Supplemental Figure 1. Multiple sequence alignment of CYP51 from different kingdoms in the
region of P355 (T. cruzi numbering).

sorghum : RCIIM4E LRLHPPLIMLLRQSHSDFTVTTKEGKE ———————— : 375
cane : RCIIME LRLHPPLIMLLRQSHSDFTVTTKEGKE ———————— : 338
corn : RCIKEALRLHPPLIMLLRQSHSDFTVTTKEGKV ———————— : 375
wheat : RCIKEALRLHPPLIMLLRQSHSDFS“TTREGKE ———————— : 375
barley : RCIKEALRLHPPLIMLLRQSHSDFSVTTREGKE ———————— 1 342
oat : RCIKEALRLHPPLIMLLRQSHTDFSVTTREGKE ———————— : 373
rice : RCIKE‘LRLHPPLIMLLRQSHNDFSVTTKDGKE ———————— : 371
onion > RCUNEAREHP B IMESRHSHSDFS)/RTKEGVE---———-- : 372
A_thaliana : RCU4S LRLHPPLIMLMRASHSDFSWTARDGKT ———————— : 374
rapeseed - RCIIMSAMRZIEHP B I MEVINASHCDFS\Y TARDGKT——=—————~ : 372
potato - RCLIS LRLHPPLIMLLRSSHSDFSVTTREGKE ———————— 371
tomato : RCIKEaLRLHPPLIMLLRSSHSEFS“TTREGKE ———————— : 371
tobacco : RCIKE‘LRLHPPLIMLLRSSHSDFTVKTREGKE ———————— : 371
petunia : RCIKEMLRLHPPLIMLLRSSHSDFTVKTREGKE ———————— : 372
columbine : RCIKEaLRLHPPLIMLLRSSHSEFS“TTREGKE ———————— : 378
grape : RCIKEALRLHPPLIMLLRSSHSDFSVTTKDGKE ———————— : 370
cotton : RCIKEMLRLPPPLIMLLRSSPSDFSVKTRDGKE ———————— : 380
poplar : RCIKEaLRLHPPLIMLLRSSHSDFS“TTRDGKE ———————— : 363
ricinus : RCIKEALRLHPPLIMLLRSSHSDFSVKTRDGKE ———————— : 369
apple : RCIKEMLRLHPPLIMLLRSSHSDFSVQTREGKE ———————— : 373
orange : RCIKEaLRLHPPLIMLLRSSHSDFT“QTREGKE ———————— : 359
soybean : RCIKE‘LRLHPPLIMLMRSSHTDFSVTTREGKE ———————— : 370
clover : RCIKEALRLHPPLIMLLRSSHSDFSVTTREGKE ———————— : 372
M.truncatu : RCIKE‘LRLHPPLIMLLRSSHSDFS“TTREGKE ———————— : 410
lotus : RCIKEALRLHPPLIMLLRSSHSDFSVTTREGKE ———————— : 358
pine . RCLISARZEHP (R ] TAKDGKD--——-—-- 371
clementine : QC I4STMSTTPZ®IMENNRAKADVE[EGC--—-————————- : 337
spruce > NCLISAMYP BRI MEYXRRVLKDVEYKG-—-——=———=———— : 359
moss : R LRLHPPLILLLRQNHTDFSWTTREGKS ———————— : 363
O.lucimari : FA LRMHPPLIMLLRMAQVPFEVETSTGKK ———————— : 358
O.tauri : FA LRMHPPLIMLLRYAQSAFEVETTEGKK ———————— - 386
C.reinhard : RNUT[E SYTTSTGKS-=————-- : 385
r.algae o LCLUSTME Y P L{EIRK - ———— KPKFYKE---—-—-- : 389
A.euteiche : AC| I {STMETP®ILHYINKVMKDIECGD--———-——=————— : 374
D.discoide : TV| :{SVREHP[Z®IFEINKVMTPMEYKG--——--——=——=—— - 359
Rhodococcu : A LKETLRLHPPLIILLRVARGEFEVGGYR ——————————— - 338
M.capsulat : NV I4SV[RNEHP|ZE] L{ENKVMKDFEYQGMR--————————- - 339
P.pacifica : AT EVRIIYPZHIVWIIRKVVNDFEFGGYR-—-———————— : 353
V.inaequal : QI M=TMHSYHS IERNAVKOPMPYEGTP-—————————— - 387
V.nashicol : QI MSTMIHSHIHS IARAVKQPMPLIEGTP--————————- - 388
N.Fischi-B : KV {ST[R:EH DGTS-—--——=————- - 390
A.lentul-B : KV|I{STM:EH VKNPMVW)/DGTS--—-——————- - 390
A.fumiga-B : K PIHSIIRAVKNPMAVDGTS ——————————— - 390
A_clavat-B : K PIHSIIRAVKNPMP“EGTP ——————————— : 390
A.flavus-B : K VKNPMPVEGTP ——————————— - 288
A.oryzae - K PIHSIIRAVKNPMPVEGTP ——————————— - 390
A_terreus : K PIHSIMRAVKNPMPVEGTP ——————————— : 390
A_niger-B : K VKNPMPVDGTP ——————————— - 390
A.niger-C : K PIHSIIRAVKNPMPVDGTP ——————————— - 390
C.posadasi :© N TR EHARHS TARAVKSPMPYDGTK - - - === ————— : 390



.Crassa o WVKERIL RLS!
-.globosum : AV [{ST[®:{EN
.anserina : AIV(ST[®:EH
-verticil :© Al (ST[R:{EH
.gramin-B : ANV (ST[®:EH
.sinens-B : ANV (ST[®:EH
tritici - QV\(ST(M: H
-.maculans : QV\/:{(ST[®:%'H
-nodorum : QV\/(ST[R:¥'H
.graminic : QV\/{=T[NCIIH
.lancelet : QV\/(ST[R:%'H

HIHS RAVKTPMPYPGTK -~ — === === —— - 389
HS RAVKOPMPYPGTK——————————— - 389
HIHS 1RHAVKSPMPYPGTK - - - === ——— - 389
HHS RAVKSPMPYPGTK——————————— - 340
HS RAVKSPMPYPGTK——————————— - 391
HIHS 1RAVKQPMAYPGTK - - - = - ——— - 393
HS! RKVKOPLVYDG TN~~~ ——————— - 390
HS! RRVKOPLVYDGTN-—————————— - 389
HIHS IRTVKSPIVIEGTN-— - === ——— - 398
HS! AR VKSPMP{JEGTA-—————————— - 394
IHS! R VKSPMP{JEGTA-—————————— - 398

T.tonsur-B : NV[IETIEHAZHS TMRAVKSPMPYEGTN-—————————— : 391
Aj.capsu-B : HV| ST IH PIHSILRAVKSPMPVDGTR ——————————— : 390
Aj .derma-B : HV|I{ST[E:EH PIHSILRAVKSPMPVDGTR ——————————— : 390
.necator : N LRER PIHSIMRKVKNPMI“PGTK ——————————— - 393
.graminis :© N LRLE PIHSILRKVKNPMPVPGTS ——————————— : 391
.acuformi : N LRLHTPIHSIMRKVKTPMPVTGTK ——————————— : 390
.yallunda : N LRLHTPIHSIMRKVKTPMP“AGTK ——————————— : 390
-Jaapii N B EHTHS HUIRKVKSPMPY/PGTK - - — === ————- : 390
.fuckelia - NVELSTRIEHTHIHS WINKVTTPMPISCGTK--————————- 391
.calthae : NVELSTEIEHTHIHS WINKVTTPMPUSGTK---———=———- : 370
.Fruticol : NIEQSTRAEHTHIHS WINKVTTPMPYSCTK---———————- 391
.scleroti : NILKETLRIHTPIHSIMRKVTTPMPuSGTK ——————————— 331
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.digitatu : N IKETLRLHSSIHTLMRKVKNPMP“PGTD ——————————— : 388

.italicum : N IKETLRLHSSIHTLMRKVKNPMPVPGTD ——————————— : 387

.Fische-A : H VRETLRLHSSIHSLMRKVKSPLPVPGTP ——————————— : 381

.lentul-A - Q VRETLRLHSSIHSLMRKVKSPLP“PGTP ——————————— : 381

-fumiga-A : H IRETLRIHSSIHSIMRKVKSPLPVPGTP ——————————— : 381

.clavat-A : H IRETLRLHSSIHSILRKVKNTLSVPGTS ——————————— : 381

.Flavus-A : NLIKETLRLHLSIHSLMRKVKNPMPVPGTP ——————————— : 375

.niger-A - S IKETLRIHSSIHSIMRKVKNPLPVPGTS ——————————— : 375

j.-capsu-A - N IKETLRLHTSIHSLLRKVMNPMPVAGTP ——————————— 1 382
Aj .derma-A :- N IKETLRLHTSIHSLLRKVKNPLPVPGTP ——————————— : 382
T.tonsur-A : NVUIXNSTENENSSHHSEIINKVKNPMPYPGTS-———=—=———- : 381
M.grisea VKENLR HSSIHSIMRKVKRPMRUPGSD ——————————— : 384
O.sinens-A : NV I4ST[®AYHSSHS MRKVMRPMQVPNSD ——————————— : 386
F.gramin-A : NV|/4ST[E:HSSHHSIERKVKRPMQYPNSP—- - ———————- : 376
C.immitis : MV {ST[REH PIHSIMRKAKNTMAVPGTN ——————————— : 379
S.pombe = YVIQETEEHP HHSHMKVKRDLPY/PGSK - — - —=—————— : 370
P.carinii : YV {ST[R{EHPZ(EHS|FINKVKSPILIENSP-—--——————— : 384
C.albicans : NTIMST[®{/HME{BEHS IFRKVTNPLRUPETN--————————- : 393
C.dublinie : NTANSTEAIHM{BEHS IFRKVKNPLRUPETN--——-——————- : 393
C.tropical : NT IAST[RYHMEBHS! IFRKVMNPLRY/PNTK---———————- : 393
L.elongisp : NTIKETLRMHMPLHSIFRKVMSPMV”PGTT ——————————— : 393
D.hansenii : NIIKETLRMHMPLHSIFRKVKNPLLVPNTQ ——————————— : 393
P_.farinosa : N IKETLRMHMPLHSIFRKVKKPLLVPGTK ——————————— : 392
P_stipitis - N IKETLRLHMPLHSIFRKVSKSLL“PNTN ——————————— : 394
C.krusei T ATUNSTEREHM ABHS] IFRKVTRDLPYPNTS - === === ———— : 393
C.glabrata : QM F4ST[R:EHHEHS EFRKVMRDVALIPNTS - - ————————- : 398
N.delphens : QM I{ST[R:EHH ZBHS|EFRKVMRDVP IPNTS-—————————— : 398
S.cerevisi : QTIKETLRMHHPLHSLFRKVMKDMHVPNTS ——————————— : 397
V.polyspor : QCIKETLRLHHPLHSIFRKVMKDMKVPNTS ——————————— : 396
K.lactis : QTIKETLRLHHPLHSLFRKVMNDMPVPNSS ——————————— : 398
E.gossypii - Q IKETLRMHHPLHSLFRKVTRDMPVPNTS ——————————— : 395
Y.lipolyti : NTUYSTENEHMEIHS FRQVMRDLPYPGTS————=—————- : 387
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Supplemental Figure 2. Amino acid sequence alignment of human and dog CYP51
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* 20 * 40 * 60
MLLLGLLQAGGSVLGQAMEKVTGGNLLSMLLIACAFTLELVYLIRLA oL PAGYKSPPY]
MLLLGLLQAGGSVLGQAMERVTGGNLLSMLLIACAFTLELVYLIRLA A& PAGIAKSPPY]
MLLLGLLQAGGSVLGQAME4VTGGNLLSMLLIACAFTL LVYLIRLA GHL LPAG KSPPY

* 80 * 100 * 120
IFSPIPFLGHAIAFGKSPIEFLENAYEKYGPVFSFTMVGKTFTYLLGSDAAALLFNSKNEDLN
IFSPIPFLGHAIAFGKSPIEFLENAYEKYGPVFSFTMVGKTFTYLLGSDAAALLFNSKNEDLN
IFSPIPFLGHAIAFGKSPIEFLENAYEKYGPVFSFTMVGKTFTYLLGSDAAALLFNSKNEDLN

* 140 * 160 * 180

AEDVYSRLTTPVFGKGVAYDVPNPVFLEQKKMLKSGLNITAHFKQHVS I 1EKETKEYFESWGES
AEDVYSRLTTPVFGKGVAYDVPNPVFLEQKKMLKSGLNIAHFRQHVS I IEKETKEYFQSWGES]
AEDVYSRLTTPVFGKGVAYDVPNPVFLEQKKMLKSGLNITAHF4QHVS 1 IEKETKEYF2SWGES
* 200 * 220 * 240 *

GEKNVFEALSEL 1 ILTASHCLHGKE IRSQLNEKVAQLYADLDGGFSHAAWLLPGWLPLPSFRR
GEKNLFEALSEL 1 ILTASHCLHGKE IRSQLNEKVAQLYADLDGGFSHAAWLLPGWLPLPSFRR
GEKNGFEALSEL 1 ILTASHCLHGKE IRSQLNEKVAQLYADLDGGFSHAAWLLPGWLPLPSFRR

260 * 280 * 300 *
RDRAHREIKDIFYKATQKRRQSQEKIDDILQTLLDATYKDGRPLTDDEVAGML IGLLLAGQHT

RDRAHREITKNIFYKATQKRRQSEEKIDDILQTLLDSTYKDGRPLTDDEVAGML IGLLLAGQHT
RDRAHREIK1IFYKAIQKRRQS2EKIDDILQTLLD TYKDGRPLTDDEVAGML IGLLLAGQHT

320 * 340 * 360 * 3
SSTTSAWMGFFLARD (NKCYLEQKTVCGENLPPLTYDQLKDLNLLDRCIKETLRLRPPIM
SSTTSAWMGFFLARDY KCYLEQKTVCGEDLPPLTYDQLKDLNLLDRCIKETLRLRPPIM
SSTTSAWMGFFLARD TLQ KCYLEQKTVCGE1LPPLTYDQLKDLNLLDRCIKETLRLRPPIM
80 * 400 * 420 * 440
IMMRMARTPQTVAGYT I PPGHQVCVSPTVNQRLKDSWVERLDFNPDRYLQDNPASGEKFAYVP
MMRMAKTPQT IAGYT IPPGHQVCVSPTVNQRLKDSWVERLDFNPDRYLQDNPASGEKFAYVP
MMRMA4TPQT6AGYT IPPGHQVCVSPTVNQRLKDSWVERLDFNPDRYLQDNPASGEKFAYVP

* 460 * 480 * 500

FGAGRHRCIGENFAYVQIKTIWSTMLRLYEFDLIDGYFPTVNYTTMIHTPENPVIRYKRRSK|S
FGAGRHRCIGENFAYVQIKTIWSTMLRLYEFDLIDGYFPTVNYTTMIHTPENPVIRYKRRSK|

FGAGRHRCIGENFAYVQIKTIWSTMLRLYEFDLIDGYFPTVNYTTMIHTPENPVIRYKRRSK

63
63

126
126

189
189

252
252

315
315

378
378

441
441

503
503



Supplemental Figure 3. Amino acid sequence alignment of T. cruzi Marinkellei-CYP51 and Y-

CYP51A.
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MFIEAILLGLTALILYSVYSVKSFNTTRPTDPPVYPLTVPFLGHIVQFGKDPLEFMQRCKR
MFTEATVLGLTALILYSVYSVKSFNTTRPTDPPVYPVTVPFLGHIVQFGKNPL[IEFMQRCKR
MFIEAIGLGLTALILYSVYSVKSFNTTRPTDPPVYPG6TVPFLGHIVQFGK1PL FMQRCKR
* 80 * 100 * 120
=l KSGVFT IN1GGERVT IVGDPHEHSRFFSPRNE I LSPREVYT IMTPVFGEGVAYSAPYPR
Dl KSGVFT IS 1GGORVT IVGDPHEHSRFFSPRNE I LSPREVYT IMTPVFGEGVAY/RAPYPR
LKSGVFTI 1GG RVTIVGDPHEHSRFFSPRNEILSPREVYTIMTPVFGEGVAY APYPR
* 140 * 160 * 180
MREQLNFLAEELT IgKFONFVPATQHEVRKFMAENWNINDEGV INTLEDCGAMI INTACQCL
MREQLNFLAEELT IAKFQNFVPATQHEVRKFMAENWNEDEGV INLLEDCGAMI INTACQCL
MREQLNFLAEELTI KFQNFVPAIQHEVRKFMAENW DEGVINGLEDCGAMIINTACQCL
* 200 * 220 * 240
GEDLRKRLNARMBFAQLLSKMEESL I PAAVFMPWLLRLPLPQSARCREARAELQRILGEII
FGEDLRKRLNAR[ZFAQLLSKMESISL IPAAVFMPWLLRLPLPQSARCREARAELQKILGEII
FGEDLRKRLNAR FAQLLSKME SLI1PAAVFMPWLLRLPLPQSARCREARAELQ4ILGEII
* 260 * 280 * 300
I AREKEEASKDNNTSDLLGGLLKAVYRDGTRMSLHEVCGMIVAAMFAGQHTST I TTSWSMLY
VAREKEEASKDNNTSDLLGGLLKAVYRDGTRMSLHEVCGMIVAAMFAGQHTST I TTSWSML|
6AREKEEASKDNNTSDLLGGLLKAVYRDGTRMSLHEVCGMIVAAMFAGQHTST ITTSWSML
* 320 * 340 * 360
HLMHPKNKKY LDK|gMKE I DEFPAQLNYDNVMDEMPFIEERCVRES I RRDP[gL LMVMRMVKAY]
HLMHPKNKKWLDK|®gIKE | DEFPAQLNYDNVMDEMPHRERCVRES I RRDPSILLMVMRMVKA/S
HLMHPKNKKS5LDK  KEIDEFPAQLNYDNVMDEMPF ERCVRESIRRDP LLMVMRMVKA
* 380 * 400 * 420
VKIGSYVVPKGD I IACSPLLSHHDEEAFPNPRLWDPERDEK IDGAF IAFGAGVHKC 1 GQKH
VKVGSYVVPKGD I IACSPLLSHHDEEAFPNPRLWDPERDEKVDGAF 1 §FGAGVHKC 1 GQKH

VK6GSYVVPKGD 1 IACSPLLSHHDEEAFPNPRLWDPERDEKG6DGAF1 FGAGVHKCIGQKF

* 440 * 460 * 480
ALLQVKTILATAFREYDFQLLRDEVPDPDYHTMVVGPTLNQCLVKY TRKKKLPSjitsxs
ALLQVKTILATAFREYDFQLLRDEVPDPDYHTMVVGPTLNQCLVKYTRKKKLP S sk

ALLQVKTILATAFREYDFQLLRDEVPDPDYHTMVVGPTLNQCLVKYTRKKKLPS
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122
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183
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427
427



