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RESUMO

O sequenciamento metagenémico em plataforma NGS lllumina da microbiota intestinal
do cupim Syntermes wheeleri permitiu, além do aprofundamento na compreensao do
seu nicho ecoldgico, a prospeccao de produtos biotecnolégicos. Esse trabalho soma-
se aos esforcos na prospecgdo e caracterizagdo de enzimas de interesse
biotecnolégico, tendo como objetivo prospectar enzimas do complexo CRISPR/Cas a
partir de dados metagendmicosda microbiota intestinal do cupim Syntermes wheeleri.
As sequéncias metagendmicas da microbiota associada ao cupim Syntermes wheeleri
serdo analisadas para a identificacdo de enzimas associadas ao complexo
CRISPR/Cas de edicdo génica. A selecdo das enzimas de interesse ocorreu a partir
de sistema de busca pelo nome de cada enzima em banco de dados ggKbase

(https://ggkbase.berkeley.edu/). As sequéncias obtidas foram avaliadas quanto a

qualidade seguindo parametros de completude, tamanho e similaridade com bancos
de dados de proteinas caracterizadas experimentalmente. Ao todo foram obtidas 288
enzimas do complexo CRISPR/Cas no bancode dados do microbioma intestinal de
Syntermes wheeleri. Dessas, 127 apresentavam codon de inicio e parada da traducéo.
O tamanho de 110 enzimas foi compativel com o tamanho de proteinas ja
caracterizadasexperimentalmente. No total, 105 sequéncias apresentaram ao menos
uma sequéncia de AA com identidade no banco de dados PDB. Ao final, foram
selecionadas 66 proteinas que tem potencial para futuras sinteses por expressao

heter6loga e caracterizacdo estrutural e enzimatica

Palavras-chave: Microbiota intestinal, Cupim, CRISPR, Cas, Enzimas, Biotecnologia.
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INTRODUCAO

Contexto Ambiental

O solo possui grande diversidade de microrganismos, que apresentam
diferentes estratégias de vida e papéis funcionais (DELGADO-BAQUERIZO et al.,
2018). Esse ambiente € rico em como bactérias, fungos e outros microrganismos,
sendo vital para o equilibrio no planeta (RICHTER et al., 2022).A complexidade da
microbiota dos solos ainda ndo € completamente conhecida.Porém, é bastante
consolidado que as microbiotas do planeta Terra sdo essenciais para sustentar a
vida no planeta, ou seja, 0s organismos vegetais, humanos e animais sao
dependentes em algum grau dos microbiomas. (MUJTAR et al., 2019; CAMERON
et al., 2018; DELGADO-BAQUERIZO et al., 2018; MORAN, 2015).

O ambiente e os seres vivos albergam vasta composicao filogenética com
amplo potencial genémico (ZANEVELD etal., 2011; STALEY al., 2014; LANGILLE
et al.,, 2013; WARNECKE et al., 2007). Os microbiomas de diferenteshabitats
apresentam-se como alternativas para a busca por novas moléculas bioativas,
funcionando como reservatorio de produtos com potencial biotecnolégico. Mesmo
diante de tamanha oportunidade, a pesquisa por compostos de interesse
biotecnolégico em alguns ambientes ainda é pouco explorada (WARNECKE et
al., 2019).

A diversidade microbiana exerce func¢des fundamentais em reacdes
bioquimicas e estruturacao do solo, decomposicdo da matéria organica, controle
de pragas, favorecimento do crescimento de vegetais, processos de ciclo
biogeoquimicos, biodegradacéo de pesticidas e outras moléculas, supresséo de
doencas e no proprio funcionamento do ecossistema (DINI-ANDREOTE e VAN
ELSAS, 2019; COTTA, 2016; BELL et al., 2005). Moléculas sintetizadas pela
comunidade microbiana, influenciam em fungdes fisioldgicas e ecoldgicas nesse
ambiente (NEWMAN et al., 2020; DAVIES, 2013). Essas caracteristicas conferem
aos microrganismos um grande potencial biotecnolégico. Suas contribuices
podem ser usadas, por exemplo, na producao de bioinoculantes para producéo

agropecudria, na atividade de biorremediacao, controle biolégico



de pragas, producdo de moléculas com fungdes farmacoldgicas, como
enzimas, antibioticos, e outras substancias quimicas. (MOREIRA e SIQUEIRA,
2006; PYEet al., 2017). Além da diversidade microbiana encontrada diretamente
nos solos,0s animais que habitam esse ambiente também possuem uma rica

microbiota simbidtica com potencial biotecnoldgico.

Os cupins sdo insetos que regulam atividades no solo, como a
decomposicdo de matéria organica, a manutencdo e desenvolvimento da
estrutura do solo (KHAN et al., 2018; ENAGBONMA e BABALOLA, 2019; MYERe
FORSCHLER, 2019). A acao desse invertebrado propicia um solo mais rico em
nutrientes pelo acumulo de materiais organicos e minerais em diversas
profundidades (ENAGBONMA e BABALOLA, 2020; GRIFFITHS et al., 2021;
GEDOZ et al., 2021). Alguns estudos também relacionam os cupins com a
preservacao de agua no solo (WATSON, 1969; SHANBHAG et al., 2019).

O nicho ecoldgico ocupado pelos cupins e a necessidade de avangos na
exploracdo econdmica de biomassa vegetal despertaram o interesse pelo seu
potencial para a prospeccdo de enzimas capazes de degradar lignina,
hemicelulose e celulose (RASHAMUSE et al.,, 2017). Esses processos
enzimaticos dependem do metabolismo da sua microbiota intestinal
(ENAGBONMA et al.,, 2020). Estudos realizados com o intestino do cupim
Syntermes wheeleri (figura 1), utilizando técnicas de sequenciamento de DNA e
RNA, evidenciaram grande potencial para a prospeccédo de novas enzimas a partir
de microrganismos ainda néo cultivados (SANTANA et al., 2015; LIMA et al.,
2019).

Os avancos em técnicas de sequenciamento de material genético,
protedmica e biologia molecular favorecem o estudo dos microrganismos
cultiviveis e nao cultivaveis, permitindo os estudos sobre o papel da microbiota
na relacdo simbidtica com o hospedeiro, porém ainda existem muitas lacunas de
conhecimento a serem preenchidas (WARNECKE et al., 2007; JOYNSON et al.,
2017; LIU et al., 2019; XIA et al., 2017).



Figura 1 — Operario do cupim neotropical Syntermes wheeleri: (a) soldado com cabecgabranca, (b)
trabalhador de cabega vermelha, (c) cupinzeiro, (d) compartimentos intestinais: papo(CP), intestino médio
(M), segmento misto (MS), valva entérica (P2), tecerico segmento proctodeal (panga-P3), colon (C),

primeiro segmento proctodeal (P1), reto (R). (SANTANA et al.,2015; LIMA, 2019).

Estudos revelaram que os microrganismos intestinais dos cupins possuem
variadas enzimas, atuando em varios processos fisiolégicos e ndo somente na digestao
da lignocelulose (ARORA et al., 2022). A microbiota intestinal tem forte influéncia na
saude do hospedeiro, pois possibilita reacdes enzimaticas que o hospedeiro nao
consegue viabilizar, fornece produtos metabdlicos, desenvolve o sistema imunoldgico
e defende contra possiveispatégenos (FLINT et al., 2012; MARANDUBA et al., 2015).

Metagendmica e bioprospeccao

Os microrganismos possuem complexas relagées em seus habitatsnaturais. Os
niveis de interagcao entre si, a abundancia e o funcionamento dessascomunidades sao
de interesse da pesquisa cientifica e técnoldgica (LEY ET AL.,2006; GAGNIERE et al.,
2016; DICK, 2018).

Os estudos de Roberto Koch e o desenvolvimento de meios de cultura levaram

a microbiologia a denominar os microrganismos em cultivaveis e nao cultivaveis
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(HANDELSMAN, 2004). A observacdo em microscopio de amostras ambientais
apresentava numeros maiores de células quando comparadas a observagcao do
crescimento em placa de cultivo. Assim, deduziu-se que muitas bactérias ambientais
se desenvolviam em meios de cultura, ndo eram viaveis em cultivos de laboratério
(STALEY e KONOPKA, 1985). Segundo TORSVIK et al (1990), em uma amostra de
solo era somente possivel cultivar de 0,1% a 1% de bactérias presente naquele
ambiente por meios de cultivo padrdo. Esta dificuldade no cultivo limitava a pesquisa
funcional de microbiomas (MEDEMA etal., 2021; ROBISON et al., 2021).

A limitacdo em recuperar material biolégico de microrganismos nao cultivaveis
era um desafio, porém os avancgos tecnoldgicos possibilitaram o sequenciamento de
DNA/RNA sem a necessidade de cultivo. A exploracdo de bactérias ndo cultivaveis,
agregou novas informacgdes gendmicas, concedendo dados sobre diversidade genética
e estrutura populacional em amostras ambientais através da aquisicdo do DNA de uma
comunidade inteira (HANDELSMAN et al., 1998; VENTER et al., 2004; WESTMANN
et al., 2018).

Inicialmente realizavam-se a extragdo do DNA total de uma amostra, posterior
clonagem em cromossomos artificiais de bactérias e depois o sequenciamento
(SCHLEPER et al., 1998).

Esta técnica aumentou a compreensao da diversidade microbiana retirando o
viés da cultura e suas possiveis interagcées. Acrescentando conhecimentos da
diversidade genética, seus papéis ecologicos dos microrganismos, comportamento de
populacdes microbiolégicas (HANDELSMAN, 2004).

O avanco das técnicas a partir do desenvolvimento do sequenciamento de nova
geracao (NGS) e reducao dos custos por base sequenciada levaram a um aumento
exponencial da disponibilidade de genomas e metagenomas em bancos de dados
publicos (Zhao et al, 2020). Os resultados desses avangos podem ser utilizados para
bioprospeccao de composto bioativos inéditos e novasenzimas de interesse industrial
(COHEN et al., 2015; COLIN et al., 2015; FORSBER et al., 2016; UFARTE et al., 2017;
SOMMER et al., 2010).

O sequenciamento metagenémico em plataforma NGS lllumina da microbiota
intestinal do cupim Syntermes wheeleri permitiu, além do aprofundamento na
compreensao do seu nicho ecoldgico, a prospeccao de produtos biotecnoldgicos.
Enzimas degradadoras de biomassa lignocelulésica estdo caracterizadas e
oxidorredutases com potencial antimicrobiano ja estdo sendo caracterizados pelo
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grupo de trabalho do laboratério de Enzimologia da Universidade de Brasilia. Esse
trabalho soma-se aos esforcos do grupo na prospeccao e caracterizacao de enzimas
de interesse biotecnologico. As sequéncias metagenémicas da microbiota associada
ao cupim Syntermes wheeleri serdao analisadas para a identificacdo de enzimas

associadas ao complexo CRISPR/Cas de edig&do génica.

Enzimas e Biotecnologia

A Biotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar que utiliza de seres vivos ou parte
de sua composicéo, com o objetivo de obter um determinado novo produto ou servico
(CBD,1992; VARGA et al., 2018). Com os avangos da ciéncia, pode associar 0s
conhecimentos cientificos e tecnoldgicos nos objetivos de produzir bens e servigcos
para a humanidade e ambiente com parte destes microrganismos (RENGIFO, 2009).
Dentro da biotecnologia, a procura metodoldgica por organismos, enzimas, cCompostos,
genes ou alguma parte extraida do ser vivo, com o objetivo de desenvolver um produto
€ conhecida como bioprospeccdo (JUNIOR, 2011). Normalmente, etapas para
descobertas biotecnoldgicas incluem coleta de material de carater biolégico em
determinado local, selecdo de microrganismos e analises de caracterizacdo e
atividades potenciais com o material selecionado (Bull et al, 2000). A bioprospecc¢éao
focada em material bioldégico acarreta processos sustentaveis, pois garante a
preservacdo da natureza, atuando no campo da agricultura, biorremediacéo,
prevencdo do ambiente e gerando sustentabilidade (SCHENBERG, 2010).

Ha relatos que o uso biotecnoldgico de microrganismos e suas enzimasesta ha
muito tempo presente no cotidiano humano, desde as primeiras civilizacdes, como na
fermentacdo de bebidas ou alimentos (FIGUEREDO et al.,2006). Podem ser citados
exemplos como a fabricacdo de queijo a partir do leitede cabra, na obra Odisséia de
Homero, a fabricagdo de p&o pelos egipcios e a producao de cerveja na babilénia em
meados dos anos 6000 a.C (CARBALLO, 2002; JAY, 2000).

Todas as etapas do metabolismo de organismos vivos sdo realizadas por
multiplos e eficientes mecanismos de reacdes e sinalizagbes quimicas, em sua maioria
catalisados por enzimas. A presenca das proteinas capazes de catalisar reacdes
guimicas, ou seja, acelerar velocidade dessas reacdes, permitea vida aos seres Vvivos
(SILVA, 2016; MORSHED et al., 2021).

As enzimas sao proteinas que contribuem para rea¢es quimicas e constituem-
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se como ferramentas indispensaveis para a viabilidade metabdlica dos seres vivos.
Elas podem estar relacionadas a degradacéo, alteracéo ou sintese de moléculas. As

enzimas podem ser divididas em 6 classes,

denominadas pelas reacdes catalisadas: oxido redutases (reacfes de 6xido-
reducdo); isomerases (reacao de mudanca intramolecular); liases (reacdes de quebra
de ligacbes); hidrolases (reacdo de hidrolise); transferase (transferéncia de grupos

entre moléculas); ligases (ligacdes covalentes) (OARLANDELLI et al.,2012).

As enzimas sdo de grande interesse para o desenvolvimento biotecnolégico.
Atualmente séo utilizadas nos mais diversos processos, como abiologia molecular,
biomedicina, no tratamento de residuos, na fabricacdo de produtos e desenvolvimento
de metodologias analiticas. A enzimas sdo seletivasem seus alvos, suas reacdes sao
brandas, possivel facil manuseio, menor consumo de energia € menor impacto
ambiental (OARLANDELLI et al., 2012; SANTOS, 2008).

O uso de microrganismos para produzir enzimas tem sido recorrente para areas
de interesse terapéutico, alimenticio, téxtil, quimica, industria de papel, industria de
detergente (SRIVASTAVA, 2019; MUSSATTO et al., 2007).E possivel retirar as
enzimas de células e usa-las como produto ou para engenharia genética (ROBISON,
2015, ORZETTI et al., 2022).

A engenharia genética faz parte da biotecnologia, modifica o0 genoma deum
organismo. Essas alteracdes s&o caracterizadas por retirada ou introducdo de
determinada caracteristicas, também pode estar relacionada com produgéo de novas
proteinas ou enzimas (DOS SANTOS e WIETHOLTER, 2021).

A manipulagdo genética esté envolvida com tratamentos de inUmeras doencas,
criacao de organismos com detalhes genéticos especificos, criando novos tratamentos
e produtos terapéuticos mais efetivos (DOS SANTOS e WIETHOLTER, 2021).
Modificacdo de genes é interessante para areas como oncologia, agricultura, outras
areas da medicina (ZHANG et al., 2022; HU e XIONG, 2014; HOCKEMEYER et al.,
2011; MAEDER e GERSBACH, 2016).

Edicdo genética € dividida em duas fases principais: reconhecimento e a
clivagem do DNA, e ap0s isso o reparo. Existem varias técnicas de edicdo de genes,
porém o uso da edicdo baseadas em CRISPR-Cas (Clustered RegulatoryInterspaced

Shor Palindromic Repeats - Repeticdes Palindromicas Curtas

Agrupadas Regularmente-Interespacadas) é considerado uma nova tecnologia
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emergente que desperta muito interesse na area cientifica (TOBITA et al., 2015;
AREND et al., 2016).

Enzimas do complexo CRISPR/Cas

A engenharia genbGmica apresentou significativos avangos a partir do
reconhecimento e uso do sistema CRISPR-Cas (WANG, 2017). Atualmente, estatécnica
de biologia molecular é utilizada em muitos estudos cientificos para a edicdo de genes
(PASSOS et al., 2016).

A sigla CRISPR (Clustered Regulatory Interspaced Shor Palindromic Repeats -
‘Repeticbes Palindromicas Curtas Agrupadas Regularmente- Interespagadas’),
representa um mecanismo de defesa de procariotos contra invasores, virus e
plasmideos (BHAYA et al., 2011). Nesse sistema, o reconhecimento do material
genético do invasor se concretiza por uma interacdode emparelhamento de bases de
um RNA guia com o DNA alvo exdgeno, seguida pela atividade de enzimas nucleases
(HEIDARI, 2015).

O sistema CRISPR possui associado ao seu loccus génico, dentre outros, 0s
genes que codificam as enzimas Cas. Essas enzimas possuem funcdode helicase,
polimerase e nuclease. Tais atividades também levam a hipétese de que o sistema
CRISPR/Cas também esta associado a reparacdo de DNA. A enzima Cas mais
conhecida é a proteina Cas9, sendo essa também a mais utilizada (RICHTER et al.,
2012).

O sistema CRISPR reconhece invasores por amostragem, com sequéncias
curtas de DNA, chamadas de protoespacadores. Essas sequéncias se juntam ao
proprio material genético da bactéria, em um local especifico, a matriz de sequéncias
repetidas CRISPR. As sequéncias que incluidas na matrizpassam a ser denominadas
de espacadores. Essas sequéncias quando transcritas em pequenos RNAs serdo
orientadas por proteinas Cas e outras proteinas associadas ao CRISP (complexo
proteico multifuncional), que reconhecerdo e clivardo o material genético exdgeno
(MANGERICAO et al.,, 2016; MAI et al., 2016). A sequéncia ligante ao ser
introduzida na matriz, é adicionada na extremidade proximal, junto a sequéncia lider,
rica em A-T (Adenina e Timina) e tem aproximadamente 500pb (pares de base) de
comprimento. Ao integrar-se as sequéncias espacadoras numa matriz, ocorre adefesa

mais rapidamente em caso de nova infeccao da célula (WATSON et al., 2015).



O mecanismo do sistema CRISPR ocorre em 3 etapas: obtencdo do material
genético invasor, que serd integrada ao DNA do hospedeiro no loccus CRISPR
(protoespacador). Na segunda etapa, o0 RNA sintetizado, um longo pré-crRNA obtido
sera utilizado para produzir pequenos crRNAs funcionais. Os crRNAs funcionais
permitem a identificacdo do DNA invasor para degradacgéo por proteinas Cas (Figura
2) (MAIER et al., 2015).

O promotor da matriz CRISPR se encontra na regido lider, sendo capazde gerar
apenas um unico transcrito de RNA, denominado pré-crRNA. Em E.colio estudo desse
sistema identificou a existéncia de uma variedade de genes Casque participam do
processo, sendo que seu complexo € chamado de Cascade. O complexo contém uma
subunidade que processa um longo transcrito em crRNASs solitarios e curtos, cada um
desses produtos possui comprimento de umespacador e uma sequéncia repetida. Esta
sequéncia de RNAs se mantem ligada ao complexo e auxiliam no direcionamento para
0s genomas de DNA invasor (WATSON et al., 2015).

A cas gene cluster

A
| Leader | Repeat | spacer | I—{| > D >\

@ acquisition of
\/\/\/ new spacer

v

B | Leader | | | Repeat | Spacer
i transcription
v
pre-crRNA| | | | [ |
N processing
A4
G oRNA [ = ]
i targeting
\ 4

Figura 2 — CRISPR. CRISPR é formado por repeticdes curtas e sequéncias intervenientes

proveniente dos invasores celulares. A célula bacteriana é invadida com um elemento estranho
8



(por exemplo, um fago), parte desse genoma sera incorporado na extremidade lider dessa matriz,
sendo possivel duplicar esta sequéncia. (b) CRISPR é transcrito em pré-crRNAS, posteriormente
sdo processados em crRNA maduro. O crRNA madurojunto com o complexo com a proteina CAS,

se direciona para o elemento invasor semelhante aoanterior (RICHTER et al., 2012).

No sistema CRISPR/Cas tipo Il, os elementos génicos séo transcritos em crRNA
transativador (tracrRNA), proteina Cas9 e pré-crRNA. A ribonucleaselll cliva pré-crRNA
em crRNA nas proximidades das repeticdes diretas. Entdo forma o crRNA-tracrRNA-
Cas9, tornando uma endonuclease guiada pelo crRNAativo e direcionado a sequéncia
alvo. O pareamento complementar de bases RNA-DNA é realizado e logo ocorre uma

guebra da fita dupla por clivagem (GONG et al., 2020).

O sistema CRISPR foi classificado em 6 tipos, agrupados em duas classes. A
classe 1 compreende os tipos I, lll e IV; e a classe 2 compreende os tipos I, V e VI. No
sistema CRISPR de classe 1 é necessario um complexo multiproteico para o
reconhecimento e clivagem do DNA alvo. Esse complexo échamado de Cascade,
capaz de reconhecer o DNA alvo, que é clivado pela enzima Cas3. Para o sistema
CRISPR classe Il € necessario apenas uma endonuclease guiada por um RNA para a
clivagem do DNA invasor. (MAKAROVA et al.,, 2011; WIEDENHEFT et al., 2011;
MAKAROVA e KOONIN, 2015; WRIGHT et al.,, 2016; SHMAKQOV et al.,, 2015;
MAKAROVA et al., 2015).

O entusiasmo em relagéo ao sistema CRISPR/ Cas esta no seu poder de edicdo
do DNA com especificidade e simplicidade, tendo forte potencial clinico em tratamento
de doencas humanas (FINDLAY et al., 2014; GILBERT etal., 2014). Sua descoberta
auxilia na validacao de alvos de doencas (SHALEM et al., 2014; WANG et al., 2014),
incremento de estudos epigenéticos (YAO et al.,, 2015; VORA et al., 20016),
favorecimento da engenharia genética em plantas (RAITSKIN e PATRON, 2016;
ZHANG et al.,, 2016). O CRISP/Cas é uma ferramenta de edicdo génica que ja
contribuiu para a terapia genética permitindoa descoberta de mais de 3000 genes que

estdo associados a mutacdo que causam doencas (COX et al., 2015).



OBJETIVOS

Objetivo geral

Prospectar enzimas do complexo CRISPR/Cas a partir de dados metagenémicos

da microbiota intestinal do cupim Syntermes wheeleri.

Objetivos especificos

e Indentificar a presenca de sequéncias de proteinas do complexo
CRISPR/Cas a partir de dados metagendémicos da microbiota intestinal do cupim
Syntermes wheeleri depositados no banco de dados ggKkbase;

¢ Avaliar a integridade das sequéncias do complexo CRISPR/Cas obtidas;

e Selecionar sequéncias de proteinas do complexo CRISPR/Cas que
possam ser viaveis a caracterizagao.
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METODOLOGIA

Sequéncias metagendémicas

Os dados utilizados nesse trabalho foram obtidos a partir de projeto anterior
realizado por SANTANA, 2015. As amostras sequenciadas sao provenientes da
microbiota intestinal do cupim Syntermes wheeleri. Os dados estdo depositados no

banco de dados ggKbase (https://ggkbase.berkeley.edu/),gerido pela Universidade de

Berkeley, California, USA. A plataforma ggKbase éuser-friendly disponibilizada de
forma on-line através de interface grafica para usuérios cadastrados. As sequéncias
sdo armazenadas com anotacdo referentea sua nomenclatura, taxonomia e papel

funcional. As andlises foram realizadas com base em sequéncia de aminoacidos (AA).

Selecao de enzimas do complexo CRISPR/Cas

A partir da literatura cientifica foram identificados os genes presentes nosistema
CRISPR/Cas. A selecdo das enzimas de interesse ocorreu a partir de sistema de busca
pelo nome de cada uma. As proteinas buscadas foram Casl, Cas2, Cas3, Cas5, Cas6,
Cas9, Cascade - CasA, Cascade - CasC, Cascade - CasD, Cascade Cask, RAMP
(Repeat Associated Mysterious Proteins) CasB, Cas7, Cas8, Casl10, Casl12, Casl3,
Casl4, Cpfl, C2cl1, C2c2 e C2c3.

Os arquivos com as sequéncias proteicas obtidas para cada gene passaram
entdo por andlises de critérios para exclusdo de sequéncias. Os primeiros critérios
utilizados para a exclusdo de sequéncias foram a presenca de cédon de inicio
(aminoacido metionina) e codon de parada da traducdo. Apos, foi realizada a analise
de tamanho para cada proteina, através da consulta de proteinas caracterizadas
experimentalmente no banco de dados publico Protein Data Bank (RCSB PDB).
Proteinas com nimero menor de aminoacidos em relacdo aquelas do PDB foram
excluidas. As sequéncias remanescentes foram avaliadas pela ferramenta BlastP no
disponibilizada pelo NCBI (National Centerfor Biotechnology Information) contra o
banco de dados PDB. As sequéncias quenao obtiveram ao menos uma proteina com
similaridade no banco de dados foram excluidas. Posteriomente as sequéncias foram
agrupadas entre si por alinhamento com a ferramenta Muscle (parametros default)

dentro do softwareGeneious, para a eliminagdo de sequéncias com alta similaridade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao todo foram obtidas 288 enzimas do complexo CRISPR/Cas no bancode
dados do microbioma intestinal de Syntermes wheeleri. Dessas, 127 apresentavam
coédon de inicio e parada da traducédo. O tamanho de 110 enzimasfoi compativel com o
tamanho de proteinas ja caracterizadasexperimentalmente. No total, 105 sequéncias
apresentaram ao menos uma sequéncia de AA com identidade no banco de dados
PDB. Ao final, foram selecionadas 66 proteinas que tem potencial para futuras sinteses

por expressaoheteréloga e caracterizacdo estrutural e enzimatica (tabela 1).

As enzimas Casl, Cas2, Cas3, Casb, Cas6, Cas9, Cascade - CasA, Cascade
- CasC, Cascade - CasD, Cascade CasE, o dominio nuclease RuvC eproteinas RAMP
foram identificadas nas sequéncias metagenémicas analisadas.N&ao foram encontradas
as proteinas CasB, Cas7, Cas8, Casl0, Casl12, Casl3, Casl4, Cpfl, C2cl, C2c2 e
C2c3.

As proteinas RAMP (Repeat Associated Mysterious Proteins) formam um
complexo que atua juntamente com as proteinas Cas no reconhecimento e clivagem
do DNA/RNA exogeno. As proteinas CasC, CasD e CasE sdo consideradas proteinas
do tipo RAMP. A busca por ambos os termos foi realizada para ampliar o nimero de
sequéncias,considerando que podem ocorrer variacfes durante a anotacdo funcional
das sequéncias. As proteinas RAMP possuem como caracteristica peculiar uma dobra

em sua estrutura que ajuda no reconhecimento do RNA invasor (WANG eLl, 2012).

Ruvc € um dominio nuclease da proteina Cas9 e esta envolvido na clivagem
da sequéncia alvo (NISHIMASU et al., 2014; ANDERS et al., 2014). Sua acao consiste
em cortar a fita de DNA complementar a fita identificada peloRNA guia (JINEK et al.,
2012). A proteina Cas9 é uma das enzimas Cas mais conhecidas e estudadas. A busca
também pelo dominio funcional RuvC, além de Cas9, foi realizada pois a avaliacao de
possiveis variagcdes nas sequéncias de aminoacidos e consequente estrutura desse

dominio pode auxiliar o desenhode moléculas de maior eficiéncia ou precisao.
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Tabela 1. Nimero de sequéncias Unicas de proteinas apds cada etapa de exclusdo durante o processo de avaliacdo de qualidade. Dados
obtidos a partir de metagenomas da microbiota intestinal do cupim Syntermes wheelerii, sequenciados em plataforma NGS - lllumina.

Encontradas nos Apresentam  Apresentam Tanjanho Minimo Alinhamento
Metagenomas estipulado PDB / BlastP . .

(busca por nome) Start codon Stop codon numero sequécias Sequéncias
Cas1 54 39 29 >90 AA - 27 26 13
Cas2 38 32 27 >80 AA - 27 27 18
Cas3 43 14 13 >200 AA-7 7 3
Cas5 30 23 20 >200 AA - 18 18 11
Cas6 4 1 1 >200 AA-0 0 0
Cas9 23 11 4 >900 AA -2 2 2
RuvC 49 10 8 > 150 AA-7 7 5
Cascade CasA 5 1 1 >500 AA-1 1 1
Cascade CasC 2 0 1 >200 AA-0 0 0
Cascade CasD 7 7 7 >150 AA-7 7 4
Cascade CasE 1 1 1 >200 AA-0 0 0
RAMP 32 19 15 >200 AA - 14 10 7
Total de Sequéncias 288 158 127 0 105 64

*N3o estdo presentes CasB, Cas7, Cas8, Cas10, Cas12, Cas13, Casl4, Cpfl, C2c1, C2c2, C2c3



Existem duas classes de CRISPR/Cas; a primeira (Classe 1) que relune 0s
tipos I, lll e IV, que necessitam formar um complexo proteico para a atividade
nuclease; a segunda (Classe 2) inclui os tipos Il, V e VI (HILLARY & CEASAR,
2022; ZHENG et al., 2020) e ndo dependem da formac&o de complexo para a

atividade nuclease.

O complexo Cascade € um cluster de genes Cas (CasA, CasB, CasC, CasD,
CasEk) (BROUNS et al., 2008). A enzima CasB nao foi identificada dentre as
sequéncias avaliadas. E possivel que seja apenas uma questio técnica, ocorrida
durante sequenciamento ou anotagdo. Porém levanta-se também a possibilidade
de que outras proteinas, do tipo RAMP por exemplo, cumpram a funcao de CasB
no complexo proteico com atividade nuclease naquela microbiota especifica. Em
termos de aplicacao biotecnoldgica, testar diretamentea atividade nuclease dessas
enzimas com as sequéncias obtidas nesse trabalhopode néo ser viavel, uma vez
gue ndo foram encontradas a enzima CasB, e as enzimas CasC e CaskE néao
atenderam ao padréo de qualidade estabelecido (cédon de inicio e parada, e

tamanho; respectivamente).

As enzimas que fazem parte do complexo CRISPR/Cas de classe 2
apresentam atividade nuclease independente de formacgéo de complexo proteico.
A enzima Cas9 € um de seus exemplos mais conhecidos. Duas sequéncias de
Cas9 foram identificadas na microbiota analisada. Além disso, varios dominios
RuvC também foram encontrados e atendem igualmente aos critérios de qualidade
previamente estabelecidos. Somados, esses fatos indicamque essa biblioteca de
sequéncias pode ser utilizada para a caracterizacdo experimental dessas
proteinas. A avaliacdo do efeito da modificacdo ou troca entre os diferentes
dominios funcionais RuvC também é uma das possibilidadesde testes a serem

feitos com esse banco de sequéncias.

As enzimas Casl e Cas2 estao relacionadas ao processo de clivagem do
material genético do invasor celular durante o processo de aquisicdo dos
protoespacadores do sistema CRISP/Cas, para posterior incorporacédo no DNA do
hospedeiro (HILLARY & CEASAR, 2022). Ao final da anéalise de qualidade, Casle
Cas2 foram as enzimas do sistema CRISPR/Cas mais abundantes nos
metagenomas da microbiota intestinal do cupim Syntermes wheeleri. Além da

funcdo dessas proteinas para o mecanismo de defesa celular dos
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microrganismos, é possivel que elas também estejam relacionadas a
contribuicdo da microbiota intestinal para a imunidade do hospedeiro. Essas
proteinas da base de dados analisada podem ser expressas e testadas quantoa
sua especificidade para diferentes alvos, principalmente virais.

Durante o processo biotecnoldgico de expressdo heterdloga deproteinas
para a producdo em escala uma das principais dificuldades encontradas pelos
pesquisadores é a secrecao das proteinas produzidas pelo organismo hospedeiro
produtor. Kruasuwan et al (2021) utilizou a edi¢cdo genética da levedura Ogataea
thermomethanolica (TBRC 656) com CRISPR/Cas9 para alterar os niveis de
secrecdo de xilanases e fitases produzidas pela levedura. Nesse sentido, as
sequéncias CRISPR/Cas analisadas nesse trabalho podem ser testadas e
utilizadas nos processos de expressao heteréloga de outras enzimas da microbiota

de Syntermes wheeleri,que ja estdo em andamento no grupo de pesquisa.

18



PERSPECTIVAS

Esse trabalho apresenta a etapa inicial de selecédo de sequéncias Unicas de
enzimas do complexo CRISPR/Cas a partir de dados metagendémicos da
microbiota intestinal do cupim Syntermes wheeleri. As enzimas aqui prospectadas
devem passar por etapa complementar de analise in silico para avalia¢cdo da sua
similaridade linear, estrutural e funcional com outras proteinasja descritas em
bancos de dados curados. As etapas posteriores decaracterizacao e viabilidade de
uso biotecnolégico demandam longo trabalho experimental que envolve a escolha
de hospedeiros e condi¢cdes para expressdo. O investimento de recursos é
necessario para que as enzimas aqui apresentadas possam tornar-se recursos

biotecnolégicos viaveis.
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CONCLUSAO

A avaliacdo de metagenomas da microbiota associada ao intestino do
cupim Syntermes wheeleri revelou a presenca de 66 sequéncias de enzimas do
complexo CRISPR/Cas que possivelmente podem ser expressas, caracterizadase
avaliadas quanto ao seu potencial uso biotecnolégico, para desenvolvimento da
sua possivel aplicacao tecnologica. Diferentes tipos e classes de proteinas Cas e
RAMP foram identificadas. Analises posteriores sdonecessarias para a definicdo
das sequéncias prioritarias para o inicio da fase experimental de caracterizacao
das proteinas. A prospeccdo de enzimas a partir de dados ambientais e
metagenémicos constitui-se como uma das formas de aproveitamento

biotecnolégico da biodiversidade.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Sequéncias selecionadas a partir dos dados metagendmicos da microbiota
intestinal do cupim Syntermes wheeleri.
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P31 # 7860 # 8840 # 1
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PHEDVSNMSLQQLRGREGARIRAVYRKFSKQTGVAWQGREYDPDDFESSSPVNKALSAAHA
CLYGVVHSVIVAIGCSPGLGFIHSGHERSFVYDIADLYKADITIPIAFEVAAKHDEITDIGSFTRRA
VRDAICDGRILIRAVKDIRFLLMEETEDDINIDIVELWDNKNGFVKSGVAYGIDDETENDVEGYGE

VL*

>cas1-P31_assembly_scaffold_867_4|rk-newtermite-P31_UNK|rk-newtermite-P31 # 1365 #
2291 # -1

MIKRTLYFGNPAYLSLKNAQLVIKLPEVEKNDTLPENFKVESVRTIPVEDIGVVVLDNKQITLTHG
VIEALLENNCALITCDNRRMPVGLLLPLEGNTVQNERFRAQIEASLPLKKQLWQQTIQAKIENQA
FVLKTCRGTEVGNMKKWANDVKSGDNDNLEGRAAVYYWQNLFEKFIRDREGVPPNNMLNYG
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DYALRVNNDLLEQVSQKITKNMKQALECEDAGSLRAIEGNAAQSYFGTFNELILRNKDGFTFTN
RNRRPPTDPVNAMLSFAYTLLASECRHALESVGIDSYVGFFHTDRPGRASLALDLMEELRPYF
ADRFILSLINRNEIAPSDFTTQGSGAVLLSDGARKSFLAAWQQRKKETISHPFLKEKIEWGIVPYV
QALLLSRTIRGDLEQYPPFLWK*

>cas1-P32_assembly_scaffold_317_7|rk-newtermite-P32_UNK|rk-newtermite-P32 # 8957 #
9964 # -1

MKKLLNTLFVTLPDVMVNLDTENVCVKRDGEVLLRVPLLNLEGLVLFNYFGATPQLLGECAKRG
ITVSFLSEYGKFLGSFYGETRGNVLLRKAQYRISDDSVRSLEYARNFVFGKLHNQKWVLERGLR
DYALRVNNDLLEQVSQKITKNMKQVLTCEDAGSLRAIEGNAAQSYFGALEDFIYTSRNRRPPTD
PVNAMLSFAYTLLASECRHALASVGLDSYVGFFHTDRPGRASLALDLMEELRPYFADRFVLSLI
NRNEIAPSDFTTQGSGAVLLSDGARKNFLAAWQHRKKETISHPFLKEKLEWGIVPYVQALLLSR
TIREDLEQYPPFLWK*

>cas1-P32_assembly_scaffold_1520_4|rk-newtermite-P32_Firmicutes_42_16|rk-newtermite-
P32 # 3065 # 4096 # 1

MKKLLNTLFVTLPDVMVNLDTENVCVKRDGEVLLRVPLLNLEGLVLFNYFGATPQLLGECAKRG
ITVSFLNEYGKFLGSFYGETKGNVLLRKEQYRISDDLVRSLEYARNFVFGKLHNQKWVLERGLR
DYALRVNSDLLEKVSQQITMNMKQTLECEDAGLLRAIEGNAAQSYFSTFNELILRNKKDFTYTS
RSRRPPKDPVNAMLSFAYTLLASECRHALGCVGLDSYVGFYHTDRPGRASLALDLMEELRPYF
ADRFVLSLINRNEIAPSDFTTQGSGAVLLSDGARKSFLAAWQQRKKETISHPFLKEKLEWGIVPY
VQALLLSRTIRGDLEQYPPFLWK*

>cas1-P32_assembly_scaffold_8570_4|rk-newtermite-P32_Actinobacteria_53_11|rk-
newtermite-P32 # 2017 # 2946 # 1

MTEQAGAKKPELQELPQIKERISFLYLERAVINRSDSAITVTDSRGVVHVPAASLGVILLGPGTKII
GEHGVRYYAHGRPLTHSSRLLIAQALLISNVSSRAAVARQMYSLRFPHEDVSNMSLQQLRGRE
GARIRAVYRKFSKQTGVAWQGREYDPDDFESSSPVNKALSAAHACLYGVVHSVIVAIGCSPGL
GFIHSGHERSFVYDIADLYKADITIPIAFEVAAKHDEITDIGSFTRRAVRDAICDGRILIRAVKDIRFL
LMEETEDDINIDIVELWDNKNGFVKSGVAYGIDDETENDVEGYGEVL*

>cas1-WG3_assembly_scaffold_3116_3|rk-newtermite-WG3_UNK]|rk-newtermite-WG3 # 1376
#2407 # 1

MKKLLNTLFVTLPDVMVNLDTENVCVKRDGEVLLRVPLLNLEGLVLFNYFGATPQLLGECAKRG
ITVSFLSEYGKFLGSFYGETKGNVLLRKEQYRISDDSVRSLEYARNFVFGKLHNQKWVLERGLR
DYALRVNNDLLEQVSQKITKNMKQALECEDAGLLRAIEGNAAQSYFGAFDELILRNKDGFTFTN
RNRRPPTDPVNAMLSFAYTLLASECRHALESVGLDSYVGFLHTDRPGRASLALDLMEELRPYF
ADRFVLSLINRNEIAPSDFTTQGSGAVLLSDGARKSFLAAWQQRKKETISHPFLKEKLEWGIVPY
VQALLLSRTIRGDLEQYPPFLWK*

>cas1-WG2_assembly_scaffold_0_93|rk-newtermite-WG2_Firmicutes_43_74|rk-newtermite-
WG2 # 105984 # 106979 # -1

MSQVYVHEHGAVIGVRDGRLEINSEEVRRSIPFESVDGISIFGNSQVSTACMKHLLKHGIATHFY
SSTGTYFGRLISTGHTNAARQKAQILASCDENLCLEFSKSFIEAKLHNQYVLLRRYRGEKDISTE
ASYITMMRGKIAECKSIAEIMGCEGTAARYYYKALGKLVKNEFYFEGRTRRPPLDPFNSMLSLG
YSILLNEVFGAIESVGLNPYFGLLHSEHDKMPALACDLMEEWRPVIVDSTVMALVSGNEISIDEF
YEKEERQGVFLTKEGFSIFIKKLEMKMHSKSKYLDYVEFPISLRTSLNKQALRIVKALEESNPKEY
TGVRIR*

>cas1-WG2_assembly_scaffold_2_23|rk-newtermite-WG2_Firmicutes_43_74|rk-newtermite-
WG2 # 18051 # 19082 # -1
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MKKLLNTLFVTLPDVLVNLENENVCIKRDNEVLLRIPLLNLEGLVLFNYFGATARLMAECAKRNIT
ISFLSEYGKFLGTFYGETKGNVLLRKEQYRISDDPKKNIVFSRNFIFGKLHNQKWVVERGLRDH
SMRVNECVLETASRSITENMKQALECSDVDTLRALEGNAAHHYFRAVNELILQNKEDFIFENRS
RRPPTDPVNALLSFAYTLLTGECRHALETAGLDSYVGFMHVDRPGRASMALDLVEEMRPHFA
DRFVLSLINRNEITPDDFVKQESGAVLMSDKARKEFLSAWQQRKKETITHPFLKEKVEWGIVPHI
QAMLLARTIRGDLDEYPPFLWK*

>cas1-WG2_assembly_scaffold_24143_2|rk-newtermite-WG2_UNK|rk-newtermite-WG2 # 654
#1661 # -1

MKKLLNTLFVTLPDVMVNLDTENVCVKRDGEVLLRVPLLNLEGLVLFNYFGATPQLLGECAKRG
ITVSFLNEYGKFLGSFYGETKGNVLLRKEQYRISDDSVRSLEYARNFVFGKLHNQKWVLERGLR
DYALRVNSDLLEKVSQQITMNMKQTLECEDAGLLRAIEGNAAQSYFSTFNELILRNKDGFTFTN
RNRRPPTDPVNAMLSFAYTLLASECRHALASVGLDSYVGFFHTDRPGRASLALDLMEELRPYF
ADRFVLSLINRNEIAPSDFTTQGSGAVLLSDGARKSFLAAWQQRKKETISHPFLCTSTSAFSHY
QGRSRAVSAVFMEIGV*

Cas2

>cas2-P31_assembly_scaffold_867_3|rk-newtermite-P31_UNK|rk-newtermite-P31 # 1031 #
1336 # -1

MWVLVFFDLPTETKKERKAHALFRKKLLQDGFTMFQFSIYLRHCASRENADVHIKRVKKLLPEK
GHVGIMCITDKQFGNMELFYCKKQTEVETPSQQLELF*

>cas2-P31_assembly_scaffold_24112_1|rk-newtermite-P31_UNK]|rk-newtermite-P31 # 149 #
439 # -1

MLVLITYDVNTETPEGRKRLRQVSKTCLNYGQRVQNSVFECEVDAGQLLKVKNRLVHLINAETD
SLRFYNLGNNRRNRVEHFGAKPSFDVSAPLVV*

>cas2-P13_assembly_scaffold_6510_2|rk-newtermite-P13_UNK|rk-newtermite-P13 # 460 #
771 # -1

MIVLNLTDCPIGLRGDLTKWLLEIASGVYVGQVSARVRDEIWSRVTEHCRNGRAVLVYNTNDE
QRLDFRVHGDTWEPIDFDGIKLNALQNGFPPCAHATLTTT*

>cas2-P13_assembly_scaffold_10056_2|rk-newtermite-P13_UNK]|rk-newtermite-P13 # 817 #
1137 #1

MNKFMRILVFFDLPVKTKKERRGATQFRNFLIKDGYHMMQYSLYARVCNGMDAVEKHKKRVYL
NVPDNGSVRMLVITERQYESIEILVGNLTECDNAFETEQLSFF*

>cas2-P13_assembly_scaffold_19215_1|rk-newtermite-P13_UNK|rk-newtermite-P13 # 55 #
345 # -1

MLVITYDVNTESPDGRRRLRKVAKVCVNYGQRVQNSVFECMADSAQLLTIKDKLVNLINPTED
SLRFYSLGNNYKGKVEHYGIKPSFDVTEPLIL*

>cas2-P12_assembly_scaffold_9077_4|rk-newtermite-P12_UNK|rk-newtermite-P12 # 2391 #
2681 # 1

MLVLVTYDVSTGTPAGRKRLNKVAKRCVAHGQRVQNSVFECNLDWAQYISLQNELKNLIDPTE
DSLRFYNLGNTYEEKIVHVGIKSSIQMEGELIV*

>cas2-WG1_assembly_scaffold_14145_2|rk-newtermite-WG1_UNK|rk-newtermite-WG1 # 665
# 955 # 1

MLVLITYDVNTETPEGRKRLRQVSKTCLNYGQRVQNSVFECEVDAGQLLKVKDRLVRLINAETD
SLRFYNLGNNSRNKVEHFGAKPSFDVSAPLVV*
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>cas2-P32_assembly_scaffold_317_6|rk-newtermite-P32_UNK|rk-newtermite-P32 # 8655 #
8945 # -1

MLVLITYDVSTRTPVGRKRLSKVAKRCVAHGQRVQNSVFECNLDWAQYISLQNELKNLIDPSED
SLRFYNLGNTYEEKIVHVGTRSSIQLEGELIV*

>cas2-P32_assembly_scaffold_6718_2|rk-newtermite-P32_Bacteroidia_41_7|rk-newtermite-
P32 # 1038 # 1289 # 1

MASDFRKKIMKDGFTQFQFSIYLRHCASRENAEVHIKRVKNHLPELGQVGILCITDKQFGKMEL
FQCKKEKPVTTPYQQLELF*

>cas2-P32_assembly_scaffold_8049_3|rk-newtermite-P32_UNK|rk-newtermite-P32 # 1310 #
1600 # 1

MMVLVSYDVMVTSPGGKRRLRKVAKACTNYGQRVQYSVFECVIDPAQWVKLKNILEKIIDDKT
DSLRYYYLGANYKRRVEHVGAKPSYDVDGPLIV*

>cas2-P32_assembly_scaffold_8570_5|rk-newtermite-P32_Actinobacteria_53_11|rk-
newtermite-P32 # 2946 # 3854 # 1

MILQLVSCPPALRGDLTKWLVEIAAGVYVGRVSARVRDRIWSRVVENCKEGRSVLVHSTNNEQ
RFDFRIHGESWEPIDFDGIKLMLRPNVERITKSSEINSGKIGGFSNASKIRAAKRNMSKEVSYPT
DYIVIDVETTGLNPEKDAVIELGAMKIIDRKITETFQALILVDITIPAVITKLTGLDVEILQKEGQTLDD
AVAGFIEFCGNQPLIAHNMDFDRSFLNKAMEKCSLPPIQNHTIDTLAMAKRMYRGLKSYKLKDL
EAYLKLAHTVDNTPKYNSHRSLGDCNVTHMLYQKLLNYNN*

>cas2-P32_assembly_scaffold_13839_2|rk-newtermite-P32_UNK]|rk-newtermite-P32 # 330 #
1247 # 1

MIVLNLTDCPIGLRGDLTKWLLEIASGVYVGQVSARVRDEIWSRVKEHCRNGRAVLVYNTNDE
QRLDFRVHGDTWEPIDFDGIKLMLRPSASRLKKRRTAAHGGRNDGFSNASKKRAVKRFSTMR
TRYPDDYVVVDLETTGLNPETDSIIEIGAVRMISHERVDTFNAFVFVERPIPSEVTALTGITDQMIA
ESGRELKDVLNQFSLFIGNFPIVGHNIDFDKSFLLNACEKCEIPLIMNRSVDTMSLARRLAKDVE
NYKLETMAMKFSIERKGYHRSINDCETTALLYRKLLNLMDIGSESIEI*

>cas2-P32_assembly_scaffold_14287_2|rk-newtermite-P32_UNK]|rk-newtermite-P32 # 872 #
1162 # 1

MLVLVTYDVSTETREGKRRLNKVAKKCVANGQRVQNSVFECNLDWSQFVKLQNELKAIINTKT
DSLRFYNLGSAYKEKITHIGAKPSIDLADELIF*

>cas2-P32_assembly_scaffold_42552_3|rk-newtermite-P32_UNK|rk-newtermite-P32 # 1253 #
1543 # 1

MMVLVSYDVMVSSPGGKTRLRKVAKECTNYGQRVQFSVFECVIDPAQWVKLKNSLEKIINDKT
DSLRYYYLGANYKRRVEHVGAKPSYDVDEPLIV*

>cas2-WG2_assembly_scaffold_0_92|rk-newtermite-WG2_Firmicutes_43_74|rk-newtermite-
WG2 # 105658 # 105987 # -1

MISDDYFIDIHNDDFDRGRKYFVLVIYDIVDNKRRSKIAKTLKRYAFRVQKSAFEAHLTPSKYDIL
VSILTNLIDDKEDSVRIYKIRGKAAILSMGIGRSPDDEEVIII*

>cas2-WG2_assembly_scaffold_2_22|rk-newtermite-WG2_Firmicutes_43_74|rk-newtermite-
WG2 # 17746 # 18036 # -1

MLVLVTYDVSTETPQGRKRLSKVAKKCVAHGQRVQNSVFECNLDWSQFVKFRSELEAIIDSSE
DSLRYYNLGNNYKEKIIHIGTKQSIPLEGELVI*

>cas2-WG2_assembly_scaffold_534_1|rk-newtermite-WG2_UNK]|rk-newtermite-WG2 # 417 #
677 # -1
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MNKFMRILVFFDLPVKTKEERRGATQFRNFLIKDGYHMMQYSLYARVCNGMDAVEKHKKRVYL
NVPDNGSVRMLVITDFSWKSNRM*

>cas2-WG2_assembly_scaffold_24143_1|rk-newtermite-WG2_UNK|rk-newtermite-WG2 # 360
# 650 # -1

MLVLITYDVSTRTPAGRKRLSKVAKRCVAHGQRVQNSVFECNLDWAQYISLQNELKNLIDPTED
SLRFYNLGNTYEEKIVHVGTKSSIQLEGELIV*

Cas3

>cas3-P31_assembly_scaffold_59 1|rk-newtermite-P31_Clostridiales_42_22|rk-newtermite-
P31 #585 # 3335 # 1

MSHHNAKKTSLWAKKSNNPDYDKWLPLHTHLNDTAEVACLLWDNWASKSVIKSISKGITADGL
DGYLIAKQVFAFLAYVHDIGKATPVFQVKEAYGKEDLNDFTLNQIKKSGLPINHTYHYKQETRHE
LVGYMILKKHGLDDSVAVIIGSHHGIPPNENQINNIKHGIYDVNCGFDNLLWKSVQSEFFNNAIEF
ADLNKATVLSLGITRPVQVLLSGLLIMADWIASNEFLFKLINIEDSPLNINSLQRTTNAFQELKFPL
PWYIDQEWNYLYYTRFGIESPHPVQIVAVEVAKSIHTPGIFIIEAPMGEGKTEAALAVAEIFAGNS
SARGIYFALPSQATSNAMFTRVINWLRTFDNQEISVRLVHGKAEFNEEYNDIANLSDRSTEFIDN
DINEENLENIHEWFKGRKKELLADFAVGTIDHVLMSGLKQKHLMLRHLGLAGKVLIIDECHAYDV
YMESYLLKALNWLGAYGVPVVVLSATLPLSKRQNLIEAYLNKKNLGVDSEWAASLAYPMVTYS
DGISVNHIPVTVPIAEKGTDVSIHSLNECEISDTLYRVLEKGGYAGVIFNTVKRAQEYYTKIKTSFE
DAEVDLLHGGFLAIDRVKKEENLLLRLGKSNTIQRSEKYIVVGTQIFEQSLDIDFDVLITQLCPVDL
LLQRIGRLHRHKRDNRPPGLKQPRCYVLGANGHDYDEGSAAIYSLYLLMRTVEALPQKINLPND
IPKLVAKVYSENDTEASINARIKWEERNEARKDSADIYQINRWKSSKTLINWLDMKIRDDSEKRA
EAAVRDGVDSIEVLIIQKRQGLLCFLPWINNGEALPFTTPTPKLAKIIAGCSVRLPSYFAWRNIAD
RAILEIEEIMMQERIKSNWYESHWLKGALVMILDENQNVEICDCCINYDEQMGLSFIKKGDSNER
N*

>cas3-P12_assembly_scaffold_1848_1|rk-newtermite-P12_UNK]|rk-newtermite-P12 # 97 #
2475 # 1

MMIVCAILSQKVEIMTYLARFNETREQLLVEHLNNVSELSAHFSAYTSITRLIGILHDLGKATAAF
RNYLEEGGVRGSVVHALQGAFFVDDNVGSSNETADILLKEIVSLAIVAHHGSLSDGVSPDGETV
FIQRLADKENEKYNYQEAKRNFSSLSTDLTSDISDLFLRAKDEVLSLVSRITQTYIYQESAQFALG
LFVKYIYSCLIDADRLDAYLFELNEQYQPADMDWDRLTATFEENIQKYECDSEIAKIRRNISDQC
KEAAIKNTGIYRLSVPTGGGKTLSSLRFALHHCKKKNKKRIIYVIPYLSIIDQTATEFQKILNLQSNN
DILEHHSNIVLPDDEDEREIRKLATSRWDKPIITTMVQFLETVFSSRGSDLRKFHNMSDSVIIFD
EIQSLPTKTINLFNEAVSFLAKLCNTTVLLCTATQPLLDKTERGNLLLESSPELIDCGEAFKSIKRTI
IVAEKEKDVNEFASFVELKAQENENCLAIVNTRKSAREVFERLKGQRDFEVYHLSTSMCGAHR
MDTIAKVKAALDRDRRVICVATQLIEAGIDISFSCVVRAVAGLDSVAQAAGRCNRDGESESPKE
VYAIPLRDENLSKLPDIECGKEITERLIRENEGADLLAPEILEQFYEHYFYNRRNLMDYPTSDGPT
VYEMLSTNGTGKMNYKNRTGHDSACAIAHAFRSADESFCVIDKNTKQVVVYYGEVEELIEAYK
KPPENRITREKLNIVRKLEKFSVSLFSWEMEKLAGAIHVLDEETGIMILDRLHYSEDIGVILETDPK
DYIV*

>cas3-P12_assembly_scaffold_10_27|rk-newtermite-P12_Firmicutes_43_106|rk-newtermite-
P12 # 29751 # 32120 # 1

MHQIPNTFYARKASDDRRQNLQNHLSNVADLASKFASDIGTKGITEIAAQFHDIGKATRAFQDYL
VNEGGRRGDVVHSLQGAFFVDELCDESSALVNEIVAMVIAAHHGFLDDGISPDGESIFIEKLTKK
DEEKYYYSELKQNVAIYNTKQTRELISTAKAEIEAMISLIMETYQRRKSAEYSAGFALGLFVKYIY
SCLIDADRLDAYLFDVSEQYEPPIVDWTAIINVFEKNIQNYGNKSDISQIRQAVSTQCKDAATKPT
GIYQLSVPTGGGKTLSSLRFALHHCKVANKKRIIYVIPYLSIIEQTADELRKILDLPQDNDVILEHH
SGIIAQDESDDEREIRKLAASRWDKPLITTMVQFLETVMSAKGSALRKFHNMSDSVIILDEIQSL
PIKTVHLFNETVSFLAKICNSTVLLCTATQPQLHLTERENLLFENNPELINCADLFLPIKRTSIVAE
PEKDIDAFATFVSEKAQINGNCLAIVNTKKSAREIFDKLNGEKPDGFNIYHLSTSMCPAHREITLK
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NIKVALNQRQNIICITTQLIEAGVDISFACVVRATAGLDSITQAAGRCNRNGESDIPKEVYIVPLQG
ENLDRLDDIKEGKKITERLVREHKNEDLSEPSIMNQFYDYYFYKRKNLMDYPTKDNKTLYGMLS
CNKAGRGAYKERTDKDAQCFIAHAFKAASEAFSVIDKRAESVVVAYGEAVSLIEKYRKLPTTLIT
REKLNIIRKLEKFSVSLFSHEMEQLTKVGAIIVLDDDTNIRILSEHYYSNDVGVIMETNPDLLIL*

Casb

>cas5-P31_assembly_scaffold_1942_3|rk-newtermite-P31_Firmicutes_45_7|rk-newtermite-P31
# 664 # 1353 # -1

MAFGFRVEIWGDYACFSRPELKVERVSYEVMTPSAARGIIEAVFWKPAIKYVIDQIDICAPIHFEN
IRRNELSSKIPYSSIQNAEKKLLSGDLYLNASTDRTQRAAMVLRNVRYVVTGHFILTDKAGPDDN
EGKFTTILRRRLGKGQNYHTPYLGVREFPANIRLIAEEETLPKPIPESRSLGLMLYDIEYVKSTGK
DGQEVVTSFEPTYFMADMKQGVINLRDMEVFR*

>cas5-P13_assembly_scaffold_5728 2|rk-newtermite-P13_UNK]rk-newtermite-P13 # 796 #
1521 # 1

MQTERKRNSVEFEVYGKYALFSDPVTRVGGEKFSYQVPTYQALKGVLESVYWKPTFIWVIDAV
RVINRIQTEGKGIRPIKMSGGNDLAYYTYLKDVRYQVLAHFEWNESRRNLQNDRNEHKHHNVA
RRCIEKGGRRDVFLGVRECQAYVIPCEFGEGDSFYDKYGEIDFGFILHGIDYPDEADGKFGVRF
WNCKMVDGVITFPSPESDVIKSRTIRDKQKIKAFNLGESLNPVDDEDGEQP*

>cas5-P12_assembly_scaffold_10_28|rk-newtermite-P12_Firmicutes_43_106|rk-newtermite-
P12 # 32133 # 32885 # 1

MQEITKKRNSVEFEVYGRYALFSDPITRVGGEKFSYQVPTYQALKGVLESIYWKPTLIWIIDAVRI
MNKIQTEGKGIRPIKMSGGNDLAYYTYLKDVKYQVLAHFVWNEHRPELQNDRNENKHHNIAKR
SIEKGGRRDIFLGTRECQAYVAPCEFGSKNSFYDYPEPYGELDFGFMLHGIDYPDETGDGTFG
TRFWHCKMNNGVIIFPPPDSNEVQRRVIREDQIIKEFVPGENFRMIDDELPGDKGGDE*

>casb-P33_assembly_scaffold_754_2|rk-newtermite-P33_Actinobacteria_56_10|rk-newtermite-
P33 #171 #869 # 1

MQIERKRNSVEFEVYGKYALFSDPVTRVGGEKFSYQVPTYQALKGVLESVYWKPTFVWVIDAV
RVINRIQTEGKGIRPIKMSGGNDLAYYTYLKDVRYQVRAHFEWNESRKNLQNDRNEHIEKGGR
RDVFLGVRECQAYVIPCEFGEGDSFYDKYGEIDFGFMLHGIDYPDEADGKFGVRFWNCKLVD
GVITFPSPESDEIKSRIVRDNQKIKAFNLGESLYPVSSEDGEQP*

>cas5-P32_assembly_scaffold_317_11|rk-newtermite-P32_UNK|rk-newtermite-P32 # 13374 #
14099 # -1

MQTERKRNSVEFEVYGKYALFSDPVTRVGGEKFSYQVPTYQALKGVLESVYWKPTFIWVIDAV
RVMNRIQTEGKGIRPIKMSGGNDLAYYTYLKDVRYQVRAHFEWNENRRNLQNDRNEHKHHNV
ARRCIEKGGRRDVFLGVRECQAYVVPCIFGEGDSFYDKYGEIDFGFMLHGIDYPDEADGNFGV
RFWNCKMTDGIITFPPPEGDEIKSRTIRDNQKIKAFNLGESLDPVDSEDGEQP*

>cas5-P32_assembly_scaffold_1749_2|rk-newtermite-P32_UNK|rk-newtermite-P32 # 701 #
1390 # 1

MAFGFRVEIWGDYACFSRPELKVERVSYEVMTPSAARGIIEAVFWKPAIKYVIDQIDVCAPIRFE
NVRRNELSSKIPYSSIQNAEKKLLSGDLYLNASTDRTQRAAMVLRNVRYVVTGHFILTDKAGPD
DNEGKFSTILRRRLGKGQNYHTPYLGVREFPANIRLIAEEETLPKPIPESRSLGLMLYDIEYVKST
GKDGQEVVTAFEPTYFMADMKQGVINLRDMEVLR*

>cas5-P32_assembly_scaffold_2174_2|rk-newtermite-P32_Actinobacteria_53_11|rk-
newtermite-P32 # 447 # 1172 # -1

MQTERKRNSVEFEVYGKYALFSDPVTRVGGEKFSYQVPTYQALKGVLESVYWKPTFVWVIDA
VRVINRIQTEGKGIRPIKMSGGNDLAYYTYLKDVRYQVRAHFEWNESRRNLQNDRNEHKHHNV

41



ARRCIEKGGRRDVFLGVRECQAYVIPCEFGEGDSFYDKYGEIDFGFMLHGIDYPDEADGKFGV
RFWNCKLVDGVITFPSPESDEIKSRIVRDNQKIKAFNLGESLYPVSSEDGEQP*

>cas5-P32_assembly_scaffold_8570_2|rk-newtermite-P32_Actinobacteria_53_11|rk-
newtermite-P32 # 750 # 1460 # 1

MNTLLIRLAAPLQSWGSESKFERRTTQREPTKSGVIGILAAALGRGREDCLNDLTALRFGVRVD
QPGQIMRDYHIARSFKSKEMLERTYVTNRYYISDAVFLVGLEGDKHTLEMLESALLSPFYPIFLG
RRSCPPTGRVVMGIRNKPLEETLEDEEWIAGEWYKKREKSCNLTLVLDSKELSANRRRDLPLS
FSQDYRKHKYRYIDDIPDKVFVQYNANIATEHDPFDVTWESMEV*

>cas5-WG3_assembly_scaffold_4662_4|rk-newtermite-WG3_UNK|rk-newtermite-WG3 # 2461
#3186 # -1

MQTERKRNSVEFEVYGKYALFSDPVTRVGGEKFSYQVPTYQALKGVLESIYWKPTFIWVIDAV
RVINRIQTEGKGIRPIKMSGGNDLAYYTYLKDVRYQVLAHFEWNESRRNLQNDRNEHKHHNVA
RRCIEKGGRRDVFLGVRECQAYVIPCEFGEGDSFYDKYGEIDFGFILHGIDYPDEADGKFGVRF
WNCKMVDGVITFPPPESDVIKSRTIRDKQKIKAFNLGESLNPVDDEDGEQP*

>cas5-WG3_assembly_scaffold_10604_2|rk-newtermite-WG3_UNK|rk-newtermite-WG3 # 333
#1034 # 1

MSTLLMRLAAPLQSWGSDSKFEERRATMREPTKSGVVGMLAAALGRRRDEPIEDLSTLRFGV
RIDQPGNLLKDYHTAKSKDGKVSYVTNRHYLADAVFIVGLEGDDTLLNILEKALREPVFPLYLGR
RSCPPAGRISLGISEESLEEALKQVPWQAGEHHRKHVSSSEVPQGLTLVLDADGVGNLRRRDL
PLTFSQRHRKHLYRYLVDKPDAVRVRTKNETEHDAFEAVGKEM*

>cas5-WG2_assembly_scaffold_2_27|rk-newtermite-WG2_Firmicutes_43_74|rk-newtermite-
WG2 # 22555 # 23307 # -1

MQEITKKRNSVEFEVYGRYALFSDPITRVGGEKFSYQVPTYQALKGVLESIYWKPTLIWIIDAVRI
MNKIQTEGKGIRPIKMSGGNDLAYYTYLKDVKYQVLAHFVWNEHRPELQNDRNENKHHNIAKR
SIEKGGRRDIFLGTRECQAYVAPCEFGSKNSFYDYPEPYGELDFGFMLHGIDYPDETGDGTFG
TRFWHCKMNNGVIIFPPPDSNEVQRRVIREDQIIKEFVPGENFRMIDDELPGDKGGDE*

Cas9

>cas9-P32_assembly_scaffold_916_7|rk-newtermite-P32_UNK|rk-newtermite-P32 # 6981 #
10199 # -1

MRYNIGIDLGIASVGYAVMRLDDNDEPCEVIRLGSRIFNVAENPKDGASLALPRREARGMRRRL
RRKAHRKERLRNLLVSQGILSKEELKNLYKGTLTDIYELRKAALDRTLTNKELARVLLHIAERRGF
RSNRKATTSKEDGELLKAIDANRTIMNEKGYRTVGEMLYLDEAYSDTKRNKGENYKNTVTRDM
IEDEVIKIFEAQRNSGNNMCSPDFENAYLTILLAQRSFDEGPGGNSSYSGGIEKMVGDCTFEEN
EKRAPKASYSFEYFDLLQKINHIKLDNNGKTLSISNDQRNKMVELLHKSPNKNFADIRKELKLPD
TVRFNFVKYEYGKSIEESEKAAKLKHLKYYHEMRKAFDKIGKGRIKDISIADRNEIARIFTLHKNE
DKLRAELQNAGIGCFDIETLIDNLGSFSKFGHLSVKALDKIIPYLEQGLKYNEACEKAGYYFRGH
NHENNSRIVSLKHLADEAENKITSPVVKRAISQCAKVINAIIREIGTSPVFINIELAREMSKDFKDR
KDAEKTMEENRAYNDRIKDELIETDKQVNPTGLDIVKLKLWKQQDGRCLYSLDPIPREYLFRPGI
ADIDHIIPYSISFDDSYKNKVLVKTEENRQKGNLLPLQYLIGKKRDDFIVWVNNSNLPLNKKRFLL
KKEITPEDEEGFRERNLQDTKTMSVFLYNYLNDNLAFAPFLTNKKRHVVAVNGSITSMLRKRW
GLSKFREDGDAHHAIDAAVIACTTQCDIKQLTMIDKVSQFYRAHEQRYITIDGKEHKVDKKTGEL
KEMFPRPFDTFNHDVIAKSREVFVSRMPSRKTSGAAHKETIKGASENGLLKKVALSELKLDKNT
AEIVDYYNPQDDRLLYDALKAQLSKYDGDAKKAFSEPFYKPKSDGSRGPLVKKVKITEKATLSV
PVHAGTGRANNGEMVRVDVFHIEDDGYYLVPIYTADTVKSKLPNKAIVANKPYKEWKEVRDED
FTFSLYPNDLIRIKPKAPMQFRKVNKKSVLPETVEKEETFVYYKGASISTGAITVINHDNSYMISS
LGTKTLKAFEKHQVDVLGNVSKVGKEKRQEFAAKGR*
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>cas9-WG2_assembly_scaffold_534_3|rk-newtermite-WG2_UNK]|rk-newtermite-WG2 # 1582 #
4800 # -1

MRYNIGIDLGIASVGYAVMRLDDNDEPCEVIRLGSRIFNVAENPKDGASLALPRREARGMRRRL
RRKAHRKERLRNLLVSQGILSKEELKNLYKGTLTDIYELRKAALDRTLTNKELARVLLHIAERRGF
RSNRKATTSKEDGELLKAIDANRTIMNEKGYRTVGEMLYLDEAYSDTKRNKGENYKNTVTRDM
IEDEVLKIFTAQRNFGSNTCSPDFENAYLTILLAQRSFDEGPGGNSPYSGGIEKMVGDCTFEEN
EKRAPKASYSFEYFDLLQKINHIKLDNNGKTLSISNDQRNKMVELLHKSPNKNFADIRKELKLPD
TVRFNFVKYEYGKSIEESEKAAKLKHLKHYHEMRKAFDKISKGRIKDISIADRNEIARIFTLHKNE
DKLRAELQNAGIGCFDIETLIDNLGSFSKFGHLSVKALDKIIPYLEQGLKYNEACEKAGYYFRGH
NHENNSRIVSLKHLADEAENKITSPVVKRAISQCAKVINAIIREIGTSPVFINIELAREMSKDFKDR
KDAEKSMEENRAYNDRLKDELIKTDRQVNPTGLDIVKLKLWKQQDGRCLYSLDPIPREYLFRPG
IADIDHIIPYSISFDDSYKNKVLVKTEENRQKGNLLPLQYLIGKKRDDFIVWVNNSNLPLNKKRFLL
KKEITPEDEEGFRERNLQDTKTMSVFLYNYLNDNLAFAPFLTNKKRHVVAVNGSITSMLRKRW
GLSKFREDGDAHHAIDAAVIACTTQCDIKQLTMIDKVSQFYRAHEQRYITIDGKEHKVDKKTGEL
KEMFPRPFDTFNHDVIAKSREVFVSRMPSRKTSGAAHKETIKGASENGLLKKVALSELKLDKNT
AEIVDYYNPQDDRLLYDALKAQLSKYDGDAKKAFSEPFYKPKSDGSRGPLVKKVKITEKATLSV
PVHAGTGRANNGEMVRVDVFHIEDDGYYLVPIYTADTVKSELPNKAIVANKPYEEWKEVRDED
FTFSLYPNDLIRIKPKAPMQFRKVNKKSVLPETVEKEETFVYYKGASISTGAITVINHDNSYMISS
LGTKTLKAFEKHQVDVLGNVSKVGKEKRQEFAAKGR*

RuvC

>ruvC-WG1_assembly_scaffold_531_10|rk-newtermite-WG1_UNK]|rk-newtermite-WG1 # 9778
# 10287 # -1

MILGIDPGVATVGFGIISEEGGVCKQVRYGVITTPAQMRLALRLKQINNDVSELIQTFKPDAIAVE
ELFFNTNQKTALSVAHGRAAVILAGEAQGIPMFEYTPLQVKKAVAGYGHATKKQVMEMVKRLL
LMEQNPKPDDAADALAIAICHARAANSLLSIEGQGISATI*

>ruvC-WG1_assembly_scaffold_15939_2|rk-newtermite-WG1_UNK|rk-newtermite-WG1 # 960
#1466 # 1

MKILGIDPGTGICGFGVIEIGKSNKPKMITAGVISTPPHTPLPDRLLDIYDSFREINETKPDVVSIE
KLFFVQNITTGISVAHARGVAMLVARQFELPIFEYTPLQIKQTLTGYGRADKKQVQEMVKLHLNL
TKVPKPDDAADALAAAITCSLIERGQQKSPQTPNL*

>ruvC-P32_assembly_scaffold_1732_3|rk-newtermite-P32_Bacteroidia_41_7|rk-newtermite-
P32 # 3448 # 4014 # 1

MTKDQIILGIDPGTTIMGYGLLKITNNKPSLLAMGVVDLKKYGDHYLKLQRIFARTLSLIDEFKPDC
LAIEAPFYGKNVQSMLKLGRAQGTAMAAALYRDIPITEYMPLKIKMAITGNGRASKEQVSDMLR
RFLKIPENQMLPQLDATDGLAAAYCHFLQMDNPISDTKYRGWKDYIAKNQEKVKGKR*

>ruvC-P32_assembly_scaffold_7351_2|rk-newtermite-P32_Bacteroidia_41_7|rk-newtermite-
P32 #1137 #1760 # 1

MERVILGVDPGTVMMGFGVIKQVGKTIQFIEMDVLNLSKELDVAKKLHRIFECTVALIEKHNPSH
LAIEAPFFGKNVQSMLKLGRAQGVAIAAAMSRNVPIYEYAPRKIKMAITGKGTASKEQVAKMLFS
LMNINDNMPKHWDATDGLAAAVCHALQNDIPGKSEPSQLPVLKGRTRRSASTKKNQPTKKYS
DWEKFIAQNSARVSS*

>ruvC-P32_assembly_scaffold_8247_3|rk-newtermite-P32_UNK|rk-newtermite-P32 # 982 #
1470 # -1

MRIIGIDPGYAILGYGIVEKKGNHFTPCHFGAVTTDTKADMTDRLKHIYHTLMNIISEYEPEVASIE
ELFFNTNNKTALLVGQARGVAILACANSGLSICEYTPLQIKQALVGYGRAEKVQVQAMVKTILNL
SETPKPDDTADALAAAICHGNSSGRLSSYK*
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Cascade - CasA

>cascade-CasA_P31_assembly_scaffold_59_2|rk-newtermite-P31_Clostridiales_42_22|rk-
newtermite-P31 # 3322 # 4926 # 1

MKEIDFNLLDERWIIVTNSYGNEEILSLTDVLIRAHELRCLSGEMEAQDVAILRLLLGILYAIYTRTE
DYIEAQEDGDGERCIEIWKNLWERGKFPGDEVTGYFKQYHDRFWLIHPERPFYQVASLKSQKT
SEYKISKMLGDLVQSGNKKPLFSARTNKSKEKLPYPEASRWLIHLNGFDDAAFKTDNKDAGGIS
TGWLGQLGVIYIKGNNLFETLLLNFPLRKYNEEPWDSSNATWELEEPRKGERTIIPVPNSGEEL
FTLQSRRILLVHENNMVIGSEVIGGDHFLSRDAFNEPMTLWKVKKDRQKDFHLPMKEQNTSKQ
FWRDFTALLVENEDAQRPGILKWLDSLIFRNVIVPHNIKICTLNVMYGSQSSGIKEVWGDSVSVN
AGLISTLNIAWSHTIKLLKLTDTIAKCVGTLAADLELCKGLDEGEKKKNYKKIAGEMKEYPYLQLD
NPFRTWLAAINPANKEHDYMNKTMEQWIETAKRIVLKIGKELVDQAGPQAFIGNKDMNAIKAYR
KFRYTIRKILKEGGFV*

Cascade - CasD

>cascade-CasD_P31_assembly_scaffold_59_5|rk-newtermite-P31_Clostridiales_42_22|rk-
newtermite-P31 # 6538 # 7248 # 1

MNTLLIRLAAPLQSWGSESKFERRTTQREPTKSGVIGILAAALGRGREDCLNDLTALRFGVRVD
QPGQIMRDYHIARSFKSKEMLERTYVTNRYYISDAVFLVGLEGDKHTLEMLESALLSPFYPIFLG
RRSCPPTGRVVMGIRNKPLEETLEDEEWIAGEWYKKREKSCNLTLVLDSKELSANRRRDLPLS
FSQDYRKHKYRYIDDIPDKVFVQYNANIATEHDPFDVTWESMEV*

>cascade-CasD_P32_assembly_scaffold_10554_4|rk-newtermite-
P32_Actinobacteria_53_11|rk-newtermite-P32 # 1792 # 2493 # -1

MSTLLMRLAAPLQSWGSDSKFEERRATMREPTKSGVVGMLAAALGRRRDEPIEDLSMLRFGV
RIDQPGNLLKDYHTAKSKDGKVSYVTNRHYLADAVFIVGLEGDDTLLHILEKALREPVFPLYLGR
RSCPPTGRISLGISEESLEKALKQVPWQAGEHLRKQVSSSEVPQGLTLVLDADGVSNLRRRDL
PLTFSQRHRKHMYRYLVDKPDAVRVRTKNETEHDAFEAVGKEM*

>cascade-CasD_WG3_assembly_scaffold_10604_2|rk-newtermite-WG3_UNK|rk-newtermite-
WG3 # 333 # 1034 # 1

MSTLLMRLAAPLQSWGSDSKFEERRATMREPTKSGVVGMLAAALGRRRDEPIEDLSTLRFGV
RIDQPGNLLKDYHTAKSKDGKVSYVTNRHYLADAVFIVGLEGDDTLLNILEKALREPVFPLYLGR
RSCPPAGRISLGISEESLEEALKQVPWQAGEHHRKHVSSSEVPQGLTLVLDADGVGNLRRRDL
PLTFSQRHRKHLYRYLVDKPDAVRVRTKNETEHDAFEAVGKEM*

>cascade-CasD_WG2_assembly_scaffold_2639_3|rk-newtermite-WG2_UNK|rk-newtermite-
WG2 # 1370 # 2071 # -1

MSTLLMRLAAPLQSWGSDSKFEERRATMREPTKSGVVGMLAAALGRRRDEPIEDLSTLRFGV
RIDQPGNLLKDYHTAKSKDGKVSYVTNRHYLADAVFIVGLEGDDTLLHILEKALREPVFPLYLGR
RSCPPAGRISLDISEESLEEALKQVPWQAGEHHRKHVSSSEMPQGLTLVLDADGVGNLRRRDL
PLTFSQRHRKHMYRYLVDKPDAVRVRTKNETEHDAFEAVGKEM*

RAMP

>rampP13_assembly_scaffold_5728 3|rk-newtermite-P13_UNK|rk-newtermite-P13 # 1518 #
1970 # 1
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MSLFKNLLETYEKCKGAAGIVQYDANGEANEKKTFLPVFHMTFKSQICITLDSGGSFVNATRDG
KDITINPCTDSSAGRSSGIAAHPLCDQLDYVGGIKNSSVSKRVGCVGETSFRHIKSQVESDSRLC
KHRNYDCRLGEQADIQRLRI*

>rampP33_assembly_scaffold_754_3|rk-newtermite-P33_Actinobacteria_56_10|rk-newtermite-
P33 # 866 # 2815 # 1

MSLFKNLLETYEKCKGAAGIVQPDANGEVNEKKTFLPVFHMTFKSQICITLDSDGGFVNATRDG
KDITHIPCTDSSAGRSSGVAAHPLCDQLDYVGGISVDKKTAYLKELAAWEKQASGISQAKLKAIH
DYVSTGTMIADLENKQIFKDSEYDAQKNTLDNGKVRKIGVRFAVEINNDKIPNVWEDNDLRKSW
IDYIRPQSSEDALFDYLCGARVGQIAKQHPKNINSMTGNAKLLSCNDMSGYTFRGRFSSQDDA
VIVDYEQSQKIHQTLRWLINNYGYNIDSQTIAWAVDTETKPEAEFYKDSYNMFSSMPSAKTDQ
DKLSDAAGEVDANYAKKLKNLFQGYGSTEKIKQHARKICIAIFDAATTGRMGLTFYQEMPQDVY
LENIVDWHEDTSYYLTAWIKEKDENGKEKSVPLHYIGAPSYDDILFAVYGKARGGNDAGYNTLK
RKVRKQLLECMFGNFAFPKSMVDMAAVRASRPTSFDSESDWNRSISITCALARKYYEEEEITLE
LDEARRDRDYLYGRLLAVADRLEQTAMYRAGKQDNRATNAVRLMAAFAVKPYHTWGVLHQQ
LVPYINQLNKDRPGSAKYYQSIIDDIMVQLAENYEDNTPLSPLYLLGFSLQRRAFVNKNKKENLE
DNENDTTEQN*

>rampP33_assembly_scaffold_9361_2|rk-newtermite-P33_UNK|rk-newtermite-P33 # 238 # 918
#1

MYAKLRITGVLEVATGLHIGASGAFSAIGAVDSPIIKDALESDKPLIPGSSLKGKIRTLLARQYYYE
SGKTMGKPENDSDIILRLFGCSKNKDYRTARLIFSDMMLANAVELRKRGVDNLTEVKFENTINR
LTAEANPRQIERAIRGSRFNLDIIYEVAGQDESEITEDFALIADGLKLLQCDYLGGNGSRGYGKV
VISDLRADVAAGDVNESLVEKVSNLLTEAV*

>rampWG3_assembly_scaffold_4662_2|rk-newtermite-WG3_UNK|rk-newtermite-WG3 # 510 #
1910 # -1

MNVWEDSNLRQSWIDYIRPQGSEDALFDYLCGAPVEQIANQHPKNINSMTGNAKLLSCNDMS
GYTFRGRFSNQDDAVIVDYEQSQKMHQTLRWLISNYGYNIDSQTHAWAVDTETKPEAEFYKDS
YNMFSSMPSAKTDQDKLSDVAGGVDANYAKKLKNLFQGYGSADKIKQHAKKICLAVFDAATTG
RMGLTFYQEMPQDVYLENIVDWHEDASYYLTAWTKAKGENGKEKSVPIHYIGAPSYDDILFAVY
GKARGGNDAGYNTLKRKVRKQLLECMFGNFAFPKSMVDMAAVRASRPTSFDSESDWNRSISI
TCALARKYYKQQKKEELTLELDETRRDRDYLYGRLLAVADRLEQTAMYRAGKQDNRTTNAVRL
MAAFAVKPYHTWGVIYQQLLPYINQLNGAGYYQAIMDEIMVQLAENYENNAPLSPLYLLGFSSQ
RRAFVNKNKKENLEDDENDTTEQN*

>rampWG3_assembly_scaffold_11111_3|rk-newtermite-WG3_UNK]|rk-newtermite-WG3 # 822 #
1502 # 1

MYAKLRITGVLEVVTGLHIGASGAFSAIGAVDSPIIKDALESDKPLIPGSSLKGKIRTLLARQYYYE
SGKTMGKPENDSDIILRLFGCSKNKDYRTARLIFSDMMLANAVELRKRGVDNLTEVKFENTINR
LTAEANPRQIERAIRGSRFNLDIIYEVAGQDESEITEDFALIADGLKLLQCDYLGGNGSRGYGKV
VISDLRADVAAGEVNESLVEKVSNLLIESV*

>rampWG2_assembly_scaffold_0_97|rk-newtermite-WG2_Firmicutes_43_74|rk-newtermite-
WG2 # 109444 # 110061 # -1

MYTKILYEGEIEVETGLHIGTSGAFSAIGAVDSPVIKDQVTGQPIIPGSSLKGKMRSLLARSMSDT
YKTQSHKDDPEEIRRLFGDTEEFHSRLQFFDCFLKNKDELDKKQVLPTEVKFENTIDRLTSVAN
PRQIERVIPGAKFTFKMTYELADDYKDQLEKDKENIDKAIDLLENDYLGGGGTRGNGRVVFNNV
TYDTVFGDDVP*

>rampWG2_assembly_scaffold_2297_4|rk-newtermite-WG2_UNK|rk-newtermite-WG2 # 967 #
2910 # 1

MSLFKNLLETYEKCKDAAGIVKYDANGEANEKKTFLPVFHMTFKSQICITLDSTGRFVNAMRDS
KDTTIIPCTESGAGRASGIAAHPLCDQLDYVGGINTAKAAAYLKELTAWEKQASGISKAKLKAIH
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DYVSTGTMIADLESKQIFKDSEYDTQNKTLDNGKIRKIGVRFAVEINNDKTPNVWEDNDLRKSWI
DYIRPQGGENALFDYLCGMRVEQVANQHPKNINSATGNAKLLSCNTEYGFRYVGRFSNQDEA
VIVDYEQSQKMHQTLRWLINNHGYNIDSQTIAWAVDTETNPEVDFHKDSFNMFSSMPSAKTTQ
DKLSDAEGEVDANYAKKLKNLFQGYGYADKIKKHANKICIAIFDAATTGRMGLTFYQEMPQDMY
LENIVDWHEDASYYLTAWTKAKGENRKEKSVPIHYIGAPSYDDILFAVYGKARGGNDAGYNTLK
RKVRKQLLECMFGNFAFPKSMVDMATVRASRPTSFDSESDWNRSISITCALARKYYKQQKKEE
LTLELDETRKDRDYLYGRLLAVADRLEQTAMYKAGKQDNRTTNAVRLMAAFAVKPYHTWGVIY
QQLLPYINQLNGAGYYQAIMDEIMVQLAENYENNAPLSPLYLLGFSAQRRAFVNKNKKENLEDD
ENDTTEQN*
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