Supplemental data
Table S1: Peak integrals obtained by *H-HR-MAS NMR analysis of G. lamblia WBC6 wildtype trophozoites (WT; two independent experiments), in trophozoites

overexpressing thioredoxin reductase (TrxR) or a dominant negative mutation of TrxR (TrxR DN) as a control, and in trophozoites overexpressing the

nitroreductases NR1, NR2, NR3, or GusA as a control.

Normalized integrals [au]

Leu Val lle Thre  Lys Ala Ac Pip Glu Pro Gln Met C:tra Asn Orn Cys o Ctl TMA Gly G1P Tyr His Phe Trp  NAD ATP
e cys

WT 1-01 431 428 046 297 477 521 077 068 712 057 065 105 021 019 18 058 006 014 110 205 483 039 012 029 008 007 025
WT 1-02 404 379 027 275 49 453 066 069 644 042 035 08 021 016 158 042 014 012 118 201 587 038 022 032 013 007 022
WT 1-03 445 427 055 303 516 588 077 079 711 044 042 090 015 018 173 047 013 020 125 217 369 035 018 031 012 0.09 0.28
WT 1-04 414 414 051 292 451 577 077 058 661 044 044 094 024 021 177 049 007 011 121 208 397 042 022 034 011 013 0.28
WT 1-05 415 419 012 281 455 601 078 067 704 049 054 092 009 017 18 060 015 026 117 221 409 044 018 031 013 008 0.27
WT 1-06 437 435 031 29 439 682 072 056 707 074 066 112 021 016 189 045 007 009 121 230 463 039 018 030 008 011 0.25
WT 1-07 463 454 037 296 472 721 077 055 725 069 044 098 006 016 201 059 010 017 119 230 372 038 022 026 011 006 0.28
WT 1-08 424 423 035 309 505 594 08 071 728 058 041 089 005 015 18 054 010 013 115 218 484 031 010 028 011 0.04 0.8
WT 1-09 427 435 075 310 470 631 082 058 709 049 030 087 022 022 201 08 017 040 114 225 436 035 023 030 005 007 025
WT 1-10 409 426 052 309 390 654 078 064 725 071 058 095 023 017 188 061 017 025 119 219 461 038 021 030 013 012 0.22
WT 2-01 579 596 069 270 421 747 084 087 540 071 108 097 021 029 167 032 013 037 110 2.82 170 040 030 034 007 008 021
WT 2-02 584 585 054 255 427 749 086 069 479 034 060 103 019 028 169 027 011 024 107 281 156 035 026 034 008 006 0.23
WT 2-03 590 579 088 255 407 741 089 060 474 031 064 114 019 025 173 037 017 028 109 288 159 038 026 033 011 005 0.23
WT 2-04 6.02 580 059 265 451 749 083 061 48 022 056 110 020 023 174 020 012 016 110 286 177 035 029 030 0.03 006 0.19
TrxR-01 372 468 053 343 575 452 057 068 740 038 024 093 015 015 170 021 011 000 121 231 473 041 021 031 010 0.08 033
TrxR-02 391 476 044 328 557 422 061 08 732 045 040 098 009 014 184 034 011 0.07 115 241 441 035 011 030 007 011 024
TrxR-03 393 483 030 326 530 493 053 063 735 052 052 109 026 018 211 063 018 035 117 231 427 033 015 028 0.07 007 0.33
TrxR-04 372 436 022 308 548 370 057 087 687 039 040 098 013 024 192 052 008 009 104 225 505 038 013 029 008 006 0.23
TrxR-05 383 453 043 312 576 377 055 072 711 045 057 102 013 018 191 052 004 006 115 234 467 038 009 031 013 008 0.25
TrxR-06 385 468 024 328 520 555 057 074 721 048 033 109 030 025 189 033 013 022 119 244 421 038 020 025 011 008 0.30
TrxR-07 401 472 029 329 570 502 060 073 733 051 044 103 009 015 192 036 012 015 117 239 494 036 012 025 007 0.07 024
TrxR-08 393 465 042 320 521 503 054 072 708 047 034 098 030 021 18 030 006 009 112 235 515 039 013 025 0.07 009 0.23



TrxR-09 426 511 031 347 538 662 059 070 780 082 074 104 026 018 19 032 016 016 122 255 389 034 008 026 011 009 034
TrxR-10 404 481 033 334 512 540 056 067 724 050 052 104 007 021 199 043 017 021 123 248 459 039 012 029 009 007 0.25
TrxRDN-01 371 431 026 282 520 433 065 08 68 038 049 099 020 019 157 028 020 014 119 221 574 034 017 033 013 0.09 026
TrxRDN-02 370 434 052 303 517 449 066 073 712 052 053 09 020 018 176 033 016 014 114 221 611 034 014 029 014 011 021
TrxRDN-03 366 437 029 300 48 517 069 078 713 047 042 101 033 025 165 032 019 018 117 213 458 034 022 029 012 0.07 027
TrxRDN-04 388 467 033 294 508 517 058 062 715 032 041 103 029 019 157 026 008 018 111 220 498 034 012 023 010 006 0.22
TrxRDN-05 343 400 037 283 503 410 060 09% 661 045 071 104 035 023 154 040 010 031 104 19 505 033 020 031 007 010 0.8
TrxRDN-06 3.75 436 034 312 554 535 069 072 733 042 043 102 016 023 172 038 016 015 125 221 463 033 009 024 012 004 024
TrxRDN-07 372 444 026 322 502 517 065 073 719 063 050 09 024 024 18 035 011 018 114 231 625 033 012 030 008 012 019
TrxRDN-08 408 492 044 322 483 675 063 066 734 068 041 091 023 023 192 033 014 016 124 234 452 034 016 022 004 0.08 023
TrxRDN-09 3.75 448 047 3.04 472 55 067 050 705 057 050 098 023 023 18 033 015 017 119 226 520 041 016 028 010 0.09 028
TrxRDN-10 391 473 024 310 479 59 069 071 745 059 042 098 018 019 183 031 017 018 116 233 452 033 019 027 008 005 0.29

Table S1 continued: Peak integrals obtained by *H-HR-MAS NMR analysis of G. lamblia WBC6 wildtype trophozoites (WT; two independent experiments), in

trophozoites overexpressing thioredoxin reductase (TrxR) or a dominant negative mutation of TrxR (TrxR DN) as a control, and in trophozoites overexpressing
the nitroreductases NR1, NR2, NR3, or GusA as a control.



Normalized integrals [au]

Leu Val lle Thre Lys Ala Ac Pip Glu Pro Gin Met C:tra Asn Orn Cys o Ctl TMA Gly G1P Tyr His Phe Trp  NAD ATP
e cys

NR1-01 384 507 070 248 438 508 048 122 522 058 049 133 025 013 245 042 049 135 076 235 217 025 014 017 002 006 0.26
NR1-02 399 540 069 254 443 566 053 125 552 049 028 125 022 010 290 045 042 118 070 253 229 024 005 015 001 005 024
NR1-03 426 554 069 259 45 565 050 114 548 058 032 134 046 022 262 026 044 108 073 249 247 026 016 023 0.03 006 0.28
NR1-04 425 516 061 241 391 531 047 130 531 057 038 126 028 017 271 038 052 098 070 227 241 028 017 026 004 010 024
NR1-05 409 517 070 247 439 531 048 123 522 048 026 129 037 027 256 040 047 124 068 236 221 027 016 018 003 006 0.28
NR2-01 563 623 074 266 368 644 059 113 531 074 08 124 013 019 187 020 047 050 093 267 136 035 024 029 009 011 0.36
NR2-02 528 590 079 269 405 607 055 113 522 069 066 114 014 024 196 033 041 043 089 264 173 027 019 024 004 010 033
NR2-03 548 589 100 294 425 603 057 107 502 051 048 113 011 022 208 048 046 061 088 262 18 025 021 026 009 005 031
NR2-04 561 559 095 292 422 518 059 107 510 083 106 113 024 018 175 0.08 033 016 072 263 199 043 025 026 013 005 0.24
NR2-05 559 611 090 294 421 626 059 096 505 043 023 114 030 024 195 036 044 061 091 269 162 030 020 019 0.04 008 0.26
NR2-06 507 577 08 276 430 593 055 141 524 075 083 116 028 023 201 052 046 068 094 257 159 027 025 026 004 002 031
NR3-01 524 608 079 304 479 706 062 106 558 072 103 115 013 024 182 026 026 023 100 305 178 037 019 030 001 008 0.23
NR3-02 529 611 069 306 466 728 058 099 560 072 099 107 011 026 183 027 026 024 107 298 183 034 025 028 004 008 0.23
NR3-03 510 589 067 295 479 644 057 107 550 074 092 107 014 025 182 033 025 019 103 294 213 035 020 026 005 010 0.27
NR3-04 500 572 082 290 438 652 057 106 520 060 08 102 020 029 19 050 034 044 106 28 18 034 021 028 005 006 0.25
NR3-05 532 587 08 305 480 668 057 083 520 053 080 113 021 026 168 011 022 008 102 297 182 039 027 030 0.07 009 0.25
GusA-01 590 564 08 264 426 644 065 104 515 064 084 095 009 024 170 037 032 033 114 276 144 033 029 029 006 012 0.24
GusA-02 592 589 084 291 445 719 066 095 525 056 083 107 013 023 164 022 023 033 112 289 155 036 024 029 003 008 0.25
GusA-03 601 586 064 267 435 694 066 102 530 073 098 101 006 022 167 015 022 018 109 282 191 036 025 027 004 005 0.22
GusA-04 6.01 597 060 278 476 706 061 103 554 074 106 108 007 022 165 018 019 020 109 289 176 037 027 030 008 008 0.25
GusA-05 589 597 069 276 402 714 068 097 538 072 097 099 017 019 165 018 025 026 115 291 177 037 027 027 006 003 0.23
GusA-06 563 568 078 268 412 682 064 08 515 062 08 103 018 027 175 045 025 031 110 28 162 041 027 035 007 008 0.25



Table S2. Summary of parameters and statistical results of the oPLS-DA shown in Figures 2, 3 and 5.
Fig. 3 Fig.5

Groups Fig. 2
PQN, mean center, Pareto scaling
Venetian blinds 5 splits, 1 sample/split

Preprocessing *
Cross validation

X-block 20 x 138 22 x 138 14 x 138
Number of LVs 2 3 1
Lv1 22.98% 37.21% 69.6%
LV 2 28.17% 27.18% -
LV 3 - 5.55% -
Total variance captured 51.15% 69.94% 69.6%
1/2 1/2/3 1/2

Modeled class
RZ
QZ

0.878/0.878 0.928/0.797/0.908
0.731/0.731 0.776/0.589/0.625

PQN: Probabilistic quotient normalization [48]; LV: Latent variable; R?: R? calculated; Q2% R? cross-validated



Table S3: Peak integrals obtained by *H-HR-MAS NMR analysis of G. lamblia WBC6 wildtype and nitro drug-resistant C4 trophozoites.

Normalized integrals [au]

Leu Val lle Thre Lys Ala Ac Pip Glu Pro Gin Met C:tra Asn Orn Cys iys- Ctl TMA Gly G1P Tyr His Phe Trp  NAD ATP
e ys

C4-01 438 454 051 351 558 38 068 089 515 031 030 101 027 030 139 094 018 021 096 237 45 035 008 029 008 004 0.17
C4-02 460 478 059 366 570 411 073 099 537 023 028 103 031 0.29 148 107 012 020 089 239 391 041 013 029 008 0.07 0.18
C4-03 516 536 070 395 632 474 0.73 102 58 032 049 112 018 026 144 095 015 0.12 111 262 348 041 014 035 012 012 0.23
C4-04 485 498 068 385 598 453 077 095 556 026 036 114 022 027 142 09 014 010 105 257 368 041 0.09 034 011 006 0.25
C4-05 503 530 060 402 587 477 079 111 601 036 050 116 016 022 142 09 022 013 119 269 358 035 006 028 006 011 0.17
C4-06 471 501 059 378 565 479 075 111 553 035 062 112 025 028 144 108 021 024 103 246 277 039 010 033 009 009 0.25
C4-07 456 481 050 356 564 433 074 103 543 040 050 109 018 022 129 079 018 008 100 246 383 039 012 032 010 008 0.15
C4-08 469 514 068 390 581 473 0.76 109 570 037 041 107 024 024 139 086 017 008 109 257 347 034 006 032 008 008 021
C4-09 507 531 057 394 610 493 0.76 109 591 041 068 107 012 021 155 116 018 034 101 259 279 040 011 036 0.08 010 0.24
C4-10 467 491 062 360 525 437 068 074 526 029 042 1.08 024 024 147 107 021 028 099 238 423 033 004 028 007 0.08 013
WT-01 197 376 043 186 341 506 035 083 719 054 027 125 036 017 438 143 030 441 046 15 392 02 005 015 012 012 037
WT-02 197 427 072 235 332 594 029 067 762 049 000 116 035 011 444 133 037 488 072 177 408 027 004 009 009 014 040
WT-03 205 436 062 213 284 599 038 08 779 053 019 141 062 016 392 08 023 505 078 179 381 028 018 013 005 011 0.36

WT-04 190 430 08 234 297 592 034 083 800 063 012 128 058 023 388 081 024 510 072 173 39 027 005 017 013 010 041
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Figure S1. PCA and oPLS-DA of all integral regions (138 buckets) obtained by *H-HR-MAS NMR analysis of TrxR, TrxR DN, WT1, NR1, NR2, NR3, GusA, and WT2 trophozoites. The
strains are detailed in Table 1. A, PCA; B, oPLS-DA.
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Figure S2. Metabolites identified in G. lamblia WBC6 wildtype trophozoites (WT, n = 4) and in trophozoites of the nitro drug-resistant strain C4 (n = 10); mean values £SD. Metabolites marked
with ** and * were significantly different with p < 0.001 and p < 0.005 respectively according to t-test and correction for multiple comparisons. Significant levels in gray were excluded from
discussion due to high variability between different WT-batches. The 'H-HR-MAS NMR analysis has been performed as described in Materials and Methods.
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Figure S3. Representative 'H HR-MAS NMR spectra of Giardia trophozoites indicating selection of spectral regions /
buckets and their metabolite assignments that were used for integration in univariate analysis. Ac (acetate) and Ile are
better visible in the upper spectrum (A) than in the lower spectrum (A’). For metabolites marked with * the average of
multiple regions as indicated were used. A-D, contiguous spectral regions; Cyn, cystine.



