosomatheileri (XM 029023637.1)

ATGACCATCAAGGTTGGTATCAATGGTTTCGGCCGCATTGGTCGCATGGTGTTCCAGTCA 60

Trypanosomatheileri (MK674021.1) = ——————————m oo
————— 0

Trypanosomavivax (AF053744.1) = ——————————————=—
GGCATCAACGGTTTTGGCCGCATTGGCCGCATGGTGTTCCAGGCC 45

Trypanosomavivax (FM876219.1) = —————m o m oo
————— 0

Trypanosomavivax (TvY486_ 06) -
gcccatcaaggtcggtatcaatggectttggeccgecattggecgecatggtgtteccaggee 58

Trypanosomavivax (FM876220.1) @ o e e
————— 0

Trypanosomaevansi(STIBBOB_ChrO6

ATGACTATTAAAGTTGGCATCAATGGTTTCGGCCGTATTGGTCGCATGGTGTTCCAGGCA 60

Trypanosomaevansi (AF053743.1) = ————mmmm————— o
GGCATCAATGGTTTTGGCCGTATTGGTCGCATGGTGTTCCAGGCA 45

Trypanosomatheileri (>MK674048.1) -
TCCCGGATCCCAGGTTTATAGGAAGGAGATCGACGTTGTTGCTTGTTGTCGACATGAAC 59
Trypanosomatheileri (NBCO01000007)
CTGTGCGAAGAAGGTCTTCTTGGCACGGAGATCGACGTTGTTGCTGTTGTCGACATGAAC 120
Trypanosomatheileri (XM _029023637.1)
CTGTGCGAAGAAGGTCTTCTTGGCACGGAGATCGACGTTGTTGCTGTTGTCGACATGAAC 120
Trypanosomatheileri (MK674021.1) = ————————————— o m
CTTTGTAGACATCGCAAC 18

Trypanosomavivax (AF053744.1
CTATGCGACGACGGTCTTCTCGGGACCGAGATCGATGTTGTGGCTGTTGTTGACATGAAC 105
Trypanosomavivax (FM876219.1) = ————————————mmmm
AGATCGATGTTGTGGCTGTTGTTGACATGAAC 32

Trypanosomavivax (TvY486 06)

ctatgcgacgacggtcttctcgggaccgagatcgatgttgtggctgttgttgacatgaac 118
Trypanosomavivax (FM876220.1) = —————————mmm
GATGTTGTGGCTGTTGTTGACATGAAC 27

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr06
CTGTGCGACGACGGCCTCCTCGGGAATGAGATTGATGTCGTTGCTGTTGTGGACATGAAC 120
Trypanosomaevansi (AF053743.1)
CTGTGCGACGACGGCCTCCTCGGGAATGAGATTGATGTCGTTGCTGTTGTGGACATGAAC 105

Trypanosomatheileri (>MK674048.1)

ACGGACGCTGAATACTTTGCGTACCAGATGAAGTACGACACAGTGCACGGCAAGTTCAAG 119
Trypanosomatheileri (NBCO01000007)
ACGGACGCTGAATACTTTGCGTACCAGATGAAGTACGACACAGTGCACGGCAAGTTCAAG 180
Trypanosomatheileri (XM_029023637.1)
ACGGACGCTGAATACTTTGCGTACCAGATGAAGTACGACACAGTGCACGGCAAGTTCAAG 180
Trypanosomatheileri (MK674021.1)
ACGGACGCTGAATACTTTGCGTACCAGATGAAGTACGACACAGTGCACGGCAAGTTCAAG 78
Trypanosomavivax (AF053744.1
ACGGATGCCAAGTACTTTGCCTACCAGATGAAGTACGACAGCGTGCACGGCAAGTTCAAG 165
Trypanosomavivax (FM876219.1)
ACGGATGCCAAGTACTTTGCCTACCAGATGAAGTACGACAGTGTGCACGGCAAGTTCAAG 92
Trypanosomavivax (TvY486_06)
acggatgccaagtactttgcctaccagatgaagtacgacagcgtgcacggcaagttcaag 178
Trypanosomavivax (FM876220.1)
ACGGATGCCAAGTACTTTGCCTACCAGATGAAGTACGACAGCGTGCACGGCAAGTTCAAG 87
Trypanosomaevansi (STIB805_Chr06
ACGGACGCTCGCTACTTCGCCTATCAGATGAAGTACGACTCCGTGCACGGCAAGTTCAAG 180
Trypanosomaevansi (AF053743.1)
ACGGACGCTCGCTACTTCGCCTATCAGATGAAGTACGACTCCGTGCACGGCAAGTTCAAG 165
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Trypanosomatheileri (>MK674048.1
TACACCGTGACGACGGCGAAGAGCAACCCCTCTGTGGCTAAGGATGACACATTGGTGGTG
Trypanosomatheileri (NBCO01000007)
TACACCGTGACGACGGCGAAGAGCAACCCCTCTGTGGCTAAGGATGACACATTGGTGGTG
Trypanosomatheileri (XM_029023637.1)
TACACCGTGACGACGGCGAAGAGCAACCCCTCTGTGGCTAAGGATGACACATTGGTGGTG
Trypanosomatheileri (MK674021.1)
TACACCGTGACGACGGCGAAGAGCAACCCCTCTGTGGCTAAGGATGACACATTGGTGGTG
Trypanosomavivax (AF053744.1)
CACTCCGTGTCAACCACAAAGAGCAGCCCGTCGGCGAAGAGTGATGACACCCTTGTTGTG
Trypanosomavivax (FM876219.1)
CACTCCGTGTCAACCACAAAGAGCAGCCCGTCGGCGAAGAGTGATGACACCCTTGTTGTG
Trypanosomavivax (TvY486_06)
cactccgtgtcaaccacaaagagcagcccgtcggcgaagagtgatgacacccttgttgtg
Trypanosomavivax (FM876220.1)
CACTCCGTGTCAACCACAAAGAGCAGCCCGTCGGCGAAGAGTGATGACACCCTTGTTGTG
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr06
CACTCTGTGTCGACTACGAAGAGCAAGCCATCCGTCGCGAAGGATGATACTCTCGTCGTC
Trypanosomaevansi (AF053743.1)
CACTCTGTGTCGACTACGAAGAGCAAGCCATCCGTCGCGAAGGATGATACTCTCGTCGTC

KKk K KKKk K Kk K Kk KKK KK

* Kk KK

Trypanosomatheileri (>MK674048.1)
AACGGACACCGTATCTTGTGCGTGAAGGCGCAGCGTAATCCTGCAGACCTCCCATGGGGC
Trypanosomatheileri (NBCO01000007)
AACGGACACCGTATCTTGTGCGTGAAGGCGCAGCGTAATCCTGCAGACCTCCCATGGGGC
Trypanosomatheileri (XM_029023637.1)
AACGGACACCGTATCTTGTGCGTGAAGGCGCAGCGTAATCCTGCAGACCTCCCATGGGGC
Trypanosomatheileri (MK674021.1)
AACGGACACCGTATCTTGTGCGTGAAGGCGCAGCGTAATCCTGCAGACCTCCCATGGGGC
Trypanosomavivax (AF053744.1)
AACGGCCACCGCATCCTGTGTGTGAAGGCGCAGCGCAACCCCGCGGACCTACCGTGGGGL
Trypanosomavivax (FM876219.1)
AACGGCCACCGCATCCTGTGTGTGAAGGCGCAGCGCAACCCCGCGGACCTACCGTGGGGL
Trypanosomavivax (TvY486_06)
aacggccaccgcatcctgtgtgtgaaggcgcagcgcaaccccgeggacctaccgtgggge
Trypanosomavivax (FM876220.1)
AACGGCCACCGCATCCTGTGTGTGAAGGCGCAGCGCAACCCCGCGGACCTACCGTGGGGL
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr06
AACGGCCACCGCATCCTTTGCGTGARAGCGCAGCGGAACCCTGCGGACCTCCCATGGGGA
Trypanosomaevansi (AF053743.1)
AACGGCCACCGCATCCTTTGCGTGAARAGCGCAGCGGAGCCCTGCGGACCTCCCATGGGGA

KkKkKkK KAKKK KAk Kk KKk KhkKkKK

* kKKK

Trypanosomatheileri (>MK674048.1)
AAACTCGGCGTGGAGTATGTGATTGAATCCACCGGTCTGTTCACGGCCAAGGCGGCAGCA
Trypanosomatheileri (NBCO01000007)
AAACTCGGCGTGGAGTATGTGATTGAATCCACCGGTCTGTTCACGGCCAAGGCGGCAGCA
Trypanosomatheileri (XM _029023637.1)
AAACTCGGCGTGGAGTATGTGATTGAATCCACCGGTCTGTTCACGGCCAAGGCGGCAGCA
Trypanosomatheileri (MK674021.1)
AAACTCGGCGTGGAGTATGTGATTGAATCCACCGGTCTGTTCACGGCCAAGGCGGCAGCA
Trypanosomavivax (AF053744.1)
AAGTTGGGCGTTGAGTATGTGATTGAGTCCACTGGTTTGTTCACTGTCAAGTCTGCGGCT
Trypanosomavivax (FM876219.1)
AAGTTGGGCGTTGAGTATGTGATTGAGTCCACTGGTTTGTTCACTGTCAAGTCTGCGGCT
Trypanosomavivax(TvY486_O6)
aagttgggcgttgagtatgtgattgagtccactggtttgttcactgtcaagtctgecggcet
Trypanosomavivax (FM876220.1)
AAGTTGGGCGTTGAGTATGTGATTGAGTCCACTGGTTTGTTCACTGTCAAGTCTGCGGCT
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr06
AAGCTTGGTGTGGAGTATGTGATTGAGTCAACTGGCCTCTTCACAGTGAAATCTGCTGCC
Trypanosomaevansi (AF053743.1)
AAGCTTGGTGTGGAGTATGTGATTGAGTCAACTGGCCTCTTCACAGTGAAATCTGCTGCC

** Kk kK Kk kAkkAhkAKkAKA KA KK

* Kk Kk

Trypanosomatheileri (>MK674048.1)
GAGGGTCACCTGCGTGGTGGTGCGAAGAAGGTGGTGATCAGCGCCCCTGCCTCTGGTGGT
Trypanosomatheileri (NBCO01000007)
GAGGGTCACCTGCGTGGTGGTGCGAAGAAGGTGGTGATCAGCGCCCCTGCCTCTGGTGGT
Trypanosomatheileri (XM 029023637.1)
GAGGGTCACCTGCGTGGTGGTGCGAAGAAGGTGGTGATCAGCGCCCCTGCCTCTGGTGGT
Trypanosomatheileri (MK674021.1)
GAGGGTCACCTGCGTGGTGGTGCGAAGAAGGTGGTGATCAGCGCCCCTGCCTCTGGTGGT
Trypanosomavivax (AF053744.1)
GAGGGCCACTTGCGCGGTGGCGCCCGGAAGGTTGTCATCAGCGCCCCCGCCTCCGGTGGT
Trypanosomavivax (FM876219.1)
GAGGGCCACTTGCGCGGTGGCGCCCGGAAGGTTGTCATCAGCGCCCCCGCCTCCGGTGGT
Trypanosomavivax (TvY486_06)
gagggccacttgcgcggtggecgecccggaaggttgtcatcagegeccecegecteecggtggt
Trypanosomavivax (FM876220.1
GAGGGCCACTTGCGCGGTGGCGCCCGGAAGGTTGTCATCAGCGCCCCCGCCTCCGGTGGT
Trypanosomaevansi (STIB805_ Chr06
GAGGGTCACCTCCGTGGTGGTGCTCGCAAGGTTGTCATCAGTGCCCCCGCCTCTGGTGGC
Trypanosomaevansi (AF053743.1)
GAGGGTCACCTCCGTGGTGGTGCTCGCAAGGTTGTCATCAGTGCCCCCGCCTCTGGTGGC

kkkkk kkk Kk kK Kkkkk Kk
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Trypanosomatheileri (>MK674048.1)
GCCAAGACACTTGTGATGGGCGTGAATCACCAGGAGTACAACCCCCGTGAGCACCACGTT

179

240

240

138

225

152

238

147

240

225
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300

285
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360

360

258

345

272

358

267

360

345
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359

420

420

318

405

332

418

327

420

405
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Trypanosomatheileri (NBCO01000007)

GCCAAGACACTTGTGATGGGCGTGAATCACCAGGAGTACAACCCCCGTGAGCACCACGTT 480
Trypanosomatheileri (XM _029023637.1)
GCCAAGACACTTGTGATGGGCGTGAATCACCAGGAGTACAACCCCCGTGAGCACCACGTT 480
Trypanosomatheileri (MK674021.1)
GCCAAGACACTTGTGATGGGCGTGAATCACCAGGAGTACAACCCCCGTGAGCACCACGTT 378
Trypanosomavivax (AF053744.1)
GCGAAGACCTTCGTGATGGGCGTGAACCACCACGAGTACAACCCTCGGGAGCACCATGTT 465
Trypanosomavivax (FM876219.1)
GCGAAGACCTTCGTGATGGGCGTGAACCACCACGAGTACAACCCTCGCGAGCACCATGTT 392
Trypanosomavivax (TvY486_06)
gcgaagaccttcgtgatgggecgtgaaccaccacgagtacaaccctecgegagecaccatgtt 478
Trypanosomavivax (FM876220.1)
GCGAAGACCTTCGTGATGGGCGTGAACCACCACGAGTACAACCCTCGCGAGCACCATGTT 387
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr06
GCCAAGACGTTCGTGATGGGCGTGAACCACAACGACTACAACCCTCGTGAACACCATGTG 480
Trypanosomaevansi (AF053743.1)
GCCAAGACGTTCGTGATGGGCGTGAACCACAACGACTACAACCCTCGTGAACACCATGTG 465

Kk kK k kK K kkkkkkAhkAhkAhAKk KKK
KA KKK KK

Trypanosomatheileri (>MK674048.1)

GTGTCGAACGCGTCGTGTACCACCAACTGCCTTGCCCCCATTGTGCACGTGCTTGTGRAG 479
Trypanosomatheileri (NBCO01000007)
GTGTCGAACGCGTCGTGTACCACCAACTGCCTTGCCCCCATTGTGCACGTGCTTGTGRAG 540
Trypanosomatheileri (XM _029023637.1)
GTGTCGAACGCGTCGTGTACCACCAACTGCCTTGCCCCCATTGTGCACGTGCTTGTGRAG 540
Trypanosomatheileri (MK674021.1)
GTGTCGAACGCGTCGTGTACCACCAACTGCCTTGCCCCCATTGTGCACGTGCTTGTGAAG 438
Trypanosomavivax (AF053744.1)
GTGTCCAACGCTTCGTGCACGACCAACTGCCTTGCACCTTTTGTGCACGTGCTGGTGAAG 525
Trypanosomavivax (FM876219.1)
GTGTCCAACGCCTCGTGCACGACCAACTGCCTTGCACCTCTTGTGCACGTGCTGGTGAAG 452
Trypanosomavivax (TvY486_06)
gtgtccaacgcctecgtgcacgaccaactgecttgcacctettgtgecacgtgetggtgaag 538
Trypanosomavivax (FM876220.1)
GTGTCCAACGCCTCGTGCACGACCAACTGCCTTGCACCTCTTGTGCACGTGCTGGTGAAG 447
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr06
GTGTCGAACGCCTCATGCACAACTAATTGCCTCGCCCCACTCGTGCACGTGTTGGTGAAG 540
Trypanosomaevansi (AF053743.1)
GTGTCGAACGCCTCATGCACAACTAATTGCTTCGCCCCATTCGTGCACGTGTTGGTGAAG 525

Khkkkk Khkkkhkk Kk kK Kk kK Kk KKk

Kk KKK

Trypanosomatheileri (>MK674048.1)

K kK KkAkkAkKkAK KKk Kk

* kK Kk K kkKKkKKkKKK K

GAGGGCTTTGGTGTGCAGACTGGTCTCATGACGACAATCCACTCATACACAGCGACCCAG 539
Trypanosomatheileri (NBCO01000007)
GAGGGCTTTGGTGTGCAGACTGGTCTCATGACGACAATCCACTCATACACAGCGACCCAG 600
Trypanosomatheileri (XM _029023637.1)
GAGGGCTTTGGTGTGCAGACTGGTCTCATGACGACAATCCACTCATACACAGCGACCCAG 600
Trypanosomatheileri (MK674021.1)
GAGGGCTTTGGTGTGCAGACTGGTCTCATGACGACAATCCACTCATACACAGCGACCCAG 498
Trypanosomavivax (AF053744.1)
GAGGGCTTTGGTGTGTCCACTGGCCTCATGACGACAATTCACTCATATACCGCCACACAG 585
Trypanosomavivax (FM876219.1)
GAGGGCTTTGGTGTGTCCACTGGCCTCATGACGACAATTCACTCATATACCGCCACACAG 512
Trypanosomavivax(TvY486_O6)
gagggctttggtgtgtccactggectcatgacgacaattcactcatataccgeccacacag 598
Trypanosomavivax (FM876220.1)
GAGGGCTTTGGTGTGTCCACTGGCCTCATGACGACAATTCACTCATATACCGCCACACAG 507
Trypanosomaevansi(STIBBOB_ChrO6
GAGGGCTTCGGCATCTCCACTGGCCTCATGACCACTGTTCACTCGTACACAGCCACACAA 600
Trypanosomaevansi (AF053743.1)
GAGGGCTTCGGCATCTCCACTGGCCTCATGACCACTGTTCACTCGTACACAGCCACACAA 585

KAkKkKkKkKkKkK*k KKk * KAkKkAkKk KAkKAKXKAkX* *% * kkkkk kK Kk K%k
* Kk Kk

Trypanosomatheileri (>MK674048.1)

AAGACAGTGGACGGTGTGTCTGTGAAGGACTGGCGTGGCGGGCGTGCTGCGGCTGTTAAC 599
Trypanosomatheileri (NBCO01000007)
AAGACAGTGGACGGTGTGTCTGTGAAGGACTGGCGTGGCGGGCGTGCTGCGGCTGTTAAC 660
Trypanosomatheileri (XM 029023637.1)
AAGACAGTGGACGGTGTGTCTGTGAAGGACTGGCGTGGCGGGCGTGCTGCGGCTGTTAAC 660
Trypanosomatheileri (MK674021.1)
AAGACAGTGGACGGTGTGTCTGTGAAGGACTGGCGTGGCGGGCGTGCTGCGGCTGTTAAC 558
Trypanosomavivax (AF053744.1
AAGACTGTTGATGGTGTGTCAATCGAGGACTGGCGCGGTGGCCGCGCGGCAGCACTCAAC 645
Trypanosomavivax (FM876219.1)
AAGACTGTTGATGGTGTGTCAATCAAGGACTGGCGCGGTGGCCGCGCGGCAGCGCTCAAC 572
Trypanosomavivax (TvY486_06)
aagactgttgatggtgtgtcaatcaaggactggcgcggtggccgcgcggcagcactcaac 658
Trypanosomavivax (FM876220.1)
AAGACTGTTGATGGTGTGTCAATCAAGGACTGGCGCGGTGGCCGCGCGGCAGCACTCAAC 567
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr06
AAGACCGTTGATGGTGTTTCCGTCAAGGACTGGCGTGGTGGTCGCGCTGCAGCCCTGAAC 660
Trypanosomaevansi (AF053743.1)
AAGACCGTTGATGGTGTTTCCGTCAAGGACTGGCGTGGTGGTCGCGCTGCAGCCCTGAAC 645

KAKKK KKk KKk KAKEAK KK * KAkKKKKKKKK Kk KKk Kk KKk Kk KK

* kKK

Trypanosomatheileri (>MK674048.1)
ATCATTCCAAGCACCACAGGCGCCGCARAGGCTGTCGGTATGGTGATTCCGAGCACACAG 659
Trypanosomatheileri (NBCO01000007)
ATCATTCCAAGCACCACAGGCGCCGCARAGGCTGTCGGTATGGTGATTCCGAGCACACAG 720



Trypanosomatheileri (XM_029023637.1)
ATCATTCCAAGCACCACAGGCGCCGCARAGGCTGTCGGTATGGTGATTCCGAGCACACAG
Trypanosomatheileri (MK674021.1)
ATCATTCCAAGCACCACAGGCGCCGCAAAGGCTGTCGGTATGGTGATTCCGAGCACACAG
Trypanosomavivax (AF053744.1)
ATCATTCCCAGCACGACTGGTGCTGCTAAGGCGGTGGGCATGGTGATTCCAAGCACTCAA
Trypanosomavivax (FM876219.1)
ATCATTCCCAGCACGACTGGTGCTGCTAAGGCGGTGGGCATGGTGATTCCAAGTACTCAA
Trypanosomavivax (TvY486_06)
atcattcccagcacgactggtgctgctaaggcggtgggcatggtgattccaagcactcaa
Trypanosomavivax (FM876220.1)
ATCATTCCCAGCACGACTGGTGCTGCTAAGGCGGTGGGCATGGTGATTCCAAGCACTCAA
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr06
ATCATCCCAAGCACCACTGGTGCCGCCAAAGCCGTCGGCATGGTGATCCCGAGCACTCAG
Trypanosomaevansi (AF053743.1)
ATCATCCCAAGCACCACTGGTGCCGCCAAAGCCGTCGGCATGGTGATCCCGAGCACTCAG

Khkkkk Kk Kkkkkk Kk Kk Kk Kk

* Kk KK

Trypanosomatheileri (>MK674048.1
GGCAAGTTGACCGGTATGTCATTCCGTGTGCCCACACCCGACGTGTCTGTGGTGGACCTC
Trypanosomatheileri (NBCO01000007)
GGCAAGTTGACCGGTATGTCATTCCGTGTGCCCACACCCGACGTGTCTGTGGTGGACCTC
Trypanosomatheileri (XM 029023637.1)
GGCAAGTTGACCGGTATGTCATTCCGTGTGCCCACACCCGACGTGTCTGTGGTGGACCTC
Trypanosomatheileri (MK674021.1)
GGCAAGTTGACCGGTATGTCATTCCGTGTGCCCACACCCGACGTGTCTGTGGTGGACCTC
Trypanosomavivax (AF053744.1)
GGCAAACTGACTGGCATGTCTTTCCGTGTGCCCACCGCGGACGTGTCCGTTGTCGATCTT
Trypanosomavivax (FM876219.1)
GGCAAACTGACTGGCATGTCTTTCCGTGTGCCCACCGCGGACGTGTCCGTTGTCGATCTC
Trypanosomavivax (TvY486_06)
ggcaaactgactggcatgtctttccgtgtgececcaccgeggacgtgtecegttgtegatett
Trypanosomavivax (FM876220.1)
GGCAAACTGACTGGCATGTCTTTCCGTGTGCCCACCGCGGACGTGTCCGTTGTCGATCTT
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr06
GGCAAGCTTACGGGTATGGCCTTCCGTGTTCCCACGGCTGATGTCTCTGTGGTGGACCTT
Trypanosomaevansi (AF053743.1)
GGCAAGCTTACGGGTATGGCCTTCCGTGTTCCCACGGCTGATGTCTCTGTGGTGGACCTT

720

618

705

632

718

627

720

705

Kk Kk kK Kk KAkKKKKAKK Kk KK

780

765

* Kk Kk * kk Kk kkk Kk kkkkkkkk Khkkkk

* Kk KK

Trypanosomatheileri (>MK674048.1)
ACCTTCACCGCGACGCGCGACACAAGCATCAAGGAGATCGACGCTGCCCTGAAGCGTGCC
Trypanosomatheileri (NBCO01000007)
ACCTTCACCGCGACGCGCGACACAAGCATCAAGGAGATCGACGCTGCCCTGAAGCGTGCC
Trypanosomatheileri (XM _029023637.1)
ACCTTCACCGCGACGCGCGACACAAGCATCAAGGAGATCGACGCTGCCCTGAAGCGTGCC
Trypanosomatheileri (MK674021.1)
ACCTTCACCGCGACGCGCGACACAAGCATCAAGGAGATCGACGCTGCCCTGAAGCGTGCC
Trypanosomavivax (AF053744.1
ACCTTCACCGCGACCCGTGACACAAGCATCAAGGAGATCGATGCCGCCCTCAAGCGCGCC
Trypanosomavivax (FM876219.1)
ACCTTCACCGCGACCCGTGACACAAGCATCAAGGAGATCGATGCCGCCCTCAAGCGCGCC
Trypanosomavivax(TvY486_O6)
accttcaccgcgacccgtgacacaagcatcaaggagatcgatgccgeccctcaagcgcgece
Trypanosomavivax (FM876220.1)
ACCTTCACCGCGACCCGTGACACAAGCATCAAGGAGATCGATGCCGCCCTCAAGCGCGCC
Trypanosomaevansi(STIBBOB_ChrO6
ACCTTCATTGCGACGCGCGACACGAGCATCAAGGAGATCGACGCTGCCCTGAAGCGCGCC
Trypanosomaevansi (AF053743.1)
ACCTTCATTGCGACGCGCGACACGAGCATCAAGGAGATCGACGCTGCCCTGAAGCGCGCC

779

840

840

738

825

752

838

747

840

825

* kK Kk kK Kk kK

kKK kKKK Khkkhk kk Khkkkk Ahkhkhkhhkhhkhhkhhkhhhhk Kkk Kkkkk

Kk KKK Kk K

Trypanosomatheileri (>MK674048.1)
TCTAAGACCTACATGAAAGGGTATCACTTGGCTACACGAACGAAGAGCTTGTGAGCACCG

Trypanosomatheileri (NBCO01000007) TCTAAGACCTACATGAAGGGT--
ATCCTTGGCTACACGAACGAAGAGCTTGTGAGCACCG 898
Trypanosomatheileri (XM 029023637.1) TCTAAGACCTACATGAAGGGT--
ATCCTTGGCTACACGAACGAAGAGCTTGTGAGCACCG 898
Trypanosomatheileri (MK674021.1) TCTAAGACCTACATGAAGGGT--
ATCCTTGGCTACACGAACGAAGAGCTCGTGAGCACCG 796
Trypanosomavivax (AF053744.1) TCGAAGACGTACATGAAGAAC--
ATCCTTGGCTACACGGACGAGGAGCTTGTCAGCACGG 883
Trypanosomavivax (FM876219.1) TCGAAGACGTACATGAAGAAC--
ATCCTTGGCTACACGGACGAGGAGCTTGTCAGCACGG 810
Trypanosomavivax (TvY486_06) tcgaagacgtacatgaagaac--
atccttggctacacggacgaggagcttgtcagcacgg 896
Trypanosomavivax (FM876220.1) TCGAAGACGTACATGAAGAAC--
ATCCTTGGCTACACGGACGAGGAGCTTGTCAGCACGG 805
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr06) TCCAAGACATACATGAAGAAC--
ATTCTCGGTTACACCGATGAGGAGCTCGTCAGTGCCG 898
Trypanosomaevansi (AF053743.1) TCCAAGACATACATGAAGAAC--
ATTCTCGGTTACACCGATGAGGAGCTCGTCAGTGCCG 883

Kk KKK KK KKKKKKKK

Trypanosomatheileri (>MK674048.1)
ACTTTATCAACGACAACCGCAGCTCCATCTACGACTCCAAGGCGACGCTGCARAACAATC
Trypanosomatheileri (NBCO01000007)
ACTTTATCAACGACAACCGCAGCTCCATCTACGACTCCAAGGCGACGCTGCARAACAATC
Trypanosomatheileri (XM_029023637.1)
ACTTTATCAACGACAACCGCAGCTCCATCTACGACTCCAAGGCGACGCTGCARRACAATC

839

Kk kK KK KKK

K kK KkAkKkKk Kk KK



Trypanosomatheileri (MK674021.1)

ACTTTATCAACGACAACCGCAGCTCCATCTACGACTCCAAGGCGACGCTGCAAAACAATC 856

Trypanosomavivax (AF053744.1)

ACTTCATCAATGACAATCGCAGCTCCATCTACGACTCCAAGGCTACACTCCAGAACAACC 943

Trypanosomavivax (FM876219.1) ACTTCATCAATGACAATCGCAGCTCCATCTACGACTCCA--—=-—===——————-——
————— 849

Trypanosomavivax (TvY486_06)

acttcatcaatgacaatcgcagctccatctacgactccaaggctacactccagaacaacc 956

Trypanosomavivax (FM876220.1) ACTTCATCAATGACAATCGCAGCTCCATCTACGACTCC-—=========—=————
————— 843

Trypanosomaevansi (STIB805_Chr06

ACTTCATCAGCGACAGCCGCAGCTCCATTTACGACTCCAAGGCGACCCTGCAGAACAACC 958

Trypanosomaevansi (AF053743.1

ACTTCATCAGCGACAGCCGCAGCTCCATTTACGACTCCAAGGCGACCCTGCAGAACAACC 943

kk kK Kok koK * Kk K Kk kkhkhkhkhhkhk khkkkkkkkk

Trypanosomatheileri (>MK674048.1) TGCCCACGAAGCGCCGCTTCTCAGA-——————=——=——=———————————————————
————— 924

Trypanosomatheileri (NBCO01000007)

TGCCCAACGAGCGCCGCTTCTTCAAGATTGTGTCGTGGTACGACAACGAGTGGGGATACT 1018
Trypanosomatheileri (XM 029023637.1)

TGCCCAACGAGCGCCGCTTCTTCAAGATTGTGTCGTGGTACGACAACGAGTGGGGATACT 1018

Trypanosomatheileri (MK674021.1) TGCCCACGAAGCGCGCTCTA-—=—=—=——————————————————————————————
————— 876

Trypanosomavivax (AF053744.1

TCCCCAACGAGCGTCGTTTCTTCAAGATCGTCTCATGGTACGATAACGAGTGGGGCTACT 1003

Trypanosomavivax (FM876219.1) = ——————m o m oo
77777 849

Trypanosomavivax (TvY486_06)

tccccaacgagecgtcecgtttcecttcaagatcgtctcatggtacgataacgagtggggctact 1016

Trypanosomavivax (FM876220.1) @ —em e
77777 843

Trypanosomaevansi (STIB805_Chr06

TCCCCAACGAACGTCGCTTCTTCAAGATTGTCTCGTGGTACGATAACGAGTGGGGTTATT 1018

Trypanosomaevansi (AF053743.1)

TCCCCAACGAACGTCGCTTCTTCAAGATTGTCTCGTGGTACGATAACGAGTGGGGTTATT 1003

Trypanosomatheileri (>MK674048.1) = —————————— oo oo

77777 924

Trypanosomatheileri (NBCO01000007) CCC-——————————— -
————— 1021

Trypanosomatheileri (XM 029023637.1)

CCCACCGTGTGGTGGACCTTGTCCGTCACATGGCTGCAARAGGACCGCTCGGCCAAACTTT 1078

Trypanosomatheileri (MK674021.1) = ——- - — - ———m oo
————— 876

Trypanosomavivax (AF053744.1) CGCACCGCGTGGTGGACCT—===== === mmmmmmmm e m e — - ——
————— 1022

Trypanosomavivax (FM876219.1) = —-——m—mm o m o
————— 849

Trypanosomavivax (TvY486 06)

cgcaccgtgttgtggaccttgtgcgeccacatggcatcgagggatcgegecgecaagetgt 1076

Trypanosomavivax (FM876220.1) @ s
————— 843

Trypanosomaevansi(STIBBOB_ChrO6

CCCACCGTGTGGTGGATCTTGTCCGCCACATGGCCGCTCGGGACCGTGCAGCAAAGCTAT 1078

Trypanosomaevansi (AF053743.1) CCCACCGCGTGGTGGACCT—====== === = ———mm e e e — —
————— 1022

Trypanosomatheileri (>MK674048.1) - 924

Trypanosomatheileri (NBCO01000007) - 1021

Trypanosomatheileri (XM 029023637.1) AA 1080

Trypanosomatheileri (MK674021.1) -= 876

Trypanosomavivax (AF053744.1) -= 1022

Trypanosomavivax (FM876219.1) -= 849

Trypanosomavivax (TvY486 06) a- 1077

Trypanosomavivax (FM876220.1) -= 843

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr06) AA 1080

Trypanosomaevansi (AF053743.1) -= 1022

Figura Al. Alineamiento GAPDH. Se pueden observar las secuencias de los genes GAPDH de los Trypanosomas
Theileri, Vivax y evansi Cada secuencia esta representada por una serie de bases nucleotidicas, y las similitudes y
diferencias entre ellas pueden ser analizadas para comprender mejor las relaciones genéticas entre estos
organismos.



Trypanosomavivax (TvY486_03) = —--mmmmmmmmmmm——————————————

;;;g;nosomaviégx(KC196665.D ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomaviégx(KC196671.D ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomaviégx(KC196667.D ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomath;lleri(JX178167.D ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomath;lleri(TM35.000312160) *******************************************************
;;;;;nosomathélleri(JX178185.1 ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomaev;;si(STIB8057Chr03) ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomaev;;si(MN446740.1) ———————————————————————————————————
GAATCTGCGCATGGCTCATTACATC 25

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

TTAGCCATGCATGCCTCAGAATCACTGCATTGCAGGAATCTGCGCATGGCTCATTACATC 60

Trypanosomavivax (TvY486_ 03) = —o— oo oo
;;;g;nosomaviégx(KC196665.1) ———————————————————————————————————————————————————————
;;;;;nosomaviégx(KC196671.1) *******************************************************
;;;;;nosomaviégx(KC196667.1) *******************************************************
;;;g;nosomathQZIeri(JX178167.1) ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomathQZIeri(TM35.000312160) ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomathQZIeri(JX178185.1 ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomaev;;si(STIBBOB_ChrO3) ———————————————————————————————————————————————————————
;;;p—);nosomaeva—?nsi (MN446740.1)

AGACGTAATCTGCCGCCAAAATTTTGCGGTCTCCGCATTACTGGATAACTTGGCGAAACG 85

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

AGACGTAATCTGCCGCCAAAATTTTGCGGTCTCCGCATTACTGGATAACTTGGCGAAACG 120

Trypanosomavivax (TvY486_ 03) = —o— oo
;;;;;nosomavié;X(KC196665.1) ———————————————————————————————————————————————————————
;;;;;nosomavié;X(KC196671.1) ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomavi$2x(KC196667.1) ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomathQZIeri(JX178167.1) ———————————————————————————————————————————————————————
;;;;;nosomathQZIeri(TM35.000312160) ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomathQZIeri(JX178185.1 ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomaev;;si(STIB8057ChrOﬂ ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomaev;;si(MN446740.1)

CCAAGCTAATACATGAACCAATCGGACGCTCTCTTTTTCTATGTCGCGGCTTGTGTTTAC 145

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

CCAAGCTAATACATGAACCAATCGGACGCTCTCTTTTTCTATGTCGCGGCTTGTGTTTAC 180
Trypanosomavivax (TvY486 03) = —o— oo
;;;g;nosomaviégx(KC196665.1) ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomaviégx(KC196671.1) ———————————————————————————————————————————————————————
;;;;;nosomaviégx(KC196667.1) ———————————————————————————————————————————————————————
;;;;;nosomath;lleri(JX178167.1) ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomathélleri(TM35.000312160) ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomathélleri(JX178185.1 ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomaev;;si(STIB8057Chr03 ———————————————————————————————————————————————————————
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)
GCACTTGTCGTGGCGATGGGACGTCCAGCGAATGAATGAAATTAGAACCAACGCCTCCAC 205



Trypanosomaevansi (AB551921.1)
GCACTTGTCGTGGCGATGGGACGTCCAGCGAATGAATGAAATTAGAACCAACGCCTCCAC 240

Trypanosomavivax (TvY486_03) = ——-—-—-—-mmmmmmmmmmmm—————————————
GTGTGCCAGGCTC 13

Trypanosomavivax (KC196665.1) = ————— oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) = —- - - oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = —- - oo m oo
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1) = = ——-——————m oo
————— 0

————— 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1 = ——-—— - ———m oo
————— 0

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) = =  ——-———————mmm oo
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

CCGGGGGCAGTAACACTCAGACGTGTTGACTCAATTCATTCCGTGCGAAAGCCGAGCCTT 265

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

CCGGGGGCAGTAACACTCAGACGTGTTGACTCAATTCATTCCGTGCGARAAGCCGAGCCTT 300

Trypanosomavivax (TvY486 03) GTTGGTGCGCCGCCGCGGCACGTGCAGTGCGCAGTGCG--~--TGGGCGG~~~~~~
;;;;;nosomavijil(KC196665.1) 7777777777777777777777777777777777777777777777777777777
;;;;;nosomaviégx(KC196671.1) 7777777777777777777777777777777777777777777777777777777
;;;;;nosomaviégx(KC196667.1) 7777777777777777777777777777777777777777777777777777777
;;;;;nosomathélleri(JX178167.1) 7777777777777777777777777777777777777777777777777777777
77777 0

77777 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1 = —-——-——— oo
77777 0

Trypanosomaevansi (STIB805_Chr03)  —-=—--—---—-———=—-—-——————-——————————————————————————————————
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

GTTGCTCGGCGTCTACTGACGAACAACTGCCCTATCAGCCAGTGATGGCCGTGTAGTGGA 325

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

GTTGCTCGGCGTCTACTGACGAACAACTGCCCTATCAGCCAGTGATGGCCGTGTAGTGGA 360

Trypanosomavivax (TvY486 03) = ————-—-—-—-—-—-—-—-—-—- CGTGTGTTGTGTTCG-—-——--~—
ACACTGAGACTGCGG 88

Trypanosomavivax (KC196665.1) = —o o oo oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) = —- - oo oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = —- - oo — oo oo
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1) = ————-———— oo
————— 0

————— 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1 = ————-——— oo
————— 0

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) = ——--—-——-——-—-mm oo
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

CTGCCATGGCGTTGACGGGAGCGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGA 385

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

CTGCCATGGCGTTGACGGGAGCGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGA 420

Trypanosomavivax (TvY486_03) CATGCACGGGGATGACCCCGGGGGGCTGCT-—————
CCCATGCGCCGTTTGCGTTC----138

Trypanosomavivax (KC196665.1)  —om oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) —oo oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1)  —om oo
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1) = —-— oo
————— 0

————— 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1 = ————--——— oo
————— 0

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) = ——-——-—————mmm oo
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1) AATAGCTACC-
ACTTCTACGGAGGGCAGCAGGCGCGCAAATTGCCCAATGTCGAAAAAAT 444

Trypanosomaevansi (AB551921.1) AATAGCTACC-
ACTTCTACGGAGGGCAGCAGGCGCGCAAATTGCCCAATGTCGAAAAAAT 479

Trypanosomavivax (TvY486_03) = ——-—---mmmmmmmmomm————————————————
————— 138



Trypanosomavivax (KC196665.1) = ——————— oo
;;;;;nosomaviégx(KC196671.1) ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomaviégx(KC196667.D ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomath;lleri(JX178167.D ———————————————————————————————————————————————————————
————— 0

————— 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1 = ——————m—mm oo
————— 0

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) = ===
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

ACGATGAGGCAGCGAAAAGAAATAGAGCCGACCGTGCCCTAGTGCATGGTTGTTTTCAAT 504

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

ACGATGAGGCAGCGAAAAGAAATAGAGCCGACCGTGCCCTAGTGCATGGTTGTTTTCAAT 539

Trypanosomavivax (TvY486_03) = —o— oo
————— 138

Trypanosomavivax (KC196665.1) = ——-—-—-—- -
————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) = —o— oo oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = ——-—-—-— -
77777 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1) = = —-— oo — oo
77777 0

77777 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1 = = —-————mm—mm oo
77777 0

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) = ——----mmmmm oo oo — o
77777 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

GGGGGATACTCAAACCCATCCAATATCGAGTAACAATTGGAGGACAAGTCTGGTGCCAGC 564

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

GGGGGATACTCAAACCCATCCAATATCGAGTAACAATTGGAGGACAAGTCTGGTGCCAGC 599

Trypanosomavivax (TvY486 03) = —-——-oo oo
AAAGACTGGGT 149

Trypanosomavivax (KC196665.1) = —o— oo — oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) = —o— oo oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = —o o oo
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1) = ——————————————————
TCCAAAAGCGTATATTAATGCTGTTGCTGTTAAAGGGTTCGT 42

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) @ @ ———mmmmmm e e
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1 = ————————————m———
TCCAAAAGCGTATATTAATGCTGTTGCTGTTAAAGGGTTCGT 42

Trypanosomaevansi(STIBBOB_ChrO3) ———————————————————————————————————————————————————————
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

ACCCGCGGTAATTCCAGCTCCAAAAGCGTATATTAATGCTGTTGCTGTTAAAGGGTTCGT 624

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

ACCCGCGGTAATTCCAGCTCCAAAAGCGTATATTAATGCTGTTGCTGTTAAAGGGTTCGT 659

Trypanosomavivax (TvY486 03) AATCGAGTGG——— === === ===
————— 159

Trypanosomavivax (KC196665.1) = —- - oo oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) = —o - oo oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = —o- oo oo
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1) AGTTGAATTGTGGGCCTTTGAGGCGCAATGGTT---TGTCCCGTCCACCTC--—
GGATTG 96

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) @  ————-———————m—m—mm
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1 AGTTGAATTGTGGGCCTTTGAGGCGCAATGGTT---TGTCCCGTCCACCTC---
GGATTG 96

Trypanosomaevansi(STIB8057ChrOﬂ ———————————————————————————————————————————————————————
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

AGTTGAACTGTGGGCCACGTAGTTTTGTGCCGTGCCAGTCCCGTCCACCTCGGACGTGTT 684

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

AGTTGAACTGTGGGCCACGTAGTTTTGTGCCGTGCCAGTCCCGTCCACCTCGGACGTGTT 719

Trypanosomavivax (TvY486_03) = —-——-m— oo
————— 159

Trypanosomavivax (KC196665.1) = —— - - - — oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) = —o- -
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = —- - oo oo
————— 0



Trypanosomatheileri (JX178167.1) GTGACCCATGCCCTTGAGGTCCGTGA-~
ACAATCAGAAACAAAAAACACGGGAGCGGTTC 154

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) = -====-==—--——-——-—-—-——-——- -
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1 GTGACCCATGCCCTTGAGGTCCGTGA-—
ACAATCAGAAACAAAAAACACGGGAGCGGTTC 154

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) = === oo

————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)
TTGACCCACGCCCTCGTGGCCCGTGAACACACTCAGATACAAGAAACACGGGAGCGGTTC 744
Trypanosomaevansi (AB551921.1)
TTGACCCACGCCCTCGTGGCCCGTGAACACACTCAGATACAAGAAACACGGGAGCGGTTC 779

Trypanosomavivax (TvY486_03) = —o-mom o mmmmmmmm———————————————
————— 159

Trypanosomavivax (KC196665.1) = ——=—-——-— - -
————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) = —o - oo m oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = ——-—-—-—- -
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1) C-
TTCCTGATTTTCGCATGTCATGCATGCCAGGGGGCGTCCGTGATTTTTACTGTGACTA 213

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) = ———————————— - - m oo
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1 c-
TTCCTGATTTTCGCATGTCATGCATGCCAGGGGGCGTCCGTGATTTTTACTGTGACTA 213
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) = —-—---mmmmmmmmmmmmmmmmmm————————— oo
77777 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

CTCCTCACTTTCACGCATGTCATGCATGCGAGGGGGCGTCCGTGAATTTTACTGTGACCA 804

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

CTCCTCACTTTCACGCATGTCATGCATGCGAGGGGGCGTCCGTGAATTTTACTGTGACCA 839

Trypanosomavivax (TvY486_03) = —o-mmmmmmommmm————————————
77777 159

Trypanosomavivax (KC196665.1) = —-————m oo
77777 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) = —o - oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = —o— oo
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1)

AAGAAGTGTGACCAAAGCAGTCATTCGACTTGAATTAGAAAGCATGGGATAACAAAGGAG 273

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) @ ——————————————m—m o
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1

AAAAAGTGTGACCAAAGCAGTCATTCGACTTGAATTAGAAAGCATGGGATAACAAAGGAG 273
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) ~  —--——————mmm oo
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

AAAAAGTGCGACCAAAGCAGTCTGCCGACTTGAATTACAAAGCATGGGATAACGAAGCAT 864

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

AAAAAGTGCGACCAAAGCAGTCTGCCGACTTGAATTACAAAGCATGGGATAACGAAGCAT 899

Trypanosomavivax (TvY486_03) = —--mm o mmmomm——————————————
————— 159

Trypanosomavivax (KC196665.1) = —- - oo — oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) = —-——omm oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = —- - - - m oo
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1)

CAGCCTATGGGCCACCGTTTCGGCTTTTGTTGGTTTTAAAAGTCCATTGGAGATTATGGC 333

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) = = ——-———————————— -
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1

CAGCCTATGGGCCACCGTTTCGGCTTTTGTTGGTTTTAAAAGTCCATTGGAGATTATGGC 333
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) ~  —--—-—-————mmm oo
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

CAGCCCTGGGGCCACCGTTTCGGCTTTTGTTGGTTTTAGAAGTCCTTGGGAGATTATGGG 924

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

CAGCCCTGGGGCCACCGTTTCGGCTTTTGTTGGTTTTAGAAGTCCTTGGGAGATTATGGG 959

Trypanosomavivax (TvY486_03) = ——----m oo oo
————— 159

Trypanosomavivax (KC196665.1) = —-——om— oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) = —- - - — oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = —- - - - m oo
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1)

GTCGTGCGACAAGCGTCTGGGTGTTTTCCCATCTTTGGGGCACCCGTCGCCTTTGCGAGA 393

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) @ ————-———————m—m oo
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1

GTCGTGCGACAAGCGTCTGGGTGTTTTCCCATCTTTGGGGCACCCGTCGCCTTTGCGAGA 393



Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) =  —————-—————m—m oo

————— 0
Trypanosomaevansi (MN446740.1)
————— 974
Trypanosomaevansi (AB551921.1)
————— 1009

Trypanosomavivax (TvY486_03)
————— 159
Trypanosomavivax (KC196665.1)
————— 0
Trypanosomavivax (KC196671.1)
————— 0
Trypanosomavivax (KC196667.1)
————— 0
Trypanosomatheileri (JX178167.1)
AATCCGTGTCGGTGTTGATGAGCTTCGGCCCATCTCTCCGGCGCCTTCTCGTGACTCACG

GCCGCGTGCCTTGGGTCGGTGTTTCGTGTCTCATTTTTGTGGCGCGCACA

GCCGCGTGCCTTGGGTCGGTGTTTCGTGTCTCATTTTTGTGGCGCGCACA

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) = -===-—-—--——-—-——-——-——-——-—— oo

————— 0
Trypanosomatheileri (JX178185.1
AATCCGTGTCGGTGTTGATGAGCTTCGGCCCATCTCTCCGGCGCCTTCTCGTGACTCACG

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) ~ -----—----—--—--—-—-——-———— oo

————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1) = ————————————————-
TTCGGCTCTTCGTGATGTTTTTTTACATTCATTGCGACGCGCG 1017
Trypanosomaevansi (AB551921.1) = ——=——————————————-
TTCGGCTCTTCGTGATGTTTTTTTACATTCATTGCGACGCGCG 1052

Trypanosomavivax (TvY486_03)
77777 159
Trypanosomavivax (KC196665.1)
77777 0
Trypanosomavivax (KC196671.1)
77777 0
Trypanosomavivax (KC196667.1)
77777 0
Trypanosomatheileri (JX178167.1)
GCATCCAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTGACGCGTCAGAGGTGAAA

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) = -=-=-—-—--—-—-—-—-——-——-—————— -

————— 0
Trypanosomatheileri (JX178185.1
GCATCCAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTGGCGCGTCAGAGGTGAAA

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) =  —-——-—————mmm oo

————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)
GCTTCCAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTGGTGCGTCAGAGGTGAAA
Trypanosomaevansi (AB551921.1)
GCTTCCAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTGGTGCGTCAGAGGTGARA

Trypanosomavivax(TVY486_O3)
————— 159
Trypanosomavivax (KC196665.1)
————— 0
Trypanosomavivax (KC196671.1)
————— 0
Trypanosomavivax (KC196667.1)
————— 0
Trypanosomatheileri (JX178167.1)
TTCTTAGACCGCGCCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAA

1077

1112

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) =  ———————————— - - m oo

————— 0
Trypanosomatheileri (JX178185.1
TTCTTAGACCGCGCCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAA

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) = —--——————mmm oo

————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)
TTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAA
Trypanosomaevansi (AB551921.1)
TTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAA

Trypanosomavivax (TvY486 03)
————— 159
Trypanosomavivax (KC196665.1)
————— 0
Trypanosomavivax (KC196671.1)
————— 0
Trypanosomavivax (KC196667.1)
————— 0
Trypanosomatheileri (JX178167.1)
TCAAGAACCAAAGTGTGGGGATCGAAGATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAA

1137

1172

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) = = ——-—-—————————— -

————— 0
Trypanosomatheileri (JX178185.1
TCAAGAACCAAAGTGTGGGGATCGAAGATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAA

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) = ——-———————mm oo

————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)
TCAAGAACCAAAGTGTGGGGATCAAAGATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAA
Trypanosomaevansi (AB551921.1)
TCAAGAACCAAAGTGTGGGGATCAAAGATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAA

1197

1232



Trypanosomavivax (TvY486_ 03)

————— 159

Trypanosomavivax (KC196665.1)

————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1)

————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1)

————— 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1)
ATCTCG 690
Trypanosomatheileri (TM35.000312160)
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1
ATCTCG 690
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)
CCATGACACCCATGAATTGGGGAACATCATTGGGTGCCCGTGTGGCGGCCTTTTGTGCCG 1257
Trypanosomaevansi (AB551921.1)
CCATGACACCCATGAATTGGGGAACATCATTGGGTGCCCGTGTGGCGGCCTTTTGTGCCG 1292

Trypanosomavivax (TvY486_ 03)

————— 159

Trypanosomavivax (KC196665.1)

————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1)

77777 0

Trypanosomavivax (KC196667.1)

77777 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1)
77777 736
Trypanosomatheileri (TM35.000312160)
77777 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1
77777 736
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03)
77777 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)
ACCCTCGGCCCCAATTTATTTATCAATTTACGTGCCTATTCTATCACCCCCGGTTCCCTC 1317
Trypanosomaevansi (AB551921.1)
ACCCTCGGCCCCAATTTATTTATCAATTTACGTGCCTATTCTATCACCCCCGGTTCCCTC 1352

Trypanosomavivax (TvY486 03)
————— 159
Trypanosomavivax (KC196665.1)
————— 0
Trypanosomavivax (KC196671.1)
————— 0
Trypanosomavivax (KC196667.1)
————— 0
Trypanosomatheileri (JX178167.1) -
GGTCCTCGCAAGGGGGCCTTTAACGGGAATATCCTCAGCACGTTATCTGACTTCTTC 793
Trypanosomatheileri (TM35.000312160)
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1 -—=
GGTCCTCGCAAGGGGGCCTTTAACGGGAATATCCTCAGCACGTTATCTGACTTCTTC 793
Trypanosomaevansi(STIBBOB_ChrO3)
————— 0
Trypanosomaevansi (MN446740.1)
ACGTTTCTTACTTCTTC 1376

TTTTGAGGTTCTTCCGGGGTTTTTTACGGGAATATCCTCAGC-

Trypanosomaevansi (AB551921.1)
ACGTTTCTTACTTCTTC 1411

Trypanosomavivax (TvY486 03)
————— 159
Trypanosomavivax (KC196665.1)

TTTTGAGGTTCTTCCGGGGTTTTTTACGGGAATATCCTCAGC-

————— 0
Trypanosomavivax (KC196671.1)
————— 0
Trypanosomavivax (KC196667.1)
————— 0
Trypanosomatheileri (JX178167.1)
ACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGTCTCAGGGGGGAGTACGTTCGCAAGAGTGARACTTAA 853
Trypanosomatheileri (TM35.000312160)
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1
ACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGTCTCAGGGGGGGGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAA 853
Trypanosomaevansi (STIB805_ Chr03)
————— 0
Trypanosomaevansi (MN446740.1)
ACGCGAAAGCTTGGAGGTTACAGTCTCAGGGGGGAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAA 1436
Trypanosomaevansi (AB551921.1)
ACGCGAAAGCTTGGAGGTTACAGTCTCAGGGGGGAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAA 1471

Trypanosomavivax (TvY486_03)
————— 159
Trypanosomavivax (KC196665.1)
————— 0
Trypanosomavivax (KC196671.1)
————— 0



Trypanosomavivax (KC196667.1) = ——-- - - - — oo
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1)

AGAAATTGACGGAATGGCACCACAAGACGCGGAGCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACG 913

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) @ ———————m—mmmmmmmm e
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1

AGAAATTGACGGAATGGCACCACAAGACGTGGAGCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACG 913
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) ===
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

AGAAATTGACGGAATGGCACCACAAGACGTGGAGCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACG 1496

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

AGAAATTGACGGAATGGCACCACAAGACGTGGAGCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACG 1531

Trypanosomavivax (TvY486_03) = —o— oo
————— 159

Trypanosomavivax (KC196665.1) = ——=—-—-—-—— -
————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) = —o - oo — oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = ——-—-—-— -
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1)

GGGAACTTTACCAGATCCGGACAGGGTGAGGATTGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATC 973

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) = ——=—-——————— - ——— o
77777 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1

GGGAACTTTACCAGATCCGGACAGGGTGAGGATTGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATC 973
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) = ——-—---mmommmmmmmmmmmmmm————————— oo
77777 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

GGGAACTTTACCAGATCCGGACAGGGTGAGGATTGACAGATGGAGTGTTCTTTCTCGATC 1556

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

GGGAACTTTACCAGATCCGGACAGGGTGAGGATTGACAGATGGAGTGTTCTTTCTCGATC 1591

Trypanosomavivax (TvY486_03) = —ooo o mmmmmmmm———————————————
77777 159

Trypanosomavivax (KC196665.1) = ——-—-—-—- -
————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) = —o— oo oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = —o— oo oo
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1)

CCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGCTTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCG 1033

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) = ————————————-—m—m o
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1

CCCTGAATGGCGGTGCATGGCCGCTTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCG 1033
Trypanosomaevansi(STIBBOB_ChrO3) ———————————————————————————————————————————————————————
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

CCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGCTTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCG 1616

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

CCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGCTTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCG 1651

Trypanosomavivax (TvY486_03) = —--mmmmmmmmmm——————————————
————— 159

Trypanosomavivax (KC196665.1) = —-——om—— oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) = —o - oo oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = —o - oo oo
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1)

TCAACGGACGAGATCCAAGCTGCCCAGTAGGATTCAGAATTGCCCATAGGATAGCAA--T 1091

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) = ————-———————mmm oo
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1

TCAACGGACGAGATCCAAGCTGCCCAGTAGGATTCAGAATTGCCCATAGGATAGCAA--T 1091
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) = —--——-————mmm oo
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

TCAACGGACGAGATCCAAGCTGCCCAGTAGGTGCCGGGATTGTCCACACAGGACAGCAGT 1676

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

TCAACGGACGAGATCCAAGCTGCCCAGTAGGTGCCGGGATTGTCCACACAGGACAGCAGT 1711

Trypanosomavivax (TvY486_03) = —----m oo oo

;;;g;nosomavijjf(Kcl96665.l ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomaviégx(KC196671.1) ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomaviégx(KC196667.1 ———————————————————————————————————————————————————————
;;;g;nosomathélleri(JX178167.1) CCCCTCCGCGGGTTTTT---CCC-AAGGAGGGGCGATAT-——-——-—~—
TCGTTTGTATCCTT 1140

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) = = ——————————————— -
————— 0



Trypanosomatheileri (JX178185.1 CCCCTCCGCGGGTTTTT---CCC-AAGGAGGGGCGATAT———~-———
TCGTTTGTATCCTT 1140

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) = =  —--——-—————mmm oo
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

CCCTCCGGCGGGGATTTTTTCCCCAACGGTGGTCGTCATCCTTCTTTTTACAGGCCCCTT 1736

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

CCCTCCGGCGGGGATTTTTTCCCCAACGGTGGTCGTCATCCTTCTTTTTACAGGCCCCTT 1771

Trypanosomavivax (TvY486_03) = ——-—-—--mommm oo
TTCTGCAGATCATACCAACTATCG 183

Trypanosomavivax (KC196665.1) & —o—mmm o
————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) & —o—m e
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = ——-————— oo
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1) CTCTGCGGGATTCCT--
TGTTTTGCGCAAGGTGGGATTTTGGGCAACAGCAGGTCTGTGA 1198

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) = ———————————— - - -
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1 CTCTGCGGGATTCCT--
TGTTTTGCGCAAGGTGAGATTTTGGGCAACAGCAGGTCTGTGA 1198

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) =  —--——o———mmm oo
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

CTCTGCGGGATTCCTTGCTTTTCGCGCAAGGTGAGATTTTGGGCAACAGCAGGTCTGTGA 1796

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

CTCTGCGGGATTCCTTGCTTTTCGCGCAAGGTGAGATTTTGGGCAACAGCAGGTCTGTGA 1831

Trypanosomavivax (TvY486_03) [ € O O R e
77777 190

Trypanosomavivax (KC196665.1) = —--——mm oo
77777 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) = —-———mm oo
77777 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = —--———m oo
77777 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1)

TGCTCCTCAATGTTCTGGGCGACACGCGCACTACAATGTCAGTGAGAACAAGAAAAACGA 1258

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) = = ——-—-—————————— -
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1

TGCTCCTCAATGTTCTGGGCGACACGCGCACTACAATGTCAGTGAGAACAAGAAAAACGA 1258
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) = —-——-—————mmm oo
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

TGCTCCTCAATGTTCTGGGCGACACGCGCACTACAATGTCAGTGAGAACAAGAGTCCGAG 1856

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

TGCTCCTCAATGTTCTGGGCGACACGCGCACTACAATGTCAGTGAGAACAAGAGTCCGAG 1891

Trypanosomavivax (TvY486_03) = ——-—--—--—--—--—-—-—o—ooo
CTGCGTTCTTCAACGAACCGGGAAGCCAAGTCATC-—-— 225

Trypanosomavivax (KC196665.1) = —- - oo —— oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) = —- - oo — oo oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = —- - - —— oo
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1) Commmm——=
TTTTGTCGGACCTACTTGATCAAAAGGGTGGGAAAACCCCGGAATCACAT 1309

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) @ ————-———————m—m—mm oo
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1 C———=—————=
TTTTGTCGGACCTACTTGATCAAAAGAGTGGGAAAACCCCGGAATCACAT 1309

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) = —--—-—-————mmm oo
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

CGGCACTTCACAATGTCGCTCCCGCTTGATCAAAAGAGCGGGGAAACCACGGAATCACGT 1916

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

CGGCACTTCACAATGTCGCTCCCGCTTGATCAAAAGAGCGGGGAAACCACGGAATCACGT 1951

Trypanosomavivax (TvY486 03) = ——-———————mmmmmm oo CATCGCGACACGTTG-—-----—
TGCGGG 246

Trypanosomavivax (KC196665.1) @ o
————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) @ o
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) @ ce e
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1)

AGACCCACTTGGGACCGAGTATTGCAATTATTGGTCGCGCAACGAGGAATGTCTCGTAGG 1369

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) = ————-——————— - - -
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178185.1

AGACCCACTTGGGACCGAGTATTGCAATTATTGGTCGCGCAACGAGGRAATGTCTCGTAGG 1369
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) == oo
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

AGACCCACTTGGGACCGAGTATTGCAATTATTGGTCGCGCAACGAGGRAATGTCTCGTAGG 1976



Trypanosomaevansi (AB551921.1)
AGACCCACTTGGGACCGAGTATTGCAATTATTGGTCGCGCAACGAGGAATGTCTCGTAGG 2011

Trypanosomavivax (TvY486_03) CCGTGCTCCACC-—=——— === === — -
————— 258

Trypanosomavivax (KC196665.1) = ————— oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) = —- o - oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = —- - oo m oo
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1)

CGCAGCTCATCAAACTGTGCCGATTACGTCCCTGCCATTTGTACACACCGCCCGTCGTTG 1429

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) = =————————————m—m
GTACACACCGCCCGTCGTTG 20

Trypanosomatheileri (JX178185.1

CGCAGCTCATCAAACTGTGCCGATTACGTCCCTGCCATTTGTACACACCGCCCGTCGTTG 1429
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) = =  ——-———————mmm oo
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

CGCAGCTCATCAAACTGTGCCGATTACGTCCCTGCCATTTGTACACACCGCCCGTCGTTG 2036

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

CGCAGCTCATCAAACTGTGCCGATTACGTCCCTGCCATTTGTACACACCGCCCGTCGTTG 2071

Trypanosomavivax (TvY486 03) = —o— oo oo
77777 258

Trypanosomavivax (KC196665.1) = —-———mm oo
77777 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) = == ——m—m oo
77777 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = = —-——— oo
77777 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1)

TTTCCGATGATGGTGCAATACAGGTGAACGGACAGTCGAACGTTTCGTTTGACCGAAAGT 1489

Trypanosomatheileri (TM35.000312160)

TTTCCGATGATGGTGCAATACAGGTGAACGGACAGTCGAACGTTTCGTTTGACCGAAAGT 80

Trypanosomatheileri (JX178185.1

TTTCCGATGATGGTGCAATACAGGCGAACGGACAGTCGAACGTTTCGTTTGACCGAAAGT 1489
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) = —--——o———mmm oo
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

TTTCCGATGATGGTGCAATACAGGTGATCGGACCGTCGCTCGTCTCGGGCGACCGARAGT 2096

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

TTTCCGATGATGGTGCAATACAGGTGATCGGACCGTCGCTCGTCTCGGGCGACCGARAAGT 2131

Trypanosomavivax (TvY486_ 03) = —o— oo
————— 258

Trypanosomavivax (KC196665.1) = —o——oom oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) = —- - oo oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = —- - oo — oo oo
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1)

TCACCGATATTTCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACC 1549

Trypanosomatheileri (TM35.000312160)

TCACCGATATTTCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACC 140

Trypanosomatheileri (JX178185.1

TCACCGATATTTCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACC 1549
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) = ——--—-——-——-—-mm oo
————— 0

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

TCACCGATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACC 2156

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

TCACCGATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACC 2191

Trypanosomavivax (TvY486 03) = —o- oo
————— 258

Trypanosomavivax (KC196665.1) = —-— oo oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) = —o— oo oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = —o - oo oo
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1)

TGCAGCTGGATCATTTTCCGATGAGATTATGTATCACACATATTTTTATATGTACCGCG— 1608

Trypanosomatheileri (TM35.000312160)

TGCAGCTGGATCATTTTCCGATGAGATTATGTATCACACATATTTTTATATGTACCGCG— 199

Trypanosomatheileri (JX178185.1

TGCAGCTGGATCATTTTCCGATGAGATTATGTATCACACATATTTTTATATGTACCGCG- 1608
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) = ——————————-—-—-——-
TCTGATATCCATTATACAAAAAAGAGCATATTTATGTGCATGTA 44

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

TGCAGCTGGATCATTTTCTGATATCCATTATACAAAAAAGAGCATATTTATGTGCATGTA 2216
Trypanosomaevansi (AB551921.1)
TGCAGCTGGATCATTTTCTGATATCCATTATACAAAAAAGAGCATATTTATGTGCATGTA 2251

Trypanosomavivax (TvY486_03) = ——-—---mm o mmmmmmmmm———————————————
————— 258



Trypanosomavivax (KC196665.1) = ——-————m oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) = ——-————m oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = —o—mmm o
————— 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1) =——=———————- GGGTGGAA-—-———=————
TAATATATTTTATGTATGTATATATACATAT 1647

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) —-—=—=——=——--- GGGTGGAA--—=-=—=—=——
TAATATATTTTATGTATGTATATATACATAT 238

Trypanosomatheileri (JX178185.1 = ——————————- GGGTGGAA--———=—=—~—
TAATATATTTTATGTATGTATATATACATAT 1647

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03)

TAAATTGCACAGTATGCAACCAAAAATATACATATATGTTTTACATGTATGTGTTTCTAT 104

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

TAAATTGCACAGTATGCAACCAAAAATATACATATATGTTTTACATGTATGTGTTTCTAT 2276

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

TAAATTGCACAGTATGCAACCAAAAATATACATATATGTTTTACATGTATGTGTTTCTAT 2311

Trypanosomavivax (TvY486_03) = —o - oo
————— 258

Trypanosomavivax (KC196665.1) = ——-—-—-—-—-- -
————— 0

Trypanosomavivax (KC196671.1) = —o - oo oo
————— 0

Trypanosomavivax (KC196667.1) = ——-—-—-—- -
77777 0

Trypanosomatheileri (JX178167.1) GTATATTTCCTCCTTCGCACAGATGTAT-—--TACATA---——-—-—=---—-
TTGCATTTT 1690

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) GTATATTTCCTCCTTCGCACAGATGTAT----TACATA--—-——————————
TTGCATTTT 281

Trypanosomatheileri (JX178185.1 GTATATTTCCTCCTTCGCACAGATGTAT----TACATA---——————————
TTGCATTTT 1690

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03)

ATGCCGTTTGACATGGGAGATGAGGGATGTTATATATAGTTCTGTTATTTTCTAACATGT le4

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

ATGCCGTTTGACATGGGAGATGAGGGATGCTATATATAGTTCTGTTATTTTCTATTATGT 2336

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

ATGCCGTTTGACATGGGAGATGAGGGATGCTATACATAGTTCTGTTATTTTCTATCATGT 2371

Trypanosomavivax (TvY486 03) = —o— oo oo
————— 258

Trypanosomavivax (KC196665.1) = ———-——————m oo TTCCGACCCTC---
————— 11

Trypanosomavivax (KC196671.1) = ————————m oo TTCCGA---
————— 6

Trypanosomavivax (KC196667.1) = ———-——————— oo TTCCGACCCTC---
————— 11

Trypanosomatheileri (JX178167.1) GTCTGTTGTTGTGTGTGGGTGTATATCTCT—————————
CATGCACAGCCTCAGACAGTG 1741

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) GTCTGTTGTTGTGTGTGGGTGTATATCTCT--——-——-——
CATGCACAGCCTCAGACAGTG 332

Trypanosomatheileri (JX178185.1 GTCTGTTGTTGTGTGTGGGTGTATATCTCT--——-—-———
CATGCACAGCCTCAGACAGTG 1741

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03)

ATGTGTGTTAGAGTGTCTGTGTTAATATACTTTTTAATGCATGCTCTACATAATATACAG 224
Trypanosomaevansi (MN446740.1)
ATGTGTGTTAGAGTGTCTGTGTTAATATACTTTTTAATGCATGCTCTACATAATATACAG 2396
Trypanosomaevansi (AB551921.1)
ATGTGTGTTAGAGTGTCTGTGTTAATATACTTTTTAATGCATGCTCTACATAATATACAG 2431

Trypanosomavivax (TvY486 03) = —o o oo

————— 258

Trypanosomavivax (KC196665.1) = ————————————— CTCTCTTCTCGTCGCGCCCGTCTCCCGGCCACCGG-
GGCGGGACAGC 57

Trypanosomavivax (KC196671.1) = ————————————— CCCTCTTCTCGTCGCGCCCGTCTCCCGGCCACCGG-
GGCGGGACAGC 52

Trypanosomavivax (KC196667.1) = ————————————— TTCTCTTCTCGTCGCGCCCGTCTCCCGGCCACCGG-
GGCGGGACAGC 57

Trypanosomatheileri (JX178167.1) CAATAACARA---ARA--AACTCATGCCGCTTGACTCTCT-===—====—=——=——
————— 1776

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) CAATAACARAA--ARA--AACTCATGCCGCTTGACTCTCT-===—====—=——=——
————— 368

Trypanosomatheileri (JX178185.1 CAATAACARAA--ARA--AACTCATGCCGCTTGACTCTCT-~-==—====—=——=——
————— 1777

Trypanosomaevansi (STIB805_ Chr03)

TAGTAATAACACAGAGAATACGTATGTAATGCGTATCTCTCCATATCTATATATATGTAT 284

Trypanosomaevansi (MN446740.1) TAGTAATAACACAGAGAATACGTATGGAATGCGTATCTCTCTATATA--
TATTTATGTAT 2454

Trypanosomaevansi (AB551921.1) TAGTAATAACACAGAGAATACGTATGGAATGCGTATCTCTCTATATA--

TATTTATGTAT 2489

Trypanosomavivax (TvY486_03) = —-——-m— oo

————— 258

Trypanosomavivax (KC196665.1
AAACCACGCAGCTGCCGCTCGACCGCGCCCCGCGCGCAGGTGGAGCACGGCCCGCACAAL 117
Trypanosomavivax (KC196671.1)
AAACCACGCAGCTGCCGCTCGACCGCGCCCCGCGCGCAGGTGGAGCACGGCCCGCACAAL 112

Trypanosomavivax (KC196667.1)
AAACCACGCAGCTGCCGCTCGACCACGCCCCGCGCGCAGGTGGAGCACGGCCCGCACRAL 117



Trypanosomatheileri (JX178167.1) = ————=---

TCACATAATAATTAATTATTATATGGTGATTGTTGAGAACGGCCCCAACAAC 1828
Trypanosomatheileri (TM35.000312160) -—=-===---
TCACATAATAATTAATTATTATATGGTGATTGTTGAGAACGGCCCCAACAAC 420
Trypanosomatheileri (JX178185.1 = —==————-
TCACATAATAATTAATTATTATATGGTGATTGTTGAGAACGGCCCCAACAAC 1829

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03)
ATATGCTATGTGTATATCAACCTCGCATATTTTCTCCCTGTTGACCACGGCTCCCACAAC
Trypanosomaevansi (MN446740.1)
ATATGCTATGTGTATATCAACCTCGCATATTTTCTCCCTGTTGACCACGGCTCCCACAAC
Trypanosomaevansi (AB551921.1)
ATATGCTATGTGTATATCAACCTCGCATATTTTCTCCCTGTTGACCACGGCTCCCACAAC

Trypanosomavivax (TvY486_03) = —=——=-————————mmmmm—o

————— 258

Trypanosomavivax (KC196665.1)
GTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCCGGTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGCGCGATAGT
Trypanosomavivax (KC196671.1)
GTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCCGGTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGCGCGATAGT
Trypanosomavivax (KC196667.1)
GTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCCGGTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGCGCGATAGT
Trypanosomatheileri (JX178167.1)
GTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAG
Trypanosomatheileri (TM35.000312160)
GTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAG
Trypanosomatheileri (JX178185.1
GTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAG
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03)
GTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAG
Trypanosomaevansi (MN446740.1)
GTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAG
Trypanosomaevansi (AB551921.1)
GTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAG

Trypanosomavivax (TvY486_03) == —————————m—mmmmm—o

77777 258

Trypanosomavivax (KC196665.1)
TGGTATGATCTGCAGAACCACTCGATTACCCAGTCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAG
Trypanosomavivax (KC196671.1)
TGGTATGATCTGCAGAACCACTCGATTACCCAGTCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAG
Trypanosomavivax (KC196667.1)
TGGTATGATCTGCAGAACCACTCGATTACCCAGTCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAG
Trypanosomatheileri (JX178167.1)
TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAG
Trypanosomatheileri (TM35.000312160)
TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAG
Trypanosomatheileri (JX178185.1
TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAG
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03)
TGGTATCAATTGCAGAATCATTTCATTGCCCAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAG
Trypanosomaevansi (MN446740.1)
TGGTATCAATTGCAGAATCATTTCATTGCCCAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAG
Trypanosomaevansi (AB551921.1)
TGGTATCAATTGCAGAATCATTTCATTGCCCAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAG

Trypanosomavivax (TvY486_03) = —=————————mmmmmm o

————— 258

Trypanosomavivax (KC196665.1)
CAGCCCCCCGGGGTCATCCCCGTGCATGCCGCAGTCTCAGTGTCGAACACAACACACGCC
Trypanosomavivax (KC196671.1)
CAGCCCCCCGGGGTCATCCCCGTGCATGCCGCAGTCTCAGTGTCGAACACAACACACGCC
Trypanosomavivax (KC196667.1)
CAGCCCCCCGGGGTCATCCCCGTGCATGCCGCAGTCTCAGTGTCGAACACAACACACGCC
Trypanosomatheileri (JX178167.1)
AAGCTCCTCGGAGTCATCCCCGTGCATGCCATATTTCTCAGTGTCGAACAACAAAAAACC
Trypanosomatheileri (TM35.000312160)
AAGCTCCTCGGAGTCATCCCCGTGCATGCCATATTTCTCAGTGTCGAACAACAAAAAACC
Trypanosomatheileri (JX178185.1
AAGCTCCTCGGAGTCATCCCCGTGCATGCCATATTTCTCAGTGTCGAACAACAAAAAACC
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03)
AAGCTCTCTCGAGCCATCCCCGTGCATGCCACATTTCTCAGTGTCGAATATAAAAACAAA
Trypanosomaevansi (MN446740.1)
AAGCTCTCTCGAGCCATCCCCGTGCATGCCACATTTCTCAGTGTCGAATATAAAAACAAA
Trypanosomaevansi (AB551921.1)
AAGCTCTCTCGAGCCATCCCCGTGCATGCCACATTTCTCAGTGTCGAATATAAAAACAAA

Trypanosomavivax (TvY486_03) = —=—————m——mm e

————— 258

Trypanosomavivax (KC196665.1) GCCCAC-
GCACTGCGCACTGCACGTGCCGCGGCGGCGCACCAACGAGCCTGGCACACACA 356
Trypanosomavivax (KC196671.1) GCCCAC-
GCACTGCGCACTGCACGTGCCGCGGCGGCGCACCAACGAGCCTGGCACACACA 351
Trypanosomavivax (KC196667.1) GCCCAC-
GCACTGCGCACTGCACGTGCCGCGGCGGCGCACCAACGAGCCTGGCACACACA 356

Trypanosomatheileri (JX178167.1)
ACCATACAAACATGTTATTGTGTATGTGTGTGTGGGAATTTTAAACAGAGAGCCCTTGGG
Trypanosomatheileri (TM35.000312160)
ACCATACAAACATGTTATTGTGTATGTGTGTGTGGGAATTTTAAACAGAGAGCCCTTGGG
Trypanosomatheileri (JX178185.1
ACCATACAAACATGTTATTGTGTATGTGTGTGTGGGAATTTTAAACAGAGAGCCCTTGGG

344

2514

2549

177

172

177

1888

1889

404

2574

2609

232

237

1948

540

1949

464

2634

2669

297

292

297

2008

600

2009

524

2694

2729

2068

2069



Trypanosomaevansi (STIB805_ Chr03
578
Trypanosomaevansi (MN446740.1)

ACGCACACCTATTTTGTGTTGTTCAACGCACGCAAAAAATCCCGCCACCTCTTC-

ACGCACACCTATTTTGTGTTGTTCAACGCACGCAAAAAATCCCGCCACCTCTTTCTC--— 2751

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

ACACACACCTATTTTGTGTTGTTCAACGCACGCAAAAAATCCCGCCACCTCTTTCTC--- 2786

Trypanosomavivax (TvY486_03) = —o-mmm o mmmmmmmm———————————————
————— 258

Trypanosomavivax (KC196665.1) -
CACGCAGGGCACGCGCAGCGCGCAGCCCGGCCAGCGGACCCACACGCACGTGCGCAGC 414

Trypanosomavivax (KC196671.1)

CACACGCAGGGCACGCGCAGCGCGCAGCCCGGCCAGCGGTCCCACACGCACGTGCGCAGC 411

Trypanosomavivax (KC196667.1)

CACACGCAGGGCACGCGCAGCGCGCAGCCCGGCCAGCGGACCCACACGCACGTGCGCAGC 416

Trypanosomatheileri (JX178167.1) GATACGGATGAAACACACT-----
CTCCGGCACGCGTTTACTCGCATGCAGAAAGAGAGG 2123

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) GATACGGATGAAACACACT-----
CTCCGGCACGCGTTTACTCGCATGCAGAAAGAGAGG 715

Trypanosomatheileri (JX178185.1 GATACGGATGAAACACACT-----—
CTCCGGCACGCGTTTACTCGCATGCAGAAAGAGAGG 2124

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) TCCTCGTGTGGTGCATATT-—--—— CATGTTTGTGAGTGTGCACATATACG-----
ATATC 628

Trypanosomaevansi (MN446740.1) CTCGTGTGGGGTGCATATT----— CATGTTTGTGAGTGTGCACATATACG-----
ATATC 2801

Trypanosomaevansi (AB551921.1) CTCGTGT--GGTGCATATT----— CATGTTTGTGAGTGTGCACATATACG-—---—
ATATC 2834

Trypanosomavivax (TvY486_03)

258
Trypanosomavivax (KC196665.1)
CAACGGCGCCGCGTCACGCGCGCG 469
Trypanosomavivax (KC196671.1)
CACCGGCGCCGCGTCACGCGCGCG 466
Trypanosomavivax (KC196667.1)
CACCGGCGCCGCGTCACGCGCGCG 471
Trypanosomatheileri (JX178167.1)

GCACAGCACGCACGCATG-CACGCAAACGAGG——--—

GCACAGCACGCACGCATG-CACGCAAACGAGG——--—

GCACAGCACGCACGCATG-CACGCAAACGAGG——--—

GCTACACTATTTTTTTAGTGTGGTATTTTTGTGTATGATCCGCTCCGGCGCTTGTGTGTG 2183

Trypanosomatheileri (TM35.000312160)

GCTACACTATTTTTTTAGTGTGGTATTTTTGTGTATGATCCGCTCCGGCGCTTGTGTGTG 775

Trypanosomatheileri (JX178185.1

GCTACACTATTTTTTTAGTGTGGTATTTTTGTGTATGATCCGCTCCGGCGCTTGTGTGTG 2184

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) TTTCA--ACTCTTTCTA--
CTCGCACAATGGTGTATGTCACGCATATACGTGTGTGTAGT 684

Trypanosomaevansi (MN446740.1) TTTCA--ACTCTTTCTA--
CTCGCACAATGGTGTATGTCACGCATATACGTGTGTGTAGT 2857

Trypanosomaevansi (AB551921.1) TTTCA--ACTCTTTCTA--
CTCGCACAATGGTGTATGTCACGCATATACGTGTGTGTAGT 2890

Trypanosomavivax(TVY486_O3) ———————————————————————————————————————————————————————
————— 258

Trypanosomavivax (KC196665.1) CACCGCTCTGC—========—=———————————— CCTTCTGT--—=======————
————— 488

Trypanosomavivax (KC196671.1) CACCGCTCTGC—========—=———————————— CCTTCTGT--—=======————
————— 485

Trypanosomavivax (KC196667.1) CACCGCTCTGC—=========———————————— CCTTCTGT--—=======————
————— 490

Trypanosomatheileri (JX178167.1)

TGTGCGTGTGCTCCTTCCTCTCTCACTTTGTACTCATATGTATATGTGTGTGTAAATTGA 2243

Trypanosomatheileri (TM35.000312160)

TGTGCGTGTGCTCCTTCCTCTCTCACTTTGTACTCATATGTATATGTGTGTGTAAATTGA 835

Trypanosomatheileri (JX178185.1

TGTGCGTGTGCTCCTTCCTCTCTCACTTTGTACTCATATGTATATGTGTGTGTAAATTGA 2244

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) GAGTGATATG-----— GAAGAGAAATGGGAAAGGCATATATAT--
ATGTATATACATAAT 736

Trypanosomaevansi (MN446740.1) GAGTGATATG------—
GAAGAGAAATGGGAAAGGCATATGTATATATGTATATACATAAT 2911

Trypanosomaevansi (AB551921.1) GAGTGATATG------—
GAAGAGAAATGGGAAAGGCATATATATATATGTATATACATAAT 2944

Trypanosomavivax (TvY486 03) = —o - oo
————— 258

Trypanosomavivax (KC196665.1) = —- - oo oo oo
————— 488

Trypanosomavivax (KC196671.1) = —-——om— oo
————— 485

Trypanosomavivax (KC196667.1) = —- - om— oo oo
————— 490

Trypanosomatheileri (JX178167.1) GAAARA-—————=—=—————=——————— GGGGGAATCATACC-
ACATACATGTCTGTACAACA 2283

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) GAAARAA-—=————————————————~— GGGGGAATCATACC-
ACATACATGTCTGTACAACA 875

Trypanosomatheileri (JX178185.1 GAAAAA-——————=———————————~— GGGGGAATCATACC-
ACATACATGTCTGTACAACA 2284

Trypanosomaevansi (STIB805_ Chr03

ATATATGTGTGTGGATTTGTGTGTTGAGCACATATAAGGAAAAAGGTTGCGTGTATATAC 796

Trypanosomaevansi (MN446740.1)

ATATATGTGTGTGGATTTGTGTGTTGAGCACATATAAGGAAAAAGGTTGCGTGTATATAC 2971

Trypanosomaevansi (AB551921.1)

ATATATGTGTGTGGATTTGTGTGTTGAGCACATATAAGGAAAAAGGTTGTGTGTATATAC 3004



Trypanosomavivax (TvY486_03) = ——————————————————o
————— 258

Trypanosomavivax (KC196665.1) = ——————————————m
————— 488

Trypanosomavivax (KC196671.1) === ———————————m——
————— 485

Trypanosomavivax (KC196667.1) = ——————————————————
————— 490

Trypanosomatheileri (JX178167.1)
ACAACCAAAAACACCAACGAGAGAAAAAGATAAGAAAAGGATTGGGGCTTAGGTCTCTCT
Trypanosomatheileri (TM35.000312160)
ACAACCAAAAACACCAACGAGAGAAAAAGATAAGAAAAGGATTGGGGCTTAGGTCTCTCT
Trypanosomatheileri (JX178185.1
ACAACCAAAAACACCAACGAGAGAAAAAGATAAGAAAAGGATTGGGGCTTAGGTCTCTCT
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) AGAGAGTCTGTGGCGGTTG
ATGTATATGTGTGTGT 851

Trypanosomaevansi (MN446740.1) AGAGAGTCTGTGGCGGTTG
ATGTATATGTGTGTGT 3026

Trypanosomaevansi (AB551921.1) AGAGAGTCTGTGGCGGTTG
AAATATATATATGTATATGTGTGTGT 3061

Trypanosomavivax (TvY486 _03) = ——————————————————o
————— 258

Trypanosomavivax (KC196665.1) = ———————————————————
————— 488

Trypanosomavivax (KC196671.1) = ————————————m
77777 485

Trypanosomavivax (KC196667.1) = —————————————
77777 490

Trypanosomatheileri (JX178167.1) TCTTT------ TTTTTCTT
TGGTATATAAAAATTA 2391

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) TCTTT------ TTTTTCTT
TGGTATATAAAAATTA 983

Trypanosomatheileri (JX178185.1 TCTTT------ TTTTTCTT
TGGTATATAAAAATTA 2392

2343

935

2344
GGACATGTGTAT---AAATATAT--

GGACATGTGTAT---AAATATAT--

GGACATGTGTAT---

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) TCCGCTGTGGAGATTTTATATCTTACGGAGAGTGTTCATA-—

TATATGTTTGTACGCATG 909

Trypanosomaevansi (MN446740.1)
TCCGCTGTGGAGATTTTATATCTTACGGAGAGTGTTCATATATATATGTTTGTACGCATG
Trypanosomaevansi (AB551921.1)
TCCGCTGTGGAGATTTTATATCTTACGGAGAGTGTTCATATATATATGTTTGTACGCATG

Trypanosomavivax (TvY486 03) == =————————mm o

————— 258
Trypanosomavivax (KC196665.1) = ———————————————————
————— 488
Trypanosomavivax (KC196671.1) = ———————————————————
————— 485
Trypanosomavivax (KC196667.1) = ———————————————————
————— 490
Trypanosomatheileri (JX178167.1) TACTGTGTGGGTGCGTGTT
————— 2410
Trypanosomatheileri (TM35.000312160) TACTGTGTGGGTGCGTGT-
————— 1001
Trypanosomatheileri (JX178185.1 TACTGTGTGGGTGCGTGTT
————— 2411

Trypanosomaevansi(STIBBOB_ChrO3)
TATTTTGGCGCCCCGTATAGAGATTAAAAAAGAAGAAAAAAAGTATGCAAAAGAGGCGGC
Trypanosomaevansi (MN446740.1)
TATTTTGGCGCCCCGTATAGAGATTAAAAAAGAAGAGAAAAAGTATGCAAAAGAGGCGGC
Trypanosomaevansi (AB551921.1)
TATTTTGGCGCCCCGTATAGAGATTAAAAAAGAAGAGAAAAAGTATGCAAAAGAGGCGGC

Trypanosomavivax (TvY486 03) ——=————————m— o

————— 258
Trypanosomavivax (KC196665.1) = ——————————————— o
————— 488
Trypanosomavivax (KC196671.1) = ————-——————————————
————— 485
Trypanosomavivax (KC196667.1) = ————-——————————————
————— 490
Trypanosomatheileri (JX178167.1) = ———————————————————
————— 2410
Trypanosomatheileri (TM35.000312160) = =—====——————————————
————— 1001
Trypanosomatheileri (JX178185.1 = ——————————————
————— 2411

Trypanosomaevansi (STIB805_ Chr03)
GGATAGTGTGTATGTGTGTATTCACAGCAAGCAACTATATTTTGCTGCTTGTGAGTATAT
Trypanosomaevansi (MN446740.1)
GGATAGTGTGTATGTGTGTATTCACAGCAAGCAACTATATTTTGCTGCTTGTGAGTATAT
Trypanosomaevansi (AB551921.1)
GGATAGTGTGTATGTGTGTATTCACAGCAAGCAACTATATTTTGCTGCTTGTGAGTATAT

Trypanosomavivax (TvY486_03) = ——-—--—--—--—--——-—-—-—o
————— 258
Trypanosomavivax (KC196665.1) = ——————————————
————— 488
Trypanosomavivax (KC196671.1) = ——————————————m——
————— 485

3086

3121

969

3146

3181

1029

3206

3241



Trypanosomavivax (KC196667.1) = —-— - - — oo
————— 490

Trypanosomatheileri (JX178167.1) = ———— - - - — oo
————— 2410

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) @ ———————————m—m oo
————— 1001

Trypanosomatheileri (JX178185.1 = ————mmm e e
————— 2411

Trypanosomaevansi (STIB805_Chr03) GCATATATGTACATTATGTGCTTGTGCTTCTTTCGTGTACGCTTC-—-—=—=————
————— 1074

Trypanosomaevansi (MN446740.1

GCATATATGTACATTATGTGCTTGTGCTTCTTTCGTGTACGCTTCACTTTTTTATATTGC 3266

Trypanosomaevansi (AB551921.1

GCATATATGTACATTATGTGCTTGTGCTTCTTTCGTGTACGCTTCACTTTTTTATATTGT 3301

Trypanosomavivax (TvY486_03) = —oo— oo oo
————— 258

Trypanosomavivax (KC196665.1) = —————————— -
————— 488

Trypanosomavivax (KC196671.1) = —o— oo oo
————— 485

Trypanosomavivax (KC196667.1) = ———————— - -
————— 490

Trypanosomatheileri (JX178167.1) = = ——- - - ——mm oo —
————— 2410

Trypanosomatheileri (TM35.000312160) = = —————————————————————— -
77777 1001

Trypanosomatheileri (JX178185.1 = ——-————m oo
77777 2411

Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) = —--————— oo — oo
77777 1074

Trypanosomaevansi (MN446740.1) Y e e
77777 3271

Trypanosomaevansi (AB551921.1

ATTTTTCAGACCTGAGTGTGGCAGGACCACCCGCTAAACTTAAGCATATTACTCAGCGGA 3361

Trypanosomavivax (TvY486_03) = —————————————o 258
Trypanosomavivax (KC196665.1) = —=————————————— 488
Trypanosomavivax (KC196671.1) = —————————————— 485
Trypanosomavivax (KC196667.1)  —=———————————— 490
Trypanosomatheileri (JxX178167.1) = —=———————————— 2410
Trypanosomatheileri (TM35.000312160) = —-——-——————————— 1001
Trypanosomatheileri (JxX178185.1 = -—=————————————— 2411
Trypanosomaevansi (STIB805 Chr03) 1074
Trypanosomaevansi (MN446740.1) = ——-—-——--————— 3271
Trypanosomaevansi (AB551921.1) GGAAAAGAAAACAA 3375

Figura A2. Alineamiento ITS. Se pueden observar las secuencias de los genes ITS de los parasitos Evasi, Theileri y
Vivax. Se observa muestra que la calidad del alineamiento no es 6ptima.
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