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Résumé 

Les NAD(P)H déshydrogénases de type II (Ndh-II) sont des enzymes de faible poids 

moléculaire capables d’oxyder le NAD(P)H et de transférer les électrons à un groupement 

quinone (plastoquinone ou ubiquinone). On les appelle « de type II » par opposition aux 

déshydrogénases de type I qui correspondent au complexe I mitochondrial. Chez Arabidopsis 

thaliana, des protéines Ndh-II ont été identifiées sur les faces interne et externe de la 

membrane interne mitochondriale, sur la membrane des peroxysomes, et au niveau de la 

membrane thylacoïdale du chloroplaste.  

Au niveau de la chaîne de transport d’électrons mitochondriale, les protéines Ndh-II 

constituent une voie alternative aux complexes I et II pour l’apport des électrons au pool 

d’ubiquinones. Cette voie alternative permettrait une adaptation de la chaîne de transport 

d’électrons en fonction du métabolisme de l’algue. Au niveau de la chaîne de transport 

d’électrons chloroplastique, les protéines Ndh-II participeraient à plusieurs mécanismes 

d’adaptation de la chaîne à la quantité et à la qualité de la lumière disponible : transitions 

d’états, transport cyclique d’électrons autour du photosystème II. Leur fonction serait de 

catalyser la réduction non-photochimique du pool de plastoquinones.  

En 2005, sept open reading frame correspondant à des NAD(P)H déshydrogénases de 

type II hypothétiques (NDA1 à NDA7) ont été identifiées dans le génome nucléaire de 

Chlamydomonas. Ces séquences étaient cependant largement incomplètes du fait de régions 

non séquencées dans le génome de Chlamydomonas. Les données récoltées au cours de ce 

travail ont permis l’obtention d’une version complète de la séquence codante des gènes NDA 

de Chlamydomonas. Ces analyses ont démontré que le gène putatif NDA4 correspondait, en 

fait, à des régions internes non attribuées au gène NDA2. 

Chez Arabidopsis thaliana et Solanum tuberosum, une corrélation entre le 

positionnement phylogénétique des gènes NDH-II et la localisation subcellulaire de la 

protéine correspondante a été mise en évidence. L’analyse phylogénétique des séquences des 

protéines Nda de Chlamydomonas montre que les gènes NDA1, 2 et 3 seraient proches 

phylogénétiquement et seraient à positionner dans le clade des protéines Ndh-II 

mitochondriales des plantes supérieures. A l’inverse, la protéine Nda5 serait d’origine 

cyanobactérienne et se positionne dans le même clade que les protéines identifiées dans le 

chloroplaste des plantes supérieures. Les protéines Nda6 et 7 sont très proches du point de vue 

de la séquence, suggérant une duplication récente des gènes NDA6 et 7. Ces deux protéines se 



 

positionnent dans un nouveau clade, apparemment intermédiaire entre le domaine eucaryote 

et le domaine procaryote.  

Une étude d’expression des gènes NDA de Chlamydomonas a permis de mettre en 

évidence l’expression apparemment majoritaire du gène NDA2. Pour étudier la fonction 

spécifique de NDA2, nous avons inactivé l’expression de ce gène par RNA interférence afin 

d’étudier le phénotype des mutants obtenus. Contrairement aux prédictions in silico, il est 

apparu que la protéine Nda2 se localise au niveau du chloroplaste. L’étude de la fluorescence 

chlorophyllienne de deux mutants montre que la capacité de ces mutants à réduire de manière 

non-photochimique le pool de plastoquinones est largement diminuée. D’autre part, les 

mutants sont largement affectés dans leur capacité à modifier la distribution de l’énergie 

d’excitation entre les deux photosystèmes (transition d’état) lorsque la respiration 

mitochondriale est inhibée. 

Il est connu que les transitions d’état sont initiées par des changements de l’état rédox 

du pool de plastoquinones, qui est lui-même dépendant de l’état rédox de la cellule. Dans ce 

cadre, nous proposons que la protéine Nda2 pourrait servir de « senseur » du métabolisme 

cellulaire de l’algue et permettrait d’adapter les flux d’électrons chloroplastiques en réponse 

aux changements du contexte énergétique cellulaire.  

 



 

Summary 

The type II NAD(P)H dehydrogenases (Ndh-II) are low molecular weight enzymes 

that oxidize the NAD(P)H and transfer the electrons to a quinone group (plastoquinone or 

ubiquinone). They are called « type II » in opposition to type I dehydrogenase like the 

mitochondrial complex I. In Arabidopsis thaliana, Ndh-II proteins have been identified on the 

internal and external sides of the mitochondrial inner membrane, on the peroxysome 

membrane and on the chloroplastic thylakoid membrane.   

In the mitochondrial electrons transport chain, Ndh-II proteins led an alternative 

pathway to complexes I and II for the electron transfer to ubiquinone pool. This alternative 

pathway would allow an adaptation of the electron transport chain to algal metabolism. In the 

photosynthetic electron transport chain, Ndh-II proteins could contribute in several adaptation 

mechanisms of the chain in response to quantity and quality of available light: state 

transitions, cyclic electron transport around the photosystem II. Their function would be the 

non-photochemical reduction of the plastoquinone pool. 

In 2005, seven open reading frames corresponding to hypothetical type II NAD(P)H 

dehydrogenases (NDA1 to NDA7) have been identified in the nuclear genome of 

Chlamydomonas. These sequences were however incomplete because of gaps in the 

sequenced genome of Chlamydomonas. During this work, we obtained the full coding 

sequences of Chlamydomonas’s NDA genes. Data showed that the putative NDA4 gene 

corresponds, in fact, to internal regions non-attributed to NDA2 gene. 

In Arabidopsis thaliana and Solanum tuberosum, there is a correlation between the 

NDH-II gene phylogenetic position and the cellular localisation of the corresponding protein. 

Phylogenetic analysis of the Nda proteins sequences from Chlamydomonas shows that the 

NDA1, 2 and 3 genes are phylogenetically close and could be placed in the taxa of 

mitochondrial Ndh-II proteins from higher plants. In opposite, Nda5 protein could originate 

from cyanobacteria and could be placed in the same taxa than chloroplastic protein from 

higher plants. Nda6 and 7 proteins sequences are very close, suggesting a recent duplication 

of NDA6 and 7 genes. These two proteins are placed in a new taxa, between the eukaryotic 

and prokaryotic domains. 

An expression overview of NDA genes of Chlamydomonas allow us to show the 

apparent major expression of the NDA2 gene. To study the function of NDA2, the expression 

of this gene was inactivated by RNA interference in order to study the phenotype of obtained 

mutants. Contrasting in silico predictions, it appears the Nda2 protein localizes in the 



 

chloroplast. The study of chlorophyll fluorescence of two mutants shows a diminution of non-

photochemical plastoquinone reduction capacity for these mutants. Moreover, mutants are 

largely affected in their capacity to modify the excitation energy distribution between the two 

photosystems (state transition) when the mitochondrial respiration is inhibited.  

It is well known that state transitions are initiated by changes in the redox state of the 

plastoquinone pool, itself depending of the cellular redox state. In this context, we propose 

that the Nda2 protein could serve as a « sensor » for cellular metabolism of the alga and could 

allow an adaptation of chloroplastic electron fluxes in response to changes in the background 

of cellular energy.  
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Introduction 

1 

1. La mitochondrie 

 La mitochondrie se compose de deux membranes séparées l’une de l’autre par un 

espace intermembranaire. La surface de la membrane interne est fortement augmentée par la 

présence de crêtes dont la forme varie d’une espèce à l’autre. Cette membrane interne est le 

siège de la phosphorylation oxydative. L’espace défini par la membrane interne est la matrice 

mitochondriale, où sont localisées les enzymes du cycle de Krebs à l’exception de la succinate 

déshydrogénase, liée à la membrane interne. La membrane externe comprend notamment des 

protéines, nommées porines, qui agissent comme des pores non spécifiques pour les solutés 

présentant une masse molaire inférieure à 10 kDa. Cette membrane est donc perméable aux 

ions et à la plupart des métabolites.  

 La membrane interne est par contre dépourvue de porines. Le NAD+ et le NADP+ 

matriciels ne peuvent traverser cette membrane, mais l’ADP et l’ATP disposent d’un 

échangeur spécifique ANT (Heimpel et al., 2001). Cette imperméabilité de la membrane 

interne, couplée à l’action des complexes de la chaîne respiratoire, provoque l’apparition d’un 

gradient de charge, la face matricielle étant chargée négativement (Frey et Mannella, 2000). 

 Chez Chlamydomonas, l’observation par microscopie électronique de cellules 

synchronisées montre que la morphologie des mitochondries varie entre deux extrêmes. L’une 

des formes décrites montre une mitochondrie de grande taille, en contact avec le noyau et 

présentant une matrice étendue. L’autre extrême présente la mitochondrie sous la forme d’un 

réseau complexe de tubulures dispersées dans l’intégralité du cytoplasme. Suivant le degré de 

dispersion observé, cinq stades spécifiques ont été décrits (Ehara et al., 1995). 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 1.1 : Représentation schématique d’une mitochondrie (adapté de Nicholls et Fergusson, 2002) 
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2. Chaîne respiratoire mitochondriale de Chlamydomonas 

La phosphorylation oxydative résulte de l’activité des différents complexes de la 

chaîne respiratoire. Ces complexes permettent l’établissement d’un potentiel électrochimique, 

localisé de part et d’autre de la membrane interne de la mitochondrie. L’ATP synthétase 

utilise ce potentiel pour libérer de l’ATP. La voie principale de la chaîne respiratoire est 

composée d’un ensemble de complexes transporteurs d’électrons. Ceux-ci sont composés de 

multiples sous-unités. Ces sous-unités sont pour la plupart encodées dans le génome 

nucléaire, mais un nombre réduit d’entre elles sont encodées dans le génome mitochondrial. 

La chaîne de transport d’électrons mitochondriale de Chlamydomonas est représentée 

à la figure 2.1 (page 4). Les électrons en provenance du NADH ou du succinate sont 

transférés au pool d’ubiquinone via le complexe I (NADH : ubiquinone oxydoréductase) ou le 

complexe II (succinate : ubiquinone oxydoréductase) respectivement. Ils sont ensuite 

acheminés au cytochrome c par l’intermédiaire du complexe III (ubiquinol : cytochrome c 

oxydoréductase). Le dernier accepteur d’électrons est l’oxygène moléculaire vers lequel les 

électrons sont acheminés en provenance du cytochrome c via le complexe IV (cytochrome c 

oxydase).  

Le NAD(P)H cytoplasmique n’a pas directement accès à la matrice mitochondriale et 

ne peut dès lors pas être utilisé par la chaîne respiratoire. Une navette malate-aspartate et un 

échangeur malate-oxaloacetate permettent le transfert de potentiel réducteur au travers de 

cette membrane et deux glycérol phosphate déshydrogénases réalisent l’oxydation du pool 

d’ubiquinone à partir de NADH cytoplasmique. Cette dernière voie est souvent considérée 

comme une voie de transfert de potentiel réducteur du cytoplasme vers la mitochondrie 

(Nicholls et Ferguson, 2002). 

Le passage des électrons au travers des complexes I, III et IV détermine le transfert de 

protons à travers la bicouche lipidique, permettant l’établissement d’un gradient 

électrochimique transmembranaire. Cette voie principale est dite conservatrice d’énergie, par 

opposition aux voies alternatives qui ne participent pas à l’établissement d’un potentiel 

électrochimique.  

Plusieurs voies alternatives ont été mises en évidence chez Chlamydomonas. Les deux 

voies les plus importantes sont les NAD(P)H déshydrogénases alternatives (dites Ndh-II, par 

opposition au complexe I) (Cardol et al., 2005) et l’oxydase alternative (Aox) qui transfère les 

électrons directement du pool d’ubiquinone réduit à l’oxygène moléculaire, court-circuitant 

ainsi la voie des cytochromes composée des complexes III et IV (voir figure 2.1). 
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 Ces protéines permettent un passage des électrons en dehors de la voie translocatrice 

de protons et ne vont donc pas contribuer à la production d’ATP (Finnegan et al., 2004 ;  

Møller, 1997, 2001 ; Rasmusson et al., 2004). En fonction du substrat utilisé pour la 

respiration, l’Aox et les Ndh-II sont théoriquement capables de diminuer le rendement de 

production d’ATP d’environ 60 et 30% respectivement (Rasmusson et al., 2008). Chez 

Arabidopsis thaliana, il a été démontré que l’adaptation de la chaîne de transport d’électrons 

mitochondriale à l’environnement cellulaire passait par une régulation de l’expression des 

gènes des voies alternatives, tandis que les gènes de la voie principale sont apparemment peu 

sujets aux modifications d’expression (Clifton et al., 2005).  

 Les gènes encodant plusieurs autres déshydrogénases alternatives, telles que des D-

lactate déshydrogénases ou des flavoprotéine déshydrogénases, présentées dans la suite du 

travail, se retrouvent dans le génome de Chlamydomonas (voir figure 2.1) Ces enzymes 

réalisent l’oxydation directe de substrats carbonés. Ces enzymes ne participent pas à 

l’élaboration d’un gradient électrochimique, mais offrent comme avantage une diversité 

d’entrée de substrat dans la chaîne de transport d’électrons. 

Enfin, trois Ucp ont été identifiées chez Chlamydomonas (Cardol et al., 2005) (voir 

figure 2.1). Ces protéines permettent le retour des protons dans la matrice sans passage par 

l’ATP synthétase (Krauss et al., 2005). 
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2.1. Complexes de la voie principale de la chaîne respiratoire mitochondriale de 

Chlamydomonas 

• Le complexe I  

 Le complexe I catalyse le transfert de deux électrons depuis le NADH vers 

l’ubiquinone dans une réaction associée à la translocation de protons à travers la membrane. 

La stœchiométrie est supposée être égale à quatre protons extrudés pour deux électrons 

transférés (Nicholls et Fergusson, 2002). Le complexe I de Chlamydomonas présente une 

masse apparente comprise entre 950 et 1000 kDa, ce qui en fait le complexe le plus important 

de la chaîne respiratoire. Il est composé de 42 sous-unités présentant des masses comprises 

entre 7 et 77 kDa (van Lis et al., 2003 ; Cardol et al., 2004). 14 de ces sous-unités se 

retrouvent dans l’homologue bactérien du complexe I (Dupuis et al., 1998 ; Friedrich et al., 

1998). 19 autres sous-unités sont communes avec les complexes I d’autres organismes 

eucaryotiques incluant le bœuf, Neurospora crassa ou Arabidopsis thaliana (Cardol et al., 

2005). Parmi les 9 sous-unités restantes, 2 se retrouvent chez les plantes et les levures, mais 

pas chez les mammifères tandis que 4 sont apparemment spécifiques aux plantes. Les 3 

dernières seraient spécifiques aux algues vertes (Cardol et al., 2004 ; 2005 ; 2008). Ces sous-

unités supplémentaires seraient vectrices de fonctions enzymatiques additionnelles. Ainsi, le 

complexe I des plantes comprendrait une activité GalL déshydrogénase impliquée dans la 

synthèse d’ascorbate (Heazlewood et al., 2003 ; Millar et al., 2003). Des mesures par 

microscopie électronique ont démontré que le complexe I présente une forme en L, avec un 

bras dans la membrane interne mitochondriale, et un autre bras faisant protubérance dans la 

matrice (Guenebaut et al., 1998 ; Sazanov et al., 2003 ; Radermacher et al., 2006). Le bras 

matriciel serait le siège de la réduction du NADH et comprend un groupement FMN et neuf 

centres fer-soufre tandis que le bras membranaire serait le siège de la translocation des 

protons et de la réduction de l’ubiquinone (Hinchliffe et Sazanov, 2005). 

 

• Le complexe II  

 Le complexe II achemine les électrons du succinate vers l’ubiquinone. C’est la seule 

enzyme du cycle de Krebs liée à la membrane interne de la mitochondrie. Ce transfert 

d’électrons n’est associé à aucun transfert de proton à travers la membrane. La structure de la 

succinate déshydrogénase des plantes comprend quatre polypeptides, également présents chez 

Chlamydomonas (Yankovskaya et al., 2003 ; Cardol et al., 2005). Le polypeptide le plus 

éloigné de la membrane comprendrait un FAD lié de façon covalente. Les électrons 

transiteraient au travers de ce FAD avant de rejoindre la partie membranaire via trois centres 
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fer soufre (Nicholls et Ferguson, 2002). Chez les plantes, la succinate déshydrogénase 

comprendrait des fonctions supplémentaires comme la mobilisation des sucres contenus dans 

les lipides dans les graines en germinations (Hodges, 2002 ; Plaxton et Podesta 2006).  

 

• L’ubiquinone 

 L’ubiquinone est un lipide composé d’un groupement benzoquinone connecté à une 

chaîne polyisoprénique d’une longueur pouvant varier de 6 à 10 unités. L’ubiquinone tient un 

rôle central au niveau de la chaîne de transport d’électrons mitochondriale. Il permet 

l’acheminement des électrons en provenance du complexe I, du complexe II, des NAD(P)H 

déshydrogénases de type II, ainsi que de différentes autres déshydrogénases secondaires (voir  

figure 2.1) vers le complexe III et l’oxydase alternative. De plus, le niveau de réduction du 

pool d’ubiquinones régule l’activité des protéines découplantes (Ucp) chez les plantes 

supérieures, les mammifères et les protistes (Turunen et al., 2004 ; Sluse et al., 2004). 

 

• Le complexe III 

L’acheminement des électrons depuis l’ubiquinol vers le cytochrome c se fait via le 

complexe III. Ce transfert est également associé à la translocation de protons à travers la 

membrane. Le complexe III se compose d’une dizaine de sous-unités bien conservées. Trois 

de ces sous-unités comportent des groupements rédox : le cytochrome b, le cytochrome c1 et 

la protéine Rieske (Braun et Schmitz, 1995-a, 1995-b ; Iwata et al., 1998 ; Eubel et al., 2003). 

L’isolement du complexe III de Chlamydomonas a permis d’identifier quatre polypeptides par 

spectrométrie de masse (Atteia et al., 2003). Les six autres polypeptides ont été identifiés par 

analyse du génome de l’algue (Cardol et al., 2005). 

 

• Le cytochrome c 

 Le cytochrome c permet l’acheminement des électrons depuis le complexe III vers le 

complexe IV.  C’est une protéine soluble, encodée par un gène nucléaire unique, très proche 

de ceux identifiés au niveau des plantes supérieures (Amati et al., 1988). L’expression de ce 

gène est induite par la présence d’acétate et par la lumière. Il n’est par contre pas induit par 

des inhibiteurs de la chaîne respiratoire, mais bien par le DCMU, inhibiteur de la chaîne de 

transport d’électrons chloroplastique (Felitti et al., 2000). 
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• Le complexe IV 

Ce complexe catalyse le transfert de quatre électrons du cytochrome c à l’oxygène 

moléculaire, produisant ainsi deux molécules d’eau. Les protons requis pour la réduction de 

l’oxygène sont pris du côté matriciel, alors que les électrons provenant de l’oxydation du 

cytochrome c viennent du côté intermembranaire. Par couple d’électrons transférés, quatre 

protons sont pris du côté matriciel : deux serviront à la production d’une molécule d’eau, les 

deux autres sont relâchés du côté intermembranaire (Nicholls et Ferguson, 2002). Le 

complexe IV est composé de 12 sous-unités chez la levure (Taanman et Capaldi, 1992), 13 

sous-unités chez les mammifères (Yanamura et al., 1988), et 10 à 12 chez Arabidopsis 

thaliana (Eubel et al., 2003). Trois sous-unités, généralement encodées par le génome 

mitochondrial, forment le cœur catalytique de l’enzyme (Cox1, 2 et 3). Les autres sous-unités, 

encodées par le génome nucléaire, sont supposées intervenir dans la régulation et dans la 

biogénèse de l’enzyme. Le complexe IV de Chlamydomonas est composé de 10 sous-unités 

(Cardol et al., 2005 ; Jänsch et al., 1996 ; Hamanaka et al., 2005) et présente une organisation 

proche de celle du complexe IV d’Arabidopsis thaliana. Chez Chlamydomonas, 

contrairement à la situation rencontrée chez les autres organismes, les gènes COX2 et COX3 

sont encodés dans le génome nucléaire. De plus, Cox2 est encodé par deux gènes nucléaires 

distincts (COX2a et COX2b). Ces sous-unités comportent des extentions C et N-terminale, 

absentes de la sous-unité Cox2 conventionnelle, potentiellement impliquées dans 

l’assemblage et la stabilisation de la sous-unité Cox2 mature (Pérez-Martínez et al., 2001).  

Avec le complexe III, le complexe IV compose la voie dite des cytochromes. 

 

• L’ATP synthétase  

 Parfois considérée comme le cinquième complexe de la chaîne respiratoire, l’ATP 

synthétase catalyse la phosphorylation et la libération d’ATP dans la matrice mitochondriale 

en utilisant le potentiel électrochimique généré par les complexes I, III et IV comme source 

d’énergie. La fonction de l’ATP synthétase est de maintenir un large déséquilibre, de 7 à 10 

ordre de magnitude, par rapport à l’équilibre ADP/ATP (Nicholls et Ferguson, 2002).  

 L’ATP synthétase est organisée en deux domaines : le domaine associé à la membrane 

FO impliqué dans la translocation des protons et le domaine extrinsèque F1 catalysant la 

synthèse d’ATP. Chez les mammifères, le domaine FO se compose des sous unités γ, δ, ε, et 

c10. Les 10 sous-unités c forment un anneau tandis que les autres sous-unités s’organisent en 

un bras rotatif. La région F1 se subdivise en un cœur catalytique (sous-unités α3, β3), un bras 
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périphérique (sous-unités OSCP, b, d, F6), la sous-unité a et la sous-unité dite « mineure » 

(sous-unités A6L, e, f, g) (Golden et Pedersen, 1998 ; Ko et al., 2000 ; Walker et Dickson, 

2006). Le flux de protons traversant l’enzyme provoque la rotation de l’anneau de sous-unités 

c du domaine FO. Ce mouvement entraîne le bras-rotatif de FO dont la rotation engendre un 

changement de conformation des trois sous-unités αβ de F1. Ces sous-unités réalisent 

successivement la fixation de l’ADP et d’un phosphate inorganique, la phosphorylation de 

l’ADP en ATP et la libération de l’ATP (Itoh et al., 2004).  

 L’ATP synthétase de Chlamydomonas se compose de seize sous-unités différentes. 

Huit de ces sous-unités sont homologues aux sous-unités α, β, γ, δ, ε, a, c et OSCP, soit le 

domaine FO et une partie F1 incluant le cœur catalytique (Franzén et Falk, 1992 ; Nurami et 

Franzén, 1996 ; Funes et al., 2002 ; van Lis et al., 2003 ; Cardol et al., 2005 ; Vàsquez-

Acevedo et al, 2006). Les huit autres sous-unités seraient spécifiques aux algues 

chlorophycées (Cardol et al., 2005 ; Vàsquez-Acevedo et al., 2006). Celles-ci seraient 

impliquées dans la formation du dimère stable d’ATP synthétase observé chez 

Chlamydomonas (van Lis et al., 2003, 2005). 

 

2.2. Les transporteurs de NAD(P)H 

• L’échangeur malate-oxaloacétate  

 La présence de deux malate déshydrogénases réversibles et d’un échangeur malate-

oxoglutarate permet un transfert de NAD(P)H au travers de la membrane interne 

mitochondriale (voir figure 2.1). Cet antiport neutre a été identifié dans la membrane interne 

mitochondriale de Solanum tuberosum et Pisum sativum (Ebbighausen et al., 1985), mais 

également au niveau de la membrane interne du chloroplaste de l’épinard (Flügge et Heldt, 

1991). L’import de NADH au niveau de la membrane interne est cependant défavorable au vu 

de la concentration en NADH au sein de la mitochondrie. De plus, le gradient d’oxaloacétate 

au niveau de cette membrane va dans le sens d’un import de ce composé, et va donc 

également à l’encontre d’un import de NADH (Ebbighausen et al., 1985 ; Krömer et Heldt, 

1991). Une fonction d’import de NADH depuis le cytoplasme vers la mitochondrie a 

cependant été observée chez l’épinard, en conditions de photorespiration (Hanning et Heldt, 

1993), et confirmée par les modifications d’expression des gènes encodant des malate 

déshydrogénases en fonction de la lumière (Rasmusson et Escobar, 2007). Différents gènes 

encodant des malate déshydrogénases potentiellement impliquées dans cette navette malate-

oxaloacétate ont été identifiés dans le génome nucléaire de Chlamydomonas (Merchant et al., 

2007).   
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• La navette malate-aspartate 

 Une navette malate-aspartate permet le transfert de NADH au travers de la membrane 

interne mitochondriale. Le principe repose sur la réduction NADH-dépendante de 

l’oxaloacétate en malate du côté intermembranaire et réoxydation de celui-ci en oxaloacétate 

dans la matrice avec libération de NADH. Le passage du malate au travers de la bicouche 

lipidique est réalisé par un antiport avec du 2-oxoglutarate. La réaction est associée avec un 

antiport glutamate/aspartate permettant la réoxydation de l’oxaloacétate du côté 

intermembranaire et la réduction du 2-oxoglutarate du côté matriciel (voir figure 2.1). Chez 

les mammifères, l’import de NADH au travers de la membrane interne est soutenu par un 

transfert de protons accompagnant l’échange aspartate-glutamate (Krämer et Palmieri, 1989). 

Chez les plantes, l’échangeur aspartate-glutamate semble être passif, suggérant que le 

transfert de potentiel serait indépendant du gradient électrochimique et apparemment orienté 

vers un export du NADH (Laloi et al., 1999 ; Rasmusson et al., 2008). Plusieurs enzymes 

potentiellement impliquées dans la navette malate-aspartate ont été identifiées dans le génome 

de Chlamydomonas (Merchant et al., 2007). 

 

• Les glycérol-3 phosphates déshydrogénases (G3P-DH) 

 Présentes chez les animaux (Nicholls et Fergusson, 2002), A. thaliana (Shen et al., 

2003, 2006), Chlamydomonas (Klöck et Kreuzberg, 1989) et d’autres microorganismes, ces 

enzymes participent à l’oxydation du NADH cytoplasmique par l’intermédiaire de deux 

isoformes. Celles-ci sont localisées dans le cytoplasme et sur la face intermembranaire de la 

membrane interne mitochondriale. Leur combinaison forme un transporteur transmembranaire 

d’équivalents réducteurs (voir figure 2.1). La première isoforme produit du glycérol-3P en 

oxydant du NADH cytosolique, la seconde isoforme oxyde le glycerol-3P en 

dihydroxyacétone phosphate en réduisant le pool d’ubiquinone de la membrane interne 

mitochondriale. Chez la levure, il a été démontré que la G3P-DH forme un complexe 

multiprotéique avec les Ndh-II externes et que ces enzymes interviendraient de façon 

majoritaire dans le maintien de l’équilibre oxydo-réducteur de la cellule en condition de 

croissance aérobie (Rigoulet et al., 2004 ; Grandier-Vazeille et al., 2001). Chez Arabidopsis, 

un tel complexe n’existe pas et aucune corrélation d’expression n’a pu être démontrée entre 

l’expression des NDH-II et des deux isoformes de la G3P-DH (Rasmusson et al., 2007). 

L’analyse d’un mutant de l’isoforme cytosolique a permis de mettre en évidence une 

augmentation du rapport NADH/NAD+ cellulaire, suggérant une implication significative 

dans l’oxydation du NADH cytoplasmique (Shen et al., 2003, 2006)  



Introduction 

10 

2.3. Enzymes réalisant l’oxydation directe de substrats carbonés 

 Outre le complexe II catalysant l’oxydation du succinate en fumarate, plusieurs 

enzymes impliquées dans l’oxydation directe de substrats carbonés ont été identifiées chez les 

plantes et les animaux. La plupart du temps, les électrons acheminés à ces enzymes vont 

réduire un groupement FAD avant d’être acheminés au pool d’ubiquinone. Cette opération va 

permettre l’utilisation de substrat autre que le NADH pour alimenter en électrons la voie des 

cytochromes. Ces fonctions peuvent également jouer un rôle important dans la régulation de 

la concentration de ces substrats au niveau cellulaire (Rasmusson et al., 2008).  
 

 

• D-lactate déshydrogénase (L-DH) 

 Le D-lactate est un produit de la voie des glyoxalases dont la fonction est la 

dégradation du méthylglyoxal, un sous-produit de la glycolyse et de l’oxydation des lipides 

(Kalapos, 1999). Chez le tabac, on sait que cette voie métabolique est impliquée dans la 

tolérance au stress salin (Singla-Pareek et al., 2003, 2006). Le D-lactate apparaît donc comme 

un substrat alternatif pour la phosphorylation oxydative dans certaines conditions de stress. La 

D-lactate déshydrogénase est présente dans les membranes d’E. coli où elle réduit directement 

le pool de quinones (Dym et al., 2000). Une D-lactate déshydrogénase est également présente 

dans les mitochondries de levures, de mammifères et a été identifiée chez Chlamydomonas 

(Atlante et al., 2005, Husic et Tolbert, 1987). Une enzyme analogue a été identifiée dans les 

mitochondries de plantes où l’oxydation du D-lactate est couplée avec un transport 

d’électrons par le complexe III (Atlante et al., 2005). 

 

• Flavoprotéine déshydrogénase (F-DH) 

 Dans les mitochondries de mammifères, l’oxydation des flavoprotéines implique au 

moins neuf flavoprotéines déshydrogénases et deux enzymes intermédiaires permettant le 

transfert d’électrons au pool d’ubiquinones (Etf et EtfQ-QR). La plupart de ces enzymes ont 

également été identifiées dans les mitochondries de plantes (Ishizaki et al., 2005, 2006 ; 

Sweetlove et al., 2007). Deux gènes encodant des protéines (ETFA et ETFB) homologues de 

sous-unités de flavoprotéine déshydrogénase d’autres espèces ont été identifiées dans le 

génome de Chlamydomonas (Merchant et al., 2007). 
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• L-galactono-1,4-lactone déshydrogénase (GalL-DH) 

 La L-galactono-1,4-lactone déshydrogénase participe à l’une des deux voies 

identifiées de synthèse de l’ascorbate chez les plantes (Valpuesta et Botella, 2004). 

L’oxydation du GalL en acide ascorbique est réalisée par une déshydrogénase avec transfert 

des électrons au cytochrome c mitochondrial (Bartoli et al., 2000). Chez A. thaliana, cette 

enzyme serait apparemment associée au complexe I (Heazlewood et al., 2003) et son action 

serait inhibée par la roténone, empêchant la synthèse d’ascorbate (Millar et al., 2003). Un 

gène encodant une protéine (GLDH) homogue à la GalL-DH d’Arabidopsis thaliana a été 

identifiée dans le génome nucléaire de Chlamydomonas (Merchant et al., 2007). 

Deux autres enzymes sont spécifiées dans la littérature comme participant à la 

réduction directe de substrats carbonés associée à la réduction du pool d’ubiquinone. Il s’agit 

de la L-gulono-1,4-lactone déshydrogénase, homologue de la GalL déshydrogénase qui 

participerait à la seconde voie de synthèse de l’ascorbate chez les plantes (Valpuesta et 

Botella, 2004) et la proline déshydrogénase, enzyme FAD-dépendante associée à la 

membrane mitochondriale des plantes et des animaux, première enzyme de la voie de 

dégradation de la proline (Adams et Franck, 1980). Ces gènes n’ont jusqu’à présent pas été 

mis en évidence dans le génome nucléaire de Chlamydomonas (Merchant et al., 2007).  

 

2.4. Les protéines découplantes (UCP) 

 Les protéines découplantes sont localisées dans la membrane interne mitochondriale et 

présentes dans tout le monde eucaryote. Elles permettent le retour des protons dans l’espace 

intermembranaire au dépens du gradient de protons sans phosphorylation d’ATP (Krauss et 

al., 2005). Ce transfert s’accompagne de libération de chaleur, qui semble être la fonction 

principale des Ucp dans les tissus adipeux bruns animaux (Ricquier et Bouillaud, 2000 ; Silva, 

2006). La présence d’Ucp a cependant été mise en évidence dans d’autres tissus dont la 

fonction n’est pas la thermogénèse (Brand et Esteves, 2005). Chez les plantes, la présence 

d’Ucp a également été mise en évidence (Vercesi et al.,, 2006 ; Laloi et al., 1997 ; Hourton-

Cabassa et al., 2004), ainsi que chez Chlamydomonas (UCP1, 2 et 3) (Cardol et al., 2008). 

Chez les plantes, les Ucp sont induites par la présence d’anion superoxyde et de produit de la 

peroxydation des lipides (Considine et al., 2003 ; Smith et al., 2004), suggérant un mécanisme 

de défense contre la production de ROS (Reactive oxygen species). 
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2.5. L’oxydase alternative (AOX) 

 Présente chez les plantes, certains protistes et plusieurs champignons, l’oxydase 

alternative est une enzyme catalysant la réduction de l’oxygène à partir d’électrons du pool 

d’ubiquinone. Cette voie, parallèle à la voie des cytochromes ne contribue pas à 

l’établissement du gradient de protons. Chez certaines Araceae, la fonction de l’Aox serait la 

production de chaleur (Moore et Siedow, 1991), mais sa fonction principale serait plutôt la 

régulation du métabolisme du carbone et de la chaîne de transport d’électrons mitochondriale 

(Lambers, 1982). Selon cette hypothèse, l’Aox permettrait la continuation de la glycolyse et 

du cycle de Krebs en cas de surcharge de la voie des cytochromes (Wagner et Krab, 1995 ; 

Vanlerberghe et McIntoch, 1997). L’Aox servirait également à éviter la production de ROS 

par sur-réduction de la chaîne mitochondriale. Encodée par une famille réduite de gène, l’Aox 

des plantes supérieures est induite dans différentes conditions incluant des stresses oxydatifs 

(Wagner, 1995; Vanlerberghe and McIntosh1996 ; Yukioka et al., 1998; Huh and Kang, 

2001), l’inhibition de la synthèse de protéine mitochondriale (Zhang, 1996), l’inhibition de la 

voie des cytochromes (Saisho et al., 1997; Wagner and Wagner, 1997; Tanudji et al., 1999; 

Ducos et al., 2001) ou la présence d’acétate (Vanlerberghe and McIntosh, 1996; Lennon et 

al., 1997; Potter et al., 2000). L’Aox de Chlamydomonas est encodée par deux gènes (AOX1 

et AOX2), l’expression du gène AOX1 étant majoritaire et dépendante de la disponibilité du 

nitrate comme source d’azote dans le milieu (Baurain et al., 2003). 

 

2.6. Les NAD(P)H déshydrogénases de type II (NDH-II) 

 Les NAD(P)H déshydrogénases mitochondriales de type II sont des polypeptides 

simples d’environ 40 à 65 kDa (Jaworowski et al., 1981-a ; 1981-b ; de Vries et Grivell 1988, 

Michalecka 2003, Melo 1999). Elles sont localisées sur la face externe de la membrane 

interne de la mitochondrie et capables d’oxyder le NAD(P)H cytoplasmique sans transfert de 

charge à travers la membrane, ou présentes sur la face interne, oxydant le NAD(P)H matriciel 

sans translocation de protons. Ces enzymes alimentent en électrons le pool d’ubiquinones à 

partir du NAD(P)H cellulaire et sont insensibles à la roténone (Nicholls et Fergusson, 2003). 

Ces enzymes sont généralement liées de manière non-covalente à un groupement FAD, à 

l’exception d’une archea hyperthermophyle où le FAD est remplacé par un FMN (Melo et al., 

2004).  
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 La spécificité et l’activité des Ndh-II seraient influencées par le pH et par la 

disponibilité en calcium (Geisler et al., 2007, Michalecka et al., 2003). Le KmNADH
1 des Ndh-

II internes est dix fois plus élevé que celui du complexe I (Møller et Palmer, 1982 ; 

Rasmusson et Moller, 1991). Cette différence semble limiter l’action des NDH-II uniquement 

en présence d’une forte concentration en potentiel réducteur matriciel (Dry et Wiskich, 1985 ; 

Igamberdiev et al., 1997 ; Igamberdiev et Gardeström, 2003). Cependant, à l’inverse du 

complexe I, ces enzymes ne réalisent pas de transfert de proton et peuvent donc réduire le 

pool d’ubiquinone indépendamment du gradient de proton.  

 Les premières caractérisations de Ndh-II datent du début des années 80 et concernaient 

la bactérie E. coli (Jaworowski et al., 1981-a ; 1981-b). Par la suite, ce type d’enzyme a été 

identifié chez des levures (de Vries et Grivell, 1988 ; Melo et al., 2001) et plusieurs plantes 

supérieures comme le haricot, le riz, la pomme de terre ou Arabidopsis (Menz et Day, 1996 ; 

Ohyanagi et al., 2006 ; Rasmusson et. al. 1999 ; Michalecka et al., 2003), mais pas chez les 

animaux.  

 En 2005, sept open reading frame homologues aux gènes de NAD(P)H 

déshydrogénase de type II d’autres organismes ont été identifiés dans le génome nucléaire de 

Chlamydomonas (NDA1 à 7) (Cardol et al., 2005).  Ces enzymes sont le sujet principal de 

cette thèse. Le chapitre suivant présente une revue de la littérature disponible sur ces 

protéines.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
1 Constante de Michaelis reflétant l’affinité de l’enzyme pour son substrat, un Km faible indique une grande 
affinité. 
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3. Les NAD(P)H déshydrogénases de type II. 

 Comme dit précédemment, les NAD(P)H de type II ont été identifiées chez de 

nombreux eucaryotes et procaryotes, mais pas chez les animaux. Historiquement, plusieurs 

noms ont été donnés à ce type d’enzyme : NDE et NDI chez les levures, NDH chez E. coli, 

NDA pour NAD(P)H déshydrogénase alternative dans certaines publications, NDA, NDB ou 

NDC en fonction de leurs origines phylogénétiques chez les plantes supérieures, ou même 

N2-Cr dans une publication récente en parlant des déshydrogénases de Chlamydomonas 

(Bernard et al., 2006). Par simplification ce type d’enzyme sera dénommé dans cette ouvrage 

des Ndh-II, et les gènes des NAD(P)H déshydrogénases de Chlamydomonas seront désignés 

sous l’appellation NDA1, NDA2… ou sous l’appellation Cr-NDA1, Cr-NDA2… si une 

différenciation est nécessaire.   

 Ces enzymes ont été identifiés chez de nombreux organismes, dont Arabidopsis 

thaliana (Michalecka et al., 2003). Les Ndh-II de cette espèce sont actuellement les mieux 

caractérisées et une littérature abondante est disponible sur le sujet. Celle-ci couvre 

notamment la localisation des Ndh-II au sein de la cellule, la régulation transcriptionnelle et 

post-transcriptionnelle des NDH-II, ainsi que leur classification et l’analyse de leurs 

séquences.  

 

3.1. Classification phylogénétique des NDH-II  

Une première classification des Ndh-II en fonction de leur origine phylogénétique a 

été proposée par Michalecka et al. en 2003. La comparaison des séquences protéiques de 

Ndh-II de plantes supérieures, de bactéries, de levures a permis de mettre en évidence 

l’existence de trois familles de gènes NDH-II (voir figure 3.1-A). Les familles ND-A et ND-B 

présentent une plus grande homologie avec les Ndh-II des levures et des protistes. A l’inverse, 

la famille ND-C présente une homologie avec les Ndh-II des cyanobactéries. Cette 

classification indique que les gènes de la famille NDC des plantes auraient été intégrés dans la 

cellule par l’intermédiaire du précurseur du chloroplaste, un transfert ayant par la suite 

déplacé le gène depuis le chloroplaste vers le noyau. Chez les plantes, les protéines de la 

famille ND-B se différencient des protéines ND-A par la présence dans leur séquence d’un 

motif EF-Hand impliqué dans la fixation du calcium. Ce motif présente deux hélices α, 

nommées E et F d’après le motif de fixation du calcium identifié dans la séquence de la 

parvalbumine, séparées par une boucle. Ce motif est également présent chez l’homologue 

Nde1 de N. crassa (Michalecka et al., 2003).  
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  Par ailleurs, une classification plus précise des protéines Ndh-II des organismes 

procaryotes a été réalisée par Bernard et al. en 2006. Trois clades phylogénétiques ont été 

définis, comprenant les enzymes Ndh-II procaryotiques non classifiées par Michalecka et al.. 

La figure 3.1-B montre que les Ndh-II « cyano-like » de plantes ainsi qu’une Ndh-II de 

Chlamydomonas (NDA5) appartiennent à la famille procaryotique. Deux autres familles 

procaryotiques (procaryote A et B) sont également définies. La famille procaryote A regroupe 

la plupart des eubactéries connues, incluant E. coli, B. subtillis et A. vinelandii, tandis que la 

famille procaryote B comprend un mélange d’eubactéries et de cyanobactéries. (Bernard et 

al., 2006). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figure 3.1A : Arbre phylogénétique présenté Michalecka et al., 
en 2003 mettant en évidence la classification phylogénétique des 
enzymes Ndh-II d’Arabidopsis thaliana (A-t). Les sept Ndh-II 
d’Arabidopsis se positionnent en une famille NDA, une famille 
NDB et une famille NDC. La famille NDA et NDB comprennent 
également les Ndh-II d’autres plantes supérieures (Oriza sativa et 
Solanum tuberosum (S-t). Pour les références complètes, voir 
Michalecka et al., 2003. 
B : Arbre phylogénétique présenté par Bernard et al., en 2006 
mettant en évidence l’existence de trois familles phylogénétiques  

 

comprenant les enzymes Ndh-II d’organismes procaryotes. La famille NDC proposée par Michalecka et al. en 2003 est 
englobée dans une famille procaryotique comprenant les enzymes Ndh-II chloroplastiques de plantes supérieures et les 
enzymes Ndh-II d’une partie des cyanobactéries de l’arbre. L’arbre inclut également trois Ndh-II de Chlamydomonas 
reinhardtii dénommées N2Cr1, 2 et 3 correspondant respectivement à NDA1, NDA3 et NDA5. Pour les références complètes, 
voir Bernard et al., 2006.  
 

A B 
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3.2. Localisation intracellulaire des déshydrogénases 

 Les protéines Ndh-II sont présentes au sein des cellules eucaryotes au niveau de la 

membrane interne de la mitochondrie. Elles peuvent être localisées sur la face externe, 

oxydant le NAD(P)H cytoplasmique sans transfert de charge à travers la membrane, ou sur la 

face interne, oxydant le NAD(P)H matriciel sans translocation de proton (Nicholls et 

Fergusson, 2003).  

 Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, il existe deux Ndh-II localisées sur la face 

externe (Nde) et une Ndh-II localisée sur la face interne (Ndi) de la membrane interne 

mitochondriale. Cette dernière remplace le complexe I mitochondrial, absent chez S. 

cerevisiae  en oxydant le NADH présent dans la matrice (de Vries et al., 1992 ; Luttik et al., 

1998 ; Small et McAlister-Henn, 1998). Quant au champignon Neurospora crassa, il possède 

au moins deux Nde et une Ndi, cette fois en complément d’un complexe I (Melo et al., 2001). 

 Chez Solanum tuberosum, deux Ndh-II ont été identifiées, une localisée sur la face 

interne de la membrane interne mitochondriale (St-Nda1), l’autre localisée sur la face externe 

de cette membrane (St-Ndb1) (Rasmusson et Agius, 2001 ; Rasmusson et al., 1999).  

 Chez Arabidopsis thaliana, sept gènes (NDA1-2, NDB1-4 et NDC) classés selon 

l’origine phylogénétique des protéines correspondantes ont été identifiés. Les protéines 

Nda1, Nda2 et Ndc seraient localisées sur la face interne de la membrane mitochondriale 

tandis que Ndb1 à 4 seraient localisées du côté externe (Michalecka et al., 2003 ; Elhafez et 

al., 2006). Ces localisations mettent en évidence une corrélation nette chez les plantes 

supérieures entre la présence d’un motif EF-Hand et un positionnement sur la face externe de 

la membrane mitochondriale.  

 Par ailleurs, la protéine Ndc d’Arabidopsis a également été retrouvée par analyse 

protéomique dans des extraits choroplastiques (Vidi et al., 2006 ; Ytterberg et al., 2006). Ceci 

a été confirmé récemment par des expériences de fusion GFP où le double adressage 

mitochondrial et chloroplastique de la protéine Ndc d’Arabidopsis a été mis en évidence 

(Carrie et al., 2008). De plus, il a été montré par la même technique que les protéines Nda1, 

Nda2 et Ndb1 étaient dirigées non seulement vers la mitochondrie, mais également vers les 

peroxysomes. Chez Chlamydomonas, qui ne possède pas de peroxysome (Goyal, 2002), une 

activité NAD(P)H déshydrogénase de type II a été détectée au sein du chloroplaste par des 

mesures de flux d’électrons photosynthétiques en présence d’inhibiteurs du photosystème II et 

de la chaîne respiratoire. Cette activité est par contre inhibée par les inhibiteurs des Ndh-II 

(DPI et Flavone) (Mus et al., 2005). 
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3.3. Régulation de l’expression des NDH-II  

 L’analyse de l’expression des gènes NDH-II rentre dans le cadre plus général de 

l’expression des voies alternatives (AOX et UCP). Celles-ci sont régulées par de nombreux 

stimuli environnementaux (Finnegan et al., 1997 ; Laloi et al., 1997 ; Svensson et Rasmusson, 

2001 ; Svensson et al., 2002), alors que l’expression des gènes encodant les complexes de la 

chaîne respiratoire principale sont peu soumis à de telles régulations (Clifton et al., 2005). 

 L’étude la plus complète actuellement a été réalisée en 2005 par Clifton et al. sur des 

suspensions cellulaires d’Arabidopsis thaliana. Les niveaux de transcripts des gènes encodant 

des protéines des complexes I à IV de la chaîne respiratoire ont été déterminés par micro-

arrays après différents traitements (Pour la liste complète des traitements et leurs effets voir 

tableau 3.3). Ceux-ci sont restés majoritairement stables quel que soit le traitement, et la 

même tendance a été observée pour les gènes encodant des protéines du cycle de Krebs et les 

Ucps (NB : Un traitement a été considéré comme stable si la variation observée ne dépassait 

le double/la moitié de l’expression initiale). Par contraste, les gènes encodant des membres de 

la famille NDH-II ou AOX ont montré une variation largement plus importante et des réponses 

variées aux différents traitements. 

Une analyse en RT-PCR quantitative a été réalisée pour analyser l’abondance de 

transcrits de la famille AOX, UCP et NDH-II (voir figure 3.2) et sur certains gènes encodant 

des protéines de la chaîne respiratoire principale. A nouveau, les gènes encodant des protéines 

de la voie respiratoire principale montrent peu de variation d’expression. Deux exceptions 

notables concernent le cytochrome c et le gène IDH2 (Sous-unité 2 de l’isocitrate 

déshydrogénase du cycle de Krebs) qui ont réagi à la plupart des traitements. Au niveau des 

gènes des voies alternatives, des comportements variables ont été observés, y compris dans 

une même famille génétique. Ainsi, le gène NDB1 montre peu de variation, alors que les 

gènes NDB2 et 4 présentent une induction en présence de nombreux traitements. L’expression 

du gène UCP1 est globalement stable alors que l’expression du gène UCP2 présente une 

légère induction en présence de cinq des quinze traitements proposés (voir figure 3.2). 

 Un travail équivalent a été réalisé par Elhafez et al,. en 2006 sur des plantes entières. 

Les données obtenues par Clifton et al., en 2005 et Elhafez et al. en 2006 ne sont pas 

totalement compatibles, mais suggèrent une réponse concertée des gènes NDB2 et AOX1 aux 

différents traitements, associée à une réponse des gènes NDB4 ou NDA1 pour certains 

traitements. Sur plante entière, il a également été montré que NDA1 présente une expression 

majoritaire et que les gènes NDA1 et NDB2 sont sur-exprimés à la lumière. L’expression 

tissulaire des gènes NDA d’Arabidopsis a également été déterminée (voir figure 3.2).   
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Gène Localisation 
intracellulaire 

Localisation 
tissulaire 

Inducteur Répresseur 

NDA1 
At1g07180 

Mito interne 
Peroxysome 

C, Fe, B, Fl Cys, Chl, Glu, Mal, Rot,   

NDA2 
At2g29990 

Mito interne 
Peroxysome 

R, C, Fe, B, Fl Cys, Cit, Glu, Mal, AS, chl  

NDB1 
At4g28220 

Mito externe 
Peroxysome 

R, C, Fe, B, Fl Glu Oli 

NDB2 
At4g05020 

Mito externe R, B, Fl AA, Chl, Cit, Cys Ery, FCCP,  
Glu, H202, Mal, AS, Nor, Oli, 
Par, Rot, AS 

 

NDB3 
At4g21490   

Mito externe R, B, Fl Signal trop faible pour permettre une analyse 

NDB4 
At2g20800 

Mito externe R, C, Fe, B, Fl Chl, AS, Cys, Ery, , Glu, Mal, 
Nor, Par, Rot,  
 

 

NDC 
At5g08740 

Mito interne 
Chloroplaste 

R, C, Fe, B, Fl AA, Cys, Mal, Man, Glu, AS FCCP 

AOX1a 
At3g22370 

Mito Chl, Cys, Ery, FCCP, Glu, H2O2, 
Mal, Man, Oli, Para, Rot, AS,   

- 

AOX1c 
AT3g27620 

Mito  Chl, Cys, Glu, AS Ery, Oli 

AOX2 
At5g64210 

Mito AB, Cys, Nor, Par AA, Chl, Cit, Ery, FCCP, H2O2, 
Mal,Oli, AS 

UCP1 
At3g54110 

Mito - Man 

UCP2 
At5g54110 

Mito  

 
 
 
 

nd 

Cys, Ery, Glu, Mal, Nor - 

Figure 3.2 : Résumé des informations concernant l’expression des gènes encodant les voies alternatives 
respiratoires chez Arabidopsis thaliana. La localisation tissulaire fait référence à C : Cotylédon ; Fe : Feuille ; 
B ; bourgeon floral ; Fl : Fleur ; R : Racine et provient de Elhafez et al., 2006. Les colonnes « inducteurs » et 
« répresseurs » font référence aux traitements indiqués à la figure 3.3 qui provoquent au moins un doublement de 
l’expression du gène (induction) ou au contraire une diminution par moitié de son expression (répression) selon 
Clifton et al., 2005. La localisation intracellulaire est donnée à titre de référence selon les informations du point 
2.2, « interne » fait référence à une localisation du côté matriciel de la membrane interne mitochondriale, 
« externe » fait référence à une localisation face à l’espace intermembranaire sur cette membrane. Nd : La 
localisation tissulaire des enzymes Aox et Ucp n’a pas été déterminée par Elhafez et al. 

 Sigle Traitement Conc. Effet 
AA Antimycine A 5µM Inhibiteur du complexe III 
AB Acide Bongkrekic 50µM Inhibiteur de l’ouverture des canaux de perméabilité 

transitoire. 
Chl Chloramphénicol 200µM Inhibiteur de la synthèse des protéines au niveau des 

organelles.  
Cit Citrate 10mM Signal rétrograde du cycle de Krebs 
Cys Cystéine 1mM Modulateur du potentiel Rédox et de la synthèse 

d’acides aminés 
Ery Erythromycine 200µM Inhibiteur de la synthèse des protéines des plastes 
FCCP FCCP 2,5µM Découpleur du potentiel membranaire 
Glu Glucose 3% (w/v) Apport de carbone alternatif / signal direct de sucre 
H2O2 H2O2 10mM Signal inducteur de ROS / oxydation directe 
Mal Malonate 5mM Inhibiteur du complexe II mitochondrial et du cycle de 

Krebs 
Man Mannitol 3% (w/v) Stress hyper-osmotique 
Nor Norflurazon 100µM Inhibiteur de la synthèse des caroténoïdes 
Oli Oligomycine 1,25µM Inhibiteur de l’ATP synthétase mitochondriale 
Par Paraquate 0,04 g/l Producteur de ROS 
Rot Roténone 100µM Inhibiteur du complexe I 
AS Acide salicylique 10 µM Signal de défense / découpleur de la respiration 

 

 
Figure 3.3 : Traitements testés par Clifton et al. pour l’étude de l’expression des gènes des voies respiratoires 
alternatives. Source : Clifton et al., 2005.  
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3.4. Régulation de l’activité des Ndh-II par le calcium et le pH 

 L’oxydation du NAD(P)H par des mitochondries intactes est connue depuis longtemps 

comme étant affectée par le pH et la concentration en calcium. Cependant, des données 

souvent contradictoires ont été publiées au cours des deux dernières décennies (Møller, 1997, 

Rasmusson et al., 2004 Nash et Wiskich, 1983 ; Zottini et al., 1993).  

 En 2007, Geisler et al., ont analysé avec précision la spécificité de substrats (NADH 

ou NADPH) et la capacité de liaison au calcium des protéines Ndb1, 2 et 4 d’Arabidopsis 

thaliana. Pour ce faire, ils ont réalisé des protéines de fusion et les ont exprimées chez 

Escherichia coli. Les auteurs ont montré que les protéines Ndb1 et Ndb2 sont capables de lier 

le calcium et qu’un changement d’acide aminé dans le motif EF-Hand de Ndb1 abolit la 

liaison au calcium. Les protéines Ndb2 et 4 complémentent fonctionnellement un mutant d’E. 

coli dépourvu de NAD(P)H déshydrogénase (type I et type II absent). Les auteurs ont 

également mis en évidence la protéine Ndb1 chez E. coli, mais sans complémentation du 

mutant. Des extraits membranaires des trois mutants bactériens Ndb1, 2 et 4 ont ensuite été 

utilisés pour oxyder du NAD(P)H.  

Dans des conditions physiologiques de pH (pH 7,2) et de concentrations en NAD(P)H 

(80µM), la protéine Ndb1 présente un vitesse d’oxydation cinq fois plus important pour le 

NADPH que pour le NADH et son activité est totalement dépendante de la présence de 

calcium. Ndb2 est par contre spécifique du NADH et son action est stimulée par le calcium. 

Ndb4 présente également une nette spécificité pour le NADH, mais son activité est 

indépendante de la présence de calcium.  

 L’activité de ces enzymes a également été mesurée à différents pH physiologiques (de 

6,8 à 7,8) en présence de 120 µM de NAD(P)H. Dans le cas de Ndb1, 80 % de l’activité 

NADPH oxydase est dépendante de la présence de calcium à un pH de 7,2, mais est 

seulement à 25 % dépendante à un pH de 6,8. L’activité NADPH déshydrogénase de Ndb2 est 

également pH dépendante. 
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3.5. Analyse de la séquence des NDH-II  : 

 L’analyse de la structure des gènes NDH-II d’Arabidopsis thaliana et du riz montre 

que la localisation et la longueur des introns présents sont biens conservées pour les deux 

gènes de la famille NDA d’Arabidopsis et du gène NDA499 du riz, et en partie pour le gène 

NDA549 du riz (voir figure 3.4 pour une représentation des gènes NDH-II d’Arabidopsis 

thaliana). Dans la famille NDB d’Arabidopsis, la structure des gènes est bien conservée à 

l’exception du gène NDB4 qui semble avoir perdu certains introns présents chez NDB1, 2 et 3. 

Les positions des introns du gène NDC d’Arabidopsis et du gène NDC549 du riz sont 

également communes (Michalecka et al ; 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.4 : Représentation de la structure exon-intron des gènes NDH-II d’Arabidopsis thaliana. Les rectangles 
représentent les exons. Les sites de fixations des dinucléotides sont représentés en noir. Le motif EF-Hand est 
indiqué en gris foncé. Les segments confirmés par séquençage de cDNA sont représentés en gris clair tandis que 
les sections en blanc ont été prédites par bioinformatique. Le codon STOP est indiqué par une astérisque. 
Source : Michalecka et al.,  2003. 

 

 Le motif EF-Hand de fixation du calcium, base de la classification de la famille NDB, 

présente également une bonne conservation dans sa localisation chez Arabidopsis et Solanum 

tuberosum (Michalecka et al., 2003 ; Rasmusson et al., 1999). Cette localisation est 

également conservée avec le motif EF-Hand de la protéine Nde1 de N. crassa (Melo et al., 

2001 ; Kerscher, 2000 ; Michalecka et al., 2003), bien que le motif soit plus éloigné (voir 

figure 3.5). 

 
At-Ndb1 456 SI AQRKILGDIANIF KAADADNSGTLTMEELEGVVDDII VRYPQVELYLKSKHMRHI NDLLADSEGNA----RK EVDIEAFKLALSEADSQMKT 
At-Ndb2 467 TINQRKVMEDVSAIF SKADKDKSGTLTLKEFQEAMDDICVRYPQVELYLKSKRMRGI ADLLKEAETDDVSKNNIELKIEEFKSALSQVDSQVKF 
At-Ndb3 466 TINQRKVMEDIAAIFKKADKENSGTLTMKEFHEVMSDICDRYPQVELYLKSKGMHGI TDLLKQAQAENGSNKSVELDIEELKSALCQVDSQVKL 
At-Ndb4 467 TINQRRVMEDIAAIFNKADKGNTGTLKKKDFNSVVKDICQRYPQVELYLKKNKLKNI ANLLKSANGED-----TQ VNIE KFKQALSEVDSQMKN 
St-Ndb1 462 SVDQHKVMEDISTIF EAADKDDSGTLSVEEFRDVLEDII IRYPQVDLYLKNKHLLEAKDLFRDSEGNE----RE EVDIEGFKLALSHVDSQMKS  
Nc-Nde1 478 TIQNNVADHII TFLRNLAWKHGKDPESLELHFSDWRDVAQQIKK-RFPQATAHLKRLDKLFEEYDKDQ----NGT LDFGELRELLKQIDSKLTS 
 

Figure 3.5 : Comparaison de la séquence du motif EF-Hand des protéines Ndb d’Arabidopsis thaliana (voir 
Michalecka et al., 2003), de la protéine Ndb1 de Solanum (CAB52797) et de la protéine Nde1 de N. crassa (NP-
013865). Adapté de Michalecka et al., 2003.  
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Deux régions comprenant un feuillet βαβ et un motif GxGxxG sont présentes dans la 

séquence de toutes les Ndh-II identifiées. Ces domaines servent à la fixation de dinucléotide 

(Wierenga et al., 1986) (voir figure 3.6). Sur base d’une comparaison avec la séquence d’une 

lipoamide déshydrogénase, le premier site de fixation peut être attribué à la fixation du 

groupement FAD et le second à la fixation du NAD(P)H (Michalecka et al., 2003 ; 2004 ; 

Bernard et al., 2006 ; Desplats et al., 2007). 

             Site de fixation de dinucléotide 1    Site de fixation de dinucléotide 2  
 
A. tumefaciens  1 QEHHVVVV GGGFGGLQLVHGLE 23     149 EEERQALLTFVII GAGPTGVEMAGMIAE 177  
C. glutamicum  10 GRHHVVVI GSGFGGLFAAKNLA 32     171 PAERERLLTFVVV GAGPTGVELAGQLAE 199 
E. coli         3 PLKKIVIV GGGAGGLEMATQLG 25     177 NGK----VNIAIV GGGATGVELSAELHN 205 
St-Ndb1        53 KKKRVVVL GTGWGGTSFLKDVD 75     214 EEERRTNLHFVIV GGGPTGVEFAAELHD 242 
Sc-Nde1       110 KRKTLVIL GSGWGSVSLLKNLD 132    267 DPERARLLSFVVV GGGPTGVEFAAELRD 295 
Synec-lr1743    3 ARPRICIL GGGFGGLYTALRLG 25     155 AEK----IRIAIV GGGYSGVELAAKLGD 183 
 

Figure 3.6 : Séquences des deux sites de fixation de dinucléotide des NDH-II d’A. tumefaciens (Al2824), de C. 
glutamicum (CAB41413), d’E. coli (NP_415627), de S. tuberosum Ndb1 (CAB52797), de S. cerevisiae  Nde1 
(NP_013865) et de Synechocystis slr1743 (NP_441103). Adapté de Bernard et al., 2006. 
 

 Il a également été proposé que la spécificité des Ndh-II, pour le NADH ou NADPH, 

pouvait être déterminée par deux acides aminés conservés à la fin du deuxième feuillet β du 

second motif de fixation des dinucléotides (Michalecka et al., 2004 ; Bernard et al., 2006 ; 

Desplats et al., 2007). La présence des acides aminés DV ou EA à la fin du 2° feuillet B 

conditionne la fixation du NADH tandis que la présence des acides aminés QS à cette même 

position conditionne la fixation du NADPH (voir figure 3.7). Chez Agrobacterium, le 

remplacement des acides aminés EA par les acidés aminés QS permet de modifier la 

spécificité de l’enzyme (Desplats et al., 2007). 

            β        α                    β 

 

 

               BH  H G G  G   H   H                    H H **             Spécificité  

Nc-Ndi1 241 ANLLHFAIV GGGPTGIEYASELHDLIHDDLSKMYP-DLLKFVRITVYDVSPKVLP 294 NADH 
SC-Nde1 272 ARLLSFVVVGGGPTGVEFAAELRDYVDQDLRKWMP-ELSKEIKVTLVEALPNILN 325 NADH 
SC-Nde2 257 KRLLTFVVVGGGPTGVEFAAELQDYINQDLRKWMP-DLSKEMKVILIEALPNILN 310 NADH 
Y1-Ndh2 274 KRLLHTVVVGGGPTGVEFAAELQDFFEDDLRKWIP-DIRDDFKVTLVEALPNVLP 327 NADH 
SC-Ndi1 226 RRLLSIVVV GGGPTGVEAAGELQDYVHQDLRKFLP-ALAEEVQIHLVEALPIVLN 279 NADH 
Ec-Ndh  168 NGKVNIAIV GGGATGVELSAELHNAVKQLHSYGYKGLTNEALNVTLVEAGERILP 222 NADH 
St-Ndb1 306 RTNLHFVIV GGGPTGVEFAAELHDYVYEDLVKIYP-SVKDFVKITVIQSGDHILN 359 NADPH 
Nc-Nde1 217 KRLLSFVVCGGGPTGVEFAAELFDLLNEDLTLHFPRLLRNEISVHLIQSRDHILN 271 NADPH 
AtuNdh2 156 QALLTFVII GAGPTGVEMAGMIAELAHRALPAEFRNVDTRKTRVLLVEAGPRVLP 210 NADH 

Figure 3.7 : Comparaison des séquences encodant le 2° site de fixation de dinucléotide (NAD(P)H) des 
protéines Ndh-II de N. crassa Ndi1 (EAA27430) et Nde1 (CAB41986), S.Cerevisaie Nde1(NP-013865),Nde2 
(NP-010198) et Ndi1 (NP-013586), Y. lipoytica (CAA07265), E. coli (DEECR), S. tuberosum Ndb1 
(CAB52797) et A.tumefaciens Ndh2 (A12824). Les annotations B et H représentent respectivement les résidus 
basiques (hydrophiles) et hydrophobes. Les deux astérisques indiquent les positions des acides aminés 
conditionnant la spécificité de l’enzyme pour le NADH ou le NADPH. Adapté de Desplats et al., 2007.   

 

 

 

 Enfin, il a été suggéré qu’un domaine C-terminal, comprenant une vingtaine d’acides 

aminés hydrophobes, serve d’ancrage dans la membrane mitochondriale (Rapisarda et al., 

2002 ; Bernard et al., 2006 ; Kerscher et al., 2000). 
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4. Le chloroplaste 

Comme la mitochondrie, le chloroplaste est entouré de deux membranes séparées 

l’une de l’autre par un espace intermembranaire. La membrane interne délimite la matrice 

chloroplastique : le stroma (voir figure 4.1). Au sein du stroma, un réseau membranaire 

complexe est formé par des vésicules aplaties : les thylacoïdes. Cette membrane thylacoïdale 

peut se replier sur elle-même pour former des empilements appelés grana, reliés entre eux par 

des thylacoïdes non-accolés. L’espace interne défini par la membrane thylacoïdale est le 

lumen (Staehelin et al., 1976 ; Albertsson et al., 1991).    

Le chloroplaste est le siège de la photosynthèse. Celle-ci a pour fonction la 

transformation de l’énergie lumineuse en énergie chimique sous forme de molécules 

organiques. Cet ensemble de réactions est divisé en deux phases: 

• La phase claire, comprenant des réactions photochimiques entraînant le transfert 

d’électrons extraits de l’eau vers le NADP+ et la création d’un potentiel 

électrochimique localisé de part et d’autre de la membrane des thylacoïdes permettant 

la synthèse d’ATP. Le transfert d’électrons de l’eau au NADP+ requiert de l’énergie, 

celle-ci vient de la lumière absorbée par des pigments organisés en photosystèmes.  

• La phase sombre est séparée spatialement et temporellement de la phase claire. Elle 

comprend un ensemble de réactions enzymatiques formant le cycle de Calvin au cours 

duquel le carbone est fixé et réduit pour donner des trioses-phosphates. C’est au cours 

de ces réactions que le NADPH et l’ATP produits par la phase claire sont utilisés. Les 

enzymes du cycle de Calvin sont localisées dans le stroma. 

Chlamydomonas possède un chloroplaste unique qui représente les deux tiers du 

volume de l’algue. La membrane thylacoïdale du chloroplaste de Chlamydomonas présente 

une organisation proche de celle observée chez les plantes supérieures, mais les disques de 

grana ont une distribution plus irrégulière en taille et en orientation (Sager et Palade, 1957). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4.1 : Représentation schématique d’un chloroplaste (adapté de Nicholls et Fergusson, 2002) 
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5. La chaîne de transport d’électrons chloroplastique 

5.1.  Le transport d’électrons linéaire 

Contrairement à ce qui se produit dans la mitochondrie, l’énergie nécessaire à la 

production de potentiel réducteur et à la synthèse d’ATP par le chloroplaste ne provient pas 

du catabolisme de molécules organiques, mais de l’absorption d’énergie lumineuse. La 

transformation de l’énergie lumineuse en énergie chimique se réalise au niveau de complexes 

pigments-protéines appelés photosystèmes. Ceux-ci se composent de deux parties de 

fonctions différentes : l’antenne collectrice et un centre réactionnel. L’antenne collectrice se 

subdivise en une antenne interne, entourant le centre réactionnel, et une antenne périphérique.  

La chaîne de transport d’électrons comporte deux photosystèmes. Le photosystème I 

(PSI) permet le transfert d’électrons depuis les plastocyanines vers la ferrédoxine et le 

photosystème II (PSII) catalyse la photolyse de l’eau et le transfert des électrons libérés au 

pool de plastoquinones (voir figure 5.1). Une partie de l’antenne périphérique peut, selon les 

conditions, s’associer à l’un ou l’autre des deux photosystèmes. 

Dans les photosystèmes, les photons sont absorbés par des pigments (chlorophylle a et 

b et caroténoïdes) associés aux protéines de l’antenne collectrice. L’énergie d’excitation est 

transférée par résonnance jusqu'à une « paire spéciale » de chlorophylles a présente dans le 

centre réactionnel. A l’état excité, la « paire spéciale » possède un potentiel rédox très 

électronégatif et peut transférer un électron à un accepteur primaire.  

Les deux photosystèmes font partie intégrante d’une chaîne, dite linéaire, de transport 

d’électrons située dans les membranes thylacoïdales (voir figure 5.1). En présence de lumière 

activant le PSII, les électrons libérés par photolyse de l’eau vont être transférés au pool de 

plastoquinones. Les plastoquinones réduites vont transférer leurs électrons au cytochrome b6/f 

qui va lui-même les transférer au photosystème I (PSI) par le biais des platocyanines. Le 

potentiel réducteur généré par le PS I en présence de lumière va permettre la réduction de la 

ferrédoxine qui réduira à son tour le NADP+ en NADPH nécessaire à la phase sombre. L’ATP 

synthétase utilise l’énergie du gradient électrochimique généré par le PS II et le cytochrome 

b6/f pour libérer l’ATP synthétisé sur ses sites catalytiques.  
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5.2. Adaptation de la chaîne photosynthétique  

La chaîne de transport d’électrons chloroplastique présente une grande capacité 

d’adaptation, ce qui lui permet de s’ajuster de manière dynamique à la quantité et la qualité de 

lumière disponible. Cette adaptation repose sur plusieurs mécanismes dont le temps de 

réponse varie de quelques secondes à plusieurs jours. Ces mécanismes, revus par Kanervo et 

al. (2005), ont pour buts d’adapter la production énergétique (NAD(P)H et ATP) au 

métabolisme de l’algue et/ou de protéger l’appareil photosynthétique. 

5.2.1. Le transport d’électrons cyclique  

L’établissement d’un transport d’électrons cyclique autour du PSI permet la génération 

d’un gradient de protons et la production d’ATP au détriment de la production d’équivalents 

réducteurs (Niyogi, 2000 ; Johnson, 2005). Cette voie est notamment active quand la 

régénération du NADP+ est limitée par la vitesse du cycle de Calvin. 

Dans les faits, au moins deux voies cycliques ont été identifiées. Elles mettent en jeu 

une réduction des plastoquinones qualifiée de « non-photochimique », c'est-à-dire 
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Figure 5.1 : Représentation de la chaîne photosynthétique de Chlamydomonas reinhardtii. Le schéma intègre les deux 
photosystèmes (PS I et II) (en vert clair), la voie linéaire de transport d’électrons et l’ATP synthétase (en jaune), les enzymes  
de la chlororespiration, et l’hydrogénase (en orange),  les antennes périphériques (en vert foncé) et les enzymes liées aux 
transitions d’états (en bleu). Trois enzymes susceptibles de réaliser la réduction non-photochimique du pool de 
plastoquinones ont été ajoutées en violet.  Légende :PS : photosystème I et II ; PQ : plastoquinone ; PC : plastocyanine ; Cyt 
b6f :cytochrome b6f ; Fd : ferrédoxin ; FNR : ferrédoxine NADP+ oxydoréductase (FNR) ; ATP Synth : ATP synthétase ; Phos : 
Phosphatase ; NDHII ; NAD(P)H déshydrogénase de type II ; SD : Succinate déshydrogénase ; GQD glycolate quinone 
oxydoréductase ; FQR : ferrédoxine PQ oxydoréductase; Hyd : hydrogénase ; PTOX : oxydase terminale plastidale ; LHC : antenne 
collectrice de lumière périphérique.   
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indépendant du photosystème II. Les voies de transport cyclique diffèrent selon le système 

enzymatique qui catalyse cette réduction non-photochimique (voir figure 5.1).  L’une, 

sensible à l’antimycine A, impliquerait une hypothétique ferrédoxine-plastoquinone réductase 

(FQR), catalysant une réduction non-photochimique du pool de plastoquinones par la 

ferrédoxine réduite (Bendall et Manasse, 1995). Un flux cyclique d’électrons insensible à 

l’antimycine A a également été observé, prouvant l’existence d’une ou plusieurs autres voies 

de réduction non-photochimique du pool de plastoquinone (Shikanai et al., 1998 ; Horvàth et 

al., 2000 ; Joet et al., 2002 ; Cardol et al., 2003 ; Rumeau et al., 2005). Chez les plantes 

supérieures, un complexe protéique Ndh, analogue au complexe I mitochondrial, a été trouvé 

dans le  chloroplaste. Ce complexe catalyse la réduction du pool de plastoquinones à l’aide de 

NAD(P)H. Chlamydomonas est cependant dépourvue de complexe Ndh. Plusieurs voies de 

réduction non-photochimique ont été proposées pour les espèces dépourvues du complexe 

Ndh, notamment la présence d’une hypothétique NAD(P)H déshydrogénase de type II, du 

même type que celles rencontrées au sein de la mitochondrie (pour revue, voir Peltier et 

Cournac, 2002 ; Nixon, 2000). 

Des voies « pseudo-cycliques » de transport d’électrons, incluant le PSII seul ou le 

PSII et le PSI, ont également été identifiées. Dans ces voies, les électrons extraits de l’eau par 

le photosystème II retournent à l’oxygène de différentes façons. Les électrons provenant des 

plastoquinones réduites par le PSII peuvent être transférés : 

o soit jusqu’au PSI où les électrons sont transférés à l’oxygène moléculaire avec 

formation d’un radical superoxyde (Mehler, 1951). Ce radical hautement réactif 

peut ensuite être éliminé par une superoxyde dismutase (SOD) et une ascorbate 

peroxydase avec génération d’eau et de monodéshydroascorbate, finalement réduit 

en acide ascorbique par des électrons provenant de la ferrédoxine (Asada, 1999). 

On parle alors du cycle de l’eau (the water-water cycle). 

o soit directement à l’oxygène grâce à une oxydase terminale (PTOX). Cette 

dernière participerait aussi, avec une NAD(P)H déshydrogénase de type I ou II, au 

transport d’électrons à partir du NAD(P)H vers l’oxygène moléculaire. Cette 

forme de respiration localisée dans le chloroplaste a été appelée chlororespiration 

(Bennoun, 1982). 

5.2.2. Les transitions d’état 

Chez les plantes et les algues vertes, les changements dans l’état redox des 

plastoquinones provoquent des déplacements rapides, graduels et réversibles d’une partie des 

protéines appartenant à l’antenne périphérique LHC-II d’un photosystème à l’autre. On parle 
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d’état 1 quand ces protéines sont associées au PSII, et d’état 2 quand elles sont associées au 

PSI. Il en résulte des changements de distribution de l’énergie d’excitation entre les deux 

photosystèmes (Murata, 1969 ; Allen, 1992 ; Wollman 2001 ; McConnell et al., 2002 ; 

Mullineaux et Emlyn-Jones 2005 ; Bellafiore et al., 2005). Au niveau moléculaire, les 

changements dans la répartition des protéines mobiles du LHC-II entre les deux 

photosystèmes sont causés par la phosphorylation ou la déphosphorylation de ces protéines 

(Allen, 1992 ; Wollman, 2001 ; Gal et al., 1997). L’état 2 est provoqué par la phosphorylation  

des Lhc-II grâce à une kinase activée suite à la réduction des plastoquinones. Cette réduction 

du pool peut avoir plusieurs causes : (a) une excitation préférentielle du PSII, (b) une lumière 

intense ou (c) une réduction non photochimique du pool de plastoquinones. Le retour à l’état 

1 résulte de l’action d’une phosphatase constitutive. Chez Chlamydomonas, l’analyse d’un 

mutant dépourvu du cytochrome b6f a prouvé la participation de ce dernier dans la 

transmission du signal qui provoque la transition (Wollman et Lemaire, 1988). Cette 

participation a par la suite également été démontrée chez les plantes supérieures (Gal et al. 

1987; Bennet et al. 1988). Il a été proposé que la fixation des plastoquinones réduites au 

niveau du site Q0 du cytochrome b6f entraîne un déplacement de la protéine Rieske d’une 

manière analogue à ce qui se produit lors de la fixation de l’ubiquinone sur le complexe III 

mitochondrial. Ce déplacement pourrait provoquer l’activation d’une kinase (Zito et al., 1999; 

Vener et al., 1998). La ou les kinases responsables de la phosphorylation des LHC-II n’ont 

pas encore été clairement identifiées. Cependant, la participation des deux kinases Tak1 et 

Stn7 identifiées chez Arabidopsis thaliana (Snyders et Kohorn, 2001 ; Bellafiore et al., 2005) 

a été démontrée et une protéine orthologue de Stn7, Stt7, a également été identifiée chez 

Chlamydomonas (Depège et al., 2003).  

Chez les plantes supérieures, seuls 15 à 20% des LHC-II migrent d’un PS à l’autre lors 

des transitions d’états (Allen, 1992). La proportion de LHC-II concernée est quantitativement 

plus importante chez Chlamydomonas, soit 80% (Delosmes et al., 1996). Chez 

Chlamydomonas, cette migration importante des LHC-II pourrait participer à l’établissement 

d’une voie cyclique majoritaire de transport d’électrons autour du PSI à l’état 2 (Wollman et 

al., 2001 ; Finazzi et al., 1999). 

5.2.3. Autres voies de régulation 

En condition de lumière intense, d’autres mécanismes sont également actifs. Par 

exemple, la dissipation de l’énergie lumineuse collectée sous forme de chaleur ou le 

renouvellement rapide de la protéine D1 du PSII.  
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5.3.  Les composants de la chaîne de transport d’électrons chloroplastique 

• Le photosystème I 

La fonction du photosystème I (PSI) est l’utilisation de la lumière pour le transport 

d’électrons depuis la plastocyanine vers la ferrédoxine. Le rendement quantique de la réaction 

photochimique de ce photosystème est proche de 1 (Nelson et Yocum, 2006), et le potentiel 

rédox ainsi généré est le plus négatif trouvé dans la nature.  

Le PSI se subdivise en deux complexes membranaires. Le complexe principal, qui est 

également appelé centre réactionnel bien qu’il comprenne également l’antenne interne, et les 

antennes périphériques. Le complexe principal assure la collecte de la lumière et le transport 

d’électrons. Les antennes périphériques de collecte de la lumière (LHC-I, pour light 

harvesting complex), associées au complexe principal, optimise la collecte de la lumière. 

Chez les plantes, l’ensemble du complexe principal et des antennes périphériques se compose 

d’au moins 19 protéines et d’approximativement 200 cofacteurs ; majoritairement des 

molécules de chlorophylle, mais aussi 2 phylloquinones et 3 centres fer/soufre (Ben-Shem et 

al., 2003 ; Jensen et al., 2007). 

15 sous-unités protéiques (PsaA à PsaL et PsaN à PsaP) composent le complexe 

principal. Les sous-unités PsaA-B et C fixent les cofacteurs qui constituent la chaîne de 

transport d’électrons (chlorophylles a, phylloquinones et centres fer-soufre). Une centaine de 

chlorophylles et une vingtaine de β-carotène sont associées à un hétérodimère PsaA/B (Ben-

Shem et al., 2003 ; Jordan et al., 2001). L’ensemble présente un maximum d’absorbance dans 

le rouge à 680nm (Gobets et al., 2001 ; Karapetyan et al., 2006). Les autres sous-unités du 

centre réactionnel participent aux autres fonctions du PSI, notamment les interactions avec la 

plastocyanine et la ferrédoxine (Pour une revue des fonctions du PSI, voir Jensen et al., 2007). 

Les LHC-I comportent quatre types de protéines Lhca (Lhca1 à 4). Ces protéines 

servent à fixer des molécules de chlorophylle a et b, et de caroténoïdes (Croce et al., 1998 ; 

Castellitti et al., 2003). Sous certaines conditions, des trimères de protéines LHC-II, 

généralement associées au photosystème II (PSII), peuvent s’associer au PSI selon le 

mécanisme de transition d’état (voir page 25).  

Le PSI des autres organismes photosynthétiques eucaryotes divergent en taille par 

rapport au PSI des plantes. Le PSI de Chlamydomonas est notamment plus large que celui des 

plantes et comporte trois fois plus de LHC-I (Germano et al., 2002 ; Kargul et al., 2003). Sa 

structure complète n’a pas encore été déterminée, mais la présence de 9 à 10 protéines LHC-I 

a été avancée (Dekker et Boekema, 2005; Boekema et al., 2006 ; Takahashi et al., 2004). 
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• Le photosystème II  

Ce photosystème présente un maximum d’absorbance dans le rouge à 675 nm. Sa 

fonction est d’extraire les électrons à partir de l’eau et de les porter à un potentiel 

suffisamment négatif pour réduire les plastoquinones (PQ) en plastoquinols (PQH2). Le PSII 

existe sous forme de dimère, chaque monomère étant composé d’au moins 25 sous-unités. 

Chaque monomère est constitué d’un centre réactionnel, d’une antenne interne de collecte de 

lumière et d’une antenne périphérique de collecte de lumière (LHC-II).  

Le centre réactionnel, formé par les protéines D1 et D2, comprend six molécules de 

chlorophylle a, deux phéophytines a et deux molécules de β-carotène (Kobayashi et al., 

1990 ; Eijchelhoff et al., 1996). Les protéines D1 et D2 comportent les sites « Qa » et « Qb » 

de fixation des plastoquinones (PQa et PQb). D1 comprend le site Qb (sensible au DCMU), et 

D2 le site Qa. Ces deux protéines sont similaires, mais D1 comporte le centre réactionnel 

manganèse (4 atomes) qui permet l’oxydation de l’eau en oxygène moléculaire. L’absorption 

de quatre quanta est requise pour extraire 4 électrons de deux molécules d’eau et permettre la 

libération d’une molécule d’oxygène.  

Les protéines Cp43 et Cp47 forment l’antenne interne de collecte de la lumière. 

Chaque protéine comprend environ quinze molécules de chlorophylles a et deux à trois 

molécules de β-carotène. La chlorophylle b est absente de cette antenne (Zheleva et al., 1998).  

L’antenne périphérique LHC-II est composée de trimères de protéines Lhcb1, 2 et 3. 

Cette antenne périphérique comprend de la chlorophylle a, de la chlorophylle b, ainsi que des 

xanthophylles (Dekker et Boekema, 2005). Comme dit précédemment, en fonction des 

conditions l’antenne périphérique peut se dissocier du PSII pour migrer vers le PSI (voir page 

25, transition d’état).  

  
• Le pool de plastoquinones 

Contrepartie de l’ubiquinone mitochondriale, la plastoquinone est un lipide composé 

d’un groupement benzoquinone connecté à une chaîne polyisoprénique d’une longueur 

pouvant varier de 6 à 9 unités. La plastoquinone tient, comme l’ubiquinone dans la 

mitochondrie, un rôle central dans la chaîne de transport d’électrons photosynthétique. Elle 

participe au transport d’électrons linéaire, aussi bien que cyclique (Bendall et Manasse, 1995 ; 

Cardol et al., 2003) ainsi qu’à la chlororespiration (Carol et al., 1999 ; Cournac et al., 2000 ; 

Wu et al., 1999). 
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• Le cytochrome b6/f 

Le cytochrome b6/f est un complexe protéique totalement inclus dans la membrane 

thylacoïdale. Il est homologue du complexe III mitochondrial, aussi bien en structure qu’en 

fonction. Il participe au transfert d’électrons entre les deux photosystèmes, faisant le lien entre 

la plastoquinone et la plastocyanine. Il génère également un transfert de protons et participe 

donc à la génération d’un gradient électrochimique permettant la synthèse d’ATP. Il est 

constitué de 4 sous-unités majoritaires, dont 3 (cytochrome b6, cytochrome f et protéine 

Rieske) participent au transfert d’électrons.  

 

• La plastocyanine 

La plastocyanine est une protéine soluble localisée dans le lumen. Elle présente un 

faible poids moléculaire (10,5 kDa), et comprend un atome de cuivre. C’est l’oxydation et la 

réduction de cet atome de cuivre qui permet le transport d’électrons depuis le cytochrome b6/f 

vers le PSI (Ke, 2002).  

 

• La ferrédoxine 

La ferrédoxine est une protéine soluble, présente dans le stroma du chloroplaste. Elle 

constitue l’accepteur d’électrons externe du PSI (Ke, 2002). Elle présente une taille de 11 

kDa. Cette protéine fait également partie d’une voie cyclique de transport d’électrons autour 

du PSI. La ferrédoxine pourrait réduire le pool de plastoquinones grâce à une Ferrédoxine 

Plastoquinone Oxidoréductase (FQR) non encore identifiée (Peltier et Cournac, 2000 ; Nixon, 

2000)  

 

• Ferrédoxine NADP+ oxydoréductase (FNR) 

 La ferrédoxine NADP+ oxydoréductase est une enzyme hydrophile, comprenant un 

groupement FAD, dont la fonction est le transfert d’électrons entre la ferrédoxine et le 

NAD(P)H. Elle a été identifiée sous forme libre dans le stroma ou associée aux membranes 

thylacoïdales. Les interactions possibles de la FNR avec le complexe Ndh de plantes 

supérieures (Guedeney et al., 1996 ; Quiles et al., 2000), avec le cytochrome b6/f (Okutani et 

al., 2005 ; Zhang et al., 2001) ou avec le PSI (Andersen et al., 1992) ont été considérées. Une 

participation de la FNR dans le transport cyclique d’électrons autour du PSI a été suggérée 

(Johnson, 2005). 
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• L’ATP synthétase 

 Les thylacoïdes contiennent une ATP synthétase qui catalyse la phosphorylation 

d’ADP et la libération d’ATP dans le stroma du chloroplaste en utilisant l’énergie du gradient 

électrochimique produit par le photosystème II et le cytochrome b6/f au cours de la phase 

claire de la photosynthèse. Sa structure est similaire à celle de l’ATP synthétase 

mitochondriale. La sous-unité F1, nommée CF1, comporte le même rapport de sous-unités 

α3β3γδε (Richter et al., 2005). Ces sous-unités sont encodées par les gènes nucléaires ATPC, 

ATPD et par les gènes chloroplastiques ATPA, ATPB et ATPE (Henning et Herrmann, 1986). 

La sous-unité F0, nommée CF0, est également formée par un anneau de sous-unités c 

permettant la rotation du stator entraînant la libération d’ATP. Le nombre de sous-unités c est 

cependant de 14 au lieu de 10 pour l’ATP synthétase mitochondriale (Vollmar et al., 2009).  

 

5.4. La chlororespiration 

Bennoun a été le premier à suggérer l’existence dans le chloroplaste d’une voie de 

transport d’électrons allant du NAD(P)H vers l’oxygène qu’il a qualifiée de 

« chlororespiration » (Bennoun, 1982, 1983). Le modèle actuel de la chlororespiration inclut 

une réduction non photochimique des plastoquinones par le NAD(P)H présent dans le stroma 

du chloroplaste et la réduction de l’oxygène par les plastoquinols, catalysées par une oxydase 

terminale plastidiale. Le pool de plastoquinones constitue donc un transporteur d’électrons 

intermédiaire entre le NAD(P)H et l’oxygène (Carol et al., 1999 ; Cournac et al., 2000 ; Wu et 

al., 1999). 

• Réduction non photochimique des plastoquinones 

Chez les plantes supérieures, la réduction non-photochimique du pool de 

plastoquinones s’explique par la présence dans le chloroplaste d’un complexe enzymatique 

« Ndh » homologue du complexe I mitochondrial (Fearnley et Walker, 1992 ; Burrows et 

Sazanov, 1998 ; Casano et al., 2000 ; Guedeney et al., 1996 ; Horvath et al., 2000 ; Kofer et 

al., 1998 ; Shikanai et al., 1998). La réduction non-photochimique des plastoquinones 

permettrait la réoxydation du NAD(P)H produit en excès par le métabolisme du carbone, par 

exemple lors de la dégradation de l’amidon (Peavey et al., 1977 ; Chen et al., 1991 ; Stitt, 

1980).  

Cette réduction non-photochimique peut être observée par mesure de la fluorescence 

chlorophylienne. A température ordinaire, la fluorescence de la chlorophylle dépend 

principalement de l’état rédox de la plastoquinone primaire (Qa) du photosystème II. Or, l’état 
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rédox de Qa s’équilibre rapidement avec l’état rédox du pool de plastoquinones. Il en résulte 

que l’intensité de la fluorescence varie en fonction de l’état rédox du pool de plastoquinones. 

Une réduction non-photochimique du pool de plastoquinones a également été observée 

chez des mutants du tabac dépourvus du complexe Ndh (Cournac et al., 1998 ; Endo et al., 

1998), ainsi que chez des eucaryotes photosynthétiques dépourvus du complexe Ndh, 

notamment chez Chlamydomonas, (Bennoun 1983 ; Endo et Asada, 1996). Ces observations 

indiquent l’existence d’une voie de réduction non-photochimique des plastoquinones autre 

que celle du complexe Ndh.  

La ou les enzymes responsables de la réduction non-photochimique des 

plastoquinones seraient alors de type NDH-II (Howitt et al., 1999) ou succinate 

déshydrogénase (Cooley et al., 2000 ; Willeford et al., 1989), enzymes ne participant pas à 

l’établissement d’un gradient de proton transmembranaire.  

• L’oxydase terminale plastidiale 

Chez Arabidopsis thaliana, un phénotype de retard de croissance a été attribué à la 

perte d’une oxydase terminale plastidiale (Carol et al., 1999 ). La protéine mutée, présentant 

une homologie de séquence avec l’oxydase alternative mitochondriale (Aox), a été nommée 

Ptox (plastid terminal oxydase). Cette protéine a par la suite été identifiée chez 

Chlamydomonas par analyse immunologique (Cournac et al., 2000). L’expression de cette 

protéine chez E. coli a montré qu’elle possède une activité quinol oxydase résistante au 

cyanure, faiblement affectée par le SHAM, mais très sensible au propyl gallate (Cournac et 

al., 1997 ; 2000 ; Josse et al., 2000), tous deux inhibiteurs de l’AOX (Berthold, 1998).  

En inhibant la respiration mitochondriale par ajout de myxothiazol et de SHAM et/ou 

la chlororespiration par ajout de propyl gallate sur des cellules cultivées en milieu TAP et puis 

transférées en milieu minimal, la vitesse de flux d’électrons engendrée par la chlororespiration 

à l’obscurité a été estimée à ± 60 nmol d’O2 consommé par minute par mg de chlorophylle 

chez Chlamydomonas. Cette valeur représente approximativement 2% du flux maximum 

d’électrons de la photosynthèse (Peltier et Cournac, 2002 ; Cournac et al., 2002).  

La Ptox participe également à la régulation de la chaîne de transport d’électrons. Le 

flux d’électrons, dirigé vers l’oxygène via la Ptox, peut assurer une de protection pour la 

chaîne de transport d’électrons en cas de sur-réduction de ses composants (Niyogi, 2000). La 

Ptox agirait alors comme une valve de sécurité pour éviter la dégradation des composants de 

la chaîne, notamment en condition de lumière intense.  
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5.5.  La photoproduction d’hydrogène 

La première preuve d’une photoproduction d’hydrogène moléculaire par des algues 

unicellulaires a été apportée par une étude de Gaffron et Rubin en 1942. Cette activité a été 

observée chez différentes algues vertes comme Scenedesmus obliquus (Gaffron et Rubin, 

1942 ; Bishop et al., 1978 ; Schnackenberg et al., 1993), Chlorella fusca (Kessler 1973, 1974, 

1976), ou Chlamydomonas reinhardtii (McBride et al., 1977 ; Greenbaum, 1982 ; Maione et 

Gibs, 1986).  

Dans les premiers travaux, cette production d’hydrogène a été induite par une simple 

incubation des cellules à l’obscurité, condition qui entraine l’anoxie. Lorsque les algues sont 

éclairées à la suite de cette incubation, elles produisent de l’hydrogène (Kessler 1973 ; 

Greenbaum 1982 ; Roessler et Lien, 1984 ; Happe et Naber 1993 ; Schulz 1996). Cependant, 

cette production est transitoire (60 à 90 s) du fait de l’inhibition rapide de la production 

d’hydrogène par l’oxygène produit à la lumière par le photosystème II (Ghirardi et al., 1997). 

Chez Chlamydomonas, une pression partielle de 0,2% d’oxygène est suffisante pour inhiber 

50% de la production d’hydrogène (Ghirardi et al., 2000). Notons tout de même qu’une durée 

de production pouvant aller jusqu’à trois heures a été observé pour des Scenedesmus 

immobilisées en billes d’alginate ou dans du polyuréthane (Brouers et al., 1984). 

Il y a quelques années, l’équipe de Melis a montré que Chlamydomonas, maintenue à 

la lumière dans un milieu carencé en soufre, pouvait produire des quantités significatives 

d’hydrogène pendant plusieurs jours (Melis et al., 2000). Dans un milieu carencé en soufre, 

l’activité photosynthétique diminue, principalement par une diminution de l’activité du PSII. 

Après une période de 20h de carence, l’activité photosynthétique n’est plus que de 5 à 10% de 

son niveau initial tandis que la respiration reste constante pendant 70h de carence avant de 

chuter lentement (Wykoff et al., 1998 ; Melis et al., 2000). Ces conditions provoquent 

rapidement l’anoxie dans une culture scellée.  

La formation d’hydrogène est catalysée par des hydrogénases chloroplastiques, 

induites en anoxie, et capables d’utiliser une partie du flux d’électrons photosynthétique 

parvenant à la ferrédoxine pour réduire des protons et former ainsi de l’hydrogène moléculaire 

(voir figure 5.2). 

Les hydrogénases identifiées chez Chlamydomonas reinhardtii font partie de la famille 

des hydrogénases à fer (Fe-hydrogénase), dont les activités sont beaucoup plus élevées que 

celles des hydrogénases à nickel-fer ou des hydrogénases non-métalliques (Happe et al., 1994,  

Happe et al., 2002). Les hydrogénases à fer de Chlamydomonas, encodées par le génome 
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nucléaire (gènes HYDA1 et HYDA2), sont dirigées vers le chloroplaste où elles peuvent 

former un complexe avec la ferrédoxine, déviant en partie le flux d’électrons 

photosynthétique (Ghirardi et al. 1997). La réaction est par nature réversible et sa direction 

dépend des conditions physiologiques déterminant les flux d’électrons ainsi que du potentiel 

redox environnant. Les deux gènes des hydrogénases sont inhibés en présence 

d’oxygène (Melis et al., 2001, Happe et Kaminski, 2002) et les protéines correspondantes ne 

sont présentes ni sous forme active, ni sous forme de précurseur inactif dans les cellules en 

condition aérobie (Happe et al., 1994 ; Forestier et al., 2003). Ces protéines seraient 

inactivées par l’oxygène au niveau d’un des atomes de fer localisé dans le site catalytique 

(Ghirardi et al.,  2003).  

La production d’hydrogène est également sensible au DBMIB, inhibiteur du 

cytochrome b6/f (Gfeller et Gibbs, 1985). Différentes études ont montré que l’activité du 

photosystème I était également nécessaire à la production d’hydrogène (Stuart et Gaffron, 

1963 ; Redding et al., 1999).  

La question de l’origine des électrons servant à la production d’hydrogène a été 

longtemps discutée. Les électrons nécessaires proviennent soit (a) de la photolyse de l’eau 

réalisée à la lumière par le PSII, soit (b) du catabolisme oxydatif de composés organiques 

endogènes conduisant à une réduction non photochimique du pool de plastoquinones (voir 

figure 5.2). 

Figure 5.2 : Représentation schématique de la production d’hydrogène chez Chlamydomonas reinhardtii. Les 
électrons servant à la réduction des plastoquinones (PQ) peuvent être fournis soit par l’oxydation du succinate en 
fumarate par une succinate déshydrogénase (SD) hypothétique, soit par l’oxydation du NAD(P)H par une NAD(P)H 
déshydrogénase de type II (NDH-II), soit par la photolyse de l’eau par le photosystème II (PSII). Les électrons sont 
ensuite transférés à la ferrédoxine par le biais du cytochrome b6/f et du photosystème I (PSI). La ferrédoxine peut ensuite 
transférer ses électrons soit à la ferrédoxine NADP+ oxydoréductase (FNR) avec libération de NADPH, soit à une ou 
plusieurs hydrogénases (Hyd) avec libération d’hydrogène moléculaire. L’action des différents inhibiteurs est représentée 
par un trait rouge. La glycolyse permettant la production de NAD(P)H à partir d’amidon est symbolisée en bleu. 
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Plusieurs composés ont été proposés comme agent de réduction non photochimique du 

pool de plastoquinones, comme le NAD(P)H, le succinate ou la ferrédoxine réduite. Par 

ailleurs, on observe d’importantes variations de la concentration en amidon pendant la 

production d’hydrogène (Zhang et al., 2001). En condition de carence en soufre, les 25 

premières heures  de culture se caractérisent par une augmentation de la concentration 

cellulaire en amidon jusqu’à 330% chez Chlamydomonas (Ball et al., 1990), accompagnée 

d’une augmentation de la concentration cellulaire en protéines totales à 150% (Melis et al., 

2000). Ces concentrations chutent ensuite régulièrement durant la période de production, 

atteignant après 120h une concentration de 80% de protéines totales par rapport au taux initial 

mesuré et une concentration en amidon de 250% par rapport à la concentration initiale de la 

culture (Melis et al., 2000). Ces observations suggèrent que l’amidon pourrait être une source 

importante d’électrons pour la production d’hydrogène. Le NADH libéré par la glycolyse 

pourrait réduire les plastoquinones par l’intermédiaire d’une déshydrogénase chloroplastique 

(Godde et Trebst, 1980 ; Mus et al., 2005).  

Au cours des dernières années, différentes observations ont mis en évidence 

l’importance du PSII et de l’amidon comme source d’électrons pour la production 

d’hydrogène : 

• Des résultats récents ont montré qu’un mutant dépourvu de PSII ou qu’un sauvage 

traité au DCMU (inhibiteur du PSII) directement après transfert en milieu carencé en 

soufre était incapable d’accumuler des quantités importantes d’amidon et de produire 

de l’hydrogène (Fouchard et al., 2005 ; Hemschemeier et al., 2008).  

• Cependant, des cultures de Chlamydomonas ayant préalablement accumulé de 

l’amidon avant traitement au DCMU présentent une production d’hydrogène atténuée 

(Fouchard et al., 2005).  

• En 2009, Chochois et al., ont observé que la production d’hydrogène en condition de 

carence en soufre d’un mutant de Chlamydomonas dépourvu d’amidon (sta6) n’était 

pas modifiée par rapport à un témoin sauvage.  

• En présence de DCMU, cette production d’hydrogène est largement diminuée (de 

l’ordre de 10x) chez un témoin sauvage, et pratiquement abolie chez le mutant sta6 

dépourvu d’amidon.  

Cette dernière observation confirme le rôle de l’amidon comme source d’électrons 

pour la production d’hydrogène, mais uniquement pour la voie non-photochimique de 
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réduction des plastoquinones et non pour la voie photochimique passant par le photosystème 

II (voir figure 5.2). 

En 2008, Hemschemeier et al. ont pu quantifier les productions d’hydrogène de 

cellules de Chlamydomonas ayant accumulé de l’amidon et traitées, ou non, au DCMU. Leurs 

résultats montrent que le DCMU peut abolir 60% de la production d’hydrogène. 

(Hemschemeier et al., 2008). Ces résultats sont cependant en contradiction avec les 

observations de Chochois et al., (2009) qui montrent que l’utilisation de DCMU peut abolir 

près de 90% de la production d’hydrogène chez un témoin sauvage.  

En résumé, les électrons nécessaires à la production d’hydrogène chez 

Chlamydomonas proviennent de la photolyse de l’eau réalisée à la lumière par le PSII, ainsi 

que du catabolisme oxydatif de composés organiques endogènes, principalement l’amidon. 

Des productions simultanées d’oxygène et d’hydrogène ont d’ailleurs été observées 

(Greenbaum, 1982).  

Il apparaît que l’action du PSII n’est pas essentielle pour la production d’hydrogène 

elle-même, mais y contribuerait de manière importante en fournissant les électrons 

nécessaires à la production d’hydrogène elle-même et à l’accumulation d’amidon nécessaire à 

la voie de réduction non-photochimique des plastoquinones.  

 

6. Hypothèses sur la nature de l’enzyme qui catalyse la réduction non 

photochimique du pool de plastoquinone chez Chlamydomonas 

 Plusieurs voies de réduction non-photochimiques ont été proposées pour les espèces 

dépourvues du complexe Ndh (Revue par Peltier et Cournac, 2002 ; Nixon 2000, voir p10). 

Des activités de type déshydrogénase alternative ont également été suspectées chez le tabac, 

organisme présentant un complexe Ndh fonctionnel (Cournac et al., 1998 ; Joët et al., 2001 ; 

Sazanov et al., 1998). Les candidats possibles sont :  

- une hypothétique ferrédoxine-PQ réductase qui participerait aussi au flux cyclique 

d’électrons, mais qui n’a pas encore été découverte. 

- une ou plusieurs NAD(P)H déshydrogénases de type II. Ces flavoprotéines n’ont 

cependant pas encore été caractérisées. Elles pourraient aussi participer au flux 

cyclique. 

- une succinate déshydrogénase, dont l’activité a déjà été observée chez 

Chlamydomonas où l’ajout de succinate à des chloroplastes ou à des préparations de 

thylacoïdes supporte un flux d’électrons à travers le PSI. 

- une glycolate déshydrogénase. 



Introduction 
 

36 

• Les NAD(P)H déshydrogénases chloroplastiques de type II 

 En 2005, l’existence d’une activité NAD(P)H déshydrogénase de type II dans le 

chloroplaste de Chlamydomonas reinhardtii a été mise en évidence par des études 

biochimiques (Mus et al., 2005). Des mesures du flux d’électrons passant par le PS I à partir 

de substrats exogènes ont été effectuées en mesurant la consommation d’oxygène à la lumière 

en présence de méthyl viologene (un accepteur des électrons du PS I dont la réduction 

consomme de l’oxygène) et de DCMU (inhibiteur du PSII). La préparation comprenait aussi 

des inhibiteurs du cytochrome bc et de l’alternative oxydase pour éviter toute consommation 

d’oxygène due à une éventuelle contamination mitochondriale. Plusieurs substrats ont été 

testés (malate, succinate, glycolate, NADH et NADPH). Seuls le NADH et le NADPH ont 

engendré un flux significatif. Ce flux d’électrons était résistant à la roténone (inhibiteur du 

complexe I mitochondrial), et au TTFA (inhibiteur de la succinate déshydrogénase et de la 

ferrédoxine NADP réductase). A l’opposé, le flux s’est montré sensible à plusieurs composés 

inhibiteurs des NAD(P)H déshydrogénases de type II comme le DPI. Des mesures de 

réduction des plastoquinones par fluorescence et des mesures de production d’hydrogène ont 

confirmé ces résultats (Mus et al., 2005). Ces données ont indiqué qu’une ou plusieurs 

NAD(P)H déshydrogénases de type II catalyse(nt) la réduction non photochimique du pool de 

plastoquinones, ce qui permet de soutenir une production d’hydrogène chez Chlamydomonas.  

 Ce type d’enzyme pourrait également être présent dans les chloroplastes d’espèces 

pourvues d’un complexe Ndh fonctionnel comme chez Arabidopsis thaliana. Il a ainsi été 

montré qu’une NAD(P)H déshydrogénase de type II présente une double localisation, 

mitochondriale et chloroplastique, chez cette espèce (Rasmusson et al., 2008 ; Vidi et al., 

2006 ; Ytterberg et al., 2006). 

 

• Succinate déshydrogénase 

 L’association d’une Succinate déshydrogénase à des thylacoïdes a d’abord été montrée 

chez des cyanobactéries, comme Synechocystis sp (Cooley et al., 2000 ; Pearce et al., 1969 ; 

Tanaka et al., 1997). Outre cette déshydrogénase, les membranes internes de Synechocystis 

comprennent également un complexe Ndh de type I, au moins trois déshydrogénases de type 

II (Arnon et Chain, 1975 ; Cooley et al., 2001), ainsi qu’une oxydase terminale (Cooley et al., 

2000 ; Pearce et al., 1969 ; Tanaka et al., 1997). Chez Synechocystis, des mesures du niveau 

redox du pool de plastoquinones, ainsi que des mesures de respiration de mutants de la chaîne 

de transport d’électrons photosynthétique ont montré que la succinate déshydrogénase de cette 
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cyanobactérie contribuait largement à la réduction du pool de plastoquinones à l’obscurité, 

comparativement aux déshydrogénases de type I et II (Cooley et al., 2001).  

 En 1989, Willeford a démontré la présence d’une activité succinate déshydrogénase au 

niveau de la fraction cellulaire enrichie en chloroplastes de Chlamydomonas. Celle-ci était 

obtenue par traitement à la digitonine et purification par passage sur gradient de percoll 

(Willeford et al., 1989). Une prise d’oxygène, provoquée par la réduction de méthyl viologene 

(MV) par le photosystème I à la lumière, a été observée en présence de succinate, sous une 

lumière spécifique du PS I. Cette réduction du MV est sensible au malonate, inhibiteur de la 

succinate déshydrogénase (Willeford et al., 1989). La présence de cette enzyme n’a cependant 

pas été confirmée depuis lors dans le chloroplaste de Chlamydomonas et la présence d’une 

succinate déshydrogénase chloroplastique n’a pas été démontrée non plus chez Arabidopsis 

thaliana (Rich et al., 2001). 

 

• Ferrédoxine-PQ oxydoréductase 

 N’ayant jusqu’à présent jamais été caractérisée au niveau moléculaire (Peltier et 

Cournac, 2000 ; Nixon, 2000), la présence d’une Ferrédoxine plastoquinone oxydoréductase 

(FQR) a été prédite depuis des années comme un composant essentiel de la voie cyclique de 

transport d’électrons autour du PSI. Son existence expliquerait pourquoi la voie de réduction 

du pool de plastoquinones par le NAD(P)H sensible à l’antimycine A est stimulée par la 

ferrédoxine in vitro (voir p24) (Mills et al., 1979 ; Rich et al., 1998 ; Endo et al., 1997).  

 

• Glycolate : quinone oxydoréductase 

 Dans la photorespiration (fixation du dioxygène sur le ribulose diphosphate par la 

RubisCO à la place du dioxyde de carbone), une molécule de 2-phosphoglycolate est produite 

par molécule d’oxygène fixée. Ce 2-phosphoglycolate donne ensuite du glycolate qui est 

oxydé en glyoxylate. En 1996, Goyal et Tolbert ont proposé chez Spinacia oleracea et 

Dunaliella tertiolecta l’existence d’une voie d’oxydation du glycolate, localisée dans le 

chloroplaste et dépendante de la lumière permettant la réduction non-photochimique des 

plastoquinones (Goyal et Tolbert, 1996).   
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7. Buts de la thèse  

  

Les données présentées dans l’introduction montrent que les NAD(P)H 

déshydrogénases de type II sont impliquées aussi bien dans la respiration mitochondriale 

qu’au sein de la photosynthèse chloroplastique. Cette classe d’enzymes a principalement été 

étudiée chez les plantes supérieures, la majorité des études ayant comme objet les 

déshydrogénases mitochondriales. A l’inverse, très peu d’informations sont disponibles sur 

les NAD(P)H déshydrogénases de type II chloroplastique.  

 

 Chez l’algue verte Chlamydomonas reinhardtii, sept ORF (Open reading frame) 

correspondant à des NAD(P)H déshydrogénases de type II hypothétiques (NDA1 à NDA7) ont 

été identifiées dans le génome nucléaire. Les séquences codantes déterminées (Cardol et al., 

2005 ; Cardol non publié) sont cependant largement incomplètes du fait de régions non-

séquencées dans le génome de Chlamydomonas. A ce jour, aucune étude des gènes NDA n’a 

été réalisée chez Chlamydomonas, ou toute autre algue verte. Il a pourtant été démontré 

qu’une activité déshydrogénase de type II chloroplastique était présente dans cet organisme, 

en l’absence d’un complexe Ndh (Mus et al., 2005). 

  

L’optique de ce travail est d’exploiter les données fragmentaires existantes sur les 

gènes NDA de Chlamydomonas pour réaliser une étude de cette famille génétique. Après 

avoir complété les séquences codantes, nous étudierons l’expression des différents gènes NDA 

et déterminerons leur classification phylogénétique. L’objectif suivant sera de déterminer, si 

possible, la localisation intracellulaire précise des protéines Nda.  

 

 Ce travail s’articule notamment dans le cadre d’une recherche plus vaste sur la 

production d’hydrogène par les algues vertes. Depuis une dizaine d’années, une littérature de 

plus en plus importante est disponible sur ce domaine de recherche. Les stratégies avancées 

consistent généralement à améliorer la production d’hydrogène soit en manipulant les 

hydrogénases, soit en contrôlant les conditions de culture. La stratégie novatrice avancée aux 

laboratoires de Biochimie Végétale et de Génétique des Microorganismes de l’Université de 

Liège consiste à manipuler les enzymes permettant l’apport en électrons aux hydrogénases 

plutôt que les hydrogénases elles-mêmes. L’identification de la protéine Nda chloroplastique 

de Chlamydomonas serait une étape nécessaire dans cette stratégie.  
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8. Matériel  

8.1. Souches algales 

Plusieurs souches de l’algue verte unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii ont été 

utilisées au cours de ce travail. Celles-ci sont reprises dans le tableau 8.1: 

 

Numéro de la souche Génotype Défaut biochimique 

2 Mt -, NR -  

25 cw15, mt +, NR - - 

84 cw15, mt -, NR + - 

300 dum 19/25, mt -, NR - Complexes I et IV 

662 dum 22, mt -, NR - Complexes I et III  

217  dum20, cw15, mt -, NR + Complexe I 

Tableau 8.1 : Souches de Chlamydomonas reinhardtii utilisées au cours de la thèse. cw15 : mutation 
responsable de l’absence de paroi ; mt+ et mt- : allèles déterminant le sexe de la souche haploïde ; dum19/25 : 
mutation des gènes mitochondriaux COX1 et ND1, provoquant l’inactivation des complexes I et IV de la chaîne 
respiratoire. dum22 : mutation des gènes mitochondriaux COB et ND4, provoquant l’inactivation des complexes 
I et III de la chaîne respiratoire ; dum20 : mutation du gène mitochondrial ND1, provoquant l’inactivation du 
complexe I (Remacle et al., 2001 ; Remacle et Matagne 2002) ; NR+ et NR - : présence (+) ou absence (-) des 
gènes NIT1 et NIT2 conférant à l’algue la capacité de croître en présence de nitrate comme seule source d’azote. 
 

Chlamydomonas peut être cultivée en lumière modérée (75 µE/m2s), atténuée  

(5 µE/m2s) ou à l’obscurité en présence d’acétate, à une température de 25 °C en milieu solide 

ou liquide. 

 

8.2. Souches bactériennes 

Les deux souches d’Escherichia coli utilisées au cours de ce travail sont la DH5α, 

utilisée pour l’amplification de plasmide, et la C600, utilisée comme bactérie hôte pour la 

manipulation de phage. Toutes deux peuvent être cultivées en milieu solide ou liquide à 37°C. 

 

8.3. Milieux de culture 

8.3.1. Milieux pour bactéries 

• Milieu LB (Luria Broth)  

Composition par litre : bactotryptone 10 g, extrait de levure 5 g, NaCl 10 g. Le pH est 

ajusté à 7,5 avec du NaOH. Si un milieu solide est souhaité, on ajoute 15 g/litre d’agar. Après 

autoclavage, il est possible d’ajouter de l’ampicilline (50 mg/l) ou du chloramphénicol  

(34 mg/l). 
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• Milieu NZY (milieu pour le screening de banque phagique) 

Composition par litre : NaCl 5 g, MgSO4 . 7H2O 2 g, extrait de levure 5 g, NZY 

(Gibco BRL, USA) 10 g. Le pH est ajusté à 7,5 avec du NaOH. Ce milieu se conserve trois 

jours au maximum. Si un milieu solide est souhaité, on ajoute 15 g/litre d’agar. La préparation 

d’un TOP AGAR est possible en remplaçant l’agar par 7 g d’agarose. Ce TOP AGAR se 

conserve à 4 °C en tube à essai et peut être rendu liquide par 15 minutes d’autoclave. 

 

8.3.2. Milieux pour Chlamydomonas 

Les milieux de culture de Chlamydomonas sont réalisés à partir de solutions mères.  

 

- Solution A (pour 1 litre) : NH4Cl 8 g, MgSO4 7 H2O 2 g, CaCl2 2 H2O 1 g. 

- Solution A-N (pour 1 litre): MgSO4 7 H2O 2 g, CaCl2 H2O 1 g.  

- Solution A-S (pour 1 litre) : NH4Cl 8 g, MgCl2 6 H2O 1,65 g, CaCl2 2 H2O 1 g. 

- Tris 0,2 M (pour 1 litre) : C4H11NO3 24,2 g, ajuster le pH à 6,8 – 7,0 à l’aide d’acide 

acétique glacial. 

- Nitrate de sodium : NaNO3 400 mM. 

- Tampon II (pour 100 ml) : K2HPO4 9,35 g, KH2PO4 6,3 g, ajuster le pH à 6,8 – 7,0. 

- Solution d’oligo-éléments * (pour un litre) : EDTA 50 g, H3BO3 11,4 g, ZnSO4 22 g, 

MnCl2 5,06 g, FeSO4 4,9 g, CoCl2 1,61 g, CuSO4 1,57 g, (NH4)6Mo7O24 4 H2O 1,1 g.  

- Solution d’oligo-éléments * carencée en soufre (pour un litre) : EDTA 50 g, H3BO3 

11,4 g, ZnCl2 18,57 g, MnCl2 5,06 g, FeCl2 4 H2O 6,4 g, CoCl2 1,61 g, CuCl2 2 H2O 

1,68 g, (NH4)6Mo7O24 4 H2O 1,1 g.  

 

* : Les oligonucléotides sont préparés selon la méthode de Hutner et al., (1950). Chaque sel 

est dissout dans l’ordre indiqué dans 550 ml d’eau. L’EDTA est dissout à part dans 250 ml 

d’eau chaude. La solution contenant les sels est alors chauffée à 100 °C, puis ajoutée à la 

solution d’EDTA. Le mélange est porté à 100 °C et le pH est ajusté à 6,8 – 7 avec du KOH 

préchauffé à 70 °C. La température de la solution doit rester au moins supérieure à 70 °C. Le 

pH mètre doit être réglé avec des solutions standards chauffées à 70 °C minimum. La solution 

est ensuite amenée à un litre puis laissée refroidir dans un flacon bouché avec de l’ouate. On 

filtre sur papier après apparition d’une coloration rougeâtre, plusieurs semaines sont 

nécessaires. 
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• Milieu Tris – Acétate – Phosphate (TAP) 

L’ammonium (7,5 mM) constitue la source d’azote. Composition par litre : Tris  

100 ml, A 50 ml, solution d’oligo-éléments 1 ml, Tampon II 1 ml. Le pH est ajusté à 7 par 

ajout d’acide acétique servant aussi de source de carbone exogène. Si un milieu solide est 

souhaité, ajouter de l’agar 15 g/litre. Après autoclavage, il est possible d’ajouter de 

l’hygromycine (50 mg/l). 

 

• Milieu Tris-Acétate-Nitrate (TAP-NO 3) 

 Variante du milieu TAP où le nitrate de sodium remplace l’ammonium comme source 

d’azote. La composition est identique au milieu TAP, mis à part la solution A remplacée par 

la solution A-N et l’ajout de nitrate de sodium à une concentration finale de 4 mM. 

 

• Milieu Tris – Minimal – Phosphate (TMP) 

 Milieu Minéral de base pour la croissance autotrophe. La composition est identique au 

milieu TAP, mais tamponné à pH 7 au moyen d’acide chlorhydrique au lieu d’acide acétique. 

 

• Milieu Tris – Acétate –Phosphate –carencé en soufre (TAP-S) 

Variante du milieu TAP où toutes les sources de soufre (solution A et Oligo) ont été 

remplacées par leur équivalent sans soufre (Solution A-S et Oligo-S). 

 

8.4. Plasmides 

• pGEM®-T easy vector 

C’est un vecteur commercialisé par la firme Promega (USA). Il possède entre autres 

une région de clonage multiple, une origine de réplication dans E. coli et un gène de 

résistance à l’ampicilline. Le site d’insertion est positionné dans le gène lac Z de la β-

galactosidase présent sur le plasmide et permet l’ « AT cloning », car il est pourvu de bases 

« T » simple brin. L’inactivation du gène lac Z suite à l’insertion d’un fragment de DNA 

indiquera la présence de l’insert par modification du phénotype de la souche d’E coli Lac Z- 

utilisée. 

 

• pBCKS+ 

Plasmide de 3,4 kb de la firme Stratagène (USA), vecteur de clonage porteur du gène 

lacZ permettant le criblage de bactéries recombinantes par le test blanc bleu. Ce plasmide 

contient en outre une cassette conférant la résistance au chloramphénicol (CamR). 
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• pPN10 

Plasmide de 4,4 kb (4422 pb) résultant du clonage dans le pBCKS+ ouvert en ApaI et 

SalI du promoteur NIT1 de la nitrate réductase (Ohresser et al., 1997).  

 

• pHyg3 

Plasmide dérivé du pUC BM20 (Boehringer. Mannheim) comprenant le gène APH7 

(aminoglycoside phosphotransferase) de Streptomyces hygroscopicus conférant une résistance 

à l’hygromycine B sous la dépendance du promoteur de la β2tubuline de Chlamydomonas 

reinhardtii et comprenant également la 3’UTR de rbcS2 de Chlamydomonas. Le premier 

intron de rbcS2 de Chlamydomonas est inséré dans la séquence de aph7 (Berthold et al., 

2002). L’hygromycine B est un antibiotique de type aminoglycoside produit par Streptomyces 

hygroscopicus qui inhibe la synthèse de protéines en interférant dans la translocation, causant 

une mauvaise traduction du ribosome 70s (Invitrogen, USA). 

 

8.5. Oligonucléotides synthétiques 

Ceux-ci ont été commandés chez Eurogentec (Belgique). Leurs positions relatives sont 

indiquées dans le tableau 8.2 (page suivante) reprenant les différents gènes étudiés.  
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Nom 

 
Séquence 5’-3’ 

Tm (°C) 
(50mM 

Na+) 

Position 
cDNA / DNA  
par rapport à 

l’ATG 
nda1-1F ATGGCTGCTTCGGCGCTT 63 + 1 / +1 
nda1-2R CGTCAGGTCGTACAGGTTGGG 61 + 288 / +288 
nda2-1F AGCGCCTGCTTCAAGATGAG 59  + 523 / +2387 
nda2-2R GATCTCCGTATTGCCGTCCA 59  +1470 / +>9499 
nda2-3F-EcoRV GATATCCAACGTCTGCAAACATGAACA 59 -14 / -14 
nda2-4R-HpaI GTTAACCACTCGCGAGATGTCGC 60 + 1854/ +>11816 
nda2-5F-SpeI ACTAGTCAACGTCTGCAAACATGAACA 61 -14 / -14 
nda2-6R-PstI  CTGCAGACCAGGTTGGGGTAGAGCTT 60 +828 /+>5904 
nda3-1F AGGTCAGCGACGCGGT 57 + 839 / + 2050 
nda3-2R CTGCAGCAGCGTGACCTT 57 + 1065 / +2277 
nda5-1F GGGTCACAGGCTCCGCAC 61 + 184 / +292 
nda5-2R GTCGTACGGCAGCTGGGTG 61 + 621 / + 1908 
nda5-3F CACGCTGGACCTGCTGTCTGAC 64 + 729 / + 2224 
nda5-4R CCCCAGTGCCATCATGGAGC 65 + 1464 / + 4848 
nda5-5F CTGATGGGCTTCCGTGC 57 + 163 / + 271 
nda5-6R CGTCCGACAGCGTCACC 58 + 601 / + 1888 
nda5-7F TCTTTGGCAGCGAGCCAGC 64 + 16 / +16 
nda5-8F TTCAGTTTCTTCGATGCTTGCG 61 -13 / -13 
nda5-9R CAGCGTAGCTCCTCGGCG 62 + 1818 / - 
nda5-10F GTGTCCGTCGGCTGGATAGTT 60 - / + 5488 
nda5-11R  
(SpeI-NdeI -HpaI) 

ACTAGTCATATGGTTAACCAGCGTAGCT
CCTCTGTCCG 

60 - / + 6031 

nda6-1R GGCCCATGTGATCTCAAAG 55 + 132 / + 639 
nda6-2R CCAGTAGTTGATGGCAGCC 55 + 189 / + 696 
nda6-3R CGAATGAGATCGTGTCGC 55 + 226 / + 1676 
nda6-4F AGCCGCGCGACTCCATTGAC 56 - 391 / - 391 
nda6-5R GGCCGCTCGCACCA 58 + 1285 / + 3651 
nda6-6R CCTGCTGCCGCTGCCGCCGT 60 + 1377 / + 3770 
nda7-1R CCGATAATTAAAACCCGAGG 55 + 32 / + 32 
nda7-2R GACGGTGGTCCATGTCAGT 55 + 134 / + 320 
nda7-3R GCTTGTGACTGTGGCCTG 55 + 231 / + 603 
nda7-4R TGGAGGCCTTGATGTCCT 55 + 403 / + 1250 
nda7-5R GTGCGCCTCAACAATCTC 54 + 471 / + 1318 
nda7-6R GCGACTCCAGCCACTTCT 55 + 568 / + 1415 
nda7-7F GCGCTCACGGAGGACATCAA 63 + 376 / + 1223 
nda7-8R GTTTGCCCTGCACCGAGGTG 65 + 610 / + 1457 
CrGFP-1F 
(EcoRV-StuI-HpaI) 

GATATCAGGCCTGTTAACATGACCATGA
TTACGCCAAGCT 

59 + 1 

CrGFP-2R-SpeI ACTAGTCAGCCCGCCCATGGA 60 + 994 
CrGFP-3F  CACACTAATACAGCCGGGC 55 Sur le pPN10 
Cox3-1F CAGCTGCTCCGCTTCC 62 +10 / +10 
Cox3-2R AGGCAGCTCACGTAGG 59 +464 / +1259  
Tableau 8.2 : Oligonucléotides synthétiques utilisés. F : Forward, R : Reverse. La position par rapport à l’ATG 
putatif est donnée pour la séquence du cDNA.  
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9. Méthodes 

9.1. Extraction de DNA et de RNA totaux de Chlamydomonas (adapté de Newman et 

al., 1990) 

3.107 à 1.108 cellules sont remises en suspension dans 500 µl de tampon TEN (pour 

100 ml : 1 mM Tris – HCl pH 8.0, 1 mM EDTA  pH 8.0, 15 mM NaCl, eau distillée DMPC1) 

et centrifugées 2 min à 1500 g. Le culot est ensuite repris dans 150 µl d’H2O DMPC glacée, et 

300 µl de tampon SDS-EB (10 mM Tris – HCl pH 8.0, 4 mM EDTA pH 8.0, 2 % SDS, 40 

mM NaCl). On vortexe, puis on ajoute 350 µl d’un mélange phénol/ClA (ClA : chloroforme / 

alcool isoamylique en proportion 24/1). Après 5 min de vortexage, on sépare les deux phases 

par 5 min de centrifugation à 15000 g. La phase aqueuse, supérieure et enrichie en acides 

nucléiques, est récupérée. On ajoute  ensuite 300 µl de ClA, et on traite les extraits comme 

précédemment.  

 

- Pour l’extraction de DNA, on ajoute alors 2 volumes d’éthanol absolu glacé au 

surnageant obtenu et on incube 30 min minimum sur glace. On centrifuge 5 min à 

15000 g et le culot est lavé avec 300 µl d’éthanol 70%. Le culot final est repris dans 

30 µl d’eau stérile (concentration à environ 1 µg DNA/µl). 

 

- Pour l’extraction de RNA, on ajoute 1/3 de volume de LiCl 8 M et on incube au moins 

3 h à 4 °C. Après cette étape, une centrifugation de 15 min à 15000 g permet d’obtenir 

un culot enrichi en RNA. Celui-ci est lavé avec 300 µl d’éthanol 70 %. Le culot final 

est repris dans 15 à 20 µl d’eau stérile DMPC (concentration à 3-5 µg DNA/µl). 

 

9.2. Purification de RNA polyA à partir de RNA total  

 Après extraction d’une grande quantité de RNA totaux (de l’ordre du mg) par la 

technique décrite au point précédent, les RNApolyA ont été purifiés en utilisant le kit 

PolyATtract® mRNA Isolation Systems de Promega (USA). Le principe de la purification 

repose sur l’association de la queue poly-A des mRNA avec une sonde poly-T accrochée à 

une bille métallique. Les billes sont ensuite séparées par utilisation d’un aimant. 

 

 
 
 
 

                                                 
1 NB : Toutes nos solutions sont réalisées avec de l’eau additionnée de diméthylpyrocarbonate 0,1 % et 
autoclavées. 
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9.3. Extraction rapide de DNA total de Chlamydomonas par digestion à la protéinase K  

Un demi centimètre carré d’algues est récupéré sur boîte de pétri et mélangée à 50µl 

de solution de protéinase (Pour 1 ml : 4 mg de protéinase K,  tampon de PCR 1x final, amené 

à 1 ml avec de l’eau) dans un tube eppendorf. 30 µl de paraffine sont ajoutés en surface et 

l’échantillon est incubé 1 heure à 58 °C et 1 heure à 96 °C. Après 5 secondes de 

centrifugation, l’ADN se trouve dans la phase aqueuse. La solution se conserve à 4 °C et peut 

être utilisée pour une PCR en doublant la quantité de polymérases (voir point 9.7). 

 

9.4. Analyse spectrophotométrique des acides nucléiques 

Le spectre d’absorption des acides nucléiques présente un maximum vers  

260 nm, et un minimum vers 230 nm. Le rapport des absorbances à ces deux longueurs 

d’onde permet d’apprécier la pureté d’un échantillon, tandis que la valeur d’absorbance à 260 

nm renseigne sur la quantité de matériel présent dans l’échantillon.  

Pour déterminer la concentration d’un échantillon, on considère qu’une concentration 

en acides nucléiques de 40 µg/ml correspond à une DO (densité optique) de 1 à 260 nm. 

 

9.5. Electrophorèse sur gel d’agarose  

Les acides nucléiques, chargés négativement en raison de la présence de groupements 

phosphates, vont migrer vers l’anode à une vitesse qui est 

fonction de leur taille. Pour visualiser cette migration, un 

aliquote de DNA ou de RNA est déposé sur gel d’agarose à 0,8 – 

1 %, préparé dans du tampon TEA (40 mM Tris, 2 mM EDTA, 

amené à pH 8 avec de l’acide acétique). La migration s’effectue 

à 80-90 V (Cuve d’électrophorèse Gibco BRL, USA, ou Bio-

Rad, USA). Une incubation de quelques minutes dans une 

solution de bromure d’éthidium permet de visualiser les acides 

nucléiques au transilluminateur UV (312 nm). Des images du gel 

peuvent être réalisées à l’aide du logiciel Bio-profil v6.0 

(Vilbert-Lourmat) 

Divers marqueurs de poids moléculaire peuvent être utilisés, le plus courant étant le 

Smart Ladder (Eurogentec, Belgique) donné en exemple ci-contre. 
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9.6. Purification de DNA  

• A partir d’un gel d’agarose 

Le DNA ayant migré dans un gel d’agarose peut être récupéré en découpant 

directement la région désirée. Le kit Wizard® de Promega (USA) est utilisé pour la 

purification. L’agarose est dissout dans un bain à 65 °C, puis le DNA est récupéré en le fixant 

sur une mini-colonne. La fixation est basée sur le principe de l’interaction du DNA avec la 

silice échangeuse d’anions. La colonne est ensuite lavée avant d’éluer le DNA dans 50 µl 

d’eau stérile. 

 

9.7. Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 

Cette réaction, qui permet l’amplification d’une séquence de DNA,  a pour principe la 

répétition de trois phases :  

- dénaturation du DNA double brin à 94 °C. 

- hybridation des amorces spécifiques de part et d’autre de la séquence cible, à une 

température dépendant des Tm des oligonucléotides utilisés. 

- élongation des amorces à 72 °C. 

 

Ces trois étapes peuvent être répétées entre 20 et 35 fois. La durée de la phase 

d’élongation est fonction de la longueur de DNA à amplifier, la norme étant d’une minute par 

millier de paires de bases. Le mélange réactionnel contient 200 µM de chaque dNTPs, 0,5 µM 

de chaque oligonucléotide, 1,5 mM de MgCl2, ainsi qu’une unité de Taq polymérase 

thermorésistante (Promega, USA). Le thermocycleur GeneAmp PCR system 9700 (Perkin-

Elmer, Norwalk, USA) a été utilisé. Lors de PCR sur bactéries, on ajoute une première phase 

de dix minutes à 94 °C permettant la lyse des bactéries et une dénaturation complète du DNA. 

 

9.8. Amplification d’ARN par RT-PCR et 5’RACE  

Le premier brin d’ADNc est synthétisé à l’aide de la Transcriptor Reverse 

Transcriptase (Roche, Allemagne). De 0,2 à 2 µg d’ARN totaux sont incubés 1 heure à 55 °C 

en présence de 0,625 µM d’amorce spécifique, de 1 mM de dNTP, de 25 U d’enzyme et de  

4 µl de tampon 5x pour un volume final de 20 µl. La réaction est ensuite stoppée par un 

traitement de 5 min à 85 °C. Afin d’amplifier spécifiquement la région 5’ terminale du cDNA 

produit, on ajoute une queue poly-A à l’aide d’une Terminale Transferase (Roche, 

Allemagne). 10 µl de la solution de cDNA sont mis en présence de 0,2 mM de dATP, de 

tampon (10 mM Tris-HCl, 1,5 mM MgCl2, 50 mM KCl, pH 8,3) pour un volume final de  
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24 µl, et sont incubés 3 min à 94 °C. 80 unités d’enzymes sont alors ajoutées et la solution est 

laissée au moins 20 min à 37 °C. La terminale transférase est inactivée par un traitement de 10 

min à 70 °C. L’ajout de cette queue poly-A va permettre l’utilisation de primer poly-T comme 

amorce pour des amplifications par PCR tel que décrit au point précédent. 

 

9.9. Restriction du DNA 

L’utilisation d’endonucléases permet de cliver le DNA en des sites spécifiques. Les 

conditions optimales, ainsi que les tampons nécessaires sont fournis avec les enzymes 

commercialisées (Eurogentec, Belgique ou Gibco BRL, USA). La réaction se fait 

généralement à 37 °C durant une période de 2 h. 

 

9.10. Ligation 

Les quantités de vecteur et d’insert doivent être calculées pour rester dans un rapport 

molaire variant de 1:1 à 1:3. Pour un volume de 10 µl, le mélange réactionnel comprendra 

également le tampon de ligation en concentration finale 1x, ainsi que 1 à 2,5 unités de T4 

DNA ligase. Le tout est laissé une nuit à 4 °C ou 16 °C en fonction des prescriptions du 

fournisseur. Alternativement, la réaction se déroulera 1 h à température ordinaire.  

 

9.11. Extraction de DNA plasmidique  

• Préparation de DNA plasmidique (mini)(méthode de boiling)  

Les cellules d’une culture overnight de 2 ml de LB - ampicilline (100 mg/litre) sont 

récupérées dans un eppendorf par centrifugation. Elles sont reprises en suspension dans  

300 µl de STET (233 mM Saccharose, 5% Triton x-100, 50 mM EDTA, Tris-HCl 50 mM  

pH 8) et traitées par 2 minutes successivement à 4 °C et 100 °C. On précipite le DNA 

cellulaire par 15 minutes de centrifugation et on ajoute au surnageant 0,7 volume 

d’isopropanol et 0,1 volume de NaAc 3 M pH 4,8. Une nouvelle centrifugation de 30 minutes 

à 4 °C permet d’obtenir un culot de DNA plasmidique. Lavé par 1 ml d’éthanol 70 %, le culot 

final est repris dans 50 µl d’eau stérile. Le rendement est d’environ 10 µg de DNA.  

 

• Medium préparation de DNA plasmidique (medium) 

Cette extraction permet d’obtenir des plasmides de plus grande pureté. Le kit 

Nucleobond AX-100 de la firme Macherey-Nagel (USA) est utilisé. Il est basé sur la lyse 

alcaline des cellules, la précipitation des éléments cellulaires et l’interaction  des acides 

nucléiques avec une résine de silice échangeuse d’anions.  



Matériel et Méthodes 
 

48 
 

9.12.  Séquençage 

Les fragments de DNA insérés dans le vecteur pGEM ont été séquencés grâce aux 

primers Universel et Reverse suivant le principe du cycle sequencing (Genome Express, 

Montreuil, France). 

 

9.13. Transformation bactérienne 

4 µl du mélange de ligation sont ajoutés à 100 µl de cellules compétentes d’E coli. Un 

témoin sans ligation est également réalisé. Le mélange est laissé 20 minutes sur glace avant de 

subir un choc thermique de 45 secondes à 42 °C. Une fois la solution refroidie, on ajoute 

rapidement 450 µl de milieu LB liquide. Les cellules sont placées 30 min à 37 °C sous 

agitation. Il reste à déposer un volume compris entre 50 et 200 µl sur un milieu LB gélosé 

rendu sélectif par l’ajout d’un antibiotique. 

 

9.14. Préparation de cellules compétentes 

100 ml de milieu LB sont inoculés avec 2 ml d’une culture over-night de DH5α. La 

culture est placée à 37 °C sous agitation jusqu’à ce qu’elle atteigne une absorbance de 0,3 à 

0,6 à 600 nm. Les cellules sont récupérées par une centrifugation de 10 minutes à 1450 g et 

remises en suspension dans 17 ml de CaCl2 50 mM. Après 25 minutes sur glace, les cellules 

sont centrifugées 10 minutes à 1000 g et remises en suspension dans 1,25 ml de CaCl2 100 

mM et 1,25 ml de glycérol 40 %. Les cellules compétentes peuvent être conservées à -80 °C. 

 

9.15.   Northern Blotting 2 

• Transfert de RNA 

 Le matériel de départ consiste en 10 à 30 µg de RNA totaux par puit 

du gel de migration. On ajoutera également un marqueur de poids moléculaire 

spécifique (RNA Ladder, Gibco BRL, USA, présentation ci-contre). Chaque 

échantillon sera dénaturé par un traitement de 15 min à 65 °C en présence de 

loading Buffer I (les composants du loading buffer doivent être ajoutés pour 

que l’échantillon ait une concentration finale de 50 % formamide désionisée, 

6,5 % formaldéhyde, 1x MOPS, 6,5 mM bromure d’éthidium). Une fois la 

dénaturation effectuée, les échantillons sont conservés sur glace jusqu’au 

dépôt et 2 µl du loading Buffer II sont alors ajoutés (50 % glycérol,  

                                                 
2 Toutes les solutions contiennent du DMPC 0,1%  
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1 mM EDTA pH 8, 0,5 % bleu de bromophénol). Le gel est un gel d’agarose 1 %, 

formaldéhyde 2,2 %, préparé dans du tampon MOPS 1x (MOPS 10x : 0,2 M MOPS, 50 mM 

NaAc, 10 mM EDTA pH 8.0, pH 7, passé sur filtre Millipore 0,2 µm, conservé à l’abri de la 

lumière). La migration s’effectue dans du MOPS 1x.  

Le gel est ensuite mis en contact avec une membrane de nylon non chargée (Nylon 

Hybond-N) humidifiée dans de l’eau DMPC. Le déplacement des RNA vers la membrane se 

fera en présence de SSC 20x (SSC 20x : 3 M NaCl, 0,3 M Citrate-Na3 2 H2O, eau DMPC,  

pH 7) par capillarité overnight. On prendra soin de noter les emplacements des puits, ainsi que 

l’orientation de la membrane avant de la sécher à 80 °C sous vide pendant 2 h. La membrane 

pourra être conservée à 4 °C à l’abri de la lumière, scellée dans une enveloppe plastique. 

 

• Hybridation de la membrane par une sonde marquée à la digoxygénine 

1) Marquage de la sonde 

La sonde est réalisée par une réaction de PCR en utilisant un mélange de dATP, dCTP 

et dGTP non marqués et de dUTP et dTTP liés à la digoxygénine (Roche, Allemagne). La 

qualité du marquage peut être vérifiée par comparaison sur gel d’agarose de la sonde par 

rapport à une PCR ne comprenant pas de dNTP marqués. Avant utilisation, 10µl de sonde 

sont dénaturés par un traitement de 5 min à 100 °C, puis refroidis sur glace.  

 

2) Préhybridation 

La membrane est placée dans un tube d’hybridation contenant 20 ml de solution 

d’hybridation (Solution d’hybridation : 5x SSC,  0,02 % SDS, 0,1 % N-lauryl sarcosine, 1 % 

blocking reagent  (Roche, Allemagne)). La membrane est préhybridée à 50 °C pendant 1 à 4 h 

(four à hybridation Techno Hybridiser HB-ID).  

 

3) Hybridation 

La sonde marquée est ajoutée à la solution de préhybridation. La membrane est 

hybridée à 50 °C pendant au moins 16 h.  

 

4) Lavage 

La membrane est lavée deux fois 5 min dans une solution SSC 2x, SDS 0,1 %, puis 

deux fois 15 min à 50 °C dans une solution SSC 0,5x, SDS 0,1 %. Un autre lavage de 15 min 

à 50 °C dans une solution SSC 0,2x SDS 0,1x pourra être ajouté pour éliminer un excès de 

bruit de fond. 
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• Révélation et quantification 

La membrane va être incubée 30 min dans 100 ml de tampon 2 (tampon 2 : diluer 10x 

la solution de blocking reagent (Roche, Allemagne) dans du tampon 1 ; tampon 1 : acide 

maléique 0,1 M, NaCl 0,15 M , pH 7,5 avec du NaOH), puis 30 min encore dans 20 ml de 

tampon 2 comprenant l’anticorps anti-Dig dilué à 75 U/ml. La membrane est alors lavée deux 

fois 15 min (tampon de lavage : tampon 1 + 0,3 % Tween (v/v)), puis équilibrée de 2 à 5 min 

dans un tampon de détection (tampon de détection : Tris-HCl 0,1 M , NaCl 0,1 M , pH 9,5). 

La membrane est déposée dans un film plastique et 1 ml de CSPD, utilisé comme substrat 

chemiluminescent, est appliqué sur la face comprenant les RNA. Les bulles d’air sont 

chassées et le film est scellé après 5 min à température ambiante. Le film plastique est déposé 

de 5 à 15 min à 37 °C pour augmenter le signal, puis va être disposé dans une cassette en 

présence d’un film autoradiographique. La révélation de ce film se fera après 1 à  90 minutes 

en fonction de l’intensité du signal.  

 

9.16. Déshybridation de la membrane 

 Dès la fin de la révélation, la membrane est rincée à l’eau et conservée dans un bain de 

SSC 20x (maximum 48 h). La membrane est traitée par deux bains d’une heure chacun dans 

une solution de déshybridation chauffée à 80 °C (Formamide désionisée 50 %,  SDS 5%, 

Tris-HCl pH 7,5 50 mM). Après un bain de 5 minutes dans du SSC2x, la membrane peut être 

conservée dans du SSC 2x à 4 °C jusqu’à hybridation. 

 

9.17. Transformation d’algues 

 Une culture liquide de Chlamydomonas à une concentration de 3 à 6.106 cellules/ml 

est centrifugée et remise en suspension dans du TMP + 40 mM Sucrose à une concentration 

de 1.108 cellules/ml. Dans une cupule d’électroporation, on réalise un mélange comprenant 

250 µl d’algues, 2,5 µl de DNA de sperme de Hareng 10 mg/ml stérile et le ou les plasmides à 

intégrer. Pour une intégration simple, 1 µg de plasmide est utilisé. En cas de co-

transformation, on ajoute 1 µg de plasmide de sélection et 3 µg de plasmide d’intérêt. 

L’électroporation est réalisée à 1000 V, 800 Ω et 10 µF. Les algues sont ensuite remises en 

culture pendant une nuit dans 3 à 4ml de milieu non sélectif, sous agitation et à l’obscurité. Le 

lendemain, les algues sont centrifugées et remises en suspension dans 250 µl de milieu frais 

qui seront étalés sur deux boîtes de Pétri de milieu sélectif. 
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9.18. Extraction de mitochondries de Chlamydomonas par digestion à la digitonine 

 Les mitochondries de Chlamydomonas reinhardtii sont isolées par la méthode de lyse 

à la digitonine à partir de cellules sans paroi (Cardol et al., 2002). 

 3.109 cellules sont mises en suspension dans 10 ml de solution A + digitonine (K3PO4 

25 mM, PEG 6 %, BSA 0,4 %, digitonine 0,016 %). La suspension est amenée rapidement à 

30 °C et maintenue à cette température pendant 30 secondes, puis refroidie sur glace pendant 

5 minutes et centrifugée 1 minute à 2500 g. Le culot est lavé dans 40 ml de solution B  

(20 mM Hepes, 0,15 mM mannitol, 2 mM EDTA, 1 mM MgCl2, 0,1 % BSA). Après 2 

minutes de centrifugation à 1000g et élimination du surnageant, le culot est repris dans 2 ml 

de solution B et transféré dans un erlen froid. La solution va subir une agitation à l’aide d’un 

barreau magnétique pendant 45 secondes. 6 ml de solution D (20 mM Hepes, 0,15 mM 

mannitol, 0,8 mM EDTA, 4 mM MgCl2) sont ajoutés et la suspension est centrifugée pendant 

3 minutes à 2000 g puis le surnageant résultant est à son tour centrifugé 10 minutes à  

10 000 g. Le culot est finalement repris dans 100 µl de solution D.  

 L’échantillon est ensuite déposé sur un gradient composé de trois couches successives 

de 15 ml de Percoll à 45, 21 et 13 % de Percoll dilué par du tampon MET (280 mM mannitol, 

10 mM Tris-HCl pH 6,3, 0,5 mM d’EDTA, 0,1 % de BSA). Une centrifugation de 50 minutes 

à 40 000 g est ensuite réalisée. Les mitochondries forment alors une bande blanche à 

l’interface des couches 45 et 21 % de Percoll. Cette fraction est récupérée et diluée 10x dans 

du tampon MET, puis centrifugée 10 minutes à 10 000 g. Le culot est récupéré et dilué à 

nouveau dans du MET avant une seconde centrifugation de 10 minutes à 11 000g. Le culot est 

finalement repris dans 1 ml de solution D et les protéines conservées à -80 °C. Toutes les 

opérations se déroulent à 4 °C. 

 

9.19. Extraction de chloroplastes de Chlamydomonas par nébulisation 

 Les chloroplastes de Chlamydomonas reinhardtii sont isolés par nébulisation à partir 

de cellules sans paroi selon un protocole décrit par J.D. Rochaix (Rochaix, 2007). 

 Une culture de 2 litres d’algues dans du milieu TAP, à une concentration de 3.106 à 

4.106 cellules par ml, est centrifugée pendant 5 minutes à 1000 g et remises en suspension 

dans 2 litres de milieu TMP. Ce milieu est ensuite agité pendant 2 à 3 heures à l’obscurité, 

puis centrifugé 5 minutes à 2700 g. Le culot est remis en suspension dans 500 ml de tampon 

phosphate 10 mM pH 7,2 puis centrifugé 5 minutes à 2700 g. Les cellules sont ensuite 

remises en suspension dans du tampon A (300 mM Sorbitol, 50 mM Hepes-KOH pH 7,2, 2 

mM EDTA pH 8, 1 mM MgCl2) auquel on ajoute 1 mM de PMSF (Inhibiteur de protéase) à 
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une concentration finale de 1.108 cellules/ml. Les cellules sont ensuite passées dans un 

nébulisateur à une pression de 1,2 à 1,5 bar d’azote. Le lysat récupéré est centrifugé un bref 

instant à 3000 g et les chloroplastes sont remis en solution dans du tampon A + PMSF. Cette 

dernière étape est répétée 2 fois dans du tampon A + PMSF, puis une troisième fois dans 5 ml 

de tampon B (0,5 M Sorbitol, 50 mM Tris-HCl pH 7,9, 0,33 mM MgCl2) auquel on ajoute  

1 mM de PMSF. La suspension obtenue est laissée sous agitation pendant 2 à 3 heures en 

chambre froide (4 °C), puis déposée sur gradient de Percoll. Deux gradients indépendants sont 

réalisés en parallèle pour diviser l’échantillon. Chaque gradient est composé de 30ml de 

Percoll 75 % et 20ml de Percoll 35 % dilué dans du tampon B. Après 20 minutes de 

centrifugation à 8000 g, les chloroplastes se sont stabilisés dans la partie supérieure de la 

fraction à 35 % (voir figure 9.1). La fraction chloroplastique est récupérée et diluée dans du 

tampon B. Cette solution est centrifugée un bref instant à 1900 g et lavée 2x dans du tampon 

B. A la fin de la deuxième centrifugation, les chloroplastes sont repris dans 1 ml de tampon B 

et conservés à -80 °C. 

  

 

 

 

 

 

Figure 9.1 : Visualisation de la fraction chloroplastique (mise en évidence par une flèche noire) dans un gradient 
de Percoll d’un extrait de protéines obtenu par nébulisation. 
 

9.20. Méthode de Bradford 

 Le dosage des protéines est réalisé selon la méthode de Bradford (1976). Une droite 

étalon est réalisée dans des concentrations croissantes en sérum albumine bovine (BSA) allant 

de 2 à 12 µg de protéines dans 100 µl de 0,1 N NaOH, 0,1 % Triton X100 auxquelles sont 

ajoutés 1 ml de réactif de Bradford (5 % éthanol, 8,5 % acide orthophosphorique, 0,01 mM 

bleu de Coomassie G250) (Biorad, USA).  

 La concentration protéique des extraits est ensuite déterminée en fonction de 

l’absorbance à 595 nm lue au spectrophotomètre en se référant à la droite étalon (x µl 

d’échantillon, 100-x µl de 0,1 N NaOH, 0,1 % Triton X100, 1 ml de réactif de Bradford). 

 
 
 
 



Matériel et Méthodes 
 

53 
 

9.21. Western blotting 

• Transfert des protéines 

 Une quantité voulue de protéines (entre 5 et 30 µg de protéines par puits) est diluée 

dans un volume final de 10 µl avant ajout de 10 µl de tampon de chargement 2x (125 mM 

Tris HCl pH 6,8, 4% SDS,  20 % glycérol, 2,9 mM sel sodique de Bleu de bromophénol, 

conservée à   

-20°C. Avant utilisation, 10 % de mercaptoéthanol sont ajoutés). La solution est ensuite 

chauffée 5  minutes à 100 °C puis refroidie sur glace pendant 1 minute. Après centrifugation, 

les protéines sont déposées à la seringue sur le gel. L’ajout d’un marqueur de poids 

moléculaire est possible (PageRuler – Fermentas, Canada). 

 Le gel est composé, dans sa partie inférieure, d’un « Running Gel » dont la 

concentration dépend de la taille attendue des protéines recherchées (Running Gel : 0,1 % 

SDS, 8 à 15 % acrylamide, 375 mM Tris-HCl pH 8,8 , 0,1% APS, 0,1% Temed). La partie 

supérieure du gel, le « Stacking Gel », présente une concentration fixe de 25 % d’acrylamide. 

La cuve utilisée au cours de ce travail est du type  PROTEAN® II xi Cell  (Bio-rad, USA). La 

migration se déroule dans du tampon de cuve (tampon de cuve 10x : 250 mM Tris,  

1,91 M glycine, 1% SDS, ajuster le pH à 8,3 avec de l’HCl) à 180 V pendant 2 à 8 heures ou à 

30 V pendant une nuit.   

Le transfert des protéines sur membrane de Nylon (Nylon Hybond-P, Amersham) se 

réalise en présence d’un champ électrique dans une cuve de blotting PROTEAN® II xi Cell  

(Bio-rad, USA). Le gel est préalablement équilibré par un bain de 15 minutes dans du tampon 

de blotting (1 litre) : 25 mM Tris, 0,191 M glycine, 20 % méthanol, conserver à 4 °C). La 

membrane va également être équilibrée par trois bains successifs de 15 secondes dans du 

méthanol, 2 minutes dans de l’eau et 5 minutes au moins dans du tampon de blotting. Une fois 

le montage du blot suivant les prescriptions du producteur effectué, la migration se déroule en 

présence d’un champ électrique allant de 30 V (overnight) à 100 V (1 heure), en chambre 

froide. 

 

• Détection de la protéine par l’anticorps primaire 

 La membrane est rincée dans du TBS (1 litre) : 50 mM Tris, 0,15 M NaCl, ajuster le 

pH à 7,5 avec de l’HCl, conservation pendant 3 mois à 4 °C) et incubée de 1 à 2 heures dans 

une solution de Blocking 1 % (Roche, Allemagne) à température ambiante sous agitation 

(four à hybridation Techno Hybridiser HB-ID), ou en chambre froide (4 °C) pendant une nuit 

sans agitation. La solution de Blocking est ensuite remplacée par l’anticorps primaire dilué 
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dans du Blocking 0,5 % pendant 1h30 sous agitation ou une nuit à 4 °C sans agitation. La 

quantité d’anticorps primaire est spécifique de chaque anticorps et doit être déterminée 

expérimentalement.   

 

• Ajout de l’anticorps secondaire et révélation 

 La révélation va se faire par détection de l’anticorps primaire par un anticorps 

secondaire couplé à une réaction de chemiluminescence. La membrane est rincée deux fois 10 

minutes dans du TBST (TBS + 0,1 % Tween), puis deux fois 10 minutes dans du Blocking 

0,5 %. La membrane est ensuite incubée 30 minutes en présence de l’anticorps secondaire 

(BM Chemiluminescence Western Blotting kit (Mouse/Rabbit) de ROCHE) en four à 

hybrider. La membrane est ensuite lavée par 4 bains successifs de 15 minutes dans du TBST 

avant d’être transférée dans une farde plastique avec du TBST. Les étapes suivantes se 

déroulent en chambre noire et utilisent les réactifs du kit de BM Chemiluminescence Western 

Blotting kit (Mouse/Rabbit) de ROCHE suivant les prescriptions du producteur. Après une 

incubation de 60 secondes en présence des réactifs de la réaction de chemiluminescence, la 

membrane va être disposée dans une cassette en présence d’un film autoradiographique. La 

révélation du film se fera après 1 à 15 minutes d’exposition. 

 

9.22. Dosage de la chlorophylle (adapté de Lichtenthaler, 1987) 

 1 ml de la solution d’algues à tester est prélevé et centrifugé 5 minutes. Le surnageant 

est éliminé et le culot est remis en suspension dans 5 ml de méthanol avant d’être centrifugé à 

nouveau. La quantité de chlorophylle dans l’échantillon va être mesurée par absorbance au 

spectrophotomètre suivant la formule de Lichtenthaler : 

 

 

 

[Chlorophyllea+b] = 1,44 . Abs 665,2 nm + 24,93 . Abs 652,4 nm 

 
9.23. Screening banque phagique 

• Préparation des cellules 

 Une culture de 50 ml de C600 dans du milieu LB + MgSO4 0,01 M + 0,2 % Maltose est 

suivie jusqu’à obtention d’une densité optique de 0,8 à 1 à 600 nm. Cette culture est ensuite 

centrifugée 10 minutes à basse vitesse et les cellules resuspendues dans du MgSO4 10 mM 

stérile jusqu’à obtention d’une densité optique proche de 0,5 à 600 nm. Les cellules se 

conservent à 4 °C et sont utilisables pendant 48 heures. 
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• Titrage de la banque 

 Du Top Agar (voir matériel p40) doit être préparé à l’avance et refondu par passage de 

15 minutes à l’autoclave, puis maintenu à température dans un bain à 48 °C. Des dilutions de 

la banque phagique sont préparées dans du tampon SM stérile (0,1M NaCl, 8 mM  

MgSO4 . 7 H2O, 40 mM Tris-HCl pH 7,5, 0,005 % gélatine chaude) jusqu’à une dilution 

pouvant aller jusqu’à 10-12 pour le premier titrage de la banque. Des mix comprenant 200 µl 

de cellules préparées et 10 µl de phage dilué sont alors incubés 15 minutes à 37 °C avant 

d’être mélangés au vortex avec un tube à essai de Top Agar fondu. La solution obtenue est 

coulée sur du milieu NZY solide et laissée en culture entre 8 et 12 heures à température 

ambiante. Le comptage des plages de lyse en fonction de la dilution des phages renseigne sur 

le titre de la banque. 

 
• Crible de la banque 

 La manipulation est identique au titrage de la banque, mais les dilutions sont réalisées 

pour déposer l’équivalent de 20 000 phages par boîte de pétri de 90 cm de diamètre. Chaque 

boîte est réalisée en double exemplaire. Après culture, les boîtes de pétri sont placées 2 heures 

à 4 °C 

 
• Transfert sur membranes  

 Des filtres de Nylon (Nylon Hybond-N) sont appliqués sur la surface de la boîte 

pendant 2 minutes. La position des filtres est marquée en réalisant des incisions dans le filtre 

et l’agar. Les membranes sont retirées et séchées 10 minutes sur papier Wathman dans 

l’enceinte de la hotte. Les membranes son ensuite disposées sur du Wathman imbibé de 

solution de dénaturation (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH) pendant 3 minutes en s’assurant que la 

membrane reste humide par ajout de solution sur la face supérieure de la membrane. Après un 

bref séchage sur un nouveau Wathman, l’opération précédente est recommencée deux fois, 

d’abord par 5 minutes en remplaçant la solution de dénaturation par de la solution de 

neutralisation (1,5M NaCl, 0,5 M Tris-HCl, pH 8), puis par 5 minutes avec de la solution de 

rinçage (SSC 2x, 0,2 M Tris-HCl, pH 7,5). Les membranes sont finalement séchées sous vide, 

à 80 °C pendant 1h30 avant d’être conservées à 4 °C. 
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• Traitement à la protéinase K et Northern blotting  

 Les filtres sont placés sur une feuille d’aluminium et recouverts d’une solution de 

protéinase K à 2 mg/ml pendant 1h à 37°C. Les débris cellulaires sont ensuite éliminés en 

plaçant les membranes entre deux papiers Wathman imbibés d’eau et en appliquant une 

pression par roulement. Après cette étape, les membranes sont hybridées par Northern 

blotting, comme décrit au point 9.15. 

 

• Affinement de la banque de phage et étape ultérieure de criblage 

 Une fois un signal obtenu par autoradiographie, la région correspondante de la boîte de 

pétri est récupérée et remise en suspension dans du tampon SM dans un tube eppendorf. Cette 

suspension est une nouvelle banque enrichie en phage recherché. Répéter les opérations de 

criblages jusqu’à obtention d’un signal uniforme après autoradiographie en diminuant à 

chaque étape le nombre de phages criblés : 1000 phages au 2° crible, 50 phages au 3°. 
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10. Résultats 

10.1. Obtention des séquences complètes des gènes de la famille des NAD(P)H 

déshydrogénases de Chlamydomonas 

10.1.1. Analyse de la 2° version du séquençage de Chlamydomonas  

 En décembre 2003, la deuxième version du séquençage du génome nucléaire de 

Chlamydomonas était publiée par l’Institut DOE (http://www.jgi.doe.gov/). La recherche de 

séquence homologue aux gènes de NAD(P)H déshydrogénase de type II d’autres organismes 

dans cette version du séquençage a permis au docteur Pierre Cardol de l’Université de Liège 

d’identifier 7 régions du génome de Chlamydomonas présentant des « open reading frame » 

pouvant encoder des NAD(P)H déshydrogénases de type II (Cardol et al., 2005). Ces NDH-II 

putatives furent nommés NDA1 à NDA7 (Cardol et al., 2005). Ces séquences étaient 

localisées sur les scaffolds (assemblage de plusieurs séquençages contigus) n°31 (NDA1), 189 

(NDA2), 117 (NDA3), 595 (NDA4), 82 (NDA5) et 145 (NDA6 et NDA7). De plus, l’Institut 

DOE propose, comme outil d’annotation de son séquençage, un programme de prédiction de 

gène basé sur la présence d’open reading frame, d’alignement avec des gènes homologues et 

de la présence d’EST (Expressed Sequenced Tag). Les modèles de la 2° version du 

séquençage des différents gènes de la famille NDA sont respectivement le C_310108, 

C_1890016, C_1170009, C_5950001, C_820024, C_1450028 et C_1450029. 

  Cette version du séquençage présentait cependant des lacunes en raison de nombreuses 

régions non séquencées. Les scaffolds n°189, 595 et 82, correspondant respectivement aux 

gènes putatifs NDA2, NDA4 et NDA5 présentaient notamment plusieurs régions non 

séquencées à l’intérieur de la séquence des gènes discutés.  

 Concernant NDA2 et NDA4, il est rapidement apparu que les prédictions proposées 

pour ces deux gènes étaient complémentaires. La figure 10.1 montre que les prédictions de 

NDA2 et NDA4 s’alignent, sans recouvrement mutuel, sur la séquence du gène encodant la 

protéine homologue Ndb1 d’Arabidopsis thaliana (At-Ndb1), suggérant fortement un gène 

unique. Les scaffolds 189 et 595, correspondant à NDA2 et NDA4, ne présentent également 

pas de recouvrement. Un nouvel assemblage de ces deux scaffolds est possible en se servant 

des deux prédictions alignées sur At-NDB1comme références. La possibilité d’un 

morcellement du gène NDA2/4 en deux régions génomiques distinctes étant faible, les 

séquences des deux scaffolds ont donc été combinées et le gène putatif NDA4 abandonné.  
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Figure 10.1 : Représentation schématique d’alignement des séquences des Scaffolds 189 et 595, des EST 
disponibles dans la région des gènes NDA2 et NDA4 et de la séquence du gène NDB1 d’Arabidopsis thaliana 
(At-NDB1). Les séquences des scaffolds comprennent des régions non séquencées représentées par un 
remplissage blanc. * La structure intron/exon de la séquence de At-NDB1 n’a pas été respectée, mais a été 
adaptée pour s’aligner sur la structure intron/exon de NDA2/4.  

 

10.1.2. Intégration des EST disponibles et modification manuelle de la prédiction 

 Le programme de prédiction proposé par l’Institut DOE tient compte de la présence 

d’open reading frame dans la séquence génomique, et confirme celles-ci par alignement 

d’EST sur ces séquences. La comparaison de ces prédictions avec les EST disponibles dans 

les régions génomiques des gènes NDA1 à 7 a cependant montré qu’une amélioration notable 

des prédictions était possible en incluant manuellement plusieurs EST non prises en compte 

par le programme, notamment aux extrémités 5’ et 3’ non codante des gènes.  

 De plus, dans le cas du gène NDA2, deux EST ne s’alignant pas sur les scaffolds 189 

et 595, mais complétant de manière optimale l’alignement proposé à la figure 10.1 ont été 

incorporées au modèle de ce gène. Dans le cas de NDA6, deux régions génomiques de 57 et 

60 paires de bases jouxtant des EST ont été ajoutées à l’alignement, ces ajouts permettant un 

meilleur alignement de la protéine Nda6 sur la protéine Nda7 de Chlamydomonas, tel que 

représenté à la figure 10.2. Différents ajouts de séquences génomiques ont ainsi été réalisés 

aux extrémités des EST pour permettre un meilleur alignement ou pour adapter/conserver la 

phase de lecture. La plupart de ces modifications se limitent à l’ajout d’une ou deux bases 

ajoutées ou retirées.   

 

 
 
Figure 10.2 : Extrait d’un alignement de la séquence protéique des modèles de la protéine Nda6 et de la protéine 
Nda7 de Chlamydomonas. Les régions ajoutées manuellement sur base de la séquence génomique ont été 
surlignées en jaune.  
 

10.1.3. Détermination des régions internes non séquencées des gènes NDA 

 L’intégration au modèle prédit par l’Institut DOE des différentes EST disponibles a 

permis l’obtention d’une première version des séquences des gènes de la famille NDA. Pour 

valider ces modèles, des alignements avec des protéines homologues d’autres organismes ont 

été réalisés. Ces alignements, présentés à la figure 10.7 (page 65), ont cependant mis en 

évidence la présence d’une région interne non séquencée dans la séquence du gène NDA2, de 

même que deux régions internes non séquencées dans la séquence du gène NDA5.  

Prédiction  NDA2 
Prédiction  NDA4 
At-NDB1 *  
Scaffold 189 
Scaffold 595 
Assemblage 

 
 

Nda6-DOE   53 PRVAAAAANYW------------------- SALLSSGDTISFDFAAVCSGSSTSEL- FKSAAATSRGQRLAEMK-----------------VWG GVEMAAEIVDAFAGKAV 
Nda6-ajout 53 RVAAAAAINYWDIPDLGRVIQARVTQLTSQSALLSSGDTISFDFAAVCSGSSTSEL- FKSAAATSRGQRLAEMK-- GE- IR SAKSVLVVGGGPSGVEMAAEIVDAFAGKAV 
Nda7       52 E VASRSAI SYKDIPGMGRFVQATVTSLSAKSAVLSNGETLSFDYAALATGSSYSDTAFKSTASSSREQRLAELKALTEDIK ASKSIVVVGGGPAGVEVAAEIVEAHAGKQV 
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Région interne non séquencée de NDA2 : 

 L’obtention de la séquence interne non séquencée du gène NDA2 a été effectuée par 

amplification PCR à partir d’une banque de cDNA de Chlamydomonas disponible au 

laboratoire. Deux amorces spécifiques ont été identifiées de part et d’autre de la première 

région génomique manquante du scaffold 189 (voir figure 10.1) dans des régions codantes du 

gène NDA2. Ces amorces (nda2-1F et nda2-2R) ont permis l’amplification d’un fragment de 

PCR d’environ 1000 pb. Après ligation de ce fragment dans le vecteur pGEM T-Easy, le 

plasmide obtenu a servi à la transformation d’une bactérie E. coli. Les clones ont ensuite été 

sélectionnés (a) sur milieu sélectif comprenant de l’ampicilline, (b) en fonction du test 

« blanc-bleu » basé sur l’inactivation du gène de la β-galactosidase du plasmide pGEM par 

l’insert, (c) par PCR en utilisant les amorces nda2-1F et nda2-2R et (d) par digestion 

enzymatique des plasmides extraits en fonction des régions connues de la séquence amplifiée 

(voir figure 10.3). Le premier clone de la figure 10.3 présentant un profil de digestion attendu, 

son ADN plasmidique a donc été séquencé et a permis l’obtention de la séquence codante de 

la région interne manquante du cDNA du gène NDA2, soit 128 bases manquantes. 

 

 

  

 

   

 

 

 

 

  

 

Figure 10.3 : Profil de digestion théorique des clones ayant intégré le fragment de NDA2 recherché et profil 
d’électrophorèse de trois clones ayant répondu positivement au test PCR, le premier clone présente un profil de 
digestion correct. Ladder : Smart Ladder. 
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                                                                                          Sca I                      Sal I                       Pst I                
   
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                                                           
                                                                                          Ava I                     EcoR I        
 
 
 
 
 
 
 
 

Profil de digestion théorique: 
EcoR I: 2997 + > 964 
Ava I : > 3961 
Sca I :  2696 + 1265 
Sal I : 491 + > 3470 
Pst I : 419 + > 3542  
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Régions internes non séquencées de NDA5 : 

 L’une des deux régions internes non séquencées de NDA5 a été obtenue en suivant une 

démarche identique à celle utilisée pour celle de NDA2. Les amorces spécifiques nda5-3F et 

nda5-4R ont permis d’amplifier un fragment d’environ 700 pb. Deux PCR de 35 cycles ont ici 

été nécessaires pour obtenir suffisamment de matériel pour insérer le fragment dans le pGEM 

T-Easy. Après transformation d’E. coli, la sélection des clones s’est effectuée de manière 

identique à celle réalisée pour NDA2, soit par (a) sélection sur milieu sélectif, (b) en fonction 

du test « bleu-blanc », et (c) par amplification PCR utilisant les amorces spécifiques nda5-3F 

et 4R. L’absence de site de restriction exploitable dans la séquence connue du gène NDA5 n’a 

pas permis d’analyse de ce type. L’ADN plasmidique d’un clone positif a donc été séquencé 

et a permis l’obtention de la  séquence codante de la 2° région interne inconnue du cDNA du 

gène NDA5, soit 603 bases manquantes. 

Pour amplifier la région comprenant l’autre région interne non séquencée de NDA5, 

différents couples d’amorces spécifiques ont été utilisés (nda5-1F/nda5-2R, nda5-1F/nda5-4R, 

nda5-1F/nda5-6R, nda5-5F/nda5-2R, nda5-5F/nda5-4R, nda5-5F/nda5-6R, nda5-7F/nda5-2R, 

nda5-7F/nda5-4R, nda5-7F/nda5-6R,) et ce en variant les températures, tant à partir de la 

banque de cDNA qu’à partir de DNA extrait de Chlamydomonas, sans succès.  

 

10.1.4. Détermination des séquences 5’terminales des gènes NDA 

Alors que des séquences en amont du premier domaine conservé sont présentes pour 

les protéines Nda1, 2, 3 et 5, elles sont absentes chez les protéines Nda6 et 7 (voir figure 

10.4). Chez A. thaliana, la fusion de cette préséquence avec une séquence encodant une 

protéine fluorescente a démontré son implication dans l’import de la protéine au sein de la 

mitochondrie (Michalecka et al., 2003). Nous avons réalisé une 5’RACE en vue de 

déterminer si ces deux gènes NDA6 et 7 présentaient ou non une extension en 5’. 

 

 

 

 

 
 

Figure 10.4 : Extrait d’alignement de la région 5’ des protéines de la famille NDA de Chlamydomonas 
reinhardtii. Le premier domaine conservé a été encadré en rouge. 
 

Nda1   1 ---------------------------------------------- -----------------------------------MAASALLATVASSYI RRSSGVGTSLLGAF 
Nda2   1 ---------------------------------------------- ---------------------------MNMLLQQQKLAAGCKQRSVAQPS RGCVAAHTGLRSGR 
Nda3   1 MRTSIPCRGGRVSSRNAATQRLAVAPAGRNCPRGRTAVRVRAEAPRDGSPTALKEPPTKAPATAPARTPLAPPSPAPAPGPQYFPKPGDPQWPPQRPFAAIALDNLLDSV 
Nda5   1 ---------------------------------------------- -------------MLAFNSLAASQPATSARNAAAATPVYSNMQRSVSRMQ RLGLSSVFAGDWSG 
Nda6   1 ---------------------------------------------- --------------------------------------------------- ------------- 
Nda7   1 ----------------------------------------------- --------------------------------------------------- ------------ 

                                                     1° domaine 
 

Nda1  30 SNDHRPCGTAVYQHLRRLAAQAQASKKTASSDQLPLKTGRQRLVVLGSGWAAARLLHDI DPN---L YDLTVISPRNHMVFTPLLASTTVGTLEPRSVAV--H LHEIQPCL 
Nda2  37 VASRQRSVTTAVMTPPAKSESSSPVYTTMSLDGQNLKTAKPRLVVLGSGWGAMSFLKALPTSISSTYELI VVSPRNYFLYTPLLPAVATGTMEERSIVE-- PVRNFIVGK 
Nda3 111 VDVGRHLGRMNVEADKLAMRQQEQLVPGDNGRMRLRASTKPVVLVLGSGWGAHSLIK VI DTD--- TYDVVVVSPRNHFLFTPMLPSTAVGTVEFRSLLE-- PIRTSNPCV 
Nda5  51 AARLMGFRAAGSQAPHGARAVATQATSPAFGPGTSSGHHSPRVVVLGGxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx xxxxAQVASVSP 
Nda6   1 ----------------------------------- MPADKPRLLILGGGPAGVI LAQRCCSSFVVTLVDPKEYFEITWATPRGLMDPRVAAAAAINYW------------ 
Nda7   1 ------------------------------------MAP KPRVLIIG GGFAGVTLAKKASAFADVTLVDSKSYFELTWTTVRGI VDPEVASRSAI SYKDIPGMGRFVQAT 
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                  RNA 
 
 

     1° amorce spécifique 
       Queue poly A et  
       amorce poly-T    

             2° amorce spécifique 
 

                          3° amorce spécifique 

 NDA6 

Pour réaliser une 5’RACE, trois primers « reverse » positionnés sur le 2° et 3° exon du 

gène NDA6 ont été utilisés (voir schéma explicatif à la figure 10.5). Celui situé le plus en 

aval, nda6-3R, a servi d’amorce spécifique pour une RT-PCR menée à partir de RNA total. 

Une queue poly-A a ensuite été ajoutée en 5’ par le biais d’une terminale transférase. Une 

première PCR utilisant la seconde amorce spécifique nda6-2R, ainsi qu’un primer poly-T a 

permis d’amplifier un fragment d’environ 650 pb (voir figure 10.6). Une seconde PCR, 

utilisant la troisième amorce spécifique nda6-1R et le primer poly-T, a ensuite été effectuée à 

partir du produit total de PCR obtenu précédemment et a fourni 4 bandes dont une 

correspondant à la taille attendue en tenant compte de l’écart entre les primers.  

 

1° étape : Reverse transcriptase 

 

 
 
 
 
 

2° étape : ajoute d’une queue poly-A 
     par une terminale transferase 
 
 
 
 
              4° étape : Deuxième PCR 
3° étape : Première PCR 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figure 10.5 : Principe général de la technique de 5’RACE (voir texte et matériel et méthodes p 46). 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 10.6 : Obtention de la région 5’ terminale de NDA6. Produit de PCR du gène NDA6 à partir du 
mélange de RT-PCR avec l’amorce nda6-2R et un primer poly-T (1° colonne) et à partir du mélange de 1° PCR 
avec l’amorce nda6-3R et un primer poly-T (2° colonne). Profil de digestion théorique des clones ayant intégré 
le fragment de NDA6 recherché et profil d’électrophorèse de trois clones ayant répondu positivement au test 
PCR. Tous  les clones présentent un profil de digestion correct. Ladder : Smart Ladder. 
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       Hind III + Pvu I: 1096 + 1788 + +/- 760  
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Après ligation de la bande de la première PCR purifiée dans le pGEM et 

transformation dans E. coli, l’ADN plasmidique extrait de trois clones a ensuite été analysé 

par digestion enzymatique. Chacun des trois clones présentait un profil de digestion 

correspondant à nos attentes : la digestion par l’enzyme EcoRI libère un fragment d’environ 

650pb, une digestion par l’enzyme HindIII linéarise le plasmide en coupant une seule fois 

dans l’insert et une double digestion par les enzymes HindIII et PvuI donne trois fragments 

d’environ 750 pb, 1 kb et 1750 pb (voir figure 10.6). L’ADN plasmidique d’un de ces clones 

a été séquencé. La séquence obtenue confirme en grande partie la séquence de l’EST, des 

différences minimes apparaissant entre les deux séquences. Ceci nous permet donc de 

confirmer la position de l’ATG initial et nous renseigne de la présence d’une 5’UTR de 391 

pb.  

 
 NDA7 

La même expérience a été menée avec le gène NDA7. Pour ce faire, trois primers ont 

été utilisés (nda7-1R, 2R et 3R), le premier pour réaliser une RT-PCR à partir de RNA total 

extrait, les deux autres pour une première et une seconde PCR sur les cDNA produits. Aucune 

amplification n’a pu être obtenue (résultats non montrés). Nous avons modifié les différents 

paramètres de la réaction (T°, quantité de RNA), sans succès. Pour déterminer si cet échec 

était dû à un problème d’amorces, trois nouveaux primers positionnés plus en aval ont été 

identifiés (nda7-4R, 5R et 6R). Suivant la séquence probable de NDA7, cette expérience doit 

permettre au minimum l’amplification d’un fragment d’une taille de 470 pb. La première et la 

deuxième PCR n’ont donné aucun résultat, suggérant une expression trop faible du gène 

NDA7 pour permettre son analyse par la technique de RT-PCR.  

  

10.1.5. Intégration de la troisième version du séquençage au modèle génique 

En octobre 2007, une troisième version du séquençage du génome nucléaire de 

Chlamydomonas a été publiée par l’Institut DOE (Merchant et al., 2007). Bien que présentant 

de nombreuses modifications mineures dans la séquence des gènes NDA, ce nouveau 

séquençage nous a permis de confirmer les données obtenues précédemment, notamment par 

la publication de nouvelles EST pour les gènes NDA. La troisième version du séquençage 

comporte également un programme de prédiction de gène, mais celui-ci n’apporte pas 

d’information supplémentaire par rapport à celui de la version 2. Par contre, une annotation 

manuelle des gènes répertoriés a été effectuée par différents auteurs. Le docteur Pierre Cardol 

s’est notamment occupé de l’annotation des gènes NDA et le docteur Fuzukawa a présenté 
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une annotation pour le gène NDA3 (Merchant et al., 2007). Pour certaines annotations, des 

différences importantes sont parfois apparues entre la séquence publiée et  celle obtenue au 

cours de ce travail. Ces différences sont dues (a) à la publication de nouvelles EST après la 

réalisation de l’annotation, (b) du fait des séquençages réalisés au cours de ce travail et (c) de 

différences dans les prédictions bioinformatiques, non vérifiables et sujettes à interprétation.  

 

NDA1 

 NDA1 est présent sur le scaffold 42 de la troisième version du séquençage. La 

publication de nouvelles EST pour le gène NDA1 confirme celles déjà disponibles dans la 2° 

version du séquençage. Etonnamment, une EST de la 2° version, positionnée en 3’ du gène, a 

été éliminée de la troisième version du séquençage. Celle-ci a été conservée pour 

l’élaboration de notre modèle final.  

 

NDA2  

La séquence du gène NDA2 annotée dans la troisième version du séquençage confirme 

l’association des scaffolds 189 et 595 de la version 2. NDA2 est maintenant positionné sur le 

scaffold 92. Cette 3° version comporte toujours des lacunes dans son séquençage, mais 

l’alignement de nouvelles EST confirme en grande partie le séquençage réalisé au laboratoire 

et nous renseigne sur la présence d’une 3’UTR de 1144 pb au lieu de 426 pb. A noter qu’une 

autre EST de 763 bases jouxte le gène NDA2 du côté 3’, mais son association est incertaine.  

  

NDA3 

 L’annotation du gène NDA3 présente une taille et une organisation des exons qui 

confirme le modèle génique obtenu précédemment. Le gène NDA3 est maintenant positionné 

sur le scaffold 117. H. Fuzukawa ignore le premier ATG de la séquence au profit du 

quatrième. Il en résulte que la 5’UTR passe de 45 à 471 pb, entraînant une diminution de la 

préséquence de la protéine de 151 à 9 acides aminés. En attendant une éventuelle 

confirmation de l’importance de cette préséquence, celle-ci est conservée dans notre modèle. 

 

NDA5  

 La séquence génomique du gène NDA5 est complète dans la 3° version du séquençage 

et positionnée sur le scaffold 82. Cette version confirme le séquençage de la 2° région interne 

inconnue obtenu au laboratoire et place les 710 pb en 5 exons différents. La séquence 

génomique du 1° gap est désormais connue et recouvre 1063 pb. Cette région n’est toujours 
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pas couverte par des EST, mais cette région de la protéine étant relativement conservée 

l’identification d’une séquence codante proche dans la séquence génomique est possible. 

Cette recherche permet de proposer l’existence probable de deux exons supplémentaires et de 

compléter le 2° exon existant.  

 

NDA6 et 7 

Ces deux derniers gènes n’ont subi que très peu de modifications avec la publication 

de la 3° version du séquençage. Aucune nouvelle EST n’apporte d’information 

supplémentaire et la séquence du scaffold 84 de la version 3 est proche de la séquence du 

scaffold 145 de la version 2. 

 
10.1.6. Structure des gènes NDA 

 Les différentes informations collectées ci-dessus ont amené à l’élaboration d’une 

cartographie complète de la famille NDA. Cette cartographie est évidemment sujette à 

modification puisqu’une partie non négligeable de celle-ci provient uniquement de prédiction 

bioinformatique. Cette version présente cependant la totalité des connaissances actuelles sur 

les séquences des gènes NDA et a été utilisée au cours de ce travail. Une représentation 

détaillée des séquences est donnée à la figure 10.8 et un alignement complet des protéines 

correspondantes à la figure 10.9. La figure 10.7 représente schématiquement les évolutions 

successives du modèle. 
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NDA1 :  
Scaf 31 (V2) 
Prédict V2 
EST V2 
Align 
Scaf 42 (V3) 
Annot V3 
EST V3 
Modèle 
                                    1          2      3      4      5       6     7               8      9         10   11     12    13   14         15          16                   17 
 

NDA2 : 
Scaf 189 (V2) 
Scaf 595 (V2) 
Prédict V2 
EST V2 
Align 
Séq. labo 
Scaf 92 (V3) 
Annot V3 
EST V3 
Modèle 
                                 1         2      3      4          5          6      7      8      9     10    11        12    13       14      15   16         17 
 

NDA3 :  
Scaf 117 (V2) 
Prédict V2 
EST V2 
Align 
Scaf 76 (V3) 
Annot V3 
ESTV3 
Modèle 
                                     1         2        3       4         5        6        7        8      9     10     11   12      13      14    15               16         
 

NDA5 :  
Scaf 82 (V2) 
Prédict V2 
EST V2 
Align 
Séq labo 
Scaf 14 (V3) 
Annot V3 
ESTV3 
Modèle 
                                                   1          2      3          4             5             6     7            8        9     10      11          12        
 

NDA6 :  
Scaf 145 (V2) 
Prédict V2 
EST V2 
Align 
Séq. labo 
Scaf 84 (V3) 
Annot V3 
ESTV3 
Modèle 
                                            1                   2              3         4           5             6               7                                    8               
 

NDA7 :  
Scaf 145 (V2) 
Prédict V2 
EST V2 
Align 
Scaf 84 (V3) 
Annot V3 
ESTV3 
Modèle 
                                                 1         2           3          4            5              6            7          8                   9      
Figure 10.7 : Représentation schématique de l’évolution du modèle de la structure des gènes NDA de Chlamydomonas. 
L’alignement présente de haut en bas : (1) Le scaffold de la région génomique de la 2° version du séquençage. Les régions 
blanches indiquent une région interne non séquencée ; (2), la prédiction bioinformatique de la 2° version du séquençage, les 
blocs figurent des exons ; (3) le relevé des EST s’alignant sur cette région génomique en 2003, les traits entre les blocs 
indiquent que les EST présentent un recouvrement ; (4) la réalisation d’un alignement avec des protéines Ndh-II d’Arabidopsis 
thaliana ou de Chlamydomonas ; (5) Les séquençages obtenus au cours de ce travail ; (6) Le scaffold de la région génomique 
de la 3° version du séquençage. (7) L’annotation manuelle de la 3° version du séquençage ; (8) Les EST s’alignant sur cette 
région génomique en 2008 et (9) Le modèle utilisé au cours de ce travail, obtenu par comparaison des données disponibles.  
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Figure 10.8 : Représentation détaillée de la structure des 
gènes NDA de Chlamydomonas reinhardtii. Les exons 
codants sont représentés en bleu, les régions non codantes 
du cDNA en rouge. Le chiffre supérieur fait référence à la 
taille des exons, le chiffre inférieur fait référence aux 
introns. Les régions génomiques non séquencées de 
NDA2 sont représentés par un ns. Les représentations des 
différents gènes sont à la même échelle. 
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Nda1    1 ----------------------------------------- -----M AASALLATVASSYI RRSSGVGTSLLGAFSN---------------------------------- DHRPCGTAV 
Nda2    1 ----------------------- MNMLLQQQKLAAGCKQRSVAQPSRGCVAAHTGLRSGRVASRQRSVTTAVMTPPAKSE---------------------------------------- 
Nda3    1 MRTSIPCRGGRVSSRNAATQRLAVAPAGRNCPRGRTAVRVRAEAPRDGSPTALKEPPTKAPATAPARTPLAPPSPAPAPGPQYFPKPGDPQWPPQRPFAAIALDNLLDSVVDVGRHLGRM 
Nda5    1 ----------------------------------------- -----------------MLAFN SLAASQPATSARNAAAATPVYSNMQRSVSRMQRLGLSSVFAGDWSGAARLMGFRAAG 
 
Nda5    1 ----------------------------------------- -----------------MLAFNSLAASQPATSARNAAAATPVYSNMQRSVS RMQRLGLSSVFAGDWSGAARLMGFRAAG 
Nda6    1 ----------------------------------------- --------------------------------------------------- ---------------------------- 
Nda7    1 ----------------------------------------- --------------------------------------------------- ---------------------------- 
___________________________________________________ ___________________________________________________ ________________________________ 

 
Nda1   41 YQHLR RLAAQAQASKKTASSDQLPLKTG-RQRLVVLGSGWAAARLLHDID P--------NL YDLTVISPRNHMVFTPLLASTTVGTLEPRSVAVHLHEIQPCLSR--PSSSVFI ADAHAV 
Nda2   58 ----------SSSP VYTTMSLDGQNLKTAKPRLVVLGSGWGAMSFLKALPTSI-----SS TYELIVVSPRNYFLYTPLLPAVATGTMEERSIVEPVRNFIVG---K-GEFY EALCKDIDP 
Nda3  121 NVEAD KLAMRQQEQLVPGDNGRMRLRASTKPVVLVLGSGWGAHSLIK VIDT --------D TYDVVVVSPRNHFLFTPMLPSTAVGTVEFRSLLEPIRTSNPCVTY-----L EAECDSLDP 
Nda5   63 S QAPHGARAVATQATGSPAFGPGTSSGHHSPRVVVLGGGFGGLYAAVRLEQLMWPRGN--KPQITLV DQADRFVFKPLLYELINGAATADEVSPSFEQLLAPYPIR--- FVQAQVASVSP 
 
Nda5   63 SQAPHGARAVATQATGSPAFGPGTSSGHHSPRVVVLGGGFGGLYAAVRLEQLMWPRGN--KPQITLVD QADRFVFKPLLYELI NGAATADEVSPSFEQLLAPYPI R---FV QAQVASVSP 
Nda6    1 ------------------------- MPADKPRLLIL GGGPAGVI LAQRCCS---------SFV VTLVDPKEYFEITWATPRGLMDPRVAAAAAI NYWDIPDLGRVIQARVTQLTSQSALL 
Nda7    1 --------------------------M APKPRVLII GGGFAGVTLAKKASA---------FAD VTLVDSKSYFELTWTTVRGIVDPEVASRSAI SYKDIPGMGRFVQATVTSLSAKSAVL 
___________________________________________________ ___________________________________________________ ________________________________ 
 
Nda1  150 D AA-SRTVTCRSVDGL---------D FSVQYDKLAI CTGSQGSTFGIPGVLENAHFLRDVKQADAIRQKLI ENIALAGVPGEPS---RQQDEFSRLLHI VIV GGGPTGVEVAGELTDFIS 
Nda2  159 V AK------EL VCCFPEDAGLDS-ACFKMSYDVLVMAVGSVNNTFGIKGVDQYCFYFKSI EDANRLRSRVSECFERAALPAT-----PEE E-R KKLLTFVVVGGGPTGVEVAAELYDMI E 
Nda3  228 HT KV------A VCTSSFAYDDGRRPQFEIQYDKAVVAVGEQPATFGVKGVKEHCFFMKEVSDAVALRKRI AEKFELASLPGTSEEDR------ KAALHFVVVGGGPTGVEFAGTLSDFVR 
Nda5  178 A APH--ADAPDPDAPDAAGAVTLSDGTQLPYDFLVVALGGQPDSRGVPGVKEWAVPFAGYEDALRVKGTLDLLSDAG----------------- AGGCVVVVGAGYAGVELAATVAERLR 
 
Nda5  178 AAPH--ADAPDPDAPDAAGAVTLSDGTQLPYDFLVVALGGQPDSRGVPGVKEWAVPFAGYEDALRVKGTLDLLSDAG-----------------AGGC VVVVGAGYAGVELAATVAERLR 
Nda6   87 SSGD----------------------- TISFDFAAVCSGS-S TSELFKSAAATSRGQRLAEMKG--- EIRSA------------------------ KSVLVVGGGPSGVEMAAEIVDAFA 
Nda7   86 SNGE----------------------- TLSFDYAALATGSSYSDTAFKSTASSSREQRLAELKALTEDIKAS------------------------ KSIVVVGGGPAGVEVAAEIVEAHA 
___________________________________________________ ___________________________________________________ ________________________________ 
 
Nda1  257 HEVCV DLMRMYPERAKAMRVTLVEAR-ELLGSFDASLREYAARKLI Q-- GGVLLRKGIVHEVTPREVVLKDGT-----------------------------------------------  
Nda2  266 E---- DLSKLYPNLVKDVSI QVVELMDHVLSTYDRAI SLYTAEQFKR-AGI KLVLNSRVASVEDG-VVRVVNK----------------------------------------------- 
Nda3  336 E---- DLKKKYPALMKYVKVTLLQSAQQILT QFDAG-LGQRATEALESSGVEVRTGVRVVEIT INKVMLVSDAQVLLK------------------------------------------ 
Nda5  279 A--RGAGGA----- V---A VKVLTPGSHIL E-GCPEGQGEAASKALADLGVEVLTGARVLGLDPPLAASDAGEQSP---------------AAGTSAAALPTACRVSY—SLASDAGSAA 
 
Nda5  279 A--RGAGGA-----V--- AVKVLTPGSHIL E- GCPEGQGEAASKALADLGVEVLTGARVLGLDPPLAASDAGEQSP---------------A AGTSAAALPTACRVSY-- SLASDAGSAA 
Nda6  156 G---------------- KAVTLVHGGKRLLA-EL PPRAGAAAQRWLEAHHVKVMLGRRVESKPPPDDPSLGATSATGTTATGTHSGSAHTAVGGAVAAAVPDERSWSGAGSYAHSHAAAA 
Nda7  159 G---------------- KQVTLVHPGAQLLN-GTPPKAGAAAKKWLESHRVTVLLNTSVQGKPEGRGPVSLTLDGK-------------------------------------------- 
___________________________________________________ ___________________________________________________ ________________________________ 
 
Nda1  327 -------------------------------------V LPYGLCIWSTGVGPTPFSLSLPFAKTAVGRIAVDKYMRVLAPPSPTATSTSAANPAPATSQPQQSEPTSQTPAGSTGKVPGL 
Nda2  333 --------------------------------ANESV DI KFGACVWATGIAMNPLVRQLQEKLPGQSH----F---------------------------------------------- - 
Nda3  409 ----------------------------------GGE ELPYGVCVWSAGNAPRPLVTQI ASQVAEQAAAAEAP--------------------------------------------- -- 
Nda5  365 G GAARSH------------------------------- LGADLVVWTAGTSPATREARAG--F PFPV-----N------------------------------------------ ----- 
 
Nda5  365 GGAARS H------------------------------- LGADLVVWTAGTSPATREARAG--FPFPV-----N-------------------------------------- --------- 
Nda6  259 SHPDGG HHTHHAHNPLLDSAGAAAAGLPSVVRLSDGSSLAADVVLWCTGSRPAAAFMAGGELAGCLD--------------------------------------------------- -- 
Nda7  218 ---------------------------------- EGRTLAADVVLWCAGARPNTAFLQGGELAGCLD--------------------------------------------------- -- 
___________________________________________________ ___________________________________________________ ________________________________ 
 
Nda1  401 LADESDTPSTAGLAPVPHVYALGD--------------------------------------------------- ---------------------------------------------  
Nda2  416 -RSVLTDDC MRVKGSDGSI WALGDAATI DQPKALDYAEQLFEQADTNRDGRLSLEELRVLLNTASKEFSHLEEHARFLDSQTGVKRFGGLVAKSLSPADAAAAAASNSSQPFAVLLDGNT 
Nda3  479 PNA KLCVDSFLRVVGATDLMALGDCSLVLGN-------------------------------------------------- --------------------------------------- 
Nda5  444 ARGALETEPTLRVSGSDNVFALGDVAVAAPSPADPHHT---------------------------------------------- ------------------------------------ 
 
Nda5  444 A RGALETEPTLRVSGSDNVFALGDVAVAAPSPADPHHT-------------------------------------- -------------------------------------------- 
Nda6  355 ERGAVKVLPSLQVEGHPHMFALGDVNNVP--------------------------------------------------- ---------------------------------------- 
Nda7  280 ERGAVKVLPSLQVEGHPHMFALGDVNNVP--------------------------------------------------- ---------------------------------------- 
___________________________________________________ ___________________________________________________ _______________________________ 
 
Nda1  401 ------------VCANPD KPLPALAQVAEQQGRYLARVLNELARGP--------------------------------------------- ----------------------------- 
Nda2  416 EISKEQFKDILGKVDKGL RALPATAQVANQQGKYLAAVFAGNRVT-----GA PELDA----------------------------------------------- ---------------- 
Nda3  479 -------------------R LPSTAQVAGQQGAYLAHLINSQYQLGVGGYTQPPPFQIVKRNKLQVWAGAGGTGAYALQAAAEENAVLSWLTTAMMGGKTRIQASKEVADAMFRMDAPPW 
Nda5  444 ------------------Q ALPATAQVAFQQADYAAWNVWAAI NGR-------------------------------------------------- ------------------------ 
 
Nda5  444 ------------------QALPAT AQVAFQQADYAAWNVWAAI NGR--------------------------------------------------- ----------------------- 
Nda6  355 ------------------- ETKLGFLAAKQAELAAASLQALARAKA- AG--------------------------------------------------- -------------------- 
Nda7  280 ------------------- EAKLGYLATEHGKLVAVSLKALIS AKP- GG--------------------------------------------------- -------------------- 
___________________________________________________ ___________________________________________________ ________________________________ 
 
Nda1  468 ----------------------------------------- ------------------------------PHGVPQHTEFV YRQLGAMATVGGHSAVLELGDAG-R------------- 
Nda2  534 ----------------------------------------- -------------------------------A LADKIKPFRYFHKGSAAYVGSDKAVFDLPKFGPL------------- 
Nda3  507 VRVHSESLTKATPLDKEAPPGGAKAVCDISAVMAAAAAAGGADPVAVARASADCLRSLEEEELKAREGAEATEVRYYDRPFEFLSLGI MAYVGNDKALTQVEAFDVI N------------ 
Nda5  472 ----------------------------------------- -----------------------------------P LLPFKYQHLGSMMALGQTNAAVALPIPV PTALADAVRSSPLGP 
 
Nda5  472 ----------------------------------------- -----------------------------------PLL PFKYQHLGSMMALGQTNAAVALPIPVPTALADAVRSSPLGP 
Nda6  382 ----------------------------------------- ---------------------------- GPAPKLQRWKPNGGTLAVMMVTLGRDDGVMRAGG----------------- 
Nda7  307 ----------------------------------------- -----------------------------AS PKLGAWKPGMG-NQVMIVSLGRGDGVCRMNG----------------- 
___________________________________________________ ___________________________________________________ ________________________________ 
 
Nda1  468 -----------------------------------RH LSLAGFLSWVAWRSAYLTRLGSIPK RLAVAFDWSI TMIFGRDLSRW------------------------------------- 
Nda2  541 ----------------------------------------T GTGAGFVWKSYETMSQFSFRNQCLVAADWLRTKIFGRDISRV------------------------------------- 
Nda3  627 ------------------------------------- LKLYGSVAFLLWKSVYITKQVSFRNRVLILFDWMKTRVFGRDISLF------------------------------------- 
Nda5  472 LLSAAGVRVGGAGPEAEAAVAGAAAAEGKSSAVGDSGVTVEGPLAQLMRRGAYLYRQPTNEQRLNVATSWVKLGLEAAAALAGGSRRGATL----------------------------- 
 
Nda5  472 LLSAAGVRVGGAGPEAEAAVAGAAAAEGKSSAVGDSGVTVEGPLAQLMRRGAYLYRQPTNEQRLNVATSWVKLGLEAAAALAGGSRRGATL----------------------------- 
Nda6  384 ------------------------------------L VFSGCVPALIKSRGLFVQKYRKLLKVNAPGPAPGAAGAAGASGLGRGAVGVAAVAGAPVGAVQAAAEVAQAVAAGCDGGSGSR 
Nda7  308 ------------------------------------N VCGGCLPASIKSKGLFVDDYRKQLGV--------------------------------------------------- ------ 
 

Figure 10.9 : Alignement des protéines Nda de Chlamydomonas reinhardtii. Les séquences des protéines Nda1, 2 et 3 
présentant une bonne homologie ont été alignées ensemble. Les protéines Nda6 et 7 ont également été alignées ensemble 
vu leur grande similarité. La séquence de la protéine Nda5 s’alignant en partie sur le groupe Nda1-2-3 et en partie sur le 
groupe Nda6-7, celle-ci a été dupliquée et alignée sur les deux groupes de protéines. Seules certaines régions, encadrées 
en rouge, présentent une homologie pour toutes les protéines Nda de Chlamydomonas. Les motifs de fixation de 
dinucléotides sont surlignés en bleu. Les motifs de spécificité sont surlignés en mauve. Les régions surnuméraires, 
potentiellement impliquées dans la liaison du calcium dans le cas de Nda2 sont surlignées en jaune. Les motifs 
potentiellement impliqués dans la fixation des quinones sont surlignés en vert. 
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10.2. Analyse des séquences complètes des séquences obtenues 

10.2.1. Analyse des séquences des gènes NDA 

 A l’inverse des gènes NDH-II de plantes supérieures, les gènes NDA de 

Chlamydomonas ne semblent pas organisés suivant une structure conservée. La représentation 

détaillée des gènes NDA de la figure 10.8 montre bien le manque de corrélation entre les 

tailles des exons et introns composant les différents gènes. La seule exception notable est 

observée pour les 4 premiers exons des gènes NDA6 et 7 présentant une taille identique ou 

très proche.  

 On peut également observer une différence au niveau du nombre d’exons, les gènes 

NDA1, 2 et 3 s’organisant en 16-17 exons et les gènes NDA6 et 7 en 8 et 9 exons. NDA5 

présente une organisation en 12 exons.  

 Les régions non traduites situées en 5’ sont relativement courtes. Pour tous les gènes 

NDA, ces régions ont été prédites par alignement d’EST et confirmées expérimentalement 

dans le cas de NDA6. Il n’a cependant pas été possible de déterminer avec précision la 

présence de motif caractéristique de promoteur de Chlamydomonas (A savoir un motif TATA, 

une trentaine de bases avant le point de départ de la transcription, suivi d’une région riche en 

GC, Silflow, 1998). Ces motifs étaient soit absents, soit présents en plusieurs exemplaires 

dans la région génomique en amont du gène. Il faut cependant ajouter que ces motifs ne sont 

pas présents dans la totalité des gènes de Chlamydomonas. 

 Les régions non traduites situées en 3’ présentent une taille plus importante allant de 

0,5 à 2 kb, à l’exception de NDA5 où elle n’a pu être déterminée par manque d’EST 

disponible. Des sites de polyadénylation proches du consensus proposé par Silflow (TGTAA) 

ont pu être identifiés en fin de séquence pour chaque gène NDA, y compris au niveau du gène 

NDA5 où un motif TGTAA est présent au niveau du codon STOP (voir figure 10.10). La taille 

globale des gènes se situe aux alentours de 6 à 7 kb, à l’exception des gènes NDA2 et NDA7, 

présentant respectivement une taille d’au moins 10 kb et de 3392 pb (voir figure 10.8).  

 

 

 

 

Figure 10.10 : Représentation des 80 dernières bases des gènes NDA de Chlamydomonas. Les régions surlignées 
en jaune sont des 3’UTR, la région surlignée en vert est une région codante. Les motifs surlignés en rouge sont 
proches du motif de polyadénylation proposé par Silflow (1998). 
 

 

NDA1 AGGGGGGGCGGTCGTCCCCTCAAGGGGGGTCCCGGGGGATTTCGGGGCATGGGGTCTGGCACTTTGTTTCCGACCCCCCCTGTCACCCCC 
NDA2 TGACGCCCATACCCCAGCAGTGGCTAGGTGAAGGAGCCTGGCGGCGGAGGCACAGCTGCGCCTGACATAAGTAACGCTGCACTTCACAGC 
NDA3 CATGCGCACGCATGGGCGGCCGTTGCGGAGCCAGACAACATGCACCTGCTGTGGCGCTCTTGTGTAATAATATCGTGCTTGCTGCTGACA 
NDA5 CGGCTGGTACGCCAGCAAGCCCTTCACACCTGCACCCCCAGCCTAAGAGCTGCCACCCGGACAGAGGAGCTACGCTGTAACGCTGCGGTG 
NDA6 TCTCGCGGGCATTGCCGGGGTCGATTCGGACGGGCACCGCCCGCTATGCGTCCGGCCGCGTCCCGCTGTCAAGTACAAGCACAGCAGGCA 
NDA7 GTGTTGCGCAGTGGGGGTGCCGGACCGGCACTTGCTCGAGTCCGCCTGCGGGCTCAGCCTGTAAACTACGGTACCGCGCAGAACACAAAC 
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 Les régions correspondant aux frontières introns/exons des gènes NDA sont dans leur 

grande majorité proches des séquences consensus proposés Silflow [(C/A)(A/C)G : 

GTG(A/C)G] et [(G/A)CAG : (G/A)] (Silflow, 1998). Il en est de même pour la région entourant 

la méthionine initiale, à l’exception du gène NDA5 où la deuxième méthionine de la séquence 

présente un motif beaucoup plus proche du consensus [(A/C)A(A/C)(A/C)ATG(G/C)C(G/C)] que 

le premier site. L’utilisation de cette seconde méthionine comme codon initial diminuerait la 

préséquence de 28 acides aminés sans modifier pour autant les régions conservées de la 

protéine.  

 

10.2.2. Analyse de la structure protéique 

L’alignement des séquences des protéines Nda présenté à la figure 10.9 met en 

évidence une série de motifs conservés. De ce point de vue, les protéines Nda1, 2 et 3 

semblent être phylogénétiquement proches, une partie importante de leurs séquences 

présentant une homologie. Par ailleurs, les protéines Nda6 et 7 sont également très proches, 

Nda7 présentant une identité de séquence de 57% par rapport à Nda6 et une homologie de 

71,5%. La protéine Nda5 semble tenir une position intermédiaire. Cette dernière présente une 

homologie avec une grande partie de la séquence du groupe Nda1-2-3, mais s’aligne mieux en 

certaines régions sur le groupe Nda6-7.  

 

Analyse des domaines internes conservés 

 Il apparaît que peu de domaines sont conservés au niveau de toutes les protéines Nda 

de Chlamydomonas.  

Deux de ces domaines participeraient à la fixation de dinucléotide, caractéristique des 

NAD(P)H déshydrogénases (voir introduction, point 3.5, page 20). Ces motifs GxGxx(G/A) 

sont surlignés en bleu dans la figure 10.9.  

Un autre motif conservé serait impliqué dans la spécificité des protéines Ndh-II envers 

le NADH et le NADPH. Cette spécificité peut apparemment être déterminée par un motif 

présent dans le deuxième feuillet β du 2° domaine conservé (EA ou DV pour une spécificité 

au NADH, QS pour une spécificité au NADPH) (Michalecka et al., 2004 ; Bernard et al., 

2006 ; Desplats et al., 2007). Ces motifs ont été surlignés en mauve dans l’alignement de la 

figure 10.9. L’existence de ce motif suggère que la protéine Nda1 serait spécifique au NADH 

tandis que la protéine Nda3 serait spécifique au NADPH. Le motif de la protéine Nda2 (EL) 

ne concorde pas totalement avec celui identifié chez les Ndh-II de plantes supérieures, de 

levures et de bactéries, mais suggère une spécificité au NADH. Par contre, ce motif, bien que 



Résultats 
 

70 
 

 

A_thaliana Ndb1 359 VYAVGDCASIAQRKILGDI ANIF KAADADNSGTLTMEELEGVVDDI IV RYPQVELYLKSKHMRHI NDLLADSEGNA-------------- 
S_tuberosu Ndb1 365 VYALGDCASVDQHKVMEDISTIF EAADKDDSGTLSVEEFRDVLEDI II RYPQVDLYLKNKHLLEAKDLFRDSEGNE-------------- 
A_thaliana Ndb2 366 IYALGDCATINQRKVMEDVSAIF SKADKDKSGTLTLKEFQEAMDDI CVRYPQVELYLKSKRMRGI ADLLKEAETDDVS------------ 
A_thaliana Ndb3 352 IYALGDCATINQRKVMEDIAAIF KKADKENSGTLTMKEFHEVMSDI CDRYPQVELYLKSKGMHGI TDLLKQAQAENGS------------ 
A_thaliana Ndb4 371 VYALGDTATINQRRVMEDIAAIF NKADKGNTGTLKKKDFNSVVKDI CQRYPQVELYLKKNKLKNI ANLLKSANGED-------------- 
Nda2            387 IWALGDAATI DQPKALDYAEQLFEQADTNRDGRLSLEELRVLLNTASKEFSHLEEHARFLDSQTGVKRFGGLVAKSLSPADAAAAAASNS 
P_falciparum    349 IYAIGDCKKIQ PKLLHEHTNEI IKILTGN KLTSEALKLKQSELTKTFPQLSISKWDYEKNK----------------------------- 
P_yoelii        396 IYAIGDCKQI SPINSHEHVNEI INCLGNSKIT SDVLKQKSKELSNI FPQLSDTKWDYNKNK----------------------------- 
 
 
A_thaliana Ndb1 419 ---------- RKEVDIE AFKLALSEADSQMKTLPATAQVAAQQGAYLAKCFNRMEQCKELPEGPKRFRT 
S_tuberosu Ndb1 425 ---------- REEVDIE GFKLALSHVDSQMKSLPATAQVAAQQGTYLARCLNRWDQCKSNPEGPRRFKS 
A_thaliana Ndb2 426 --------KNNI ELKIE EFKSALSQVDSQVKFLPATAQVAAQQGAYLAKCFDRMEECEKSPEGPI RMRG 
A_thaliana Ndb3 412 --------NKSV ELDIE ELKSALCQVDSQVKLLPATGQVAAQQGTYLAKCFDRMEVCEKNPEGPI RI RG 
A_thaliana Ndb4 431 -----------TQ VNIE KFKQALSEVDSQMKNLPATAQVASQQGKYLAKCFNKMEKCEKKPEGPLRFRG 
Nda2            447 SQPFAVLLDGNT EI SKEQFKDI LGKVDKGLRALPATAQVANQQGKYLAAVFAGNRVT----- GAPELDA 
P_falcipar      409 ---------- KGEMTPQQFHDYLFEID KNYKSPTPTAQNAKQEAYYLSNVFNNFIHTNQ---------- 
P_yoelii        456 ---------- KSEMSI KELQEYLFMID KNYKSPPPTAQNAKQEAFYLSNIFNNYLYNSN---------- 

 

dans un environnement relativement conservé, est différent pour les protéines Nda5 (TP), 6 

(HG) et 7 (HP). L’absence de ce motif suggèrerait donc une appartenance des protéines Nda5, 

6 et 7 à une autre famille phylogénétique. 

Le quatrième et dernier motif conservé présente un motif « ALGD » qui n’est 

actuellement pas associé à une fonction biochimique précise. Cependant, chez plusieurs 

espèces, dont A. thaliana, S. tuberosum, P. falciparum et P. yoelli, ce motif est toujours 

positionné directement en amont de la région interne impliquée dans la liaison du calcium, dit 

motif en EF-Hand. Chez ces espèces, ce Ef-Hand est toujours suivi d’un motif 

« PATAQVA ». que l’on retrouve également chez les protéines Nda1, 2, 3 et 5 (voir figure 

10.11).  

 Seule la protéine Nda2 semble posséder un motif de fixation du calcium entre les deux 

régions conservées ALGD et PATAQVA (voir figure 10.9). Cette région, bien que faiblement 

conservée par rapport au EF-Hand des plantes supérieures ou de levure (voir figure 10.11), a 

jusqu'à présent toujours été le signe d’une liaison du calcium chez les différentes protéines 

analysées. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figure 10.11 : Extrait d’alignement des protéines Ndb1, 2, 3 et 4 d’A. thaliana, de la protéine Ndb1 de S. 
tuberosum, de la protéine Nda2 de Chlamydomonas et des protéines Nda de P. falciparum et P. yoelli. Les 
motifs « ALGD » et « PATAQVA » ont été entourés en rouge. 
 

 
 Il faut cependant noter que les protéines Nda1, 3 et 5 présenteraient chacune une 

région interne ne s’alignant pas sur les autres protéines. Celles-ci sont surlignées en jaune 

dans l’alignement de la figure 10.9. La réalisation d’alignements de séquence montre que ces 

régions internes s’alignent cependant mal sur les EF-Hand d’autres espèces. La fonction de 

ces régions est actuellement inconnue.   

 Enfin, parallèlement au site de fixation de dinucléotide, nous avons recherché un motif 

potentiellement impliqué dans la deuxième fonction enzymatique des protéines Nda : la 

fixation des quinones. La littérature contient peu d’informations à ce sujet, mais en 2000, 

Fisher et Rich ont proposé l’existence d’un motif FxxxHxxS présent chez plusieurs protéines 
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interagissant avec des quinones (Fisher et Rich, 2000). Un tel motif peut être retrouvé pour les 

protéines Nda2 et 5 (voir figure 10.9). Cette région est également conservée pour les protéines 

Nda1 et 3, mais sans conservation du motif complet.  

 

Analyse de la région N-terminale 

Les signaux d’adressages des protéines mitochondriales synthétisées dans le 

cytoplasme sont de deux types : une préséquence d’adressage N-terminale clivable formant 

une hélice amphipathique dans le cas des protéines hydrophiles matricielles et des signaux 

internes d’adressages distribués tout le long de la séquence peptidique chez la plupart des 

protéines hydrophobes de la membrane interne de la mitochondrie (Chacinska et al, 2002). 

Chez les végétaux, certaines protéines de la membrane interne mitochondriale cumulent 

préséquence N-terminale et signaux internes (Lister et al, 2003). Si la nature des signaux 

internes d’adressage reste inconnue (Chacinska et al, 2002), on connaît bien les 

caractéristiques des peptides de transit N-terminaux chez les plantes. D’une longueur 

comprise entre 20 et 80 acides aminés, ils sont riches en leucine, sérine, thréonine, alanine et 

arginine, mais généralement pauvres en acides aminés chargés négativement (aspartate et 

glutamate). La plupart des peptides de transit peuvent potentiellement former une hélice α 

amphipatique où les résidus chargés et les résidus hydrophobes sont distribués sur les faces 

opposées de l’hélice. Des résidus arginine sont souvent rencontrés en position -10 et -2 (ou 

plus rarement en positions -11 et -3) en amont du site de clivage (von Heijne et al, 1989 ; 

Chaumont et Boutry 1995, Whelan et Glaser 1997). Le site de clivage arginine-X-tyrosine ↓ 

(sérine/thréonine) est relativement conservé pour les préséquences ayant une arginine à la 

position -3 (Chaumont et Boutry 1995). 

A l’inverse, les signaux d’adressages chloroplastiques montrent une grande diversité et 

sont moins bien connus. D’une taille de 30 à 100 AA, ils ne présentent pas de séquence 

consensus, et n’ont apparemment pas de structure secondaire caractéristique. Ils présentent 

une relative richesse en sérine et thréonine, et une déficience en aspartate et glutamate (Cline 

2000). 

En fonction de ces informations, les séquences N-terminales des protéines Nda ont été 

analysées pour déterminer la présence d’un peptide de transit. Tout d’abord, la richesse 

relative en acides aminés spécifiques des peptides de transit mitochondriaux ou 

chloroplastiques de ces séquences a été déterminée. La richesse en acides aminés leucine, 

sérine, thréonine, alanine et arginine des séquences des protéines Nda1, à 5 est évidente (Voir 

figure 10.12 page suivante). Cette richesse est de plus associée à une relative pauvreté en 
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acides aminés chargés négativement. L’utilisation du programme de prédiction Pepwheel 

(http://bioinfo.nhri.org.tw/cgi-bin/emboss/pepwheel) a également permis d’identifier plusieurs 

segments des protéines Nda1, Nda2 Nda5 et dans une moindre mesure Nda3 qui semblent 

capables de former une ou plusieurs hélices α amphipatiques représentées en jaune à la figure 

10.13. Dans le cas de Nda1, 2 et 5, ces régions sont suivies par une région pouvant former une 

hélice hydrophile (représentée en vert) localisée entre 10 et 25 acides aminés en amont du 

premier domaine. Bien que plusieurs arginines soient présentes dans la séquence des protéines 

Nda1 à Nda5, il est difficile de déterminer avec précision la localisation du site de clivage.  
                                                                                                         

                                                                                                         
Nda1   1 ------------------------------------------ --------------------------------------MAASALLATVASS YIRRSSGVGTSLLGAF 
Nda2   1 ------------------------------------------ ------------------------------MNMLLQQQKLAAGCKQRSVAQ PSRGCVAAHTGLRSGR 
Nda3   1 MRTSIPCRGGRVSSRNAATQRLAVAPAGRNCPRGRTAVRVRAEAPRDGSPTALKEPPTKAPATAPARTPLAPPSPAPAPGPQYFPKPGDPQWPPQRPFAAIALDNLLDS 
Nda5   1 ------------------------------------------ ----------------MLAFNSLAASQPATSARNAAAATPVYSNMQRSVSR MQRLGLSSVFAGDWSG 
Nda6   1 ------------------------------------------ --------------------------------------------------- ---------------- 
Nda7   1 ------------------------------------------ --------------------------------------------------- ---------------- 
 
 
Nda1  30 SNDHRPCGTAVYQHLRRLAAQAQASKKTASSDQLPL-KTGRQRLVVLGSGWAAARLLHDI DPN---L YDLTVISPRNHMVFTPLLASTTVGTLEPRSVAV--H LHEIQP 
Nda2  37 VASRQRSVTTAVMTPPAKSESSSPVYTTMSLDGQNL-KTAKPRLVVLGSGWGAMSFLKALPTSISSTYELI VVSPRNYFLYTPLLPAVATGTMEERSIVE-- PVRNFIV 
Nda3 112 VVDVGRHLGRMNVEADKLAMRQQEQLVPGDNGRMRLRASTKPVVLVLGSGWGAHSLIK VI DTD--- TYDVVVVSPRNHFLFTPMLPSTAVGTVEFRSLLE-- PIRTSNP 
Nda5  51 AARLMGFRAAGSQAPHGARAVATQATSPAFGPGTSS-GHHSPRVVVLGGGFGGLYAAVRLEQLMWPRGNKPQITLV DQADRFVFKPLLYELINGAATADEVSPSFEQLL 
Nda6   1 ------------------------------------MPAD KPRLLILGGGPAGVI LAQRCCSSFVVTLVDPKEYFEITWATPRGLMDPRVAAAAAINYW---------- 
Nda7   1 -------------------------------------MAP KPRVLIIG GGFAGVTLAKKASAFADVTLVDSKSYFELTWTTVRGI VDPEVASRSAI SYKDIPGMGRFVQ 
 

Figure 10.12: Alignement de la région N-terminale des protéines Nda de Chlamydomonas. Les acides aminés 
leucine, sérine, thréonine, alanine et arginine ont été surlignés en rouge. Les acides aminés aspartate et glutamate 
ont été surlignés en bleu. 
 
 
Nda1   1 ------------------------------------------ --------------------------------------MAASALLATVASS YIRRSSGVGTSLLGAF 
Nda2   1 ------------------------------------------ ------------------------------MNMLLQQQKLAAGCKQRSVAQ PSRGCVAAHTGLRSGR 
Nda3   1 MRTSIPCRGGRVSSRNAATQRLAVAPAGRNCPRGRTAVRVRAEAPRDGSPTALKEPPTKAPATAPARTPLAPPSPAPAPGPQYFPKPGDPQWPPQRPFAAIALDNLLDS 
Nda5   1 ------------------------------------------ ----------------MLAFNSLAASQPATSARNAAAATPVYSNMQRSVSR MQRLGLSSVFAGDWSG 
Nda6   1 ------------------------------------------ --------------------------------------------------- ---------------- 
Nda7   1 ------------------------------------------ --------------------------------------------------- ---------------- 
 
 
Nda1  30 SNDHRPCGTAVYQHLRRLAAQAQASKKTASSDQLPL-KTGRQRLVVLGSGWAAARLLHDI DPN---L YDLTVISPRNHMVFTPLLASTTVGTLEPRSVAV--H LHEIQP 
Nda2  37 VASRQRSVTTAVMTPPAKSESSSPVYTTMSLDGQNL-KTAKPRLVVLGSGWGAMSFLKALPTSISSTYELI VVSPRNYFLYTPLLPAVATGTMEERSIVE-- PVRNFIV 
Nda3 112 VVDVGRHLGRMNVEADKLAMRQQEQLVPGDNGRMRLRASTKPVVLVLGSGWGAHSLIK VI DTD--- TYDVVVVSPRNHFLFTPMLPSTAVGTVEFRSLLE-- PIRTSNP 
Nda5  51 AARLMGFRAAGSQAPHGARAVATQATSPAFGPGTSS-GHHSPRVVVLGGGFGGLYAAVRLEQLMWPRGNKPQITLV DQADRFVFKPLLYELINGAATADEVSPSFEQLL 
Nda6   1 ------------------------------------MPAD KPRLLILGGGPAGVI LAQRCCSSFVVTLVDPKEYFEITWATPRGLMDPRVAAAAAINYW---------- 
Nda7   1 -------------------------------------MAP KPRVLIIG GGFAGVTLAKKASAFADVTLVDSKSYFELTWTTVRGI VDPEVASRSAI SYKDIPGMGRFVQ 
 

Figure 10.13 : Alignement de la région N-terminale des protéines Nda de Chlamydomonas. Les régions pouvant 
former des hélices α amphipatiques ont été surlignées en jaune. Les régions pouvant former une hélice α 
hydrophile ont été surlignées en vert.  

En contrepartie, la richesse en acides aminés sérine et thréonine est moins évidente 

comme le montre la figure 10.14. Seule la protéine Nda2 présente une région sensiblement 

plus riche en ces acides aminés, au niveau des 35 acides aminés directement en amont du 

premier domaine conservé.                                                                                                     

                                                                                                         
Nda1   1 ------------------------------------------ --------------------------------------MAASALLATVASS YIRRSSGVGTSLLGAF 
Nda2   1 ------------------------------------------ ------------------------------MNMLLQQQKLAAGCKQRSVAQ PSRGCVAAHTGLRSGR 
Nda3   1 MRTSIPCRGGRVSSRNAATQRLAVAPAGRNCPRGRTAVRVRAEAPRDGSPTALKEPPTKAPATAPARTPLAPPSPAPAPGPQYFPKPGDPQWPPQRPFAAIALDNLLDS 
Nda5   1 ------------------------------------------ ----------------MLAFNSLAASQPATSARNAAAATPVYSNMQRSVSR MQRLGLSSVFAGDWSG 
Nda6   1 ------------------------------------------ --------------------------------------------------- ---------------- 
Nda7   1 ------------------------------------------ --------------------------------------------------- ---------------- 
 
 
Nda1  30 SNDHRPCGTAVYQHLRRLAAQAQASKKTASSDQLPL-KTGRQRLVVLGSGWAAARLLHDI DPN---L YDLTVISPRNHMVFTPLLASTTVGTLEPRSVAV--H LHEIQP 
Nda2  37 VASRQRSVTTAVMTPPAKSESSSPVYTTMSLDGQNL-KTAKPRLVVLGSGWGAMSFLKALPTSISSTYELI VVSPRNYFLYTPLLPAVATGTMEERSIVE-- PVRNFIV 
Nda3 112 VVDVGRHLGRMNVEADKLAMRQQEQLVPGDNGRMRLRASTKPVVLVLGSGWGAHSLIK VI DTD--- TYDVVVVSPRNHFLFTPMLPSTAVGTVEFRSLLE-- PIRTSNP 
Nda5  51 AARLMGFRAAGSQAPHGARAVATQATSPAFGPGTSS-GHHSPRVVVLGGGFGGLYAAVRLEQLMWPRGNKPQITLV DQADRFVFKPLLYELINGAATADEVSPSFEQLL 
Nda6   1 ------------------------------------MPAD KPRLLILGGGPAGVI LAQRCCSSFVVTLVDPKEYFEITWATPRGLMDPRVAAAAAINYW---------- 
Nda7   1 -------------------------------------MAP KPRVLIIG GGFAGVTLAKKASAFADVTLVDSKSYFELTWTTVRGI VDPEVASRSAI SYKDIPGMGRFVQ 
 

Figure 10.14 : Alignement de la région N-terminale des protéines Nda de Chlamydomonas. Les acides aminés 
sérine et thréonine ont été surlignés en rouge. Les acides aminés aspartate et glutamate ont été surlignés en bleu. 
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Les différentes informations collectées ont été rassemblées dans le tableau 10.1. 
 

Région précédant le premier domaine conservé    
Mito  

 
Chloro  

 
NDA1 

 
NDA2 

 
NDA3 

 
NDA5 

 
NDA6 

 
NDA7 

Taille  et 
position du 
peptide de 

transit 

20 - 80 AA 
 

N-terminale 

30 – 100 AA 
 

Variable 

 
69 

 
76 

 
149 

 
89 

 
4 

 
3 

Présence 
d’une hélice 
amphipatique 

 
oui 

 
non 

 
oui 

 
oui 

 
oui 

 
oui 

 
- 

 
- 

 
Richesse en 

AA 

 
 

S T A R L 

 
 

S T 

STARL 
40/69 

ST 
14/69 

STARL 
37/76 

ST 
17/76 

STARL 
64/149 

ST 
10/149 

STARL 
50/89 

ST 
18/89 

STARL 
1/4 
ST 

0/4 

STARL 
1/3 
ST 

0/3 
AA  

déficient 
 

D E 
 

D E 
 

2/69 
 

2/76 
 

 
11/149 

 
 1/89 

 
1/4 

 
0/3 

Tableau 10.1 : Caractéristiques des NAD(P)H déshydrogénases de Chlamydomonas. reinhardtii. 
 

Ces données suggèrent la présence d’un peptide de transit mitochondrial pour les 

protéines Nda1 à 5. A noter que ces analyses ont également été effectuées sur la région interne 

des protéines Nda6 et 7, mais que ces séquences ne présentent aucune richesse ou carence 

particulière. 

 

Analyse de la région C-terminale 

 La littérature nous renseigne que la région C-terminale de la protéine pourrait servir 

d’ancrage de la protéine dans la double couche lipidique (voir introduction, point 3.5). La 

région impliquée pourrait être caractérisée par une composition en acide aminé hydrophobe 

supérieure à la normale. La figure 10.15 donne un aperçu de l’hydrophobicité des régions C-

terminales des protéines Nda en surlignant les acides aminés hydrophobes. Il semble évident 

que cette région présente une hydrophobicité importante, suggérant ainsi une implication dans 

l’ancrage de la protéine. 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 10.15 : Extrait d’alignement des régions C-terminales des protéines Nda de Chlamydomonas reinhardtii. 
Les acides aminés hydrophobes ont été surlignés en rouge. 

Nda1 468 QHTEFVYRQLGAMATVGGHSAVLELGDAG-R----------- -------------------------------------RHLSLAGFLSWVAW RSAYLTRLGSIPKRAVAFDLWS 
Nda2 534 KIKPFRYFHKGSAAYVGSDKAVFDLPKFGPL----------- ------------------------------------------TGTGAGFVW KSYETMSQFSFRNQCLVAADWL 
Nda3 507 YDRPFEFLSLGIMAYVGNDKALTQVEAFDVIN---------- ---------------------------------------LKLYGSVAFLLW KSVYITKQVSFRNRVLILFDWM 
Nda5 472 PLLPFKYQHLGSMMALGQTNAAVALPIPVPTALADAVRSSPLGPLLSAAGVRVGGAGPEAEAAVAGAAAAEGKSSAVGDSGVTVEGPLAQLMRRGAYLYRQPTNEQRLNVATSWV 
Nda6 382 RWKPNGGTLAVMMVTLGRDDGVMRAGG--------------- --------------------------------------LVFSGCVPALIKS RGLFVQKYRKLLKVNAPGPAPG 
Nda7 307 AWKPGMG-NQVMIVSLGRGDGVCRMNG--------------- --------------------------------------NVCGGCLPASIKS KGLFVDDYRKQLGV-------- 
 
 
 
Nda1  468 ITMIFGRDLSRW----------------------------- -------- 
Nda2  541 RTKIFGRDISRV----------------------------- -------- 
Nda3  627 KTRVFGRDISLF----------------------------- -------- 
Nda5  472 KLGLEAAAALAGGSRRGATL--------------------- -------- 
Nda6  384 AAGAAGASGLGRGAVGVAAVAGAPVGAVQAAAEVAQAVAAGCDGGSGSR 
Nda7  308 ----------------------------------------- -------- 
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10.3. Analyse phylogénétique 

L’arbre phylogénétique proposé par Bernard et al. (2006) (voir page 15)  propose un 

alignement des protéines Nda1 et 2 de Chlamydomonas dans la famille eucaryotique et place 

la protéine Nda5 dans la famille procaryotique C.  

Pour préciser ces résultats et positionner les autres protéines Nda de Chlamydomonas, 

nous avons entrepris la réalisation d’un arbre phylogénétique. Nous avons tout d’abord 

recherché dans la banque de données du « National Center for Biotechnology 

Information (USA)» (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) toutes les séquences des protéines 

renseignées dans la littérature comme correspondant à des NAD(P)H déshydrogénases de type 

II. Ces données proviennent principalement des deux articles Bernard et al., (2006) et 

Michalecka et al., (2003). Une fois ces 72 séquences centralisées, nous les avons introduites 

dans un programme d’alignement multiple.  

Nous avons d’abord utilisé le programme « ClustalW » (http://clustalw.genome.jp/) 

précédemment utilisé par Bernard et al. (2006) et Michalecka et al. (2003).  L’utilisation de 

ce programme a permis de confirmer le positionnement de la protéine Nda1et 2 dans la 

famille eucaryotique, ainsi que la protéine Nda3. Nous avons également confirmé la position 

de la protéine Nda5 dans la famille procaryotique C correspondant à la famille NDC de 

Michalecka et al. (2003). Ce programme a été utilisé pour positionner la protéine Nda2 dans 

la famille NDB, telle que présenté à la 3° figure des « supplemental data » de Jans et al., 2008 

(voir figure 10.16-A) et la protéine Nda1 dans la famille NDA de Michalecka et al.  

Ce programme ne nous a cependant pas permis de positionner de manière définitive 

les protéines Nda3, 6 et 7. En effet, en fonction des paramètres utilisés, les positions de ces 

trois protéines présentent des variations du fait de certaines imperfections du programme. Ce 

programme travaille par comparaison des séquences deux par deux à partir d’une séquence 

témoin. Ainsi, la modification de la séquence témoin modifie l’alignement obtenu. De plus, 

l’alignement des séquences deux par deux exclut la recherche de motif conservé et place 

chaque élément de la séquence sur un pied d’égalité.  

Nous avons alors utilisé le programme « MAFFT6 » (http://align.bmr.kyushu-

u.ac.jp/mafft/online/server/). Ce programme travaille par alignement successif de chacune des 

séquences de l’alignement avec les autres entrées. Cette opération est répétée un nombre 

important de fois (1000 dans notre cas) afin d’identifier les sites conservés et de s’appuyer 

dessus pour affiner l’alignement. Dans notre cas, 74 domaines conservés ont été identifiés par 

le programme. Nous avons par ailleurs demandé au programme un alignement de type 

« Neighbor Joining » selon un modèle de substitution « Jones Taylor Thornton », c'est-à-dire 
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que le programme devait différencier les séquences selon le nombre de mutations à introduire 

pour passer d’une à l’autre. Après obtention de l’alignement, l’arbre a finalement été modélisé 

par utilisation du programme « Treeview » (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html). 

L’arbre obtenu est également présenté à la figure 10.16-B.  

Les deux arbres présentés respectent bien l’existence des deux familles 

phylogénétiques eucaryotes NDA et NDB proposées par Michalecka et al.(2003). Ces deux 

familles sont positionnées dans un clade comprenant des protéines de plantes supérieures et de 

levures. La plupart des séquences de levures ne se positionnent pas dans les deux familles 

NDA ou NDB à l’exception des protéines Ndh2 de T. brucei et de la protéine Ndi1 de N. 

crassa qui sont classées dans la famille NDA. En ce qui concerne les protéines Nda1, 2 et 3 

de Chlamydomonas, notre second arbre positionne la protéine Nda1 dans la famille NDA et la 

protéine Nda2 dans la famille NDB. La protéine Nda3 est quant à elle positionnée dans  le 

clade eucaryote, mais à l’extérieur des familles NDA et NDB. 

 Les trois familles procaryotes A, B et C proposées par Bernard et al. (2006, voir page 

15) ont également été produites par notre second arbre (figure 10.16-B). La famille C 

comprend comme attendu des séquences de protéines Ndh-II de cyanobactéries et la protéine 

Ndc d’Arabidopsis thaliana. D’autres séquences de protéines de cyanobactérie se retrouvent 

également dans la famille procaryote B, mais aucune dans la famille A. La protéine Nda5 de 

Chlamydomonas se situe dans la famille procaryote C. Ce positionnement confirme son 

origine cyanobactérienne, ce qui en fait une bonne candidate pour une localisation 

chloroplastique. 

 Plusieurs protéines Ndh-II de bactéries n’ont pas été classées dans le clade procaryote. 

De part leur localisation dans l’arbre, ces protéines seraient « intermédiaires » entre le clade 

procaryote et le clade eucaryote. Notons toutefois que nous n’avons pas donné de racine à 

l’arbre proposé à la figure 10.16-B. Celui-ci ne renseigne pas sur l’évolution dans le temps 

des protéines Ndh-II, mais uniquement sur leur classification en tant que famille. En d’autres 

mots, il n’est pas certain que ces protéines non classées soient antérieures dans le temps, mais 

qu’elles sont les plus proches parentes entre les deux clades procaryotes et eucaryotes. L’arbre 

réalisé avec le programme « MATTF » positionne les protéines Nda6 et 7 dans ce clade 

intermédiaire entre les clades eucaryote et procaryote. 
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Figure 10.16 : A : Arbre phylogénétique réalisé avec le programme « ClustalW » présenté dans Jans et al., 
2008. B : Arbre phylogénétique réalisé avec le programme « MAFFT ». Les familles phylogénétiques proposées 
par Michalecka et al., (2003) et Bernard et al., (2006) ont été indiquées. 
Légende. A.thaliana Nda1 (NP_563783), Nda2 (NP_180560), Ndb1 (NP_567801), Ndb2 (NP_567283), Ndb3 
(193880), Ndb4 (179673), Ndc (NP_568205) ; S.tuberosum Nda1 (CAB_522796) Ndb1 (CAB_52797) ; 
O.sativa Nda456 (NP_001044694), Nda562 (NP_001060003) ; D.dictyostelium (AAO_51590) ; P.falciparum 
(CAD_51833) ; P.yoelli (EAA_22988) ; Synechocystis SLR1743 (NP_441103), SLR1484 (NP_442910), 
SLR0851 (NP_441107) ; Thermosynechococcus (BAC08688) ; N.punctiforme (ZP_00112108.1) ;  

B 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Légende (suite) : S.cerevisiae Nde1 (AAT92804), Nde2 (NP_013865), Ndi1 (NP_010198) ; N.crassa Nde1 
(XP_961885), U08980 (XP_959008), Ndi1 (XP_956666) ; S.pombe Ndh1 (CAB16382), Ndh2 (CAA17043) ; 
Y.lipolytica (XP_505856) ; C.albicans (CAB_77710) ; E.coli 1 (ZP_03047352), Lpda (ZP_03028152) ; 
R.sphaeroides (YP_355218) ; B.melitensis (AAL_54028) ; S.meliloti (CAC_46658) ; L.interrogans 
(AAN_51595) ; G.metallireducens (YP_385981) ; C.auriantiacus (YP_001636932) ; B.thetaiotaomicron 
(AAO_76644) ; C.hutchinsonii (YP_676882) ; A.ambivalens (CAD_33806) ; C.tepidum (CAD_56382) ; 
X.Axonopodis (AAM_38664) ; M.loti (NP_102176) ; B.japonicum 1 (NP_767691), 2 (NP_770367) ; 
C.glutamicum (CAB_41413) ; M.smegmatis (AAC_46302) ; D.acsulfuriacans (YP_387138) ; B.vietnamiensis 1 
(YP_001116342), 2 (YP_001116694) ; Z.mobilis (AAD56918) ; H.influenzae (NP_438906) ; A.vinelandi 
(AAK_19737) ; P.fluorescens (AAF_97237) ; R.palustris (NP_946455) ; Halobacterium (NP_279851) ; 
B.subtilis (NP_389111) ; D.radiodurans (NP_294674). 
 
 

Plant NDC 
cyanobacteria 

Plant  
NDB 

Plant  
NDA 

Plant NDA 
Plant NDB 
Yeast  

A 
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10.4. Etude d’expression des NAD(P)H déshydrogénases de type II 

 Chez Arabidopsis thaliana et Solanum tuberosum, il a été démontré que les gènes 

encodant des déshydrogénases de type II présentaient des régulations différentes, y compris à 

l’intérieur d’une même famille phylogénétique (Clifton et al., 2005, Elhafez et al., 2006). Par 

ailleurs, l’expression du gène NDA3 d’Arabidopsis n’a jamais pu être mise en évidence. Après 

avoir déterminé la séquence complète des gènes NDA de Chlamydomonas et avoir proposé 

une classification phylogénétique de ceux-ci, l’étape suivante de notre travail a été d’étudier 

l’expression de ces gènes.  

 Ces études ont notamment été réalisées dans le but d’identifier les candidats les plus 

intéressants pour de futures manipulations génétiques. 

 

10.4.1. Profil d’expression par Northern blotting 

Réalisation des sondes 

Pour étudier l’expression des différents gènes par la technique de Northern blotting, 

plusieurs sondes spécifiques ont été produites et marquées à la digoxigénine. Pour les gènes 

NDA2, NDA5 et NDA6, des fragments internes de ces gènes ont déjà été obtenus par PCR sur 

une banque de cDNA ou par 5’RACE lors d’une étape précédente du travail (c.f. point 10.1.3 

et 10.1.4, pages 58 à 62). Ces fragments ont été amplifiés en utilisant les couples d’amorces 

nda2-1F/nda2-2R ; nda5-3F/nda5-4R et nda6-3R/nda6-4F. Dans le cas de NDA1 et NDA3, des 

amorces spécifiques ont été synthétisées afin d’amplifier l’un des exons de ces gènes. Les 

amorces spécifiques nda1-1F/nda1-2R permettent l’amplification du premier exon du gène 

NDA1 tandis que les amorces nda3-1F, nda3-2R permettent l’amplification du 7° exon de 

NDA3. Dans le cas de NDA7, des amorces spécifiques ont été déterminées pour permettre 

l’amplification par PCR du 5° exon de ce gène (nda7-7F et nda7-8R). L’amplification de ce 

fragment a cette fois été réalisée sur un extrait d’ADN total de Chlamydomonas, 

l’amplification sur banque de cDNA n’ayant fourni aucun résultat.  

Ces différents fragments ont été clonés dans le vecteur pGEM, puis introduits chez E. 

coli par transformation. Après vérification par séquençage, les différentes sondes ont été 

obtenues par amplification PCR à partir de ces plasmides en utilisant les amorces précitées. 

Visualisation de l’expression 

Des RNA totaux ont été extraits d’une culture de 48h de la souche sauvage « 2 » 

cultivée en milieu TAP. Après extraction, la concentration des extraits a été déterminée par 

spectrophotométrie et leur qualité a été estimée par migration sur gel d’agarose. 10 µg 

d’échantillons ont ensuite été séparés par électrophorèse sur un gel d’agarose comprenant du 
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formaldéhyde. A cette étape, l’égalité des chargements a été contrôlée, tel que représenté à la 

figure 10.17. Après transfert des RNA sur une membrane de nylon, celle-ci a été hybridée 

avec les différentes sondes marquées à la digoxygénine correspondant aux six 

déshydrogénases.  

En ce qui concerne les hybridations avec les sondes de NDA1 – NDA3 – NDA5 et 

NDA7, aucun signal n’a été obtenu, même après un temps d’exposition prolongé. 

L’expérience a été renouvelée en déposant cette fois 25 µg de matériel, sans succès.  

Nous avons cependant obtenu un signal pour les deux hybridations avec les sondes 

NDA2 et NDA6 (voir figure 10.17). La membrane hybridée avec la sonde NDA2 donne un 

signal net d’une taille estimée entre 2800 et 3000 pb. Cette taille est en bonne corrélation avec 

la taille supposée du gène, soit 3015 pb (voir figure 10.8, page 66). L’expression du gène 

NDA6 est très faible mais présente sur la membrane hybridée avec cette sonde. Cette bande 

apparaît sur la membrane après un temps d’exposition assez long, aux environs de 3800 à 

3900 pb. Cette taille est également en bonne corrélation avec la taille supposée (3909 pb, voir 

page 66). 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 10.17 RNA : Migration en gel d’agarose des RNA extraits d’une culture de 48h de la souche 2 cultivée 
en milieu TAP. Les 2 bandes fortement marquées sont dues aux rRNA. Sonde : Signaux obtenus après 
hybridations avec les sondes NDA1 à NDA7. Les tailles des RNA ont été estimées avec un RNA Ladder (Gibco 
BRL, USA). Un témoin a été réalisé avec une sonde pour le gène COX3 (1701 pb) pour estimer la qualité de la 
migration. 
 

10.4.2. Essai de mise en évidence des déshydrogénases mitochondriales et 

chloroplastique(s). 

Chez le tabac, une absence du complexe I mitochondrial provoque une augmentation 

de l’oxydation du NADH cytoplasmique (Gutierres et al., 1997). Cette augmentation pourrait 

résulter de l’activité des NAD(P)H déshydrogénases mitochondriales. Nous avons donc utilisé 

deux souches de Chlamydomonas présentant des mutations dans la chaîne respiratoire. Les 

souches « 300 » et « 662 » présentent respectivement une inactivation des complexes 

mitochondriaux I + IV et I + III.  
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Par ailleurs, une carence en soufre déstabilise le photosystème II chloroplastique, 

entraînant une chute de la production d’oxygène et bloquant l’apport en électron de la chaîne 

de transport chloroplastique. En culture scellée, cette carence engendre une anaérobiose locale 

entraînant la production d’hydrogène et donc une réduction non photochimique du pool de 

plastoquinone (voir introduction). Cette carence pourrait donc induire l’expression de 

NAD(P)H déshydrogénases chloroplastiques capables de réaliser cette réduction non 

photochimique  

Des cultures des souches 300, 662, et de la souche sauvage 2 ont donc été réalisées en 

condition normale ou en condition de carence en soufre et en milieu fermé. Après extraction 

des RNA totaux, ceux-ci ont été utilisés pour visualiser l’expression des gènes NDA par 

Northern blotting en utilisant le même protocole que décrit au point précédent. Les résultats 

obtenus pour les trois souches furent identiques à ceux obtenus pour la souche « 2 » cultivée 

en milieu TAP (résultat non montré). L’absence du complexe I mitochondrial ou du 

photosystème II chloroplastique ne provoque apparemment pas de modification de 

l’expression des gènes NDA.  

 

10.4.3. Profil d’expression par RT-PCT 

La littérature ne contient aucun exemple de mise en évidence de l’expression de gène 

NDH-II par la technique de Northern blotting. A l’inverse, plusieurs études ont été menées sur 

l’expression des gènes NDH-II par RT-PCR (reverse transcriptase PCR, voir page 17). Nous 

avons donc réalisé une série de RT-PCR pour détecter l’expression des gènes NDA1, 3 et 5. 

Cette technique est potentiellement plus sensible que le transfert sur membrane du fait de 

l’amplification des fragments réalisée par la PCR. Les expressions des gènes NDA6 et 7 ont 

déjà été testées par RT-PCR au cours de ce travail, sans succès pour NDA7 (voir point 10.1.4). 

Des RT-PCR ont été réalisées à partir de RNA extraits d’une souche sauvage de 

Chlamydomonas cultivée pendant 48h en milieu TAP. Des cDNA ont  été synthétisés pendant 

une heure par une reverse transcriptase en utilisant les amorces spécifiques nda1-1R, nda2-

2R, nda3-2R et nda5-4R. Des PCR ont ensuite été réalisées sur les cDNA produits avec les 

amorces spécifiques correspondantes nda1-1F nda1-2R ; nda2-1F, nda2-2R ; nda3-1F, nda3-

2R et nda5-3F, nda5-4R. Celles-ci ont été choisies car elles avaient déjà permis 

l’amplification de fragments de PCR à partir d’une banque de cDNA. La PCR effectuée avec 

les amorces de NDA1, NDA2 et NDA3 a permis l’amplification de fragments de taille 

attendue, soit environ 300 pb, 950 pb et 200 pb. Aucun résultat n’a été obtenu avec le gène 

NDA5.  
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10.4.4. Intégration des résultats obtenus 

La consultation des banques d’EST disponibles de Chlamydomonas nous apprend tout 

d’abord que toutes les NAD(P)H déshydrogénases identifiées sont effectivement exprimées, 

des EST ont été identifiées pour chacun des gènes étudiés.  

Le fait que l’expression du gène NDA2 ait pu être clairement visualisée par Northern 

blotting témoigne de son expression majoritaire, suivie par l’expression du gène NDA6. A 

l’inverse, l’expression de NDA7 n’a jamais pu être mise en évidence, quelle que soit la 

technique utilisée. Cependant, NDA7 présentant une identité de 57% par rapport à la séquence 

de NDA6 et étant positionné près de NDA6 sur le même scaffold, nous supposons qu’il 

pourrait résulter d’une duplication récente et sans doute peu fonctionnelle.  

 

 Présence d’EST 
dans les banques 

Amplification 
sur cDNA 

RT-PCR 
& 5’RACE  

Northern 
blotting  

NDA1 + + + - 
NDA2 + + + + 
NDA3 + + + - 
NDA5 + + - - 
NDA6 + + + +/- 
NDA7 + - - - 

Tableau 10.2 : Résumé des données concernant l’expression des différents gènes NDA. Les banques de données 
consultées dans la recherche des EST sont celles disponibles sur le site du séquençage de Chlamydomonas 
(http://www.chlamy.org). Un « + » signifie une réponse positive. Le résultat positif pour la RT-PCR de NDA2 
est décrit page 84.  

 

En résumé, l’expression de NDA2 et 6 semble être plus importante que celle de NDA1 

et 3. Nous avons également pu amplifier une partie du gène NDA5 à partir d’une banque de 

cNDA (cf point 10.1.3), et seule l’expression de NDA7 n’a jamais pu être mise en évidence. 
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10.5. Localisation subcellulaire des protéines Nda. 

10.5.1. Données préliminaires 

Aucun résultat concernant la localisation subcellulaire des protéines Nda de 

Chlamydomonas n’a été décrit dans la littérature avant ce travail. Cependant, la mise en 

évidence d’une activité NAD(P)H déshydrogénase de type II au sein du chloroplaste de 

Chlamydomonas (Mus et al., 2005) suggère qu’une ou plusieurs protéines Nda serai(en)t 

localisée(s) dans cet organite. Par analogie avec la situation observée chez les plantes 

supérieures, les autres protéines Nda devraient être localisées au sein de la mitochondrie.  

Une première tentative de localisation des protéines Nda chez Chlamydomonas a été 

réalisée par le docteur Pierre Cardol. Des extraits de protéines mitochondriales et 

chloroplastiques ont été déposées sur des gels polyacrylamides non dénaturants de type Blue-

Native. Après migration, la coloration des protéines au NADH-NBT permet de visualiser au 

moins quatre activités déshydrogénases de type II dans les extraits mitochondriaux et une 

dans des extraits chloroplastiques (Pierre Cardol, communication personnelle). Deux des 

signaux mitochondriaux visualisés ont pu être attribués par spectrométrie de masse aux 

protéines Nda1 et 3. Un signal estimé entre 60 et 65 kDa correspondrait à la protéine Nda3 et 

un autre aux alentours de 100 kDa correspondrait à la protéine Nda1. La masse des protéines 

Nda1 et 3 prédite sur base de leurs séquences est respectivement de 77,3 et 58,5 kDa. 

Cependant, si l’on retire la région précédant le premier domaine conservé, correspondant 

probablement au peptide de transit clivé lors de l’adressage, ces masses tombent à 61 et 52 

kDa respectivement. La masse observée pour  Nda3 serait donc en accord avec la prédiction, 

de même que pour Nda1 si le signal observé correspond à un dimère de la protéine. 

Par ailleurs, le passage en spectrométrie de masse d’un échantillon de protéines 

mitochondriales réalisé par Layla Boutaffala, mémorante au sein du laboratoire, a permis 

l’identification de la protéine Nda6, suggérant une localisation mitochondriale de celle-ci 

(communication personnelle).  

 

10.5.2. Analyse du signal d’adressage des protéines Nda 

 Plusieurs programmes de prédiction subcellulaires disponibles sur internet ont été 

utilisés pour déterminer la localisation des protéines Nda. Les résultats obtenus divergent d’un 

programme à l’autre et les résultats, exposés au tableau 10.3, sont globalement inutilisables.  

Ces programmes ont cependant été développés pour les protéines de plantes supérieures, il est 

possible que la machinerie d’import de Chlamydomonas diffère sensiblement.  
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Tableau 10.3 : Tableau récapitulatif des programmes utilisés pour prédire la localisation subcellulaire des 
protéines Nda. 

 
10.5.3. Fusion de protéine Nda avec une protéine fluorescente (Gfp) 

 La protéine Nda5 semblant être la bonne candidate pour une localisation 

chloroplastique puisque d’origine cyanobactérienne, nous avons entrepris d’en déterminer la 

localisation expérimentalement. Pour ce faire, nous avons projeté de fusionner le cDNA de ce 

gène avec le cDNA d’une protéine fluorescence, la Gfp (green fluorescent protein). 

L’introduction de la construction dans le génome de Chlamydomonas permettra l’expression 

d’une protéine chimérique localisable par microscopie confocale. Une telle stratégie a déjà 

permis de déterminer la localisation intracellulaire de diverses protéines de Chlamydomonas 

(Fuhrmann et al., 1999; Lechtreck et al., 2002), notamment chloroplastiques (Nishiyama et 

al., 2002; Komine et  al., 2002). Nous avons également entrepris la même analyse avec les 

protéines Nda2 et 6. Les données précédemment obtenues suggérant un peptide signal N-

terminal dans le cas de Nda2 et 5, nous avons décidé de positionner la Gfp dans la région C-

terminale du gène pour laisser la région N-terminale accessible à la machinerie de transport 

mitochondrial ou chloroplastique. La fusion entre les deux gènes sera réalisée en éliminant le 

codon stop du gène NDA, et en positionnant l’ATG initial du gène de la GFP dans la même 

phase de lecture. Entre le dernier codon du gène NDA et le premier de la GFP, un site de 

restriction de 6 pb servira de linker. Pour améliorer l’expression du gène-fusion, la 5’UTR du 

gène NDA sera conservée dans la construction. Le gène encodant une GFP adaptée à l’usage 

de codon de Chlamydomonas (pCrGFP, Biocat Germany) comporte une 3’UTR de RBCS2, 

également conservée. Le tout sera cloné dans le plasmide pPN10 sous la dépendance du 

promoteur de la nitrate réductase, couramment utilisé au laboratoire (Cardol et al., 2006, 

2008) . La figure 10.18 schématise la construction planifiée. 

.. 

     
  

               Site de restriction de 6 pb 

 Predotar 
 

Ipsort Psort Mitopred Mitoprot ChloroP 

Nda1 
50 % Chloro 
20 % Mito 

Mito Réticulum 80 % Mito 99 % Mito 51 % Chloro 

Nda2 
18 % Chloro 
12 % Mito 

Mito 
Cytoplasme ou 
Peroxysome 

80 % Mito 99 % Mito 56 % Chloro 

Nda3 
2 % Chloro 
28 % Mito 

Mito 
Mito ou 

Cytoplasme 
0% Mito 99 % Mito 54 % Chloro 

Nda5 
56 % Chloro 
15 % Mito 

Mito 
Chloro ou 

Mito 
0% Mito 99 % Mito 57 % Chloro 

Nda6 
1 % Mito 

0 % Chloro 
Mito 

Cytoplasme 
ou Lumen 

0% Mito 7 % Mito 44 % Chloro 

Nda7 
1 % Chloro 
11 % Mito 

- 
Cytoplasme ou 
Peroxysome 

0% Mito 47 % Mito 45 % Chloro 

Gène NDA 5’UTR du NDA GFP  3’UTR de RBCS2 Promoteur NR 

Figure 10.18 : Schéma représentant la construction envisagée pour la fusion du gène NDA avec la GFP. 
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Construction pPN10-NDA2-GFP 

La stratégie envisagée pour réaliser la construction décrite à la figure 10.18 a été 

d’amplifier, par PCR à partir d’une banque de cDNA, une région du transcrit du gène NDA 

comprenant la 5’UTR et la région codante à l’exclusion du codon stop. Les amorces 

spécifiques nda2-3F et nda2-4R ont été utilisées pour ce faire. Ces amorces comprenaient 

également les sites de restrictions pour les enzymes EcoRV et HpaI afin de faciliter les étapes 

ultérieures de construction (voir figure 10.19). Le produit de PCR obtenu, d’environ 1,9 kb, a 

ensuite été cloné dans le vecteur pGEM et confirmé par séquençage. Parallèlement, un 

fragment de PCR comprenant le gène de la GFP et la majeure partie de la 3’UTR de RBCS2 a 

été réalisé à partir du plasmide pCrGFP (Biocat, Allemagne) en utilisant les amorces gfp-1F-

EcoRV-StuI-HpaI et gfp-2R-SpeI. Ce fragment a par la suite été cloné dans le pGEM et 

confirmé par séquençage. Nous avons ensuite digéré le pGEM ayant inclus le fragment de 

GFP par les enzymes EcoRV et SpeI . Le fragment ainsi libéré a inséré par ligation dans le 

plasmide pPN10 (comprenant le promoteur de la nitrate réductase, voir page 42) digéré par les 

mêmes enzymes. Le plasmide pPN10-GFP obtenu a ensuite été digéré par les enzymes 

EcoRV et HpaI. Ces dernières digestions ont permis le clonage du fragment libéré par les 

mêmes enzymes à partir du plasmide pGEM-NDA2. Le plasmide ainsi obtenu a été nommé 

pPN10-NDA2-GFP et sa séquence a été confirmée par séquençage. La figure 10.19 représente 

les différentes étapes de cette construction.  

 
 

 

 

 

 

 

 

      
 

 

                                                                                                                                                                        
         

            NDA2 

 

 

 

 

 

 

Figure 10.19 : Représentation schématique des étapes de la construction du plasmide pPN10-NDA2-GFP. Voir 
texte pour le détail de la construction. 
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Construction pPN10-NDA5-GFP 

Nous n’avons pas pu exploiter la même stratégie pour la construction pPN10-NDA5-

GFP, aucune amplification de la région recherchée du cDNA de NDA5 n’a été possible (nda5-

8F, nda5-9R). Vu le pourcentage élevé en GC du cDNA de NDA5 (73,7% de moyenne, voir 

figure 10.20), nous avons utilisé une DNA polymérase adaptée aux régions riches en GC 

(~84%) (Herculase – Stratagène, USA), mais sans plus de succès. Nous avons également 

essayé d’obtenir la séquence par RT-PCR à partir d’extrait de RNAtotal, ou à partir de 

RNApolyA purifié, en utilisant une reverse transcriptase (HIV Reverse Transcriptase, 

Ambion) et une polymérase (Herculase – Stratagène , USA) toutes deux adaptées aux 

génomes riches en GC, sans succès. Dans chaque cas, des amplifications de la séquence du 

gène NDA2 (nda2-3F, nda2-4R) ont servi de témoin positif (résultat non montré). 

 

 

 

 

 

Figure 10.20 : Le % en GC a été calculé sur une fenêtre de 15 bases. 
 

Pour obtenir la séquence du gène NDA5, nous avons envisagé une autre stratégie. 

L’entièreté du génome de Chlamydomonas est contenue dans des BACs (Bacterial Artificial 

Chromosome) dont les extrémités ont été séquencées. Par alignement de ces extrémités 

séquencées sur la séquence du scaffolds comprenant NDA5, nous avons pu identifier un BAC 

comprenant la région génétique de ce gène. Le BAC 27L19 a donc été commandé à 

l’Université de Clemson (USA) (https://www.genome.clemson.edu/).  

L’analyse des sites de restriction de la région génomique de NDA5 a permis 

d’identifier la présence de deux sites de restriction HindIII localisés de part et d’autre du gène 

(voir figure 10.22). Cependant, la présence de régions non séquencées dans le scaffold de 

NDA5 ne permettait pas de déterminer la taille exacte du produit de digestion. La digestion de 

l’intégralité du BAC 27L19 par l’enzyme HindIII a produit 5 fragments d’une taille estimée à 

~1250, ~4500, ~6500, ~12000 et >15000 pb. Les trois fragments de plus grande taille ont été 

purifiés et digérés par l’enzyme MfeI, dont l’action est sensée libérer un fragment de 6032 pb 

comportant la majeure partie de NDA5 à l’exception de la région 3’terminale (voir figure 

10.22). L’un des fragments, d’une taille proche de 6000 pb, produit à partir du fragment de 

% en GC du cDNA du gène NDA5 
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taille >15000 pb a ensuite été confirmé par séquençage comme étant la région génomique 

recherchée. La figure 10.21 reprend les différentes digestions réalisées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figure 10.21 : Profil de digestion du BAC 27L/19 par l’enzyme HindIII (1° digestion) et par l’enzyme MfeI (2° 
digestion). Ladder : Smart Ladder. 

 

 

 

 
 

 

 

 Afin d’obtenir la partie manquante du gène NDA5 jusqu’au codon précédent le stop, 

nous avons réalisé une PCR sur cette région génomique en profitant du fait que la proportion 

de GC de cette région est plus faible. Cette amplification a été réalisée à partir du BAC 27L19 

en utilisant les amorces nda5-10F et nda5-11R-SpeI-NdeI-HpaI. Ce fragment de PCR 

(3’NDA5) a ensuite été cloné dans le vecteur pGEM confirmé par séquençage. Le pGEM a 

ensuite été digéré par les enzymes EcoRI et SpeI et le fragment libéré a été cloné dans le 

plasmide pPN10 ouvert aux mêmes sites (voir figure 10.23). Parallèlement, le plasmide 

pGEM-GFP utilisé pour la construction NDA2-GFP a été digéré par les enzymes HpaI et SpeI 

et le fragment libéré a ensuite été cloné dans le plasmide pPN10-3’NDA5 digéré par les 

mêmes enzymes. Le plasmide obtenu a ensuite été digéré par les enzymes HindIII  et MfeI, 

permettant l’intégration du produit de digestion du BAC HindIII /MfeI de 6032pb. La région 

correspondant à la GFP et au produit de PCR de NDA5 a été confirmée par séquençage en 

utilisant les amorces nda5-10F, -11R, gfp-1F, -2R et -3F. La stratégie employée est résumée à 

la figure 10.23. 

                                                             Fragment de 1° digestion 
   L   HindIII                               L      1ND    1D     2ND    2D    3ND    3D         
 
                        1 
                        2   

                        3 

 

                        4 
 
 
 
 
 

                        5 
 
 
 
 
 
 
 

1° digestion HindIII                 2° digestion: MfeI (ND: non digéré; D: digéré) 

  
 

    8000 pb    
 

     4000 pb 

        HindIII                                                                                                                                   MfeI          HindIII 
 
Figure 10.22 : Représentation schématique du gène NDA5. Les cadres bleus représentent les exons. La région 
hachurée était non séquencée au moment de l’expérience. Pour les tailles précises des exons/introns, voir page 66. 
 

      nda5-11R-SpeI-NdeI-HpaI 
 
 

 nda5-10F 
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Figure 10.23 : Représentation schématique des étapes de la construction du plasmide pPN10-NDA5-GFP. Voir 
texte pour le détail de la construction. 
 

Construction pPN10-NDA6-GFP 

Comme pour NDA5, aucune amplification du cDNA du gène NDA6 n’a pu être 

obtenue, quelles que soient les conditions utilisées (nda6-4F, nda6-5R, nda6-6R). Par ailleurs, 

aucun BAC disponible ne semblait s’aligner sur la région génomique de NDA6.  

En dernier recours, nous avons essayé de récupérer directement le cDNA du gène 

NDA6 dans une banque phagique de cDNA de Chlamydomonas disponible au laboratoire. Au 

total, 200 000 phages ont été testés suivant le protocole donné page 54. Cette quantité de 

phages représente le quadruple de ce qui est préconisé pour ce genre d’expérience. La sonde 

utilisée pour les révélations était identique à celle déjà utilisée pour les études d’expressions 

(voir page 77). Cependant, aucune des membranes obtenues n’a présenté de signal après 

hybridation.  
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Transformation de Chlamydomonas et analyse des clones obtenus 

Les deux plasmides pPN10-NDA2-GFP et pPN10-NDA5-GFP ont ensuite été utilisés 

séparément pour co-transformer la souche sauvage n°84 de Chlamydomonas par 

électroporation en utilisant un plasmide de résistance à l’hygromycine comme marqueur de 

sélection. 300 transformants résistants à l’hygromycine ont ensuite été isolés pour chacune 

des transformations. Les clones obtenus ont ensuite été testés par amplification PCR à partir 

de cellules digérées à la protéinase K sur base de la présence de la séquence de la GFP dans le 

génome nucléaire en utilisant les amorces gfp-1F et gfp-2R. La présence de la séquence 

clonée du gène NDA en amont de celle de la GFP a également été testée de la même manière 

en utilisant les amorces internes nda2-1F/nda2-2R et nda5-10F/nda5-11R. Ce criblage a 

permis l’identification de 80 clones ayant intégré au moins en partie la construction NDA2-

GFP, ainsi que 60 clones ayant intégré au moins en partie celle de NDA5-GFP.  

Après culture, une immunodétection a été réalisée avec un anticorps anti-Gfp (Roche, 

Suisse) sur des westerns blots où des extraits totaux de protéines des différents transformants 

avaient été chargés. Ces extraits ont été obtenus par sonication. Un transformant comprenant 

une protéine fusion centrine-Gfp (don de Karl-Ferdinand Lechtreck ; Schoppmeier et al., 

2005) a servi de témoin positif pour la détection de l’anticorps anti-gfp. Malheureusement, 

aucun des transformants NDA-GFP n’a donné de signal positif. Plusieurs raisons peuvent 

expliquer l’absence de Gfp dans les transformants, notamment un problème de repliement de 

la protéine chimérique, un problème au niveau de l’expression du transcript, ou encore une 

dégradation rapide suite à un défaut d’adressage.  
 

10.5.4. Inactivation du gène NDA2 par RNA interférence 

Une autre stratégie envisageable pour déterminer l’importance des déshydrogénases 

alternatives dans la respiration mitochondriale ou d’évaluer leur impact sur l’état rédox des 

plastoquinones et sur les transitions d’états chloroplastique est d’en modifier l’expression.  

La RNA interférence (RNAi) est un processus qui permet l’inactivation, partielle ou 

totale, d’un gène sélectionné. Le mécanisme de « gene silencing », consiste à déclencher la 

dégradation de l’ARNmessager au moyen de molécules d’ARN bicaténaires artificielles dont 

la séquence correspond à celle du gène visé. L’ARN bicaténaire est dégradé par clivage en 

« small interfering RNA » (siRNA) double brin de 21 à 33 nucléotides. Ces siRNA double 

brin sont ensuite incorporés dans un complexe multiprotéique « RNA-induced silencing 

complex » (RISC) et vont servir de guide pour la dégradation spécifique de RNA ayant la 
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même séquence. (Zamore et al., 2000, Bernstein et al., 2001, Hammond et al., 2000, 2001, 

Nykänen et al., 2001, Elbashir et al., 2001).  

Nous avons commencé cette analyse en prenant le gène NDA2 comme référence vu 

que l’expression de ce gène est détectable après Northern blot. Nous avons réalisé une 

construction répondant aux exigences de la RNA interférence, c'est-à-dire permettant la 

formation d’un RNA double-brin. Celle-ci a été aisément obtenue en remplaçant dans la 

construction pPN10-NDA2-GFP la partie terminale de cette construction par une copie 

inversée du début du cDNA de NDA2. Cette opération a été réalisée en mettant à profit la 

présence des sites de restriction PstI et SpeI dans la construction pPN10-NDA2-GFP, sites 

ayant été inclus dans les amorces spécifiques nda2-5F-SpeI et nda2-6R-PstI ayant servi à 

l’amplification de la région inversée. Après clonage du produit de PCR dans le pGEM, celui-

ci a été digéré par ces deux enzymes, puis inséré en position tête-bêche dans le plasmide 

pPN10-NDA2-GFP digéré avec les mêmes enzymes. La figure 10.24 représente la stratégie 

employée. 
 

     
                                                                                                                                                              

 

 

Figure 10.24 : Schéma d’obtention de la construction RNAi à partir de la construction pPN10-NDA2-GFP 
 

Une fois la construction obtenue, une co-transformation de la souche sauvage n° 84 de 

Chlamydomonas a été réalisée. Celle-ci s’est déroulée dans les mêmes conditions que pour la 

construction NDA2-GFP en utilisant un plasmide de résistance à l’hygromycine comme 

marqueur de sélection. 180 transformants résistants ont été ensuite testés par PCR à partir de 

cellules digérées à la protéinase K en utilisant le couple d’amorces spécifiques nda2-3F/nda2-

4R. Ces amorces permettent l’amplification d’un fragment de 814 pb à partir de la cassette 

NDA2-RNAi. Des RNA totaux ont ensuite été extraits de 43 clones positifs cultivés sur milieu 

TAP-nitrate en vue de tester l’expression du gène NDA2 par Northern blotting suivant le 

même protocole que celui utilisé pour l’étude d’expression. Deux de ces clones (P11 et G4) 

présentaient une diminution nette de l’expression de NDA2. 

Pour quantifier le degré d’inactivation, une sonde correspondant au gène COX3 a été 

utilisée. Le gène COX3 de Chlamydomonas encode une sous-unité du complexe IV 

mitochondriale dont l’expression présente peu de variation. Cette sonde a été obtenue par 

amplification PCR à partir d’un plasmide comprenant le cDNA de COX3 disponible au 

laboratoire, en utilisant les amorces cox3-1F et cox3-2R. Cette sonde a ensuite été utilisée 

          
 
        

               1(EcoRV)                       841          1093 (PstI)                                                        1868 (HpaI)                                 2862 (SpeI)                                                                 
 

                                                                cDNA NDA2                                                                                 GFP 
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simultanément avec la sonde NDA2 pour hybrider un Northern blot où des RNA des mutants 

et d’un témoin sauvage ont été déposés (voir figure 10.25-A). La quantification des signaux 

obtenus avec les deux sondes NDA2 et COX3 par le programme IMAGE MASTER VDS a 

permis de déterminer que les diminutions d’expression étaient de 50% pour le mutant P11 et 

de 70%  pour le mutant G4 (voir figure 10.25-B). 

Nous avons réitéré la même manipulation environ 8 semaines après l’obtention des 

mutants. Cette nouvelle expérience a montré que les deux mutants présentaient alors une perte 

totale de l’expression de NDA2. Cette inactivation est stable depuis lors, ce qui montre que le 

phénomène de RNAi peut évoluer au cours du temps (voir figure 10.25-C). 

  

             P11  P20 G11  G2   84    84    P13  G4                                   84    P11   G4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
  
 

Figure 10.25 : Analyse des mutants ayant intégré la construction NDA2-RNAi. A : Northern blot avec les 
sondes NDA2 et COX3 sur une série de mutants (P11, P20, G11, G2, P13, G4) et deux extraits de la souche 
sauvage n° 84. B : Quantification du signal pour le mutant P11 et du sauvage 84 par le programme Image 
Master VDS. C : Northern blot réalisé 8 semaines après obtention des mutants avec les sondes NDA2 et COX3 
sur les mutants P11, G4 et sur le sauvage 84. 
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Le programme Image Master VDS traduit 
l’intensité du signal en graphique. La 
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10.6. Caractérisation des mutants NDA2-RNAi obtenus 

10.6.1. Courbes de croissance 

Les courbes de croissance représentent de bons indicateurs de l’état général du 

métabolisme de mutants. Ainsi, des mutants affectés dans la chaîne de transport d’électrons 

mitochondriale présentent un temps de génération très nettement allongé par rapport à une 

souche sauvage. 50 ml de milieu de culture TAP (Tris-acétate-phosphate) ont été ensemencés 

à une concentration algale calibrée à 5.105 cellules/ml par comptage automatique (Coulter 

Counter Model ZF de Coulter Electronics limited, Angleterre). Le milieu a été agité sous une 

lumière modérée de ~50µE/m2s. Nous avons analysé les mutants G4 et P11, la souche 

sauvage 84, un clone (P13) ayant intégré la construction NDA2-RNAi mais ne présentant pas 

d’inactivation, et la souche 217 dépourvue de complexe I mitochondrial. Chaque culture a été 

réalisée en triple exemplaire. 

Alternativement, la source d’azote du milieu de culture a été modifiée en remplaçant 

l’ammonium par du nitrate (TAP-NO3), et l’intensité lumineuse a été portée à ~450µE/m2s. 

Chez A. thaliana, la présence d’ammonium induit l’expression de plusieurs NDH-II  

mitochondriales, alors que le nitrate inhibe l’expression d’autres gènes de cette famille. 

(Svensson et Rasmusson, 2001, Escobar et al., 2006). La culture en lumière forte pourrait 

potentiellement stimuler l’action de la ou les protéines Nda chloroplastiques. Les résultats 

obtenus sont repris dans les graphes de la figure 10.26.  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10.26 : Courbes de croissance des mutants P11, G4, 217 (dépourvu de complexe I mitochondrial) du 
clone P13 et de la souche sauvage 84.  
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Les résultats obtenus montrent que quelles que soient les conditions de culture, le 

mutant G4 présente une biomasse finale plus importante que le témoin sauvage. La croissance 

initiale du mutant P11 semble également plus importante, mais ne s’accompagne pas d’une 

augmentation de la biomasse finale obtenue. Les temps de doublement mesurés pendant la 

phase de croissance exponentielle ne montrent cependant pas de différence importante (voir 

tableau 10.4). 

Milieu   

 Souche TAP TAP-NO3 TAP Lumière forte 

84 18h54 ± 1h48 19h06 ± 1h00 17h54 ± 0h54 

P13 20h12 ± 0h48 20h06 ± 3h12 NA 

P11 19h24 ± 0h12 18h24 ± 0h00 22h42 ± 4h18 

G4 18h00 ± 0h54 16h54 ± 1h18 19h36 ± 3h48 

Tableau 10.4 : Temps de doublement de la souche 84 et des mutants P13, P11 et G4 dans différents milieux de 
culture. NA : Non applicable, nous n’avons pas observé de phase de croissance exponentielle. 
 

10.6.2. Analyse détaillée du phénotype des mutants 

Plusieurs analyses ont ensuite été réalisées pour déterminer des aspects plus 

spécifiques du phénotype des mutants NDA2-RNAi. Ces analyses ont été menées 

conjointement avec le laboratoire de bioénergétique et biotechnologie des bactéries et 

microalgues du professeur Gilles Peltier (Cadarache, France). Celles-ci sont présentées en 

détail dans l’article « A type II NAD(P)H dehydrogenase mediates light-independent 

plastoquinone reduction in the chloroplast of Chlamydomonas » publié dans la revue 

scientifique PNAS (Proceedings of the National Academy of Sciences, USA). Cet article est 

présenté de la page 95 à 100. Les mutants P11 et G4 sont respectivement nommés Nda2-

RNAi (1) et Nda2-RNAi (2) dans l’article. 

TAP + Lumière Forte  

0,0E+00 

5,0E+06 

1,0E+07 

1,5E+07 

2,0E+07 

2,5E+07 

0 25 50 75 100 125 150 
Heures  

84 

P13 

P11 

G4 

C
el

lu
le

s/
 m

l d
e 

cu
ltu

re
 

C Figure 10.26, suite. 



Résultats 
 

 92 

Succinctement, l’inactivation du gène NDA2 ne semble pas avoir d’impact sur la 

respiration cellulaire à l’obscurité, la composition en pigments des cellules, le rendement du 

photosystème II de cellules adaptées à l’obscurité, ou la production d’oxygène à la lumière 

(voir table 1, page 96).  

Nous avons ensuite voulu tester l’activité de la réduction non-photochimique du pool 

de plastoquinones. Comme dit dans l’introduction (page 30), la réduction non-photochimique 

du pool de plastoquinones peut être observée par mesure de la fluorescence chlorophyllienne : 

l’intensité de la fluorescence varie en fonction de l’état rédox du pool de plastoquinones. Des 

cellules adaptées à l’obscurité ont été éclairées pendant 5 minutes à raison de 500 µmol/m².s 

de photons en présence de propyl-gallate (inhibiteur de l’oxydase terminale plastidiale, Ptox). 

A la fin de la période lumineuse, la fluorescence de la culture chute rapidement du fait de la 

réoxydation rapide de Qa (voir figure 2, page 97). Pour une souche sauvage, un sursaut de 

l’intensité de la fluorescence peut ensuite être observé dans ces conditions. Ce sursaut 

correspond à la réduction non-photochimique du pool de plastoquinones par des équivalents 

réducteurs précédemment accumulés à la lumière.  

La figure 2 de la page 97 montre bien que ce sursaut de fluorescence est absent pour 

les deux mutants P11 et G4. Cela montre que la réduction non-photochimique des 

plastoquinones dépend de la présence de la protéine Nda2. Il est donc vraisemblable, sur cette 

base, que Nda2 soit localisée dans le chloroplaste, contrairement à ce qui était attendu sur 

base de l’analyse de la séquence de cette protéine.  

Un autre moyen pour tester la capacité de réduction non photochimique du pool de 

plastoquinones consiste à suivre la transition de l’état 1 à l’état 2 qui se produit lorsqu’on 

inhibe la respiration mitochondriale (Bulté et al., 1990). Suite au blocage de la respiration 

mitochondriale (provoqué par l’anoxie ou par l’agent inhibiteur), la baisse du niveau d’ATP 

va induire une stimulation de la glycolyse qui se traduit par une augmentation du potentiel 

réducteur cellulaire (NADH et NADPH) (Rebeille et Gans, 1988). Cette augmentation va 

conduire à une réduction accrue du pool de plastoquinones par le biais de la déshydrogénase 

chloroplastique, ce qui va provoquer la migration des antennes périphériques collectrices de 

lumière du PSII vers le PSI. Pour visualiser cette transition, la distribution de l’énergie 

d’excitation entre les deux photosystèmes a été évaluée en enregistrant le spectre d’émission 

de fluorescence d’un échantillon d’algues à basse température (77 °K). Le rapport des 

intensités mesurées à 715 et 685 nm renseigne sur la distribution des antennes périphériques 

entre les deux photosystèmes 
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atteindre l’état 2 sous anaérobiose ou en présence d’un inhibiteur du complexe III 

mitochondrial (myxothiazol). La figure 3.A de la page 97 montre que le passage à l’état 2 

provoque une augmentation du rapport de fluorescence pour la souche sauvage, due à la 

migration des Lhc-II du PSII vers le PSI. Cette augmentation est nettement plus faible pour le 

mutant P11 (voir figure 3.A page 97). Le rapport de fluorescence a été mesuré pour les deux 

mutants par rapport à une souche sauvage dans différentes conditions (voir figure 3.B page 

97). Les résultats montrent que l’absence de Nda2 compromet le passage à l’état 2, que la 

respiration soit seulement diminuée (en présence de myxothiazol), ou totalement inhibée (par 

anaérobiose). 

 Nous avons ensuite déterminé l’implication de la protéine Nda2 dans la production 

d’hydrogène. Comme dit dans l’introduction, la production d’hydrogène par Chlamydomonas 

résulte, en partie, d’une voie de réduction non-photochimique du pool de plastoquinones. On 

peut donc s’attendre à une baisse de la vitesse de production d’hydrogène chez les mutants 

dépourvus de la protéine Nda2. Pour le vérifier, nous avons appliqué le protocole de Melis et 

al de production d’hydrogène basé sur l’application d’une carence en soufre pour établir 

l’anaérobiose. Les mesures de la quantité d’hydrogène produite sont rapportées à la figure 4 

page 98. Les résultats montrent bien que le mutant P11 présente une production réduite à 50% 

par rapport à la souche sauvage 84. Il en va de même pour le mutant G4 (résultat non montré).  

 

10.6.3. Localisation de la protéine Nda2 par western blot 

 Les résultats obtenus ci-dessus nous ont permis de conclure à une localisation 

chloroplastique de la protéine Nda2. L’hypothèse d’une double localisation chloroplastique / 

mitochondriale n’était cependant pas à écarter. Dans les derniers mois de la thèse, la mise à 

notre disposition par le professeur Gilles Peltier d’un anticorps anti-Nda2 nous a permis 

d’établir par western blotting la localisation de cette protéine.   

Des extraits purifiés de protéines mitochondriales et chloroplastiques ont été réalisés à 

partir de la souche 84. Les extraits mitochondriaux ont été obtenus par lyse des cellules par de 

la digitonine, suivie d’une purification des mitochondries en fonction de leur densité par 

passage sur un gradient de percoll (voir méthodes, page 51). Les protéines totales dans 

l’extrait ont ensuite été dosées par la méthode de Bradford (voir méthode page 52). Les 

extraits chloroplastiques ont eux été obtenus par passage des cellules dans un nébulisateur. La 

technique de nébulisation (voir méthode page 51) consiste à déstabiliser les cellules par une 

dépression rapide et injection à haute pression (1,2 bar) contre une paroi. L’extrait est ensuite 
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déposé sur un gradient en Percoll pour séparer les chloroplastes libérés en fonction de leur 

densité. Les protéines totales ont également été dosées par la méthode de Bradford. 

10 µg de protéines de chaque extrait ont ensuite été dénaturés par un passage de 10 

minutes à 100 °C et ajout de  β-mercaptoéthanol. Ces échantillons ont ensuite été utilisés pour 

réaliser une immunodétection par western blotting en présence de l’anticorps anti-Nda2. 

Parallèlement aux westerns blots utilisant l’anticorps anti-Nda2, des anticorps spécifiques de 

protéines mitochondriales et chloroplastiques ont été utilisés pour confirmer l’absence de 

contaminant dans nos extraits. Ainsi, un anticorps dirigé contre le cytochrome f  (Cytf) a servi 

de témoin chloroplastique, et un anticorps dirigé contre l’oxydase terminale plastidiale (Aox) 

a servi de témoin mitochondrial.  

L’ensemble des résultats obtenus sont présentés à la figure 10.27. Après détection de 

l’anticorps, il apparaît clairement que la protéine Nda2 est bien présente dans l’extrait 

chloroplastique, et est absente de l’extrait mitochondrial. Les anticorps anti-Cytf  et anti-Aox 

confirment bien la pureté de nos échantillons de départ. L’utilisation d’un marqueur de poids 

moléculaire a permis d’estimer la masse apparente des protéines détectées. La protéine Nda2 

dénaturée présente un poids moléculaire apparent de ~61kDa. Cette valeur est proche des 59 

kDa théoriques calculés sur base de la séquence peptidique complète de la protéine. 

 L’étape finale du travail a consisté à réaliser les mêmes expériences à partir des 

mutants NDA2-RNAi P11 et G4. Les extraits ont été obtenus d’une manière identique aux 

extraits de la souche 84. Au cours de l’expérience, il est apparu qu’une concentration 

identique en protéines ne correspondait pas forcément à un signal identique de l’anticorps 

anti-Cytf. Nous avons donc réalisé un étalonnage empirique sur base du signal de cet 

anticorps avant de réaliser le western blot avec les anticorps anti-Nda2 et anti-Aox. Les 

résultats obtenus sont présentés à la figure 10.27.  

 Le résultat obtenu montre clairement que la protéine Nda2 est absente du mutant G4 et  

est présente uniquement sous forme de trace dans le mutant P11. Des expériences réalisées 

avec des quantités supérieures de protéines (25 µg) ont confirmé ces résultats. 

 
 
 
 
 
 
 
Figure 10.27 : Résultats obtenus par Western blotting avec les mutants P11 et G4, et la souche sauvage 84 à 
partir d’extraits de protéines chloroplastiques (C) et mitochondriales (M). Trois anticorps ont été utilisés : anti-
Nda2, anti-cytf et anti-Aox.  
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11. Discussion 

11.1. Etude de la famille génétique des NAD(P)H déshydrogénases de type II chez 

l’algue verte unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii  

 
Les NAD(P)H déshydrogénases de type II sont des enzymes de faible poids 

moléculaire (40 à 65 kDa) capables d’oxyder le NAD(P)H et de transférer les électrons à un 

groupement quinone (plastoquinone ou ubiquinone) (Jaworowski et al., 1981-a ; 1981-b ; de 

Vries et Grivell 1988, Michalecka et al., 2003, Melo 1999). On les appelle « de type II » par 

opposition aux déshydrogénases de type I qui correspondent au complexe I mitochondrial. 

Ces enzymes ont été mises en évidence dans des organismes procaryotes, des levures (de 

Vries et Grivell, 1988 ; Melo et al., 2001), des plantes supérieures (Menz et Day, 1996 ; 

Ohyanagi et al., 2006 ; Rasmusson et. al. 1999 ; Michalecka et al., 2003), mais pas chez les 

animaux. Chez Arabidopsis thaliana, des protéines Ndh-II ont été identifiées sur les faces 

interne et externe de la membrane interne mitochondriale (Michalecka et al., 2003 ; Elhafez et 

al., 2006), sur la membrane des peroxysomes, et au niveau de la membrane interne du 

chloroplaste (Carrie et al., 2008). Il a également été mis en évidence qu’une co-localisation 

était possible pour certaines protéines Ndh-II (mitochondrie / peroxysome ou mitochondrie / 

chloroplaste) (Carrie et al., 2008). 

 En 2005, une activé NAD(P)H déshydrogénase de type II a été mise en évidence au 

sein du chloroplaste de Chlamydomonas par méthode biochimique (Mus et al., 2005). Cette 

même année, le docteur Pierre Cardol a publié les séquences de 7 gènes encodant des 

NAD(P)H déshydrogénases de type II chez Chlamydomonas (NDA1 à 7) (Cardol et al., 

2005). Les séquences proposées pour ces gènes étaient cependant incomplètes du fait de 

lacunes dans la deuxième version du séquençage du génome de l’algue.  

Les données récoltées au cours de ce travail a) par analyses des EST disponibles, b) 

par séquençage de fragments de PCR obtenus au laboratoire, c) par alignement avec des gènes 

NDH-II d’autres espèces et d) par comparaison avec la troisième version du séquençage du 

génome de Chlamydomonas publiée en 2007, ont permis l’obtention d’une version complète 

de la séquence codante des gènes NDA de Chlamydomonas. Ces analyses ont par ailleurs 

démontré que le gène putatif NDA4 correspondait, en fait, à des régions internes non 

attribuées au gène NDA2. 
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Une figure reprenant la structure des gènes NDA est donnée à la page 66 de cet 

ouvrage. A l’inverse des gènes NDH-II de plantes supérieures, les gènes NDA de 

Chlamydomonas ne semblent pas organisés suivant une structure conservée. Seuls les gènes 

NDA6 et NDA7 présentent une organisation en partie voisine ; les quatre premiers exons de 

ces gènes présentent une taille identique ou proche (voir figure 10.8, page 66). Il apparaît 

également que les protéines encodées par NDA6 et 7 sont relativement proches (71,5% 

d’homologie et 57% d’identité). Les deux gènes étant positionnés l’un à coté de l’autre dans 

le génome de l’algue, il est probable que l’un résulte d’une duplication récente de l’autre. Nos 

analyses ont par ailleurs montré que la taille de la séquence codante du gène NDA7 est plus 

petite que celle des autres gènes NDA et que celle de NDA6 en particulier, ce qui pourrait 

suggérer que c’est NDA7 qui serait la copie la plus récente. De plus, nous avons pu mettre 

l’expression du gène NDA6 en évidence au cours de notre travail, mais pas celle de NDA7. 

L’expression du gène NDA7 a cependant été mise en évidence en 2008 par Nguyen et al., 

dans le transcriptome d’une souche de Chlamydomonas soumise à une carence en soufre et en 

anaérobie stricte (Nguyen et al., 2008), suggérant que l’expression de NDA7 est restreinte à 

certaines conditions. 

  

11.1.1. Classification des gènes NDA de Chlamydomonas 

Chez Arabidopsis thaliana, Michalecka et al. ont proposé une corrélation entre le 

positionnement phylogénétique des gènes NDH-II et la localisation subcellulaire de la 

protéine correspondante (Michalecka et al., 2003). Les analyses phylogénétiques réalisées sur 

les gènes NDH-II jusqu’à présent ont mis en évidence l’existence de plusieurs catégories 

phylogénétiques (Michalecka et al., 2003 ; Bernard et al., 2006 ; Desplats et al., 2009). Les 

protéines Ndh-II identifiées au niveau de la membrane interne mitochondriale se positionnent 

dans un seul clade. Celui-ci peut se subdiviser en trois sous-clades : NDA, NDB et levure 

(voir figure 10.16, page 76). Les clades NDA et NDB comprennent majoritairement des 

protéines identifiées chez des plantes supérieures, ainsi que quelques protéines de levures. 

Chez les plantes, les protéines de la famille NDB se différencient des protéines du clade NDA 

par la présence dans leur séquence d’un motif EF-Hand impliqué dans la fixation du calcium. 

La présence de ce motif semble déterminer la localisation de la protéine. Les enzymes de la 

famille NDA étudiées ont été localisées sur la face interne de la membrane mitochondriale, 

tandis que celles de la famille NDB ont été localisées sur la face externe (Rasmusson et 

Agius, 2001 ; Rasmusson et al., 1999 ; Michalecka et al., 2003 ; Elhafez et al., 2006 ; Vidi et 

al., 2006 ; Ytterberg et al., 2006 ; Carrie et al., 2008). Le troisième sous-clade « levure » 
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comporte uniquement des protéines de levures qui se positionnent sur les faces interne ou 

externe de la membrane mitochondriale. Les autres protéines se positionnent dans un autre 

clade dit procaryotique. Celui-ci se subdivise également en trois sous-clades : famille A, B et 

C. La famille A regroupe la plupart des eubactéries connues, tandis que la famille C comprend 

des protéines de cyanobactéries et des protéines chloroplastiques de plantes supérieures. La 

famille B comprend un mélange d’eubactéries et de cyanobactéries (voir page 76).  

L’analyse phylogénétique des séquences des protéines Nda confirme que cette 

organisation différente reflète bien une évolution distincte. Il apparaît que les protéines nda1, 

2 et 3 se positionnent toutes trois dans le clade eucaryote. Plus précisément, la protéine Nda2 

présente une appartenance à la famille NDB et la protéine Nda1 à la famille NDA. La protéine 

Nda3 se positionne quant à elle dans le sous-clade levure. Par comparaison avec les plantes 

supérieures, ces données suggéreraient que ces protéines devaient être mitochondriales. La 

protéine Nda5 se positionne dans la famille procaryotiques C, ce qui ferait de cet enzyme un 

bon candidat pour une localisation chloroplastique.  

Enfin, l’analyse positionne les protéines Nda6 et 7 à l’extérieur des familles proposées 

par Michalecka et al., et Bernard et al., (voir figure 3.16, page 76). Cette région de l’arbre 

comprend cependant une série de protéines d’organismes procaryotiques pouvant former un 

nouveau clade. La technique utilisée pour la réalisation de notre arbre ne permet pas de 

proposer une classification dans le temps des différentes familles, mais nous renseigne sur le 

positionnement des clades les uns par rapport aux autres. Ce positionnement indique que le 

clade comprenant Nda6 et 7 présente une localisation intermédiaire entre le clade 

eucaryotique et le clade procaryotique. Les organismes dont proviennent les enzymes de ce 

clade (A. ambivalens, C. Hutchinsonii, R. sphaeroides, Halobacterium, B. subtillis et D. 

radiodupans) indiquent que ce clade est à classer dans la famille procaryotique. Cependant, la 

proximité de ce clade avec le clade eucaryotique suggère qu’il pourrait représenter  

• soit l’ancêtre commun aux deux clades procaryote et eucaryote,  

• soit la famille procaryotique dont est directement originaire le clade eucaryotique. 

 

Quoi qu’il en soit, ces données nous permettent de proposer l’existence d’une nouvelle 

famille phylogénétique, directement antérieure à la création du clade eucaryotique. Etant 

donné qu’aucune protéine de ce clade n’a été identifiée chez les plantes supérieures, il est 

difficile de proposer une localisation subcellulaire pour les enzymes de ce clade. Une 

localisation mitochondriale est cependant plus probable puisque ce sont des procaryotes non 

photosynthétiques qui composent ce clade.   
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11.1.2. Analyse des domaines internes conservés 

Plusieurs domaines spécifiques, liés à des fonctions élémentaires, se retrouvent dans la 

séquence des protéines Nda. Les domaines des enzymes Nda sont repris ci-dessous :  

� adressage, 

� fixation du NAD(P)H,  

� fixation du groupement FAD,  

� fixation du calcium,  

� fixation de la quinone,  

� interaction avec la membrane.  

 

• Adressage 

Il a été prouvé expérimentalement que l’adressage des protéines Ndh-II de plusieurs 

plantes supérieures est dépendant de la région N-terminale (Michalescka et al., 2003). La 

recherche d’un motif spécifique à un adressage mitochondrial et/ou chloroplastique (voir 

résultat, page 73) suggère un adressage mitochondrial pour les protéines Nda1 à 5, mais de 

manière peu certaine. 

 

• Fixation du NAD(P)H   

Le site de fixation du NAD(P)H, précédemment répertorié par Michalecka et al. 

(2003), est présent dans toutes les protéines Nda de Chlamydomonas. Chez plusieurs levures 

et plantes supérieures, une spécificité pour le NADH ou le NADPH est à mettre en relation 

avec deux acides aminés du motif (voir introduction, page 21). Les deux acides aminés EA ou 

DV positionné directement après le deuxième feuillet β du motif de fixation du dinucléotide 

conditionnerait une spécificité pour le NADH tandis que la présence à cet endroit des acides 

aminés QS entrainerait une spécificité pour le NADPH (voir figure 11.1).  

            β        α                      β 

 

 

               BH  H G G  G   H   H                       H H **          Spécificité  

Nc-Ndi1 241 AN LLHFAIV GGGPTGIE YASELHDLI HDDLSKMYP----D LLKFVRITVYDVSPKVLP 294 NADH 
SC-Nde1 272 AR LLSFVVVGGGPTGVEFAAELRDYVDQDLRKWMP----E LSKEIKVTLV EALPNIL N 325 NADH 
SC-Nde2 257 KRLLTFVVVGGGPTGVEFAAELQDYI NQDLRKWMP----DLSKEMKVI LI EALPNIL N 310 NADH 
Y1-Ndh2 274 KRLLHTVVVGGGPTGVEFAAELQDFFEDDLRKWIP----D I RDDFKVTLVEALPNVLP 327 NADH 
SC-Ndi1 226 RRLLSI VVVGGGPTGVEAAGELQDYVHQDLRKFLP----A LAEEVQI HLVEALPI VLN 279 NADH 
Ec-Ndh  168 NGK VNIA IV GGGATGVELSAELHNAVKQLHSYGYKG---LTNEALNVTLVEAGERIL P 222 NADH 
St-Ndb1 306 RTNLHFVIV GGGPTGVEFAAELHDYVYEDLVKIYP----S VKDFVKITVI QSGDHIL N 359 NADPH 
Nc-Nde1 217 KRLLSFVVCGGGPTGVEFAAELFDLLNEDLTLHFP---RL LRNEI SVHLI QSRDHIL N 271 NADPH 
AtuNdh2 156 QA LLTFVII GAGPTGVEMAGMI AELAHRALPAEFR---NVDTRKTRVLLVEAGPRVLP 210 NADH 
Cr-Nda1 230 SR LLHI VIV GGGPTGVEVAGELTDFI SHEVCVDLMRMYPERAKAMRVTLVEAR-ELLG 287 NADH ? 
Cr-Nda2 239 KKLLTFVVVGGGPTGVEVAAELYDMI EE----DLSKLYPN LVKDVSI QVVELMDHVLS 293 NADH 
Cr-Nda3 309 KAALHFVVVGGGPTGVEFAGTLSDFVRE----DLKKKYPA LMKYVKVTLLQSAQQIL T 363 NADPH ? 
Cr-Nda5 252 GAGGCV VVVGAGYAGVELAATVAERLRA--RGAGGA-----V---A VKVLTPGSHIL E 300 ? 
Cr-Nda6 129 RSAKSVLVVGGGPSGVEMAAEIVDAFAG----------------KA VTLVHGGKRLLA 171 ? 
Cr-Nda7 132 KASKSI VVVGGGPAGVEVAAEIVEAHAG----------------KQ VTLVHPGAQLLN 174 ?  
 

 

 

Figure 11.1 : Comparaison des séquences encodant le 2° site de fixation de dinucléotide (NAD(P)H) des protéines 
Ndh-II de N. crassa Ndi1 (EAA27430) et Nde1 (CAB41986), S.Cerevisaie Nde1(NP-013865),Nde2 (NP-010198) et 
Ndi1 (NP-013586), Y. lipoytica (CAA07265), E. coli (DEECR), S. tuberosum Ndb1 (CAB52797), A.tumefaciens 
Ndh2 (A12824) et des protéines Nda de Chlamydomonas. Les annotations B et H représentent respectivement les 
résidus basiques (hydrophiles) et hydrophobes. Les deux astérisques indiquent les positions des acides aminés 
conditionnant la spécificité de l’enzyme pour le NADH ou le NADPH.  
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L’analyse de ce motif chez les protéines Nda de Chlamydomonas suggère que les 

protéines Nda1 et Nda2 seraient spécifiques au NADH, tandis que Nda3 serait spécifique au 

NADPH. La spécificité de Nda2 pour le NADH récemment a été confirmée 

expérimentalement par Desplats et al. (2009). Pour ce faire, Desplats et al. ont fait produire 

Nda2 par E. coli et ont mesuré la cinétique d’oxydation du NADH ou du NADPH en présence 

de Nda2 purifiée.  

Les protéines Nda5, 6 et 7 de Chlamydomonas semblent bien posséder le motif de 

fixation du dinucléotide (deux feuillets β encadrant une hélice α), mais on n’y retrouve pas les 

deux acides aminés de spécificité (voir figure 11.1, page précédente). Cette différence 

confirme que ces protéines appartiennent à un clade particulier comme évoqué au point 11.1.2 

page 103.  

 

• Fixation du groupement FAD 

Le site de fixation du groupement FAD répertorié par Michalecka et al. (2003) au 

niveau des protéines Nda de plantes supérieures, est présent dans toutes les protéines Nda de 

Chlamydomonas. Cependant, Desplats et al. (2009) ont pu montrer par analyse HPLC d’une 

protéine Nda2 purifiée, qu’elle comprendrait non pas un cofacteur FAD, mais bien un 

cofacteur FMN. Jusqu’à présent, la présence d’un groupement FMN dans une enzyme Ndh-II 

n’a été rapportée que pour quelques organismes (Sulfolobus metallicus, Bandeiras et al., 2002, 

A. ambivalens, Brito et al., 2006 ;  T brucei, Fang et Beattie, 2002). Etant donné le motif de 

fixation d’un groupement FAD identifié dans la séquence de la protéine Nda2, la découverte 

d’un cofacteur FMN est étonnante. Desplats et al. indiquent cependant que les motifs de 

fixation d’un groupement FMN ou FAD pourraient être très proches du point de vue de la 

séquence, mais pourraient différer structurellement (Wang et al., 1997).  

 

• Fixation du calcium 

Le site de fixation du calcium, spécifique du clade phylogénétique NDB, se retrouve 

de manière claire uniquement pour la protéine Nda2. Cette donnée confirme l’analyse 

phylogénétique effectuée.  

 

• Fixation de la quinone 

L’interaction des protéines Ndh-II avec le groupement quinone n’a jusqu’à présent pas 

été citée dans la littérature. Cependant, Fisher et Rich ont mis en évidence en 2000 un motif 

présent chez plusieurs protéines interagissant avec des quinones. Ce motif se retrouve de 

manière claire pour les protéines Nda2 et Nda5 de Chlamydomonas, et de manière moins 
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conservée pour les protéines Nda1 et 3. Il est par contre totalement absent des protéines Nda6 

et 7, bien que la région protéique correspondante soit relativement conservée pour toutes les 

protéines Nda de Chlamydomonas (voir figure 10.9 page 67). 

 

• Interaction avec la membrane 

Il a été suggéré que la région C-terminale des protéines Ndh-II servirait d’ancrage dans 

la membrane, du fait de son caractère hydrophobe (Rapisarda et al., 2002 ; Bernard et al., 

2006 ; Kerscher et al., 2000). Les régions C-terminales des protéines Nda de Chlamydomonas 

présentent bien une hydrophobicité importante, ce qui tendrait à confirmer la fonction de cette 

région protéique. 

 

11.1.3. Etude d’expression des gènes NDA de Chlamydomonas 

La consultation des banques d’EST disponibles de Chlamydomonas nous apprend tout 

d’abord que tous gènes de NAD(P)H déshydrogénases identifiées sont tous effectivement 

exprimés. Des analyses réalisées par northern blotting ont par ailleurs permis l’obtention d’un 

signal net pour le gène NDA2 et d’un signal très faible pour le gène NDA6. La littérature ne 

contient cependant aucun exemple où cette technique a fonctionné sur les gènes NDH-II, 

probablement du fait de la difficulté de la technique à mettre en évidence les très faibles 

expressions de ces gènes (Ma et al., 2001 ; Tepperman et al., 2001).  

 Nous avons ensuite testé l’expression de ces gènes par RT-PCR. Cette technique a 

permis la mise en évidence de l’expression des gènes NDA1, 2, 3 et 6. L’expression du gène 

NDA5 a par ailleurs été obtenue par amplification d’un fragment interne à partir d’une banque 

de cDNA phagique disponible au laboratoire. Seule l’expression du gène NDA7 n’a pas pu 

être détectée, ni par RT-PCR, ni par PCR sur banque de cDNA phagique. Comme dit 

précédemment, l’expression de NDA7 a cependant été détectée par RT-PCR en condition de 

carence en soufre et en anaérobie stricte (Nguyen et al., 2008)..  

En résumé, nos données témoignent de l’expression apparemment majoritaire du gène 

NDA2. Le gène NDA6 semble également présenter une expression plus importante que les 

autres gènes de cette famille. A l’inverse, l’expression du gène NDA5 semble plus difficile à 

mettre en évidence. Il n’est cependant pas certain que cette difficulté témoigne d’une 

expression plus faible du gène, ou d’une impossibilité technique du fait du haut pourcentage 

en GC de la séquence codante du gène. Un haut pourcentage en GC peut en effet rendre 

inopérantes les polymérases et reverse transcriptase qui permettent l’amplification des brins 

d’ADN et d’ARN. 
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11.1.4. Localisation des protéines Nda de Chlamydomonas 

 Par analogie avec la situation observée chez les plantes supérieures, où une bonne 

corrélation existe entre le positionnement phylogénétique et la localisation subcellulaire, il 

était probable que la protéine Nda2 présente une localisation mitochondriale. Suivant cette 

même logique, la protéine Nda5 pourrait présenter une localisation chloroplastique ou une 

double localisation chloroplastique et mitochondriale.  

 Pour confirmer ces hypothèses, nous avions envisagé une localisation des protéines 

Nda2, Nda5 par fusion de leur séquence codante avec une séquence encodant une protéine 

fluorescente. Une telle stratégie a déjà permis de déterminer la localisation subcellulaire de 

diverses protéines de Chlamydomonas (Fuhrmann et al., 1999; Lechtreck et al., 2002), 

notamment chloroplastiques (Nishiyama et al., 2002; Komine et al., 2002). Cette stratégie n’a 

cependant fourni aucun résultat. Malgré l’obtention de plusieurs transformants ayant inclus 

des constructions chimériques NDA2-GFP et NDA5-GFP, ceux-ci n’exprimaient pas la 

protéine correspondante. Plusieurs raisons peuvent expliquer l’absence d’une Gfp dans les 

transformants : problème de repliement de la protéine chimérique, problème au niveau de 

l’expression du transcript, ou encore une dégradation rapide suite à un défaut d’adressage. Ce 

genre de stratégie reste cependant aléatoire. Seul ~1/3 des constructions réalisées par le 

professeur Lechtreck (Université du Massachusetts) ont donné des résultats probants (K. F. 

Lechtreck, communication personnelle).  

Nous avons dès lors décidé d’utiliser une autre stratégie. Nous avons envisagé de 

déterminer la localisation des protéines Nda en modifiant leur expression par RNA 

interférence. L’analyse du phénotype des mutants déficients obtenus pourrait nous donner une 

indication de la localisation des protéines. La technique de RNA interférence a tout d’abord 

été utilisée sur le gène NDA2. Ce gène a été choisi sur base de son expression aisément 

détectable. Deux transformants qui présentaient une disparition totale de l’expression de 

NDA2 furent identifiés. L’analyse du phénotype de ces mutants a clairement montré une 

localisation chloroplastique pour la protéine Nda2 (voir pages 90 à 95). Cette localisation 

chloroplastique a récemment été confirmée par Desplats et al., (2009) par western blotting. 

Cette localisation peut sembler tout à fait étonnante si l’on considère les données 

obtenues précédemment. Les analyses phylogénétiques, et l’analyse du signal d’adressage 

suggéraient une protéine mitochondriale. On peut supposer que les caractéristiques 

« mitochondriales » du gène peuvent s’expliquer par son introduction dans la cellule via 

l’organisme précurseur de la mitochondrie. Le gène pourrait ensuite s’être déplacé depuis le 

génome mitochondrial vers le génome nucléaire par un mécanisme de transfert nucléaire 



Discussion 
 

108 

(Martin et Herrmann, 1998). Lors de ce transfert, le gène NDA2 pourrait avoir acquis une 

préséquence d’adressage chloroplastique. Cette suite d’évènements expliquerait les 

caractéristiques du gène NDA2, ainsi que la localisation subcellulaire de la protéine Nda2. 

Fait très intéressant, le doctorant Renaud Lecler a récemment démontré par analyse 

d’un mutant obtenu par RNA interférence que la protéine Nda3 est également chloroplastique 

(communication personnelle Renaud Lecler ; Terashima et al., 2010), tandis que la protéine 

Nda1 est mitochondriale. Les trois gènes NDA1, NDA2 et NDA3 sont proches 

phylogénétiquement, mais ne présentent pas d’homologie particulière. Deux scénarii sont 

possibles pour expliquer les localisations des protéines Nda1 et 3 : 

• Soit les gènes NDA1 et NDA3 ont également été introduits dans la cellule par 

l’intermédiaire du précurseur mitochondrial. Le gène NDA3 aurait subi la même suite 

d’évènements que le gène NDA2 tandis que le gène NDA1 aurait uniquement été 

transféré dans le noyau sans modification de son « adressage » mitochondrial.  

• Soit les gènes NDA1, NDA2 et NDA3 sont des duplications très anciennes d’un seul 

ancêtre commun introduit dans la cellule. La duplication de NDA2 et 3 serait donc 

postérieure à l’acquisition d’une préséquence chloroplastique pour ces gènes. 

 

Quel que soit le scénario réel, ces découvertes indiquent clairement que le lien entre 

l’origine phylogénétique et la localisation subcellulaire observée pour les plantes supérieures 

n’est pas applicable à Chlamydomonas. Cette divergence peut provenir d’une pression 

évolutive différente. Les plantes supérieures possèdent un complexe Ndh, homologue du 

complexe I mitochondrial, dans leur chloroplaste (voir point 5.4, page 30). La fonction des 

Ndh-II est donc probablement redondante avec ce complexe. Par contre, Chlamydomonas est 

dépourvu du complexe Ndh. Il est possible que l’apport des protéines Nda au sein du 

chloroplaste ait rempli une fonction dont Chlamydomonas ne disposait pas. Cet apport a pu 

présenter un atout évolutif qui a stabilisé cette mutation. La fonction NAD(P)H 

déshydrogénase mitochondriale est assurée par la protéine Nda1 et éventuellement Nda6 et 7.   

 En conclusion pour cette partie du travail, nous avons pu confirmer l’existence de 6 

gènes encodant des protéines ayant toutes les caractéristiques de NAD(P)H déshydrogénases 

et les séquences de ces gènes sont désormais complètes. Le travail réalisé au cours de cette 

thèse a directement permis la localisation chloroplastique de la protéine Nda2. Nous avons 

également pu proposer l’existence d’un nouveau clade phylogénétique intermédiaire entre les 

clades eucaryotique et procaryotique proposés par Michalecka et al. (2003) et Bernard et al. 

(2006).  
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11.2. Etude de la fonction d’une déshydrogénase chloroplastique 

L’existence d’une activité NAD(P)H déshydrogénase dans le chloroplaste de 

Chlamydomonas a été démontrée en 2005 par des mesures de flux d’électrons 

photosynthétiques en présence d’inhibiteurs du photosystème II, de la chaîne respiratoire et 

des Ndh-II (Mus et al., 2005). Au cours de ce travail, deux mutants présentant une forte 

réduction de l’expression du gène NDA2 ont été obtenus. L’étude des variations de la 

fluorescence chlorophylienne des deux mutants montre que la capacité de ces mutants à 

réduire de manière non-photochimique le pool de plastoquinones est largement diminuée (voir 

point 10.6.2, page 92). Le suivi des modifications de la distribution de l’énergie d’excitation 

entre les deux photosystèmes à la suite d’une inhibition de la respiration montre également 

que la capacité des deux mutants à passer de l’état 1 à l’état 2 photosynthétique (voir point 

5.2.2, page 25) est également diminuée. Les transitions d’états sont initiés par des 

changements de l’état rédox du pool de plastoquinones (Wollman, 2001 ; Rochaix, 2007), lui-

même en équilibre avec l’état rédox de la cellule (Bulté et al., 1990). Dans ce cadre, la 

protéine Nda2 pourrait servir de « senseur » du métabolisme de l’algue et permettrait 

d’adapter les flux de transport d’électrons chloroplastiques en fonction des besoins. En cas de 

libération suffisante d’ATP par la mitochondrie, le potentiel rédox de la cellule reste faible. 

Le NADH libéré par le cycle de Krebs étant consommé dans la phosphorylation oxydative. Si 

le rendement de la phosphorylation oxydative diminue, en condition anaérobie par exemple, 

le NADH s’accumule dans la cellule. Dans ces conditions, la protéine Nda2, ainsi que peut-

être la protéine Nda3, permettraient l’oxydation du NADH en excès en injectant les électrons 

dans la chaîne photosynthétique. Le passage à l’état 2 consécutif à la réduction du pool de 

plastoquinones par les protéines Nda pourrait participer à l’établissement d’une voie cyclique 

majoritaire de transport d’électrons autour du photosystème I et du cytochrome b6/f 

(Wollman et al., 2001 ; Finazzi et al., 1999),ce qui est favorable à la synthèse d’ATP.  

Ces dernières années, plusieurs études ont mis en évidence le rôle de l’amidon comme 

l’une des sources d’électrons pour la production d’hydrogène par Chlamydomonas (voir 

introduction, page 34). L’amidon, par l’intermédiaire de la glycolyse, permet la synthèse de 

NADH. Ce NADH doit ensuite être réduit et les électrons transférés à la chaîne de transport 

d’électrons photosynthétique. La nette diminution de production d’hydrogène par les mutants 

Nda2-RNAi confirme la fonction de cette protéine au sein de la cellule. Le fait que la 

diminution de production d’hydrogène observée pour les mutants ne soit pas totale indique 

que d’autres sources d’électrons sont présentes dans le chloroplaste. On peut suggérer que la 

protéine Nda3 complète l’action de la protéine Nda2. L’obtention de mutant Nda3 déficient, 
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et de double mutant Nda2/3 déficient permettrait d’avancer dans l’appréciation quantitative 

des flux d’électrons vers le pool de plastoquinones. De tels mutants permettraient aussi de 

mettre en évidence différentes voies de réduction non-photochimique des plastoquinones. Ce 

travail est actuellement réalisé par le doctorant Renaud Lecler dans les services des 

professeurs Claire Remacle et Fabrice Franck. 

Par extension, la surexpression des protéines Nda2 et 3 pourrait permettre d’augmenter 

le flux d’électrons non-photochimiques permettant la production d’hydrogène et donc 

d’augmenter cette production. Cette hypothèse est actuellement testée au laboratoire de 

bioénergétique et biotechnologie des bactéries et microalgues de Cadarache (G. Peltier, 

communication personnelle). Les résultats obtenus seront, à n’en pas douter, passionnants.  
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Annexe 1: Séquences des gènes NDA  
 
NDA1: cDNA : 3107 - Codant : 1653 - Protéine : 550 - DNA  : 7274 
 
>NDA1cDNA 
TGTTCCACAGCCCTCGCTTGCATGAGAGAGGACAGCTGGCCATTGTTACGGCTAATTGGGGTTTCGCCCTTAGGAAGCTGCTCTCGAAACCCGG
CCAACTTTGACAGAGCGCATTTTGCCGGAACAACCCCTGTGAAAGGGCCTTAGCTCTAAAGATTTTGCCATGGCTGCTTCGGCGCTTCTTGCCA
CGGTTGCCTCGAGCTACATAAGAAGATCAAGCGGCGTGGGGACCTCCCTCCTCGGCGCCTTCAGCAACGACCATCGTCCCTGCGGCACAGCAGT
CTATCAACACCTGCGCAGACTAGCTGCACAGGCTCAGGCCAGCAAGAAGACCGCGAGCTCCGACCAACTGCCCCTAAAAACGGGGCGCCAGAGA
CTCGTTGTTCTCGGCTCCGGCTGGGCAGCGGCGAGGCTTCTTCATGATATTGACCCCAACCTGTACGACCTGACGGTCATCAGCCCCCGAAACC
ACATGGTGTTTACTCCGCTACTGGCTTCCACCACTGTGGGCACCCTGGAGCCCCGCAGTGTGGCAGTGCACCTGCACGAGATACAGCCCTGCCT
CAGCCGGCCCTCCAGTTCCGTGTTCATTGCCGATGCCCATGCGGTCGACGCGGCCTCCCGCACCGTGACGTGCCGCTCCGTCGACGGACTGGAC
TTCAGTGTGCAGTACGACAAACTGGCCATATGCACCGGCAGCCAGGGCAGCACCTTTGGTATTCCCGGTGTGCTGGAGAACGCGCACTTCCTGC
GTGATGTCAAACAGGCAGACGCCATCCGTCAAAAGCTGATTGAGAACATCGCGCTGGCGGGAGTGCCGGGTGAGCCCAGCCGGCAGCAGGACGA
GTTCTCGCGGCTGCTGCATATCGTGATAGTGGGTGGCGGCCCCACGGGGGTGGAGGTGGCGGGAGAGCTCACCGACTTCATCAGCCACGAGGTG
TGCGTGGACCTGATGCGCATGTACCCGGAGCGCGCCAAGGCCATGAGGGTCACGCTGGTGGAGGCGCGTGAGCTGCTGGGGTCGTTCGACGCCT
CGTTGCGCGAGTACGCAGCACGCAAACTCATCCAGGGGGGCGTGCTTCTTCGCAAGGGCATTGTGCACGAGGTGACGCCGCGCGAGGTGGTGCT
CAAGGACGGCACGGTGCTGCCGTACGGGCTGTGCATCTGGAGCACCGGAGTGGGCCCCACACCCTTCTCACTGTCCCTGCCCTTTGCCAAGACC
GCCGTGGGCCGCATTGCAGTGGACAAGTACATGCGCGTGCTGGCGCCGCCCTCCCCAACCGCCACCAGCACCAGTGCCGCCAACCCAGCGCCGG
CCACGTCGCAGCCACAGCAATCAGAGCCGACTAGCCAAACGCCAGCCGGTTCAACGGGCAAGGTTCCGGGCCTGTTGGCCGATGAGAGCGACAC
GCCCTCCACCGCCGGCCTGGCCCCGGTGCCGCACGTGTACGCGCTGGGGGACGTGTGCGCCAACCCCGACAAGCCCCTGCCCGCGCTGGCGCAG
GTTGCTGAGCAGCAGGGCCGCTATCTGGCCAGAGTGCTGAACGAGCTGGCGCGAGGGCCGCCCCACGGCGTGCCGCAGCACACCGAGTTCGTGT
ATCGGCAGCTGGGCGCCATGGCCACTGTGGGCGGCCACAGCGCCGTGCTGGAGCTGGGAGACGCCGGCCGCCGCCACCTCAGCCTGGCGGGCTT
CCTGTCCTGGGTGGCCTGGCGGTCCGCCTACCTCACACGCCTGGGCTCCATCCCCAAGCGCCTGGCGGTAGCCTTCGACTGGAGTATTACCATG
ATCTTCGGCCGCGACCTCAGCCGCTGGTAGCCCTGGGACTAGGGCGGCTGTAGCCGTGTGGCGGGCGGCGCGGCCCACAGCAGGGATGTAGGAA
AGTGAGCAGACGGCACGGCCTGGGTTATCGACGCCATTGAAGCCGCGTGCGTGACAACCTGATGCCGCTGCGGAGCCTTGCAGCTTACGTGGCT
TGGGGAGCAAGCATCTTCGCCCTCCGGGCAGCTGAGGCAGACGTGCGTGCGCTGTCACTCTGTCAGCCCGGGCCCGGAGTGTGATGGTTTAATT
GGTGTAGCTGCGTGTCATTTCCATCCATCACGCTGTATATGGTCAAGTATTGATTGCTAGTTGCTGCGTAGGCTGCGCCAGGGGAATCCCTGGA
CTGCACGGATGTTTGGGACGCATGTGGCCCAAACAGCAAGGCGCACGACCGTAAATGAACAAGTGCAACATAGTTTGGACAGCGCTGCACCTAC
GGGTGAGCCGTAGAGCGCACCGGGGGCCATGGGCCCATGGCAAACCGCAAACGCGTTACATCGGATGGCATTAATAAGTGGCCCCCGTGTTGGG
CCGTAACCAGTTCGCAGTTTCGCATACAGTCATAAGACCTCAGCCTCTCAAACGGGGGGTAGAAAGCTCAGGTTCTTACCCCATGCTCAATATT
ACAGAGCTTTAGGAGAGCATCATGCACGTACTTCTAGTTTTTTAAGGGGGTGTCTGGTGAGGAAGTTCTGGGCCGCCAAAGTTGGGGGGGCGGA
CCTCGTCCCTGGGGGTCCGTCGGGTTTCGGGAGCTCATCCTGGCGGATTTCGGGAAGCGCCCCACAAGCAGAACTAGGGGCCAAACGCAGCAGT
ACGAGGCTCATATGTGCACGTTATGACGTAGTAAGCACAAACAAAGCGTGGGAGGGCTAAGTTGCGCGTCCGGGCGTGGACATGGGCCATGTCT
CCACATTCAACACACGCGCACTGACACTGCTGGGCTCTGAAGCGCTGGTGCGCATGAGTTCACGTCTAACAAGGCTGCCGATGCACATTGTCCA
TTCGTCGCGCGGCAGAGAGTTGAGCGCGGGTTCACGGGGTGGTCTGGGTCGAGGGGATTTCCATGGATAGGATCCCGCCTGTGACCGAAGTCCC
AGAACAGGACCGCTGATGGCACGGAGTGATAGTGCTCGTCAAGAGGAGTCAATTGACACCACTTTGGTACTAAATGGAGGGGTTTTAACCCCTG
AACAACAAGGTTTGTCCGTCGGGGGGGCGGTCGTCCCCTCAAGGGGGGTCCCGGGGGATTTCGGGGCATGGGGTCTGGCACTTTGTTTCCGACC
CCCCC 

 
NDA1: cDNA : 3015 - Codant : 1857 - Protéine : 618 DNA :  > 9852 
 
>NDA2cDNA 
CAACGTCTGCAAACATGAACATGTTGCTTCAACAACAGAAGCTCGCTGCGGGCTGCAAGCAGCGCAGCGTTGCGCAGCCCTCGCGCGGATGCGT
CGCTGCCCACACCGGCCTGCGCTCTGGGCGCGTTGCTTCCCGTCAACGATCAGTGACGACTGCGGTCATGACACCGCCGGCGAAGTCGGAGTCT
TCGAGCCCGGTATATACCACCATGAGCCTTGATGGCCAAAACCTCAAGACTGCTAAGCCTCGCCTGGTTGTGCTGGGTTCCGGCTGGGGCGCCA
TGTCGTTCCTGAAGGCGCTGCCGACCAGCATCAGCTCGACCTATGAGCTCATCGTCGTCTCGCCTCGCAACTACTTCCTGTACACGCCGCTGCT
GCCGGCTGTGGCGACCGGAACCATGGAGGAGCGTTCCATTGTGGAGCCCGTGCGCAACTTCATCGTGGGCAAGGGCGAGTTCTACGAGGCTCTG
TGCAAGGACATTGACCCGGTCGCCAAGGAGCTGGTGTGCTGCTTCCCGGAGGACGCGGGGCTGGACAGCGCCTGCTTCAAGATGAGCTACGACG
TGCTGGTCATGGCGGTCGGTTCAGTGAACAACACGTTTGGCATCAAGGGAGTGGACCAGTACTGCTTCTACTTCAAGTCCATTGAGGACGCCAA
CAGGCTGCGCTCGCGCGTGTCGGAGTGCTTTGAGCGCGCCGCCCTGCCTGCCACACCCGAGGAGGAGCGCAAGAAGCTGCTGACGTTTGTGGTG
GTGGGCGGCGGCCCCACGGGCGTGGAGGTGGCGGCGGAGCTGTACGACATGATCGAGGAGGACCTCTCCAAGCTCTACCCCAACCTGGTCAAGG
ACGTGTCCATCCAGGTGGTGGAGCTGATGGACCACGTGCTGTCCACCTACGACCGCGCCATTAGCCTGTACACCGCCGAGCAGTTCAAGCGCGC
GGGCATCAAGCTGGTCCTCAACAGTCGTGTGGCGTCCGTGGAGGACGGCGTGGTGCGGGTGGTGAACAAGGCCAACGAGAGCGTCGACATCAAG
TTTGGCGCGTGTGTGTGGGCCACTGGCATCGCCATGAACCCGCTGGTGCGGCAGCTGCAGGAGAAGCTGCCGGGGCAGAGCCACTTCAGGTCTG
TGCTGACAGATGACTGCATGCGCGTCAAGGGCAGCGACGGCTCCATCTGGGCGCTGGGCGACGCCGCCACCATTGACCAGCCCAAGGCGCTGGA
CTATGCCGAGCAGCTGTTTGAGCAGGCCGACACCAACCGCGATGGCCGCCTAAGCTTGGAGGAGCTGCGGGTGCTGCTCAACACCGCATCCAAG
GAGTTCAGCCACCTGGAGGAGCACGCGCGCTTCCTGGACAGCCAAACCGGCGTCAAGCGCTTCGGCGGCCTGGTCGCCAAGTCGCTCAGTCCGG
CGGATGCGGCGGCGGCGGCGGCCAGCAACAGCAGCCAGCCCTTTGCGGTGCTGCTGGACGGCAATACGGAGATCTCCAAGGAGCAGTTCAAGGA
CATTCTTGGCAAGGTGGACAAGGGCCTTCGCGCGCTGCCTGCCACGGCGCAGGTGGCCAACCAGCAGGGCAAGTACCTGGCGGCGGTGTTTGCG
GGCAACCGCGTCACGGGGGCCCCGGAGCTGGACGCAGCGCTGGCGGACAAGATCAAGCCCTTCAGGTACTTCCACAAGGGCTCGGCCGCCTACG
TGGGCAGCGACAAGGCCGTGTTCGACCTGCCCAAGTTCGGGCCGCTCACGGGCACGGGCGCGGGCTTTGTGTGGAAGAGCTACGAGACGATGTC
GCAGTTCTCCTTCCGCAACCAGTGTCTGGTCGCCGCCGACTGGCTGCGCACCAAGATCTTTGGCCGCGACATCTCGCGAGTGTGATTTGTAATC
TTATTACCGATTTTGCGACGTGGCTAGCGCTGTTGCGTGATGTATTTGTATGTTTGTGTGCGTGTGTGTGTATGCGCGTATGTGTCTTGCGTGG
CGTGAAGCCATGTCTGCGAGATGTTTGGTTGAAGCGCCGCAGGTCGTGTGGCGTCGGTGTGTGGCGAGGAGCGAGGAGTTGCGCGGCGCCACAT
CTCGGAAGCTGTGCGCTGGATGGGCGCTTTGAAGCAGGCAGGACACAGCAGCAAGCTCCGCGTGACTTCTCTTATGTTGCTGGAACCGGCGCTG
TGCGCGCGTGCGCGGTGCGTGTGTGTGTGTGCGCGCGCCTCGCCGGGATTGGTTCGTATGGAAGGTGGGTGCGTGATTGCCGTCGCCGGGGGCC
GCGTACGTGGATCAAACAAGCGCATTGTGGGCGCCTAGAAGCAAAAGAGTGTATCGAGTGAGCCGAAGCCGGAGGGGTTATCTGGATTCGGGGG
AGAGAGATTCGTGTAGTTTGCGTGAGCACAAGCGACTGTACCGTACGTCGAGCTGACATTGACGACTAACGTCGACTAATCGCATTGACGACTT
ACGTCGACTAATCGTATTTAACACCAGAAGAAAGGGTTGGGTGCCATTTGGTGACGAGACTTGCCCGTGGAAGGGGCACGTGTGCACCGCGGGC
CGTCTGTGTGTGTGTGTTGGGAGGGGTGTGTGGGTGTGGGTGTTCAAGCGCCCAGCCAGCCAGGTGGCGATGGCGTTACGACAATGGGAGCGGC
CGAGCGGGAGGTAGGAGCGAGAGGGCGTAGCGTGTGTGGGGTGTGGTTTGCACGCAGCTGCCGGTTTCCGTAGCTGTGGGTTTCCCTGTTCCGG
GGACGAAGATACGAGCGCCGTCCGGACTGTTGTACGAATCACGCGTAGCAGTGCGGTAATGCGAATTGAGTCGCGCCTGCCCGCGCCTGCCCAA
GGAATCGTCGCCCAACCCTGCGCTCAGGGGAGGCCGGGAGGGGCATTTTCATCCAGCTGTGGCTGTGTGATGGGACAGGGTTTAGGCAGGTTGG
CGAGGTCTCGTGTGGTGCAGCTGACGCCCATACCCCAGCAGTGGCTAGGTGAAGGAGCCTGGCGGCGGAGGCACAGCTGCGCCTGACATAAGTA
ACGCTGC 
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NDA3: cDNA : 3407 - Codant : 2202 - Protéine : 734 - DNA  : 7038 
 
>NDA3cDNA 
ACAACTCACTTACAATACAATAGAACCATTCAAACGCCCAGAAGAATGAGGACGAGTATTCCCTGTCGAGGTGGAAGGGTTTCTTCTCGAAATG
CTGCCACACAGCGGCTTGCTGTCGCGCCAGCTGGTCGGAATTGCCCGCGCGGCCGCACCGCAGTTCGCGTGCGGGCTGAGGCACCCCGTGATGG
ATCGCCCACTGCTTTGAAGGAGCCCCCGACCAAGGCCCCGGCGACGGCCCCTGCGCGCACGCCGCTGGCGCCGCCCAGCCCCGCGCCCGCGCCC
GGTCCCCAGTACTTTCCCAAGCCCGGCGACCCGCAATGGCCGCCCCAGCGCCCCTTTGCCGCCATCGCGCTGGACAACCTCTTGGATAGCGTGG
TGGACGTGGGGCGCCATCTGGGTCGCATGAACGTGGAGGCAGACAAGCTGGCGATGCGGCAGCAGGAGCAGCTGGTGCCGGGCGACAACGGGCG
CATGCGGCTGCGCGCCTCCACCAAGCCGGTGGTGCTGGTGCTGGGCAGCGGCTGGGGCGCGCACTCGCTGATCAAGGTCATTGACACGGACACG
TACGACGTGGTGGTTGTGTCCCCCCGCAACCACTTCCTGTTCACGCCCATGCTGCCCTCCACGGCGGTTGGCACGGTGGAGTTCCGCTCCCTGC
TGGAGCCCATCCGCACCTCCAACCCCTGCGTCACCTACCTGGAGGCCGAGTGCGACAGCCTGGACCCGCACACCAAGGTGGCGGTGTGCACGTC
CTCCTTCGCCTACGACGACGGGCGGCGGCCGCAGTTCGAGATCCAGTACGACAAGGCTGTGGTGGCGGTGGGCGAGCAGCCCGCCACCTTCGGC
GTCAAGGGCGTCAAGGAGCACTGCTTTTTCATGAAGGAGGTCAGCGACGCGGTGGCCCTGCGCAAGCGCATCGCCGAGAAGTTCGAGCTGGCCA
GCCTGCCCGGCACCAGCGAGGAGGACCGGAAGGCGGCGCTGCACTTTGTGGTGGTGGGCGGCGGCCCGACCGGCGTGGAGTTCGCAGGCACGCT
GAGCGACTTCGTCCGTGAGGACCTGAAGAAGAAGTACCCGGCGCTCATGAAGTACGTCAAGGTCACGCTGCTGCAGAGTGCGCAGCAGATCCTG
ACCCAGTTCGACGCGGGCCTGGGCCAGCGCGCCACGGAGGCGCTGGAGAGCAGTGGCGTGGAGGTTCGCACCGGCGTGCGCGTGGTGGAGATCA
CCATCAACAAGGTGATGCTTGTGTCGGACGCGCAGGTGTTGCTCAAGGGTGGCGAGGAGCTGCCGTACGGCGTGTGCGTGTGGAGCGCCGGCAA
CGCGCCCCGGCCGCTGGTGACCCAGATCGCCAGCCAGGTGGCGGAGCAGGCGGCCGCGGCCGAGGCGCCGCCGAACGCCAAGCTGTGCGTGGAC
TCGTTCCTGCGTGTGGTGGGCGCCACCGACCTGATGGCGCTGGGCGACTGCAGCCTGGTGCTGGGCAACAGGCTGCCATCCACGGCGCAGGTGG
CGGGCCAGCAGGGCGCCTACCTGGCCCACCTCATCAACAGCCAGTACCAGCTAGGCGTGGGCGGCTACACGCAGCCGCCGCCCTTCCAGATCGT
CAAGCGCAACAAGCTGCAGGTGTGGGCGGGCGCGGGCGGTACAGGCGCGTATGCTCTGCAGGCGGCTGCGGAGGAGAACGCGGTGTTGTCATGG
CTCACCACAGCCATGATGGGCGGCAAGACCCGCATCCAGGCGTCCAAGGAGGTGGCGGACGCCATGTTCCGCATGGACGCGCCGCCCTGGGTGC
GAGTGCACTCGGAGTCGCTCACAAAGGCCACGCCGCTGGATAAGGAGGCCCCGCCCGGAGGCGCCAAGGCCGTGTGCGACATCTCCGCGGTGAT
GGCCGCCGCCGCCGCGGCCGGCGGCGCCGACCCCGTCGCGGTGGCCCGCGCCAGCGCTGACTGCCTGCGCTCGCTGGAGGAGGAGGAGCTCAAG
GCGCGCGAGGGCGCCGAGGCGACCGAGGTGCGCTACTACGACCGGCCCTTTGAGTTCCTGTCGCTGGGCATCATGGCCTATGTCGGCAACGACA
AGGCTCTGACGCAGGTGGAGGCGTTCGACGTCATCAATCTCAAGCTGTACGGCAGCGTGGCGTTCCTGCTGTGGAAGTCCGTGTACATCACCAA
GCAGGTGTCGTTCCGCAACCGTGTGCTTATCCTGTTCGACTGGATGAAGACTCGCGTGTTCGGGCGCGACATCTCGCTGTTCTAATCTCGGAGC
GCTGGAGCAGCTGTTCTAATCGCGGAGCGCTGGAGCAGCTGTTCTAATCGCGGAGCGCTGGAGCAGAAGCACCGGTCGTCGGCGGTGGTGGCCG
CCGCGGCTGTACAGGGATGCAGGGGAGCAGCGCGCAAGCAGCGGCGCTGCACGCAGCGCCCGAGTACACGCTGTGACATTAGCGGTACAGATGG
CGACGGGGTCTGGCATGCGATGCCGTGCTTCCTGGGTCTTACCATTTGAGGGGACCCCCGTCCCGGGGCAGAGTGTGTGGTGTTGCGGAGCTCT
GCTCTGCTGTGTCCGCAGGCACGGCAGGCAGACGTGCATTGGCATTGGAGCGGAGCACGAGAAGTACATCGTTGCACACCGTTGGGGGCAGGAC
CAAAGAAGAGTGATGTGGGGTACAGAATGCTTTTCTGCGGCAATAATTCTTTTACTGAATCCATGGGGTGTTTCTTATTCTTAGCTCAAAGTCT
GTACATGTTGTGCACGTGCTGAAACCGCGTGTGCCGGTTGCGCGAGTCCTCTCATCACCAAACTAATAAGCTGCAATATTGCGGCGCGTTGTCC
AGGTTCGCTGTTGTTTTGGCGCACATGCATGGCGGCGTATCTTATATCTGTCGCCTGTGAGACGCAAGGCTCTGTCGTTCTGTAGGCTTACTTC
TGGCATTCAATCGTGGGGAGGCAGCGCTTTGCCTACCAGTGCTGCATGCTGATGGCTGCTTGCCGATGTCACCATTGGCGCCGGCGGCGTGTCT
GCTGCCAGTGTGAGCCTCATACATGGCGCTCCGCATCACTAGAGCGCGAACCTATCTATACATCTATACCACGCGTGATGTGGGGTGTGCAGCA
GGCCTGGAGTTGAAGTAGAGCGTGAAAGCAAGTTTTGGGTCGTGTGGGTGAGAGGCCGGGTGCGTGGTGGTGCAACGCGGCGTGGTGTGCGTGC
GTGAAGTTGAAGAGTGAGGTTTTGTATAAACTTTTGTTGGCAATTAACGCCTGGTCGCCAGCGGGGACACTACCACCTCGTGTATTGCTAGCAA
TGACGTAAGCGTGGTGGTGGGCTGGCCTGCCGCCTCCATGCGCACGCATGGGCGGCCGTTGCGGAGCCAGACAACATGCACCTGCTGTGGCGCT
CTTGTGTAATAATATCGTGCTTG 
 
NDA5: cDNA : 1834 - Codant : 1821 - Protéine : 606 - DNA  : 6047 
 
>NDA5cDNA 
TTCAGTTTCTTCGATGCTTGCGTTCAACTCTTTGGCAGCGAGCCAGCCTGCGACGAGCGCTAGGAACGCTGCGGCAGCGACCCCTGTATACTCC
AACATGCAGCGTAGCGTCTCGCGCATGCAGCGCCTTGGCCTTTCAAGCGTTTTCGCCGGCGACTGGAGCGGGGCAGCGCGGCTGATGGGCTTCC
GTGCGGCCGGGTCACAGGCTCCGCACGGCGCGCGGGCTGTTGCGACGCAGGCCACAGGCTCCCCCGCCTTCGGCCCCGGCACCTCCTCCGGCCA
CCACTCGCCGCGTGTGGTGGTGCTGGGCGGCGGCTTCGGCGGGCTGTACGCGGCGGTGCGGCTGGAGCAGCTGATGTGGCCGCGCGGCAACAAG
CCGCAGATCACGCTGGTGGACCAGGCCGACCGCTTCGTGTTCAAGCCGCTGCTGTACGAGCTCATCAACGGCGCCGCCACCGCCGACGAGGTGT
CGCCCAGCTTCGAGCAGCTGCTGGCGCCCTACCCCATCCGCTTCGTGCAGGCCCAGGTGGCCTCCGTGTCGCCCGCCGCGCCGCACGCCGACGC
GCCCGACCCGGACGCCCCCGACGCCGCGGGTGCGGTGACGCTGTCGGACGGCACCCAGCTGCCGTACGACTTCCTGGTGGTGGCGCTGGGGGGC
CAGCCCGACAGCCGGGGGGTGCCGGGGGTGAAGGAGTGGGCCGTGCCGTTCGCCGGGTATGAGGACGCGCTGAGGGTGAAGGGCACGCTGGACC
TGCTGTCTGACGCCGGCGCGGGCGGCTGTGTGGTGGTGGTGGGCGCGGGCTACGCGGGTGTGGAGCTGGCGGCCACAGTGGCGGAGCGGCTGAG
GGCGCGGGGGGCAGGCGGCGCGGTGGCGGTCAAGGTTCTCACTCCCGGCTCCCACATTCTGGAGGGCTGTCCCGAGGGCCAGGGCGAGGCCGCC
AGCAAGGCGCTGGCGGACCTAGGCGTGGAGGTGCTCACAGGCGCACGTGTGCTGGGCCTGGACCCGCCGCTGGCCGCCTCCGACGCCGGCGAGC
AGTCCCCTGCCGCCGGCACCTCCGCCGCCGCGCTGCCCACCGCCTGCCGCGTCAGCTACAGCCTGGCTTCCGACGCCGGCTCCGCCGCGGGCGG
TGCGGCGCGCAGCCACCTGGGTGCGGACCTGGTGGTGTGGACGGCCGGCACCAGCCCCGCCACCCGCGAGGCGCGCGCAGGCTTCCCGTTCCCC
GTCAACGCGCGCGGCGCCCTCGAGACGGAGCCCACGCTGCGTGTGTCCGGCAGTGACAACGTGTTCGCACTGGGTGACGTGGCTGTGGCGGCGC
CCAGCCCCGCCGACCCACACCACACCCAAGCCCTGCCCGCCACAGCGCAGGTGGCCTTCCAACAGGCCGACTACGCCGCCTGGAACGTGTGGGC
CGCCATCAACGGCCGCCCGCTGCTGCCCTTCAAGTACCAGCACCTGGGCTCCATGATGGCACTGGGGCAGACCAACGCCGCAGTGGCTCTGCCC
ATCCCCGTGCCCACCGCACTCGCCGACGCAGTGCGCTCCTCACCCCTGGGGCCCCTGCTCTCCGCCGCCGGCGTGCGCGTCGGCGGAGCCGGGC
CCGAGGCCGAGGCCGCGGTGGCGGGCGCCGCTGCGGCGGAGGGCAAGAGCTCGGCGGTGGGCGACAGCGGCGTGACTGTGGAAGGGCCGCTGGC
GCAGCTGATGCGGCGCGGCGCGTACCTGTACCGGCAGCCCACGAATGAGCAGCGGCTTAACGTGGCAACGAGCTGGGTGAAGCTGGGGCTGGAG
GCGGCGGCGGCACTGGCGGGCGGCAGCCGCCGAGGAGCTACGCTGTAA 
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NDA6: cDNA : 3909 - Codant : 1506 - Protéine : 502 - DNA  : 6176 
 
>NDA6cDNA 
CGCCGCGCGACTCCATTGAACGGTTTTGTGAATCCATTCGTCCCTTTAACTGAGCCGCCCTTCGCGTACAAGCCCTGCACTGCGCAAAGATAGC
GGCAGATTAGTTCGCTCTAGAGATAACAGCACTGCGACAACAGTCATATAGTACTAAGCGCTGGGTTCTATCTTTGGCGCCACCGGCTCGGACC
GTGGTTTCTGTCTGACGCCTCGGAGCTTACACCGCGTGTTTCCACTGCCTCTGGCAGCCTACAGCCATATCGAGACATTTTTCCGCAAAGCAGG
GCGCATACAAGCTCGCGTCCTGAACAGAAGCGAGTAGCGGTGTTGTTGGGCCTCAAGCATTTCGACCAGCTGGCAGCAGCGCAGATTATAAGCT
GCATAGTCACGGAGGCATGCCTGCCGATAAACCACGACTGCTTATCCTTGGTGGCGGACCCGCTGGAGTCATCCTTGCTCAGCGCTGCTGTTCA
AGCTTCGTAGTGACCCTCGTCGACCCTAAGGAGTACTTTGAGATCACATGGGCCACGCCACGCGGCCTGATGGACCCCCGGGTGGCGGCAGCGG
CTGCCATCAACTACTGGGACATTCCGGACCTAGGGCGGGTCATCCAAGCACGTGTCACACAGCTGACATCCCAGTCGGCGCTGCTCAGTAGCGG
CGACACGATCTCATTCGACTTCGCGGCGGTGTGCTCCGGCTCCTCCACCTCGGAGCTGTTCAAGTCGGCGGCCGCCACCAGCCGGGGGCAGCGC
CTGGCGGAGATGAAGGGCGAGATCCGCTCCGCCAAGTCGGTGCTGGTGGTGGGCGGCGGGCCCAGCGGCGTGGAGATGGCGGCGGAGATTGTGG
ACGCCTTCGCGGGCAAGGCCGTCACACTGGTGCACGGCGGCAAGAGGCTGCTGGCGGAGCTGCCGCCGCGGGCGGGGGCCGCGGCGCAGAGGTG
GCTGGAGGCACACCACGTCAAGGTCATGCTGGGTCGGCGCGTGGAATCCAAGCCCCCGCCCGACGACCCGTCCCTCGGTGCCACCTCCGCCACC
GGCACCACCGCCACCGGCACCCACAGCGGCAGCGCTCACACCGCCGTCGGCGGCGCCGTGGCGGCGGCTGTGCCTGATGAGCGGTCCTGGTCCG
GCGCCGGAAGCTACGCCCACTCCCACGCCGCCGCCGCCTCCCACCCCGACGGCGGGCATCACACGCACCACGCCCACAACCCACTGCTGGACAG
CGCGGGGGCCGCCGCCGCCGGCCTGCCGTCGGTGGTGCGGCTGAGCGACGGCTCCTCACTGGCGGCTGACGTGGTGCTGTGGTGCACGGGCAGC
CGGCCGGCGGCGGCATTCATGGCGGGCGGCGAGCTGGCGGGCTGCCTGGACGAGCGCGGCGCCGTCAAGGTGCTGCCCAGCCTGCAGGTGGAGG
GCCACCCGCACATGTTCGCGCTGGGGGACGTCAACAACGTGCCCGAGACCAAGCTGGGCTTCCTGGCGGCCAAGCAGGCGGAGCTGGCGGCGGC
CAGCCTGCAGGCGCTGGCGCGGGCAAAGGCAGCGGGCGGGCCGGCGCCCAAGCTGCAGCGCTGGAAGCCCAACGGCGGCACGCTGGCCGTGATG
ATGGTGACGCTGGGCCGAGATGACGGCGTCATGCGCGCCGGCGGCCTCGTGTTCAGCGGCTGCGTGCCGGCACTGATCAAGTCGCGAGGGCTGT
TCGTGCAGAAGTATCGGAAACTGCTCAAGGTGAACGCGCCGGGGCCAGCGCCTGGTGCGGCTGGTGCGGCTGGTGCGAGCGGCCTGGGTCGTGG
CGCGGTGGGCGTGGCGGCGGTGGCGGGCGCGCCGGTGGGCGCGGTGCAGGCCGCGGCGGAGGTGGCGCAGGCGGTGGCGGCGGGCTGCGACGGC
GGCAGCGGCAGCAGGTGATCGGCCGGCTGCGGCAGCAACTGCTGCGGCCGCCGATGGCTATATCGTATACCGTGCCTTGCTACCCTACGCAATC
GGGCATACATGGATTGCTATACGCTATTTGGAAGCAAAGCAGATTAGTATGCAAACTCGCAAAGCAGGAGCACACAAGGCACTGTCTGCATTAA
ATACGCACAACACGAACCATGGCTGTGGGGGCGGGCCGTCTCCCGAACGGCGCTGGGGCCCCAGACAGCGCGCCTGCGCCCGCCGCCCGCCATT
CAGTAATAGCCAGTAGGTGGGGCAAAAAGTAATAGAGTGCAAAGAAAGCTTGAATGTGAGTCTCGTGTCGGTGTGGCATTTCGTTGGTCTTGAT
CCCGTCTGGTGCTGATGAGGGTTGGCGCGGTCTTCATGTTTTTTTGTTGGGAGGGCACTCTTGTTTGCAACTACGTTACTAGGGTATGTATTCT
GGTGCACTTTGGCAAGGGGATGGCGATGGGTGGACGGGAGCGGTTATTTCTCACCCGCGTGCACCGGGGGCCTGAAGGCAGCACGGTTTGTCAC
AAGGCGTGTTCATCGAGCGAGCGTTCGAGTGCTTGTGTGAGAGGGACATGCCTGACAGCTAGAGCTTCTGTTGATACACCGCAACTCACATGGC
CTCCTTTTTAGGAGTTTGCTGAGTTGGTAGGGAGGGGCAGTGAGGATGCGTGCCGGTGGTCGGGTCGGGTTGCGGCCGAGCCGGAGGTCATCTG
GTGTGGAGTTGTATGGGGCTGCATGGCGGGGTTTGGAGTTGTATGGGATGACTGATGCTTATCTCTGCCCGCACACATTCGCGCTGCACAAGTG
GAGGAGTTGTGCGGGCGGCTGCACGGTATGCTACTGCGGGGGCGTGCACCCGGCAGGGGGTGGTCTGGGGGTTGTAGTCCAGTGGCGCAAAGTG
TGTGTGCGTGTCAGGGCTATGCGGACACCTAAGTGTGTGACAGTTGCCTTTGCATTTGCCAGGTTTGCATTAAAGCACAGAAGTGATGTGCCCG
CTATGTGAGACTTTGCAACAGGTTTGCAATGCTCCAGTCCGGTGGCAGTCGTAGGGGAGTTGAACATTGCGCAAGGAATGTGGCGCAAGTTCTT
TTTGCATGTGTGGCTTTGGGCCACCAGACTTGTTGATGTGTCGGGTCGGCCATGGAGCCTACGCCGTTGGCATGTGTTCCTTCCTAGCGCCCAC
AAGGAGCAGACGCCTGCGTGCTGCGTGAGTGTGTTGCGGTACTACGGACGAAACCGGCGACGCGGGTGCGACCAGACCAGGCTAGACGTGGCTA
GATGTTTGCAACTGTGGCATCGCATGAACTGCGCCTGCGGCTGTGTGCGCACGGATGTGAGTTAAGAATATAATAACTGGCACCGGTTATTGAC
GTGGCACCGCGAGTCGCCGCGAGGGGGGCATGTGGTCCACCCGCGCGCCGCAGCCCCGGGCCTGCACCGCAGAACTCTAGGGGACCCCGCCCGC
GTTTTGGGCTGGGTGCTGACACACACACGCACATTTCCACCGGTCGCTTGCATGGAGAAGGTGACGGTGGTGGTTATGGCAGCTATAGCTCTCT
GCATTCCTTTGGCATTGGCAAATAACGGCGGCGGCTGTGCCGCCCGGATTGATCCTGTGTGGCTGTGTGGAACCAGAGGTGCCGCGGGTCGGTG
TACGGAGTGGCTCAGGGGGTGGCTTGTTTCGCTCGGTTGCTTGTCAACGGTTGCGTGGCGACGGCCGCAAAGGAATCAAACAGGCGCTGCAGGG
CCGTGAATAATTTGATTATTGTGTGTTCTCGTGCAGGTGAAGCCAAATGGGCGTGTGGAAGACTGGGTGAATTAACAAGAAAGGGATGGCTCTC
CCTCTCGCGGGGCGAAGTGGCACGCCACGTTGGTGCACTGTCTGAGGTCGAAGGTTCCAAAACTACCCATCTCGCGGGCATTGCCGGGGTCGAT
TCGGACGGGCACCGCCCGCTATGCGTCCGGCCGCGTCCCGCTGTCAAGTACAAGC 
 
NDA7: cDNA : 1695 – Codant : 1101 - Protéine : 366 - DNA  : 3392 
 
>NDA7cDNA 
CTCGTCCGACAGCCCAACATGGCGCCTAAGCCTCGGGTTTTAATTATCGGCGGTGGCTTCGCGGGTGTCACCCTAGCAAAGAAGGCCAGCGCGT
TCGCCGATGTCACCCTCGTTGACTCGAAAAGCTATTTCGAACTGACATGGACCACCGTCCGCGGCATTGTGGACCCCGAAGTTGCATCGCGGAG
TGCCATCAGCTACAAGGACATTCCCGGCATGGGGCGATTCGTCCAGGCCACAGTCACAAGCCTCTCCGCCAAGTCTGCTGTGCTGAGCAATGGA
GAAACGCTGTCGTTCGACTACGCCGCCCTGGCCACCGGCTCCTCCTACAGCGACACCGCATTCAAATCCACCGCCTCCTCCAGCCGCGAGCAGC
GACTGGCGGAGCTGAAGGCGCTCACGGAGGACATCAAGGCCTCCAAGTCCATTGTGGTGGTGGGCGGCGGCCCCGCGGGTGTGGAGGTGGCGGC
CGAGATTGTTGAGGCGCACGCCGGCAAGCAGGTGACGCTGGTGCATCCGGGGGCGCAGCTGCTGAACGGCACGCCGCCCAAGGCCGGCGCCGCC
GCCAAGAAGTGGCTGGAGTCGCACCGCGTCACGGTGCTGCTCAACACCTCGGTGCAGGGCAAACCCGAGGGCCGCGGCCCCGTCAGCCTGACCC
TGGACGGCAAGGAGGGTCGCACGCTGGCGGCGGACGTGGTGCTGTGGTGCGCCGGCGCCCGCCCCAACACCGCCTTCCTGCAGGGCGGCGAGCT
GGCGGGCTGCCTGGACGAGCGCGGCGCCGTCAAGGTGCTGCCCAGCCTGCAGGTGGAGGGCCACCCGCACATGTTCGCGCTGGGGGACGTCAAC
AACGTGCCCGAGGCCAAGCTGGGCTATCTGGCCACGGAGCATGGCAAGCTGGTGGCAGTGAGCCTCAAGGCCCTGATCTCCGCCAAGCCCGGTG
CCTCCCCCAAGCTGGGCGCATGGAAGCCCGGCATGGGCAACCAAGTGATGATTGTGTCGCTGGGCCGCGGCGACGGCGTGTGCCGCATGAACGG
CAACGTGTGCGGCGGCTGCCTGCCCGCCAGCATCAAGTCCAAGGGGCTGTTCGTAGACGACTACCGCAAGCAGCTGGGCGTGTGAGGATAACGA
CGGGCGGGAGGCGGCGGGGCGCGTGTGAGGATGATGCGGGCGGTGTGGAGGGGGCTGGAGGGGGTCTGAGCGGCGGGTTGTCTGTGGCCGTGGA
TGGGGCAGCGCTATGGCAGCTATCTATGGGGCTGCACCTCCTGCTGACTGGGCCTGTACATACGTGACTCGAACAAACATACTTATTATTAGAT
TTATGAATGCGGCGTTACGTGGCGTGCCGTGAGCCGCATTTGCGTGGCGGTGCGATGATGGACAGCGGGGGACCAGGTGGTTGGGGGGAGGGAT
CGAAGTCATACTTCCTGTGCCAAACATGAATTATGTGTGTCATGGGAAACCTTGTTCGTAAGCTCGTTGCACACTTGTGCTCGGAGGTTCAGGA
GGAGGTGCGTGAGGCGTGAGACCTTATCCTTCCGGTCGAATACCGGTAGCTAGACACGATACTCGTCCACGAGATAACTCAGCGGCTGTGACGT
TATGCAATAAAAGGTAGGTGTTGCGCAGTGGGGGTGCCGGACCGGCACTTGCTCGAGTCCGCCTGCGGGCTCAGCCTGTAAACTACGGTACCGC
GCA 

 
Légende:  

Région non codante en bleu. 
Région codante en rouge. 
3’UTR supplémentaire putative en vert. 
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Annexe 2: Séquences des proteines Nda  
 
>NDA1prot 
MAASALLATVASSYIRRSSGVGTSLLGAFSNDHRPCGTAVYQHLRRLAAQAQASKKTASSDQLPLKTGRQRLVVLGSGWAAARLLHDIDPNLYD
LTVISPRNHMVFTPLLASTTVGTLEPRSVAVHLHEIQPCLSRPSSSVFIADAHAVDAASRTVTCRSVDGLDFSVQYDKLAICTGSQGSTFGIPG
VLENAHFLRDVKQADAIRQKLIENIALAGVPGEPSRQQDEFSRLLHIVIVGGGPTGVEVAGELTDFISHEVCVDLMRMYPERAKAMRVTLVEAR
ELLGSFDASLREYAARKLIQGGVLLRKGIVHEVTPREVVLKDGTVLPYGLCIWSTGVGPTPFSLSLPFAKTAVGRIAVDKYMRVLAPPSPTATS
TSAANPAPATSQPQQSEPTSQTPAGSTGKVPGLLADESDTPSTAGLAPVPHVYALGDVCANPDKPLPALAQVAEQQGRYLARVLNELARGPPHG
VPQHTEFVYRQLGAMATVGGHSAVLELGDAGRRHLSLAGFLSWVAWRSAYLTRLGSIPKRLAVAFDWSITMIFGRDLSRW* 
 
>NDA2prot 
MNMLLQQQKLAAGCKQRSVAQPSRGCVAAHTGLRSGRVASRQRSVTTAVMTPPAKSESSSPVYTTMSLDGQNLKTAKPRLVVLGSGWGAMSFLK
ALPTSISSTYELIVVSPRNYFLYTPLLPAVATGTMEERSIVEPVRNFIVGKGEFYEALCKDIDPVAKELVCCFPEDAGLDSACFKMSYDVLVMA
VGSVNNTFGIKGVDQYCFYFKSIEDANRLRSRVSECFERAALPATPEEERKKLLTFVVVGGGPTGVEVAAELYDMIEEDLSKLYPNLVKDVSIQ
VVELMDHVLSTYDRAISLYTAEQFKRAGIKLVLNSRVASVEDGVVRVVNKANESVDIKFGACVWATGIAMNPLVRQLQEKLPGQSHFRSVLTDD
CMRVKGSDGSIWALGDAATIDQPKALDYAEQLFEQADTNRDGRLSLEELRVLLNTASKEFSHLEEHARFLDSQTGVKRFGGLVAKSLSPADAAA
AAASNSSQPFAVLLDGNTEISKEQFKDILGKVDKGLRALPATAQVANQQGKYLAAVFAGNRVTGAPELDAALADKIKPFRYFHKGSAAYVGSDK
AVFDLPKFGPLTGTGAGFVWKSYETMSQFSFRNQCLVAADWLRTKIFGRDISRV* 

 
>NDA3prot 
MRTSIPCRGGRVSSRNAATQRLAVAPAGRNCPRGRTAVRVRAEAPRDGSPTALKEPPTKAPATAPARTPLAPPSPAPAPGPQYFPKPGDPQWPP
QRPFAAIALDNLLDSVVDVGRHLGRMNVEADKLAMRQQEQLVPGDNGRMRLRASTKPVVLVLGSGWGAHSLIKVIDTDTYDVVVVSPRNHFLFT
PMLPSTAVGTVEFRSLLEPIRTSNPCVTYLEAECDSLDPHTKVAVCTSSFAYDDGRRPQFEIQYDKAVVAVGEQPATFGVKGVKEHCFFMKEVS
DAVALRKRIAEKFELASLPGTSEEDRKAALHFVVVGGGPTGVEFAGTLSDFVREDLKKKYPALMKYVKVTLLQSAQQILTQFDAGLGQRATEAL
ESSGVEVRTGVRVVEITINKVMLVSDAQVLLKGGEELPYGVCVWSAGNAPRPLVTQIASQVAEQAAAAEAPPNAKLCVDSFLRVVGATDLMALG
DCSLVLGNRLPSTAQVAGQQGAYLAHLINSQYQLGVGGYTQPPPFQIVKRNKLQVWAGAGGTGAYALQAAAEENAVLSWLTTAMMGGKTRIQAS
KEVADAMFRMDAPPWVRVHSESLTKATPLDKEAPPGGAKAVCDISAVMAAAAAAGGADPVAVARASADCLRSLEEEELKAREGAEATEVRYYDR
PFEFLSLGIMAYVGNDKALTQVEAFDVINLKLYGSVAFLLWKSVYITKQVSFRNRVLILFDWMKTRVFGRDISLF* 

 
>NDA5prot 
MLAFNSLAASQPATSARNAAAATPVYSNMQRSVSRMQRLGLSSVFAGDWSGAARLMGFRAAGSQAPHGARAVATQATGSPAFGPGTSSGHHSPR
VVVLGGGFGGLYAAVRLEQLMWPRGNKPQITLVDQADRFVFKPLLYELINGAATADEVSPSFEQLLAPYPIRFVQAQVASVSPAAPHADAPDPD
APDAAGAVTLSDGTQLPYDFLVVALGGQPDSRGVPGVKEWAVPFAGYEDALRVKGTLDLLSDAGAGGCVVVVGAGYAGVELAATVAERLRARGA
GGAVAVKVLTPGSHILEGCPEGQGEAASKALADLGVEVLTGARVLGLDPPLAASDAGEQSPAAGTSAAALPTACRVSYSLASDAGSAAGGAARS
HLGADLVVWTAGTSPATREARAGFPFPVNARGALETEPTLRVSGSDNVFALGDVAVAAPSPADPHHTQALPATAQVAFQQADYAAWNVWAAING
RPLLPFKYQHLGSMMALGQTNAAVALPIPVPTALADAVRSSPLGPLLSAAGVRVGGAGPEAEAAVAGAAAAEGKSSAVGDSGVTVEGPLAQLMR
RGAYLYRQPTNEQRLNVATSWVKLGLEAAAALAGGSRRGATL* 

 
>NDA6prot 
MPADKPRLLILGGGPAGVILAQRCCSSFVVTLVDPKEYFEITWATPRGLMDPRVAAAAAINYWDIPDLGRVIQARVTQLTSQSALLSSGDTISF
DFAAVCSGSSTSELFKSAAATSRGQRLAEMKGEIRSAKSVLVVGGGPSGVEMAAEIVDAFAGKAVTLVHGGKRLLAELPPRAGAAAQRWLEAHH
VKVMLGRRVESKPPPDDPSLGATSATGTTATGTHSGSAHTAVGGAVAAAVPDERSWSGAGSYAHSHAAAASHPDGGHHTHHAHNPLLDSAGAAA
AGLPSVVRLSDGSSLAADVVLWCTGSRPAAAFMAGGELAGCLDERGAVKVLPSLQVEGHPHMFALGDVNNVPETKLGFLAAKQAELAAASLQAL
ARAKAAGGPAPKLQRWKPNGGTLAVMMVTLGRDDGVMRAGGLVFSGCVPALIKSRGLFVQKYRKLLKVNAPGPAPGAAGAAGASGLGRGAVGVA
AVAGAPVGAVQAAAEVAQAVAAGCDGGSGSR* 
 
>NDA7prot 
MAPKPRVLIIGGGFAGVTLAKKASAFADVTLVDSKSYFELTWTTVRGIVDPEVASRSAISYKDIPGMGRFVQATVTSLSAKSAVLSNGETLSFD
YAALATGSSYSDTAFKSTASSSREQRLAELKALTEDIKASKSIVVVGGGPAGVEVAAEIVEAHAGKQVTLVHPGAQLLNGTPPKAGAAAKKWLE
SHRVTVLLNTSVQGKPEGRGPVSLTLDGKEGRTLAADVVLWCAGARPNTAFLQGGELAGCLDERGAVKVLPSLQVEGHPHMFALGDVNNVPEAK
LGYLATEHGKLVAVSLKALISAKPGASPKLGAWKPGMGNQVMIVSLGRGDGVCRMNGNVCGGCLPASIKSKGLFVDDYRKQLGV* 
* 

 
 
Les préséquences d’adressage putatives sont surlignées en jaune. 
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Annexe 3: Alignement des protéines Nda ayant servi à l’analyse 
phylogénétique (uniquement version informatique) 
 
Légende : 
A_t_NDA1 
A_T_NDA2 
S_T_NDA1 
O_S_NDA456 
O_S_NDA562 
C_R_NDA1 
A_T_NDC1 
N_SP_BAB75793 
N_P_NDA 
Th_NDA 
Syn_SLR1743 
Syn_NDA390 
C_R_NDA5 
C_R_NDA6 
C_R_NDA7 
T_B_NDH2 
C_R_NDA3 
R_S 
Halo 
B_S 
D_R 
N_S_BAB73083 
N_S_BAB77919 
N_S_BAB73084 
Syne_SLR0851 
B_M 
S_M 
M_L 
B_J_1 
X_A 
C_T 
C_G 
M_S 
L_I 
G_M 
N_S_BAB74663 
C_A 
D_D 
B_T 
C_H 
E_C_1 
B_J_2 
R_P 
B_V_2 
A_V 
P_F 
H_I 
Z_M 
B_V_1 
C_R_NDA2 
A_T_NDB1 
S_T_NDB1 
A_T_NDB2 
A_T_NDB3 
A_T_NDB4 
N_C_U08980 
Y_L_NDH2 
S_C_NDE1 
S_C_NDI2 
C_A 
S_C_NDI1 
S_P_NDH2_1 
S_P_NDH2_2 
D_D 
N_S_BAB76910 
Syne_SLR1484 
N_C_NDE1 
N_C_NDI1 
P_F 
P_Y 
E_C_LpdA 
A_A 

A.thaliana_NDA1 
A.thaliana_[NDA2] 
S.tuberosum_[NDA1] 
O.sativa_NDA456 
O.sativa_NDA562 
C.reinhardtii_NDA1 
A.thaliana_[NDC1] 
Nostoc_sp.[BAB75793] 
N.punctiforme_NDA 
Thermosynechococcus_NDA 
Synecchocystis_[SLR1743] 
Synechoccocus_NDA390 
C.reinhardtii_NDA5 
C.reinhardtii_NDA6 
C.reinhardtii_NDA7 
T.brucei_NDH2 
C.reinhardtii_NDA3 
R.Sphaeroides 
Halobacterium 
B.subtilis 
D.radiodupans 
Nostoc_sp.[BAB73083] 
Nostoc_sp.[BAB77919] 
Nostoc_sp.[BAB73084] 
Synecchocystis_[SLR0851] 
B.melitensis 
S.meliloti 
M.loti 
B.japonicum_1 
X.axonopodis 
C.tepidum 
C.glutamicum 
M.smegmatis 
L.interrogans 
G.metallireducens 
Nostoc_sp.[BAB74663] 
C.auriantiacus 
D.desulfuriacans 
B.thetaiotaomicron 
C.hutchinsonii 
E_coli-1 
B.japonicum_2 
R.palustris 
B.vietnamiensis_2 
A.vinelandi 
P.fluorescens 
H.influenzae 
Z.mobilis 
B.vietnamiensis_1 
C.reinhardtii_NDA2 
A.thaliana_[NDB1] 
S.tuberosum_[NDB1] 
A.thaliana_[NDB2] 
A.thaliana_[NDB3] 
A.thaliana_[NDB4] 
N.crassa_[U08980] 
Y.lipolytica_Y1NDH2 
S.cerevisiae_[NDE1] 
S.cerevisiae_[NDI2] 
C.albicans 
S.cerevisiae_[NDI1] 
S.pombe_NDH2.1 
S.pombe_NDH2.2 
D.discoideum 
Nostoc_sp.[BAB76910] 
Synecchocystis_[SLR1484] 
N.crassa_[NDE1] 
N.crassa_[NDI1] 
P.falciparum 
P.yoelii 
E_coli-LpdA 
A.ambivalens 



128 

 
A_t_NDA1         1 MLWIKNLA--RISQTTSSSVGNVFRNPE----SYTLSSRFCTALQKQQVTDT-------- 
A_T_NDA2         1 MFMIKNLT--RISPNTSSIITR-FRNSGSSSLSYTLASRFCTAQETQ----- -------- 
S_T_NDA1         1 MPWFKNLI--KISKTITNQSSS-YKSITPLASPLL--TQFLQFTKQY----- -------- 
O_S_NDA456       1 MAASSLLR--SLSRISRRGCVG-GAGPSPFHHSRLPYSPFSTAAADA------------- 
O_S_NDA562       1 MAWSRIARGSQLTQPLSRILAEGNAAATPAAYALRNAAALGQRASSASASSSFHSLALAG 
C_R_NDA1         1 MAASALLA--TVASSYIRRSSG------------VGTSLLGAFSNDH----- -------- 
A_T_NDC1         1 M--------------AVLSSVSSLIPFSYGATRLTSKASLASRTSGF----- -------- 
N_SP_BAB75793    1 M--------------TEQT--------------------------------- -------- 
N_P_NDA          1 M--------------TQQN--------------------------------- -------- 
Th_NDA           1 M--------------IRESAV------------------------------- -------- 
Syn_SLR1743      1 M--------------TDAR--------------------------------- -------- 
Syn_NDA390       1 M--------------SQ----------------------------------- -------- 
C_R_NDA5         1 MLAFNSLA--ASQPATSARNAAAATPVYSNMQRSVSRMQRLGLSSVF------------- 
C_R_NDA6         1 M--------------------------------------------------- -------- 
C_R_NDA7         1 M--------------------------------------------------- -------- 
T_B_NDH2         1 MICRTSFL-------------------------------------------- -------- 
C_R_NDA3         1 MRTSIPCRGGRVSSRNAATQRLAVAPAGRNCPRGRTAVRVRAEAPRDGSPTALKEPPTKA 
R_S              1 M--------------------------------------------------- -------- 
Halo             1 M--------------------------------------------------- -------- 
B_S              1 M--------------------------------------------------- -------- 
D_R              1 M--------------------------------------------------- -------- 
N_S_BAB73083     1 M--------------------------------------------------- -------- 
N_S_BAB77919     1 M--------------------------------------------------- -------- 
N_S_BAB73084     1 M--------------------------------------------------- -------- 
Syne_SLR0851     1 M--------------------------------------------------- -------- 
B_M              1 M--------------------------------------------------- -------- 
S_M              1 M--------------------------------------------------- -------- 
M_L              1 M--------------------------------------------------- -------- 
B_J_1            1 M--------------------------------------------------- -------- 
X_A              1 M--------------------------------------------------- -------- 
C_T              1 M--------------------------------------------------- -------- 
C_G              1 M--------------------------------------------------- -------- 
M_S              1 M--------------------------------------------------- -------- 
L_I              1 M--------------------------------------------------- -------- 
G_M              1 M--------------------------------------------------- -------- 
N_S_BAB74663     1 M--------------------------------------------------- -------- 
C_A              1 M--------------------------------------------------- -------- 
D_D              1 M--------------------------------------------------- -------- 
B_T              1 M--------------------------------------------------- -------- 
C_H              1 M--------------------------------------------------- -------- 
E_C_1            1 M--------------------------------------------------- -------- 
B_J_2            1 M--------------------------------------------------- -------- 
R_P              1 M--------------------------------------------------- -------- 
B_V_2            1 M--------------------------------------------------- -------- 
A_V              1 M--------------------------------------------------- -------- 
P_F              1 M--------------------------------------------------- -------- 
H_I              1 M--------------------------------------------------- -------- 
Z_M              1 M--------------------------------------------------- -------- 
B_V_1            1 M--------------------------------------------------- -------- 
C_R_NDA2         1 M--------------------------------------------------- -------- 
A_T_NDB1         1 M-----------------------------------------TLLSSL---G RASRSAPL 
S_T_NDB1         1 M-----------------------------------------RGFTYL---S KVLHSHSS 
A_T_NDB2         1 M-----------------------------------------RNFSVFERFS KAFKDHPS 
A_T_NDB3         1 M-----------------------------------------AVLDLMFCSN YYFLFH-- 
A_T_NDB4         1 M-----------------------------------------SFHSFYQRAS SLFKAYPS 
N_C_U08980       1 MASTSRALGRLS-APSMGVAR---LQTQAVSRLLSSAPRRALISESRQVAVTQQIRRAHT 
Y_L_NDH2         1 MLRLRPAVRAVSVARSVALTRSLHVSVAKFNKIEGTAP-AGLPKEVKQTAGHQ----GHH 
S_C_NDE1         1 M-----------------------IRQSLMKTVWANSSRFSLQSKSGLVKYA KNRSFHAA 
S_C_NDI2         1 M-----------------------LPRLGFARTARSIHRFKMTQIS------ -KPFFHST 
C_A              1 M-----------------------FTRSLIKGGGRLATTRSLVNNSTSLVLK NQFKKYST 
S_C_NDI1         1 M-----------------------LSKNLYSN------KRLLTSTNTLVRFA STRSTGVE 
S_P_NDH2_1       1 ML----------------------FSRSILRG----MPKAGIPKSPLALSAS RNLRLANS 
S_P_NDH2_2       1 MS----------------------VSKARLQS---------------VVRLS RTVPYSKT 
D_D              1 MISRAFSK----------------VNKNQLIKTVSTNRIVACKNNQTQFIQR FSTSTDNS 
N_S_BAB76910     1 M--------------------------------------------------- -------- 
Syne_SLR1484     1 M--------------------------------------------------- -------- 
N_C_NDE1         1 M-------LRTYRVARASGLATAPRTLTLTSTTATRHLFTLPKSLQLRRPEKLSLISQRQ 
N_C_NDI1         1 M--------------------------------------------------- -------- 
P_F              1 -------------------------------- ---------------------------- 
P_Y              1 Y------------------------------- ---------------------------- 
E_C_LpdA         1 M--------------------------------------------------- -------- 
A_A              1 M--------------------------------------------------- -------- 
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A_t_NDA1        47 -------------------------------- ----VQAKEDVVNALEP----------- 
A_T_NDA2        45 -------------------------------- ----IQSPAKIPNDVDR----------- 
S_T_NDA1        43 -------------------------------- --------------STN----------- 
O_S_NDA456      45 -------------------------------- --------------VER----------- 
O_S_NDA562      61 LADKYAAGAAGRLQPSRGISTTSPALRPAAEAAARVVECSDAADEAAAA----------- 
C_R_NDA1        34 --------------------------RPCGTA VYQHLRRLAAQAQASKK----------- 
A_T_NDC1        34 ----------------NLSSRWNSTRNSPMLY LSRAVTNNSGTTEISDN----------- 
N_SP_BAB75793    6 -------------------------------- ---------------------------- 
N_P_NDA          6 -------------------------------- ---------------------------- 
Th_NDA           8 -------------------------------- ---------------------------- 
Syn_SLR1743      6 -------------------------------- ---------------------------- 
Syn_NDA390       4 -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA5        46 ----------------AGDWSGAARLMGFRAA GSQAPHGARAVATQATG----------- 
C_R_NDA6         2 -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA7         2 -------------------------------- ---------------------------- 
T_B_NDH2         9 -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA3        61 PATAPARTPLAPPSPAPAPGPQYFPKPGDPQWPPQRPFAAIALDNLLDSVVDVGRHLGRM 
R_S              2 -------------------------------- ---------------------------- 
Halo             2 -------------------------------- ---------------------------- 
B_S              2 -------------------------------- ---------------------------- 
D_R              2 -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB73083     2 -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB77919     2 -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB73084     2 -------------------------------- ---------------------------- 
Syne_SLR0851     2 -------------------------------- ---------------------------- 
B_M              2 -------------------------------- ---------------------------- 
S_M              2 -------------------------------- ---------------------------- 
M_L              2 -------------------------------- ---------------------------- 
B_J_1            2 -------------------------------- ---------------------------- 
X_A              2 -------------------------------- ---------------------------- 
C_T              2 -------------------------------- ---------------------------- 
C_G              2 -------------------------------- ---------------------------- 
M_S              2 -------------------------------- ---------------------------- 
L_I              2 -------------------------------- ---------------------------- 
G_M              2 -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB74663     2 -------------------------------- ---------------------------- 
C_A              2 -------------------------------- ---------------------------- 
D_D              2 -------------------------------- ---------------------------- 
B_T              2 -------------------------------- ---------------------------- 
C_H              2 -------------------------------- ---------------------------- 
E_C_1            2 -------------------------------- ---------------------------- 
B_J_2            2 -------------------------------- ---------------------------- 
R_P              2 -------------------------------- ---------------------------- 
B_V_2            2 -------------------------------- ---------------------------- 
A_V              2 -------------------------------- ---------------------------- 
P_F              2 -------------------------------- ---------------------------- 
H_I              2 -------------------------------- ---------------------------- 
Z_M              2 -------------------------------- ---------------------------- 
B_V_1            2 -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA2         2 --------------NMLLQQQKLAAGCKQRSV AQPSRGCVAAHTGLRSGRVASRQRSVTT 
A_T_NDB1        17 A------------------------------- ----SKLLLLGTLS-GGSIVA------- 
S_T_NDB1        17 Y------------------------------- ----SKLLVLCSVS-TGGLLV------- 
A_T_NDB2        20 L------------------------------- ----TRILVVSTIS-GGGLIA------- 
A_T_NDB3        18 -------------------------------- -------------S-GGGLIV------- 
A_T_NDB4        20 T------------------------------- ----SKILLLSTFSGGGGVLV------- 
N_C_U08980      57 E----TTPLPEPPKERR-RFRKLRWLWR---- ----APLFVSLAGIAYVGWGV------- 
Y_L_NDH2        56 Q----EIPKPDENHPRRKKFHFWRSLWR---- ----LTYLSAIASLGYIGYRI------- 
S_C_NDE1        38 RNLLEDKKVILQKVAPTTGVVAKQSFFKRTGK FTLKALLYSALAGTAYVSYSL------- 
S_C_NDI2        31 E---VGKPGPQQKLSKSYTAVFKKWFVR---- -GLKLTFYTTLAGTLYVSYEL------- 
C_A             38 S----TPPKVAKSKSSTIGKIFRYTFYT---- -----AVISVIGSAGLIGYKI------- 
S_C_NDI1        32 N------------------------------- -----------SGAGPTSFKT------- 
S_P_NDH2_1      35 VRFASDAASSPKSTTSKWKILKRTTLGL---- ---------FATAVVLYGANV------- 
S_P_NDH2_2      24 MVRSFHVSCAVKNSGNVPTPRNKSFFSRALEMAEVTSSLSMLGAVALFQSLRR------- 
D_D             45 NNNEQNQQQQQQKEQEPKKKMNKFAFWG---- ---------GLAVAGLGGFWIIDMVVND 
N_S_BAB76910     2 -------------------------------- ---------------------------- 
Syne_SLR1484     2 -------------------------------- ------------------GFQFPGNWPH 
N_C_NDE1        54 LSGRPLPRTQSRLLNFGYRTAAWFGSSIAFVG LSFVAFFLYDASTYSSHATNQGDITVPK 
N_C_NDI1         2 -------------------------------- ---------PPLRRDINASRLKSQDGFH 
P_F              1 -------------------------------- ----------------------MLVKFR 
P_Y              2 -------------------------------- -----------ITNTLFLYRQTMILSVK 
E_C_LpdA         2 -------------------------------- ---------------------------- 
A_A              2 -------------------------------- ---------------------------- 
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A_t_NDA1        60 --------------------QRYDGLAPTKEG EKPRVLVLGSGWAGCRVLKGI DTSIY-- 
A_T_NDA2        58 --------------------SQYSGLPPTREG EKPRVVVLGSGWAGCRLMKGI DTNLY-- 
S_T_NDA1        46 --------------------DHVVGLEATKSD QKPRIVVLGSGWAGCRLMKDI DTNIY-- 
O_S_NDA456      48 --------------------RGFAGLGPTAKG EKARVVVLGTGWAGSRLMKDI DTTGY-- 
O_S_NDA562     110 --------------------AAVPDLGPTRPG EKPRVVVLGTGWAACRFLKDVDTRAY-- 
C_R_NDA1        57 --------------------TASSDQLPLKTG RQ-RLVVLGSGWAAARLLHDI DPNLY-- 
A_T_NDC1        67 --------------------ETAPRTYSWPDN KRPRVCILGGGFGGLYTALRLESLVW-- 
N_SP_BAB75793    6 -------------------------------- --K RIVILGGGFGGLYTALRVSQLPW-- 
N_P_NDA          6 -------------------------------- --S RI CILGGGFGGLYTALRLSQLPW-- 
Th_NDA           8 -------------------------------- - RSQI CILGGGFGGLYTALRLAQFPW-- 
Syn_SLR1743      6 -------------------------------- --P RI CILGGGFGGLYTALRLGQLSW-- 
Syn_NDA390       4 -------------------------------- --P HIVIIGGGFAGLYTALRLLQFPW-- 
C_R_NDA5        79 --------------------SPAFGPGTSSGH HSPRVVVLGGGFGGLYAAVRLEQLMW-- 
C_R_NDA6         2 ------------------------------PA DKPRLLILGGGPAGVILAQRCCSSF--- 
C_R_NDA7         2 -------------------------------A PKPRVLIIGGGFAGVTLAKKASAFA--- 
T_B_NDH2         9 -------------------------------- RKPKVVVVGTGWAGCYFVRDTKPQLA-- 
C_R_NDA3       121 NVEADKLAMRQQEQ----LVPGDNGRMRLRAS TKPVVLVLGSGWGAHSLI KVI DTDTY-- 
R_S              2 -----------------------VGPATGRIV VTSRIVVLGGGFGGMYAARALKRRLG-- 
Halo             2 -------------------------------- -TT RVVVLGAGYAGAGAIAGLESELG-- 
B_S              2 -------------------------------- -SKHIVILGAGYGGVLSALTVRKHYT-- 
D_R              2 -------------------------------- --- KTLILGAGYAGLATTTSLKPIPG-- 
N_S_BAB73083     2 -----------------------VAS--LENH QPHEVVIVGGGFGGLYAAKALAKTN--- 
N_S_BAB77919     2 -----------------------VDA--HEKK APHQVVIIGGGFGGLYTAKTLATAN--- 
N_S_BAB73084     2 -----------------------VEA--LDNN PPHKVVIVGGGFGGLYAAKALAKAK--- 
Syne_SLR0851     2 -----------------------NSP--TSPR RPH-VVIVGGGFAGLYTAKNLRRSP--- 
B_M              2 ------VTPENISG----ISKAAIFQ--MDAA NSPHIVVVGAGFGGLQLI RDLDGAK--- 
S_M              2 -------------------------------Q ERHHVVVVGGGFGGLQLVNDLKGAP--- 
M_L              2 ------------NE---------------MNQ ASHHVVVVGAGFGGLELTHALAGQP--- 
B_J_1            2 ------------KQ----RSSKSRGR--IMTT TPHRVVIVGAGFGGLEATYRLAGTP--- 
X_A              2 ------------------------TS--LPSQ APLHLVVVGGGFAGLWATRALDDPG--- 
C_T              2 -------------------------------- - KKKVVIVGGGFTGLNTARI LSNRKD-- 
C_G              2 ---------------------SVNPT--RPEG GRHHVVVIGSGFGGLFAAKNLAKAD--- 
M_S              2 ---------------------S-HPG--ATAS DRHKVVIIG SGFGGLTAAKTLKRAD--- 
L_I              2 -----------------------------GEF NQKKVVVIGAGFGGLQAVKQLSQNNN-- 
G_M              2 -------------------------------- --K RVVIIG MGFGGIRAARVLAGKG--- 
N_S_BAB74663     2 ------M------------------------- RNRRVVIVGAGFGGLQAAQSLAH-SG-- 
C_A              2 ------ISLERRQI----VSSPHIISNQPAQS RRPRVVIVGAGFGGLAAVRTLAQ-AP-- 
D_D              2 ------TG--------------------STGN SRTRVVVAGGGFAGVWAVRRLARDKN-- 
B_T              2 -------------------------SLNIAKD SKKRVVIVGGGFGGLKLANKLKKSG--- 
C_H              2 -------------------------IM----E NKKNVVVIGGGFAGVQFIKKLDQKL--- 
E_C_1            2 -------------------TT----------- PLKKIVIVGGGAGGLEMATQLGHKLG-- 
B_J_2            2 -------------------SEA-------QAG KP-RVVIVGGGAGGLELATRLGDKYG-- 
R_P              2 -------------------SD----------- KPHRIVIVGGGAGGLELATALGNKYG-- 
B_V_2            2 --------------------H----------- --- RIIIVGGG AGGLELATRLGDRYGAS 
A_V              2 -------------------TH----------- --- RIVIVGGGAGGVELATRLGKTMG-- 
P_F              2 -------------------TH----------- --- RIVIVGGGAGGLELATRLGKTLG-- 
H_I              2 -------------------KN----------- ---- VVIVGGGAGGIELATFLGNKLG-- 
Z_M              2 -------------------SK---------NG RPDRIVVVGGGAGGLQLVRALGERFG-- 
B_V_1            2 -------------------NHNTHTVATDRAP PTPRIVIVGGGAGGLQLATRLGDTVG-- 
C_R_NDA2        48 AVMTPPAKSESSSP----VYTTMSLDGQNLKT AKPRLVVLGSGWGAMSFLKALPTSIS-- 
A_T_NDB1        34 --------YADANE----EANK------KEEH KKKKVVVLGTGWAGISFLKDLDITSY-- 
S_T_NDB1        34 --------YAESNV----ESGKQVVEQNQPES KKKRVVVLGTGWGGTSFLKDVDISSY-- 
A_T_NDB2        37 --------YSEANA----SYGANGGAVVETGT KKKKVVLLGTGWAGTSFLKNLNNSQY-- 
A_T_NDB3        25 --------YSEANP----SYSNNG---VETKT RKRKVVLLGTGWAGASFLKTLNNSSY-- 
A_T_NDB4        38 --------YSDSNPLKRILHADATLDSDGNPI RKKKVVVLGSGWSGYSFLSYLNNPNY-- 
N_C_U08980      97 --------YEERNP----GPQVEPDP------ SKKTLVVLGTGWGSVSLLKKLDTEHY-- 
Y_L_NDH2        97 --------YVIRNP----SDQLPADP------ SKKTLVVLGSGWGSVSFLKKLDTSNY-- 
S_C_NDE1        91 --------YREANP----STQVPQSDTFPNGS KRKTLVILG SGWGSVSLLKNLDTTLY-- 
S_C_NDI2        76 --------YKESNP----PKQVPQSTAFANGL KKKELVILG TGWGAISLLKKLDTSLY-- 
C_A             78 --------YEESQP----VDQVKQTPLFPNGE KKKTLVILG SGWGAISLLKNLDTTLY-- 
S_C_NDI1        43 --------MKVIDP----QHS----------- DKPNVLILG SGWGAISFLKHI DTKKY-- 
S_P_NDH2_1      75 --------YRFRHP----DPHQPLPDP----- SKKTLVVLGAGWGATSIL RTI DTSLF-- 
S_P_NDH2_2      77 --------LNNSSP----KGK--------SGV PKKNIVVLGSGWGAVAAI KNLDPSLY-- 
D_D             92 DFDSVTDKFRTRLP----ESERK--------- KRPKVVILGTGWGSLCFLRKLHTDLF-- 
N_S_BAB76910     2 ------------------------------QQ ASHPTVILGGGFAGLFTALHLSQQNY-- 
Syne_SLR1484    12 FLLACYLYRGSASGHSETCSGVGWKTVAINSSDSATTVIIGGGFVGLFTALHLRHHQH-- 
N_C_NDE1       114 LALNPRRGGPKNLPILEIFLDDDDSEEKKKHK EKPRLVILGGGWGSVALLKELNPDDY-- 
N_C_NDI1        21 YTLREDLFLFPPGVHPVSTTGLDGEKFFHHKD RKERVVILGSGWAGYSFAKDLDPEKY-- 
P_F              7 KCGQANIFRSISNVRKIYNVAKNNLKNNKDIE RKEKIIILG SGWGGFNFLLNI DFKKY-- 
P_Y             19 NSKIKGIYRSVSNFCNLNKIKNVNYINKK--- - REKVVILGSGWGGIHFLLNI DFQKY-- 
E_C_LpdA         2 ------------------TAGDKYIEVMMSTE I KTQVVVLGAGPAGYSAAFRCADLGL-- 
A_A              2 -------------------------------- --T KVLVLGGRFGALTAAYTLKRLVG-- 
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A_t_NDA1        98 ------- DVVCVSPRNHMVFTPLLAST--CV GTLEFRSVAEPI SRI -------------- 
A_T_NDA2        96 ------- DVVCVSPRNHMVFTPLLAST--CV GTLEFRSVAEPI SRI -------------- 
S_T_NDA1        84 ------- DVVCVSPRNHMVFTPLLAST--CV GTLEFRSVAEPI GRI -------------- 
O_S_NDA456      86 ------- EVVCVSPRNHMVFTPLLAST--CV GTLEFRSVAEPLARI -------------- 
O_S_NDA562     148 ------- DVVCI SPRNHMVFTPLLAST--CV GTLEFRSVVEPVSRI -------------- 
C_R_NDA1        94 ------- DLTVI SPRNHMVFTPLLAST--TV GTLEPRSVAVHLHEI -------------- 
A_T_NDC1       105 -PEDKKPQ VVLVDQSERFVFKPMLYEL--L SGEVDVWEI APRFSDLLTN----------- 
N_SP_BAB75793   30 -ETQQKP EI VLVDQSDRFLFSPLLYEL--L TGELQSWEI APPFIE LLEG----------- 
N_P_NDA         30 -ESTQKP EI VLVDQSDRFLFSPLLYEL--L TGELQTWEI APPFEELLQG----------- 
Th_NDA          33 -SS--PP EI TLVDHSDRFVFTPLLYEL--I TGELEAWEI APPFVELLRD----------- 
Syn_SLR1743     30 -EGHTPP EI VLVDQRDRFLFAPFLYEL--V TEEMQTWEI APPFVELLAE----------- 
Syn_NDA390      28 -ETSQRP DI TLID RQNHFVFSPLLYEL--I TEEMQPWEVAPTYTELLRH----------- 
C_R_NDA5       117 -PRGNKPQ I TLVDQADRFVFKPLLYEL--IN GAATADEVSPSFEQLLAP----------- 
C_R_NDA6        29 -------V VTLVDPKEYFEITWATPRG--LMDPRVAAAAAINYWDI PDL----------- 
C_R_NDA7        28 ------- DVTLVDSKSYFELTWTTVRG--IVDPEVASRSAISYKDI PGM----------- 
T_B_NDH2        35 ------- ELHVLSTRNHHVLTPLLPQT--T TGTLEFRSI CEPI TRI -------------- 
C_R_NDA3       175 ------- DVVVVSPRNHFLFTPMLPST-- AVGTVEFRSLLEPIR---------------- 
R_S             37 -RAA--- EI ELVNAENYFVFQPLLPEV-- GAGSITPAHAVSPLRFLLRD----------- 
Halo            27 -PDA--- ELVWVADTDYHLVLHEAHRV--IRDPGVQEKI TI PVEDI - KS----------- 
B_S             27 -KEQA--R VTVVNKYPTHQIITELHRL-- AAGNVSEKAVAMPLEKLFKG----------- 
D_R             25 -L----- ESLLIE QNAYHTFETRLHEA-- AAHNA---R I TLPLIP LLRG----------- 
N_S_BAB73083    34 -V-----N VTLID KRNFHLFQPLLYQV-- ATGTLSPADI SAPLRSVLSKS---------- 
N_S_BAB77919    34 -V-----S VTLID KRNFHLFQPLLYQV-- ATGTLSPGDI SSPLRAVFSKS---------- 
N_S_BAB73084    34 -V----- DVTLID KRNFHLFQPLLYQV-- ATGTLSPADI SSPLRAVLSKS---------- 
Syne_SLR0851    33 -V----- DI TLID KRNFHLFQPLLYQV-- ATGSLSPADI ASPLRGVLKGQ---------- 
B_M             47 -V-----R I TLID QRNHHLFQPLLYQV-- ATTI LSTSEI AWPIRNLFRDR---------- 
S_M             28 -V-----K VTLID RRNHHLFQPLLYQV-- ATTVLATSEI AWPIRRLYRDR---------- 
M_L             32 -V-----R I TMIDKRNHHLFQPLLYQV-- ATTALATSEVAWPIRHLLRKR---------- 
B_J_1           41 -V----- DI TLID RRNHHLFQPLLYQV-- ATASLATSEI AWPVRHLMRDR---------- 
X_A             33 -I-----R I TLVDRQNHHLFQPLLYQV-- ATAGLSAPDI AAPLRHI LREQ---------- 
C_T             27 -V----- EVTLID RKNYHLFQPLLYQV-- AMAALGEGDI ATPLRNMLAGY---------- 
C_G             36 -V----- DVTLID RTNHHLFQPLLYQV-- ATGI LSSGEI APSTRQI LGSQ---------- 
M_S             35 -V----- DVKLI ARTTHHLFQPLLYQV-- ATGI I SEGEI APATRVI LRKQ---------- 
L_I             31 -L----- DI TVIDKKNHHLFQPLLYQV-- ATAVLSPADI AI PTRSLVGES---------- 
G_M             25 -L----- DVVLVDRNNYHLFQPLLYQV-- GTAGLEQESI AYPVRAMAREW---------- 
N_S_BAB74663    28 -A----- DVLLID RHNYHTFVPLLYQV-- ATGQIE PEYI AYPIRTI LRRFSFNYRRQHHK 
C_A             49 -V----- DVLLI NRTNYHGFWPLLYQV-- ATAGLEPESI AYPVRAI LRRY---------- 
D_D             34 -L----- DI I LVDRNNYHTFLPLLYQV-- AAAELEPGQI AYPLRAI FRKY---------- 
B_T             34 -F-----Q VVLID KNNYHQFPPLI YQV-- ASAGMEPTSI SFPFRKI FQHR---------- 
C_H             30 -F-----N VTLLDKI NHHQFQPLFYQV-- ATSQLEPSSI SFPFRKI FQEN---------- 
E_C_1           30 --RKKKAK I TLVDRNHSHLWKPLLHEV-- ATGSLDEGVDALSYLAHARN----------- 
B_J_2           33 --RKGRL DVTLIE RNRTHVWKPKLHEI -- AAGSMDIAAHEVDYLAQSYW----------- 
R_P             30 --KSDAVR VTLVDRSRTHIWKPLLHAI -- AAGSLRRSQHELNYLAQAHW----------- 
B_V_2           28 GNRPARAL VTLVDRNPTHIWKPLLHEV-- AAGSMDPFTQELEYAAQARW----------- 
A_V             27 --RNFQAK I TLVDANMTHLWKPLLHEV-- AAGSLNSTGDELNYVAQAKW----------- 
P_F             27 --KRGTAS VMLVDANLTHIWKPLLHEV-- AAGSLNSSEDELNYVAQAKW----------- 
H_I             26 --RQKQAK VTLVDRNATHLWKPLLHEI -- ATGVMDDGVDSLSYRAHGKN----------- 
Z_M             32 ----KEA DVI LVDRSPTHVWKPLFHEV-- ATGALDADLDEVSYRYHGKH----------- 
B_V_1           41 --RRGQA EVVLVDRYPTHFWKPLLHEA-- ASGHRDPATHTIEYVAQAKR----------- 
C_R_NDA2       102 ----STY ELI VVSPRNYFLYTPLLPAV-- ATGTMEERSI VEPVRNFIV------------ 
A_T_NDB1        74 ------- DVQVVSPQNYFAFTPLLPSV--TC GTVEARSI VESVRNI TKKKNG-------- 
S_T_NDB1        80 ------- DVQVVSPRNYFAFTPLLPSV--TC GTVEARSI VEPVRNI I KKRSG-------- 
A_T_NDB2        83 ------- EVQII SPRNYFAFTPLLPSV--TC GTVEARSVVEPIRNI GRK-NV-------- 
A_T_NDB3        68 ------- EVQVI SPRNYFAFTPLLPSV--TC GTVEARSVVEPIRNI ARKQNV-------- 
A_T_NDB4        88 ------- DVQVVSPRNFFLFTPLLPSV--TN GTVEARSI VEPIRGLMRKKGF-------- 
N_C_U08980     137 -------N VI VI SPRNYFLFTPLLPSC--T TGLIE HRSI MEPIRTI LRHKKA-------- 
Y_L_NDH2       137 -------N VI VVSPRNYFLFTPLLPSC--P TGTIEHRSI MEPIRGI I RHKQA-------- 
S_C_NDE1       137 -------N VVVVSPRNYFLFTPLLPST--PV GTIELKSI VEPVRTI ARRSHG-------- 
S_C_NDI2       122 -------N VTVVSPRSFFLFTPLLPST--PV GTIEMKSI VEPVRSI ARRTPG-------- 
C_A            124 -------N VVIV SPRNYFLFTPLLPSV--P TGTVELRSI IE PVRSVTRRCPG-------- 
S_C_NDI1        78 -------N VSII SPRSYFLFTPLLPSA--PV GTVDEKSI IE PI VNFALKKKG-------- 
S_P_NDH2_1     116 -------N VI VVSPRNYFLFTSLLPST-- ATGSVHTRSI VQPIRYMLRHKSC-------- 
S_P_NDH2_2     115 -------N I TLVSPRDHFLFTPMLPSC--TV GTLRLPSI TEPI VALFKGKID-------- 
D_D            137 ------- DVTII SPRNYFLFTPLLVGG--TTGTVEVRSI MEPIRKYCKRADA-------- 
N_S_BAB76910    30 -----SYP I I LIE QRDRFSFKPLLYEL--L SGELHSQQVYPRYQELLAG----------- 
Syne_SLR1484    70 -----AGP I VLVEPQANFVFKPMLYEL--L TEELPESVVCPSYEKLLAD----------- 
N_C_NDE1       172 -------H VTVVSPANYFLFTPMLPSA--TV GTLELNSLVEPIRNI IDR----------- 
N_C_NDI1        79 ------- ERIF I SPRSYFVFTPLLAST-- AVGTLEFRTVLEPIRRLD------------- 
P_F             65 ------- DVTLI SPRNYFTFTPLLPCL--C SGTLSVNVCTESIR NFLRKKNG-------- 
P_Y             73 ------- DVTLI SPRNYFTFTPLLPCL--C SGTLNVDACSENI ETLL-KKNK-------- 
E_C_LpdA        42 ------- ETVIVE RYNTLGGVCLNVGCIPSKALLHVAKVIEEAKALAEHGIVFGEPKTDI 
A_A             26 ----SKA DVKVI NKSRFSYFRPALPHV-- AI GVRDVDELKVDLSEALPE----------- 
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A_t_NDA1       135 ------QPA I SREPGSYYFLANCSKLDA--------------DN HEV---H--------- 
A_T_NDA2       133 ------QPA I SREPGSFFFLANCSRLDA--------------DA HEV---H--------- 
S_T_NDA1       121 ------QPA VSTQPASYFFLANCNAID F--------------DN HMI ---E--------- 
O_S_NDA456     123 ------QPA VSKSPGSYFLLARCTAVDP--------------DA HTI ---D--------- 
O_S_NDA562     185 ------QSA LATRPGSYFFLASCTGID T--------------GR HEV---H--------- 
C_R_NDA1       131 ------QPC LSR-PSSSVFIADAHAVDA--------------AS RTV---T--------- 
A_T_NDC1       151 TG I QFLRDRVKTLLPCDHLGVNGSEI SV--------------TGGT V---L--------- 
N_SP_BAB75793   76 TG I RFYQAVVSG------------- ID I--------------DQQR V---H--------- 
N_P_NDA         76 TG VRFYQGVVSG------------- ID I--------------EQQR V---D--------- 
Th_NDA          77 TP VVFHQGAVTT------------- ID L--------------QE KTV---H--------- 
Syn_SLR1743     76 SG VI FRQAEVTA------------- ID F--------------DHQK V---L--------- 
Syn_NDA390      74 GP VKFVQTQVQT------------- VDP--------------EQ KNV---V--------- 
C_R_NDA5       163 YP I RFVQAQVAS------------- VSPAAPHADAPDPDAPDAAGAV---T--------- 
C_R_NDA6        69 G--RVIQ ARVTQL-----------------------------TSQSA---L--------- 
C_R_NDA7        68 G--R FVQATVTSL-----------------------------SA KSA---V--------- 
T_B_NDH2        72 ------QPA LAHLPNRFSRCFVYD-I NF--------------EQ KRV---D--------- 
C_R_NDA3       210 ----------TSNPCVTYLEAECDS LDP--------------HT KVA---V--------- 
R_S             80 VF VR--K ATVDS------------- VDF--------------DR RLV---T--------- 
Halo            69 RTTE FIEDSVTD------------- ID T--------------DE RSV---S--------- 
B_S             71 KD I DLKI AEVSS-------------FSV--------------DK KEV---A--------- 
D_R             63 TG VHLEQAKVDY------------- VDL--------------DE REV---G--------- 
N_S_BAB73083    76 KNTKVLL GEVND------------- ID P--------------NLQQ I ---I--------- 
N_S_BAB77919    76 KNTQVLL GEVKD------------- I NP--------------KAQQ V---I--------- 
N_S_BAB73084    76 KNTQVLL GEVND------------- ID P--------------EAQE L---V--------- 
Syne_SLR0851    75 KN I RVLMDKVID------------- ID P--------------DKQK V---V--------- 
B_M             89 AE VTTLLGTVID------------- VDT--------------AR KSV---F--------- 
S_M             70 QE VTTLLGEVAG------------- VDM--------------IA KEV---T--------- 
M_L             74 KD VTTLLANVTG------------- VDR--------------AG KRV---L--------- 
B_J_1           83 RE VTTLFATVSG------------- VDA--------------TR RCV---L--------- 
X_A             75 RN VEVLLGDVTD------------- I AP--------------SR REV---V--------- 
C_T             69 DN VTVFKGNVCN------------- VDL--------------EQ KKV---K--------- 
C_G             78 EN VNVIKGEVTD------------- I NV--------------ESQT VTASL--------- 
M_S             77 KNAQVLL GDVTH------------- ID L--------------EN KTVDSVL--------- 
L_I             73 KN VTVVLGEATK------------- ID L--------------KT KTV---Y--------- 
G_M             67 RGTR FHLAEVAG------------- VDF--------------PA REV---V--------- 
N_S_BAB74663    80 PQ VQFLMAEVEQ------------- ID F--------------SGQI V------------- 
C_A             91 RN VNFLLAEVHS------------- VDF--------------TRQL V------------- 
D_D             76 PN VHFVI GDVRS------------- ID M--------------KN KVL------------- 
B_T             76 KDFY FRMAEVRA------------- VFP--------------EKNM I ------------- 
C_H             72 EN VQIRLAEVTG------------- I NP--------------QANT V------------- 
E_C_1           75 HGFQ FQLGSVID------------- ID R--------------EA KTI TIAE--------- 
B_J_2           78 HGFR YRI GEMIG------------- ID R--------------ER RQVLVAP--------- 
R_P             75 HGFH YRLGEMNG------------- LDR--------------AR KVI KLAP--------- 
B_V_2           75 HGFE FQQGELTA------------- LDR--------------TA KRI ALAP--------- 
A_V             72 NNFE FQYGRMCG------------- LDR--------------AN KRI RLAA--------- 
P_F             72 NHFE FQLGRMSG------------- LDR--------------ER KRI QLAA--------- 
H_I             71 HFFS FEQGSI IR------------- I NR--------------EQ KYVELAP--------- 
Z_M             75 WGYH YVRGTLED------------- ID R--------------KN HEI ILEP--------- 
B_V_1           86 HGFR FVQGALQA------------- LDR--------------AT RTVTIAA--------- 
C_R_NDA2       144 GKGE FYEALCKD------------- ID P--------------VA KELVCCF--------- 
A_T_NDB1       117 E- I ELWEADCFK------------- ID H--------------VNQK VHCRPVF------- 
S_T_NDB1       123 E- I QFWEAECLK------------- ID P--------------VN RTVSCRSGI------- 
A_T_NDB2       125 D-TS YLEAECFK------------- ID P--------------AS KKVYCRSKQ------- 
A_T_NDB3       111 E- MSFLEAECFK------------- ID P--------------GS KKVYCRSKQ------- 
A_T_NDB4       131 E--- YKEAECVK------------- ID A--------------SN KKI HCRSKE------- 
N_C_U08980     180 N- VKFYEAEASS------------- VDP--------------ER KVVRVLD-T------- 
Y_L_NDH2       180 E-CQ YLEADATK------------- ID H--------------EK RI VTIRSAV------- 
S_C_NDE1       180 E- VHYYEAEAYD------------- VDP--------------EN KTI KVK---------- 
S_C_NDI2       165 E- VHYIE AEALD------------- VDP--------------KA KKVMVQ---------- 
C_A            167 Q- VI YLEAEATN------------- I NP--------------KTNE LTLKQSTTVVSGHS 
S_C_NDI1       121 N- VTYYEAEATS------------- I NP--------------DRNT VTIKSLSAV----- 
S_P_NDH2_1     159 Y- VKFYEAECTD------------- VDA--------------DK KVI HIKK--------- 
S_P_NDH2_2     158 P-SNIHQ AECTA------------- ID T--------------SA KKVTIRG--------- 
D_D            180 EDAT FYEAECLS------------- VDP--------------VS KKVKCYDN-------- 
N_S_BAB76910    72 SK VKFVQDTVQS------------- ID I--------------HQQR VD------------ 
Syne_SLR1484   112 SG I DIVQARVAD------------- VQL--------------KE KRLV------------ 
N_C_NDE1       212 VKGH YIR AAAED------------- VDF--------------SS RLVEVSQ--------- 
N_C_NDI1       117 YG I GFHQGWAQD------------- ID F--------------AN KTI RVEANANADSASK 
P_F            108 YCGN YLQLECTD------------- VFY--------------ED KYI NCID--------- 
P_Y            115 ISGK YLKLECTD------------- I VY--------------KD KYI KCKD--------- 
E_C_LpdA        95 DK I RTWKEKVINQLTGGLAGMA--------------------KG RKVKVVNGL------- 
A_A             69 KG I QFQEGTVEK------------- ID A--------------KSSM VYYTK--------- 



133 

A_t_NDA1       163 ----CETVTEG-SSTLKPWK-FK I AYDKLVLACGAEASTFGINGVLENAIF LREVHHAQE 
A_T_NDA2       161 ----CETLTDG-LNTLKPWK-FK I AYDKLVIA SGAEASTFGIHGVMENAIF LREVHHAQE 
S_T_NDA1       149 ----CETVTEG-VETLEAWK-FN VSYDKLVIA SGAHALTFGIKGVNEHATFLREVHHAQE 
O_S_NDA456     151 ----CETVTEGEKDTLKPWK-FK VAYDKLVFACGAEASTFGIRGVTDHAIF LREVHHAQE 
O_S_NDA562     213 ----C-TAADGDGLPANPYN-FK VSYDKLVIA SGSEPLTFGIKGVAENAIF LREVSHAQE 
C_R_NDA1       158 ----CRSV-DG-------LD-FS VQYDKLAI CTGSQGSTFGIPGVLENAHFLRDVKQADA 
A_T_NDC1       185 ----LESGFK------------- I EYDWLVLALGAESKLDVVPGAMELAFPFYTLEDAIR 
N_SP_BAB75793   97 ----LQDGPE------------- I PYDRLVLTLGGETPLDLVPGAISYAYPFRTI ADTYR 
N_P_NDA         97 ----IHEGPE------------- I PYDRLVLALGGETPLDLVPGAAAYGYPFRTI SDAYR 
Th_NDA          98 ----LGKGDP-------------FT YEKLVLALGGETPKSTI PGVAADALTFRTLSDAYR 
Syn_SLR1743     97 ----LNDQDKG--------T-ES LAFDQLVIALGGQTPLPNLPGLKDYGLGFRTLEDAYK 
Syn_NDA390      95 ----CGDRQ-------------- I TYDYLVIA AGGTTKFVNLPGI KEYALPFKTLNDALH 
C_R_NDA5       198 ----LSDGTQ------------- LPYDFLVVALGGQPDSRGVPGVKEWAVPFAGYEDALR 
C_R_NDA6        86 ----LSSGDT------------- I SFDFAAVCSGSSTSE-L----------F KSAAATSR 
C_R_NDA7        85 ----LSNGET------------- LSFDYAALATGSSYSDTA----------F KSTASSSR 
T_B_NDH2        99 ----CISVDNTSVGPHALVNTFD VQYDKLVLAHGAQPNTFNVPGAVERACFLREVNEART 
C_R_NDA3       234 ----CTSSFAYDDGRRPQFE--- I QYDKAVVAVGEQPATFGVKGVKEHCFFMKEVSDAVA 
R_S             99 ----VFQGVQ--------RRPTE I GYDHLVIALGQAADLSKMPGLEEHALTMRTLEDARR 
Halo            90 ----LADGDD------------- VAYDYLVVGIGSETATYGIEGMAEHPLTLKSLDDAME 
B_S             92 ----LADGST------------- LTYDALVVGLGSVTAYFGIPGLEENSMVLKSAADANK 
D_R             84 ----LKDGRV------------- LMYDTLVVGLGSVTNFYRI PGLAENATELKQLSDADD 
N_S_BAB73083    97 ----VGDKV-------------- VPYDTLIVA TGAKHSYFGKDNWQELAPGLKTVEDAIE 
N_S_BAB77919    97 ----LDDKV-------------- VPYDTLIVA TGANHSYFGKDHWKDVAPGLKTVEDAIE 
N_S_BAB73084    97 ----MGDEK-------------- I PYDTLIVA TGAKHSYFGKDNWEEFAPGLKTVEDAIE 
Syne_SLR0851    96 ----LEDHAP------------- I AYDWLVVATGVSHHYFGNDHWAALAPGLKTI EDALT 
B_M            110 ----LENGDE------------- VSYDMLVLATGARHAYFGNDQWEKLAPGLKALEDATT 
S_M             91 ----LAHGQS------------- I PYDTLVLATGATHAYFGHDEWAAVAPGLKTLEDATT 
M_L             95 ----LDDGSA------------- VAYDTLVLATGARHAYFGHDEWEPFAPGLKTLEDATT 
B_J_1          104 ----IDDGSE------------- VPYDTLVLATGARHAYFGHDEWEQFAPGLKTLEDATT 
X_A             96 ----LADGGT------------- LGYDMLLLATGATHAYFGNDQWAEHAPGLKTLYDALV 
C_T             90 ----TDFGD-------------- I EYDYLVLACGAQHHYFGKNDWEEHAPGLKNLAQASE 
C_G            102 ----GEFTRV-------------FE YDSLVVGAGAGQSYFGNDHFAEFAPGMKSI DDALE 
M_S            101 ----LGHTYS-------------TP YDSLIIA AGAGQSYFGNDHFAEFAPGMKSI DDALE 
L_I             94 ----YQNTS--------------TN YDYLIL SAGARSSYFGNDHWEKYTIGLKNLKDALK 
G_M             88 ----TGNGR-------------- I PYDYLIIG AGSVTNYFGLESVERHAFDLKELVDGER 
N_S_BAB74663   100 ----KTAKGA------------- I DYDFLVLATGSRTQFWGVNGAEEYAFPMRSLEEAVA 
C_A            111 ----HTNTGS------------- VQYDYLILA AGSTTNFFGNERI ARHTLGMKDLNEAQR 
D_D             96 ----HTDGPH------------- I PFDKLVVAMGSFTAFYGVPGADKHCFRLKNLEQAIT 
B_T             96 ----QTSIGK-------------AE YDYLVLAAGTTTNFFGNKHI EEEAMPMKNVSEAMG 
C_H             92 ----HTSIGD-------------FN YDYVVIAAGCKTNFFGNKVI EENSYTLKSTSDSIA 
E_C_1           99 ----LRDEKGELLVPERK----- I AYDTLVMALGSTSNDFNTPGVKENCIFLDNPHQARR 
B_J_2          102 ----YLDAEGREVTPKRS-----FD YDVLVIAVGSQNNDFGTPGVAEHAIK LESQADAKR 
R_P             99 ----VIDDEGREINPESE----- LAYDTLVIAIG SVTNDFGTPGARDHAVPLETPEQASR 
B_V_2           99 ----VNDSDGAELLPARN----- LEYDTLVVAIGSTTHFFGVQGAAENAIA LDTVGEAER 
A_V             96 ----QPAQEDRAPLPERE----- LEYDTLVLSVGSTTNDFGTPGAAENCIFLEGRDQAER 
P_F             96 ----TYDETGVELLPARE----- LGYDTLVIAVGSTTNDFGTEGAAQHCLFLDTRKQAER 
H_I             95 ----VYGQEGDMLVIARR----- I PYDYLVIAIG SKSNDFNTKGVADNCIFLDSSKQALR 
Z_M             99 ----LVDEEGHKISDQER----- LRYDYLVLALGSVANDFNTPGVRENCLFLDSRAQADR 
B_V_1          110 ----VHDADGTEILPQRE----- LGYDDLVLAVGSVTNFFNVPGAARHALPLENLDQAED 
C_R_NDA2       168 ----PEDAGLDSACFK------- MSYDVLVMAVGSVNNTFGIKGVDQYCFYFKSI EDANR 
A_T_NDB1       142 ----KDDPE--------ASQEFS LGYDYLIVAVGAQVNTFGTPGVLENCHFLKEVEDAQR 
S_T_NDB1       148 ----NDNLA--------GHNDFS LQYDYLVVAVGAQVNTFNTPGVMEHCHFLKEVEDAQR 
A_T_NDB2       150 ----GLSSN--------GKKEFS VDYDYLVIA TGAQSNTFNI PGVEENCHFLKEVEDAQR 
A_T_NDB3       136 ----GVNSK--------GKKEFD VDYDYLVIA TGAQSNTFNI PGVEENCHFLKEVEDAQR 
A_T_NDB4       154 ----GSSLK--------GTTEFD MDYDI LILAVGAKPNTFNTPGVEEHAYFLKEAEDALN 
N_C_U08980     204 ----SEIRG--------DVVETE I PYDMLVVGVGAENATFGIPGVREHTCFLKEI GDAQR 
Y_L_NDH2       205 ----SENSK--------EEVIKE I PFDYLVVGVGAMSSTFGIPGVQENACFLKEI PDAQQ 
S_C_NDE1       202 ----SSAKN--------NDYDLD LKYDYLVVGVGAQPNTFGTPGVYEYSSFLKEI SDAQE 
S_C_NDI2       187 ----SVSED--------EYFVSS LSYDYLVVSVGAKTTTFNI PGVYGNANFLKEI EDAQN 
C_A            199 GKDTSSSKSTVAEYTGVEEITTT LNYDYLVVGVGAQPSTFGIPGVAENSTFLKEVSDASA 
S_C_NDI1       148 ----SQLYQPENHLGLHQAEPAE I KYDYLI SAVGAEPNTFGIPGVTDYGHFLKEI PNSLE 
S_P_NDH2_1     182 ----TTTDG--------VDLEQE I KYDYLVCSHGAETQTFNI PGI AEYGCFLKEI WDAQK 
S_P_NDH2_2     181 ----TTEAN--------EGKEAV I PYDTLVFAIGAGNQTFGIQGVRDHGCFLKEAGDAKK 
D_D            205 ----SAVKG--------EVSEFE LEYDHLIVGVGADNQTFGIPGVKENACFLKEI NDTRN 
N_S_BAB76910    93 ----TVSGQA-------------FH YSNLILALG SKTTYFATPGAAEYAMPFTSGEQAIA 
Syne_SLR1484   133 ----LDSGQE-------------QH YDYLVLAVGSVQGYLGAQGAAENAFAFRSQTEAIA 
N_C_NDE1       236 ------------KDPRGNEVRFY VPYDKLVIAVGSTTNPHGVKGL- ENCHFLKDI NDARQ 
N_C_NDI1       150 AVVPIGQGGQLNQASARGAL-FD VPYDKLVIA CGAYSQTFGIEGVREHANFLRDVGDARR 
P_F            132 -----IENNKVK----------- LFYDYLIIAVGA KTNTFNI NGVDKYAYFVKDI DDALK 
P_Y            139 ----NVNNNEIK----------- I NYDYLVI SVGAKTNSFNI KGVDKYAFYIK DI I DALK 
E_C_LpdA       128 ----GKFTGANTLEVEGENGKTV I NFDNAIIA AGSRP--IQ LPFI PHEDPRI WDSTDALE 
A_A             93 ----------------PDGSMAEEE YDYVIVGIGAHLATELVKGWDKYGYSVCEPEFATK 
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A_t_NDA1       217 IR RKLLLNLMLSEV-PG---IGE------------------------------D--- EKK 
A_T_NDA2       215 IR RKLLLNLMLSDT-PG---ISK------------------------------E--- EKR 
S_T_NDA1       203 IR RKLLLNLMLSDV-PG---VSE------------------------------E--- EKR 
O_S_NDA456     206 IR RKLLLNLMLSDV-PG---ISE------------------------------E--- EKR 
O_S_NDA562     267 IR RKLLTNLMLSEN-PG---LSE------------------------------E--- EKK 
C_R_NDA1       205 IR QKLI ENIALAGV-PGEPSRQQ------------------------------D---EFS 
A_T_NDC1       228 VNEKLS--------------KLE------------------------------RKN FKDG 
N_SP_BAB75793  140 LEERLR--------------VLE------------------------------E-- -SDA 
N_P_NDA        140 LEERLR--------------FLE------------------------------E-- -SDA 
Th_NDA         141 LEEALQ--------------RCE------------------------------H-- -SDR 
Syn_SLR1743    144 LKQKLK--------------SLE------------------------------Q-- -ADA 
Syn_NDA390     137 LKEKLR--------------ALE------------------------------T-- -SVA 
C_R_NDA5       241 VKGTLD--------------LLS------------------------------D-- -AGA 
C_R_NDA6       118 -GQ RLA--------------EMK------------------------------G-- -EIR 
C_R_NDA7       118 -EQ RLA--------------ELK------------------------------ALT EDIK 
T_B_NDH2       155 IR KRLVQNIMTANL-PV---TSV------------------------------E---E KK 
C_R_NDA3       287 LRKRI AEKFELASL-PG---TSE------------------------------E---D RK 
R_S            147 LRAHVIGQLEHAQI-T----RLP------------------------------E---V KR 
Halo           133 I HEQVREA------------AQD------------------------------A-- -T RD 
B_S            135 VFQHVEDR------------VRE------------------------------YSK TKNE 
D_R            127 I FNFVNR-------------TFD------------------------------N-- -GYQ 
N_S_BAB73083   139 MRRRI FGAFEAA--------EKE------------------------------TDLEK RK 
N_S_BAB77919   139 MRRRI FGAFEAA--------ESE------------------------------TDPEK RR 
N_S_BAB73084   139 MRRRI FTAFEAA--------EKE------------------------------KDPAK RR 
Syne_SLR0851   139 IR QRI FAAFEAA--------EKE------------------------------SNPERQQ 
B_M            153 IR RRLLLAFERA--------ERE------------------------------PDMAR RQ 
S_M            134 IR RRVLIAF EQA--------EVE------------------------------EDTAR RD 
M_L            138 IR RRIL LAFEQA--------ERE------------------------------TDPAK RE 
B_J_1          147 LRRHIL VAFERA--------ERE------------------------------TDPAK RA 
X_A            139 LRRKLLLAFERA--------EAE------------------------------SDPAA RA 
C_T            132 IR RRVMEAYEAA--------ERT------------------------------NDMKE RK 
C_G            145 IR ARII GAFERA--------EIC------------------------------EDPAE RE 
M_S            144 LRGRIL GAFEQA--------ERS------------------------------SDPVR RA 
L_I            136 IR HKLLISF EKA--------ELS------------------------------GDPEVVK 
G_M            130 LRNHIL TAFERA--------VVE------------------------------PDPAK RR 
N_S_BAB74663   143 LRNHI FSCFEQA--------IQE------------------------------SDAAK RQ 
C_A            154 LRNHVLLCCERA--------AAE------------------------------SDPDK RM 
D_D            139 LRNHIVSCFEQA--------THE------------------------------RNPDR KD 
B_T            139 LRNALLANLERA--------VTC------------------------------SNKQEQQ 
C_H            135 LRNHVLINF EKI--------IS-------------------------------APKEEQE 
E_C_1          150 FHQE MLNLFLKYSA---------------------------------------NLG- -AN 
B_J_2          153 FHE RMVNACIRAHA---------------------------------------QSSPLGE 
R_P            150 FNK RMVNACLRAQH---------------------------------------QHAPIEP 
B_V_2          150 F RKRLI AACMRAEH-Q------APAEP--------------------------APGAAAE 
A_V            147 F RRPLLSHYLRAH----------------------------------------ASNDD-G 
P_F            147 FHQQ LLHHYLRAH----------------------------------------AGQTDIV 
H_I            146 FQH KLLELFLKFSE-NRALDDIGEEEF--------------------------KQKL VDE 
Z_M            150 F REHLFDACASASR-TM------------------------------------IAQPGME 
B_V_1          161 F RRKFLAACTRANH-AAE-----------------------------------QHPAR RA 
C_R_NDA2       217 LRSRVSECFERAAL-PA------------------------------------TPEEE RK 
A_T_NDB1       190 IR RGVI DCFEKAIL-PG------------------------------------LTEEQ RR 
S_T_NDB1       196 IR RTVI DCFEKSVI-PG------------------------------------LSEEE RR 
A_T_NDB2       198 IR KTVI DSFEKASL-PE------------------------------------LSDEE RK 
A_T_NDB3       184 IR STVI DSFEKASL-PG------------------------------------LNEQE RK 
A_T_NDB4       202 IR HSVI DCFERASL-PN------------------------------------LTEEE RK 
N_C_U08980     252 IR KKIMDCVETAAF-KG------------------------------------QSQEEID 
Y_L_NDH2       253 IR RTLMDCIEKAQF-E-------------------------------------KDPEV RK 
S_C_NDE1       250 IR LKIMSSI EKAAS-LS------------------------------------PKDPE RA 
S_C_NDI2       235 IR MKLMKTI EQASS-FP------------------------------------VNDPE RK 
C_A            259 IR RKLMDVIEAANI-LP------------------------------------KDDPE RK 
S_C_NDI1       204 IR RTFAANLEKANL-LP------------------------------------KGDPE RR 
S_P_NDH2_1     230 IR ARIL HCLEQAQF-KD------------------------------------LPAET RR 
S_P_NDH2_2     229 VFNRI FEIL EQVRFNKD------------------------------------LSPEE RA 
D_D            253 IR DKII DCLETASY-PG------------------------------------QPEKEID 
N_S_BAB76910   136 LRQHLRHKLYQAIQT--------------------------------------SDSER RR 
Syne_SLR1484   176 LRDHLKACLEKSLTT--------------------------------------ADQAE KE 
N_C_NDE1       283 IR NKII QNLELSCLPT-------------------------------------TSDEE RK 
N_C_NDI1       209 IR LRVLSLFELCAYPKGVDN---------------------------------LTDED RA 
P_F            176 IR KKFLDIL EKC-----------TLPN--------------------------ISNEE KK 
P_Y            184 IR TKFI SNLEACIKGIKAGAVTNTITNDSSSSISDSSSSIGDSSSSIGDSSSSISDDLAK 
E_C_LpdA       182 LK--------------------------------------------------- ------E 
A_A            137 LREKLESFQGGN-------------------------------------------- ---- 
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A_t_NDA1       240 R LLHCVVVGGGP------------------ TGVEFSGELSDFI MK----DVRQRYSHVK- 
A_T_NDA2       238 R LLHCVVVGGGP------------------ TGVEFSGELSDFI MK----DVRQRYAHVK- 
S_T_NDA1       226 R LLHCVVVGGGP------------------ TGVEFSGELSDFI LK----DVHQRYAHVK- 
O_S_NDA456     229 R LLHCVVVGGGP------------------ TGVEFSGELSDFI IR----DVKQRYSHVK- 
O_S_NDA562     290 R LLHCVVVGGGP------------------ TGVEFSGELSDFI TR----DVRERYAHVK- 
C_R_NDA1       231 R LLHI VIVGGGP------------------ TGVEVAGELTDFI SHEVCVDLMRMYPERA- 
A_T_NDC1       244 SA I KVAVVGCGY------------------A GVELAATI SERLQD----------RG--- 
N_SP_BAB75793  153 EK I RVAIVGAGY------------------ SGVELACKLADRLGE----------RG--- 
N_P_NDA        153 DK I RVAIIGAG Y------------------ SGVELACKLADRLGE----------RG--- 
Th_NDA         154 DR I RVVVVGAGP------------------ SGVELACKLAERLGS----------RG--- 
Syn_SLR1743    157 EK I RIA IVGGGY------------------ SGVELAAKLGDRLGE----------RG--- 
Syn_NDA390     150 EK I RIA IVGGGY------------------ SGVELACKLADRLGD----------RG--- 
C_R_NDA5       254 GGC-V VVVGAGY------------------A GVELAATVAERLRA----------RGAG- 
C_R_NDA6       130 SAKSV LVVGGGP------------------ SGVEMAAEIVDAFAG----------K---- 
C_R_NDA7       133 ASKSI VVVGGGP------------------A GVEVAAEIVEAHAG----------K---- 
T_B_NDH2       178 R LLHTVVVGGGP------------------ TGVEFSADLAEFLRD----DVKNINPELV- 
C_R_NDA3       310 AA LHFVVVGGGP------------------ TGVEFAGTLSDFVRE----DLKKKYPALM- 
R_S            169 GA LTFCVVGGGF------------------ SGIETAGEMKDLI DR----SLKF YPDI DP- 
Halo           148 DPANV VI GGAGL------------------ SGIQSAGEVAEFRDR------------HN- 
B_S            153 ADATI LI GGGGL------------------ TGVELVGELADI MPN-----LAKKYG VDH- 
D_R            141 GNRDI VVGGAGL------------------ TGVELVTELAQRAEL-------LSKERGL- 
N_S_BAB73083   161 A LLTFVIVGGGP------------------ TGVELAGAI AELAYK---T LQEDFRNI NT- 
N_S_BAB77919   161 AW LTFVIVGGGP------------------ TGVELAGAI AELAYK---T LKEDFRSI DT- 
N_S_BAB73084   161 AW LTFVVVGGGP------------------ TGVELAGAI AELAYK---T LKEDFRNI DT- 
Syne_SLR0851   161 AW LTFVIVGAGP------------------ TGVELAGAI AEIAHS---S LKDNFHRI DT- 
B_M            175 A LLTFSIVGGGP------------------ TGVELAGI I AELARR---T LWPEFRNI DT- 
S_M            156 A LLTFTIIGAGP ------------------ TGVELAGI I AEMAHR---T LPGEFRRI DT- 
M_L            160 A LLTIA IVGGGP------------------ TGVELAGTI VELAHD---T LRGEFRNI DT- 
B_J_1          169 AR LTFVIVGAGP------------------ TGVELAGTI AEMAHH---T LPEDFRNI DT- 
X_A            161 AW LSFAVVGGGP------------------ TGVELAGTLAEIARH---T LKNEFRHI DP- 
C_T            154 KQ LTFVIVGGGP------------------ TGVELAGSI GEMSRY---T LSKFYRHI DP- 
C_G            167 R LLTFVVVGAGP------------------ TGVELAGQLAEMAHR---T LAGEYKNFNT- 
M_S            166 K LLTFTVVGAGP------------------ TGVEMAGQI AELADQ---T LRGSFRHI DP- 
L_I            158 S LLNYVIIGGGP------------------ TGVELAGSI AELSHQ---I I RDEFHTI DP- 
G_M            152 A LMTFVIVGGGP------------------ TGVEFAGALMELVRY---V LAKDYPELSV- 
N_S_BAB74663   165 Q LLTFTIVGGGA------------------ TGVEMAGALVEMLRG---C LRRDCPTI DF- 
C_A            176 A LLTFAVVGGGP------------------ TGVELAGAFVELI RH---V I RHDYPMLDV- 
D_D            161 R IL TYTVVGGGP------------------ TGVEYAGALAELI RQ---P LTKDFPTLNT- 
B_T            161 E LLNI VVVGGGA------------------ TGVEVAGVLSEMKKF---V LPNDYPDMPS- 
C_H            156 A LFNI VIVGGGP------------------ TGVELAGAFAEIKRN---I LPKDYPGI DF- 
E_C_1          169 GK VNIA IVGGGA------------------ TGVELSAELHNAVKQ---LHSYG YKGLTNE 
B_J_2          174 HQ LKVAIIGAG A------------------ TGVELAAELHRTTRE---V VAHGLDQVDPQ 
R_P            171 GQ LHVAIIGAG A------------------ TGTELAAELHHTARE---I I AYGLDKI DPE 
B_V_2          177 PR I QVVIVGGGA------------------ TGVELSAELRNTAQV---LSVYGLHKLDPR 
A_V            166 HQ VKVAIVGAGA------------------ TGVELAAELRHASKE---L VAYGLERI PP- 
P_F            167 ER I SVAIVGAGA------------------ TGVELAAELHNAAHE---LHAYGLDRI KP- 
H_I            179 NK VNIA IVGGGA------------------ TGVELTAELYHAAED---LSSYGYGKI DS- 
Z_M            173 KP VRVTVIGAGA------------------ TGVELSAELYNTAIE---LGNFGLEKFGA- 
B_V_1          185 AP VCISVIGAGA------------------ TGVELAAALRHAVQQ---LTTYR FKALVST 
C_R_NDA2       240 K LLTFVVVGGGP------------------ TGVEVAAELYDMI EE---D LSKLYPNLV-- 
A_T_NDB1       213 RK LHFVIVGGGP------------------ TGVEFAAELHDFI IE---D I TKI YPSVK-- 
S_T_NDB1       219 TN LHFVIVGGGP------------------ TGVEFAAELHDYVYE---D LVKI YPSVK-- 
A_T_NDB2       221 R IL HFVVVGGGP------------------ TGVEFAAELHDFVTE---D LVSLYPRAK-- 
A_T_NDB3       207 R MLHFVVVGGGP------------------ TGVEFASELHDFVNE---D LVKLYPKAK-- 
A_T_NDB4       225 K IL HFVVVGGGP------------------ TGVEFSAELHDFLVQ---D VAKI YPKVQ-- 
N_C_U08980     275 R LLHMVVVGGGP------------------ TGVEFAGELQDFFEE---D I KKLIPDI A-- 
Y_L_NDH2       275 R LLHTVVVGGGP------------------ TGVEFAAELQDFFED---D LRKWIPDI R-- 
S_C_NDE1       273 R LLSFVVVGGGP------------------ TGVEFAAELRDYVDQ---D LRKWMPELS-- 
S_C_NDI2       258 R LLTFVVVGGGP------------------ TGVEFAAELQDYI NQ---D LRKWMPDLS-- 
C_A            282 R LLSI VVCGGGP------------------ TGVEAAGEIQDYI DQ---D LKKWVPEVA-- 
S_C_NDI1       227 R LLSI VVVGGGP------------------ TGVEAAGELQDYVHQ---D LRKFLPALA-- 
S_P_NDH2_1     253 RY VHTVVVGGGP------------------ TGMEFAGEMADFI ED---D LKSWYPELA-- 
S_P_NDH2_2     253 R LLHIT VVGGGP------------------ TGMEFAAEMQDFI DN---D VKDMFPELQ-- 
D_D            276 R LLNFVVVGGGP------------------ SGVEFTAELNDFLQS---D LLKTYP- LA-- 
N_S_BAB76910   158 L LLTVAIIGAGP ------------------ SGIELACTLADLLPIWYDELGGDG------ 
Syne_SLR1484   198 R LLTVAIVGAGP------------------A GVEMAATLADLLPSWYVPMGGNI------ 
N_C_NDE1       306 R LLSFVVCGGGP------------------ TGVEFAAELFDLLNE---D LTLHFPRLLR- 
N_C_NDI1       236 N LLHFAIVGGGP------------------ TGIEYASELHDLI HD---D LSKMYPDLL-- 
P_F            199 K MLHVAVVGGGP------------------ TGVEVTAEFADFI NK---E VKINYKDI F-- 
P_Y            244 K MLHI VVVGGGP------------------ TGVEVAAELADFVNK---D I KNKYKEI Y-- 
E_C_LpdA       185 VPERL LVMGGGI------------------I GLEMGTVYHALGSQ--------------- 
A_A            149 ----- I AIG SGPFYQGHNPKPKVPENFVPNADSACEGPVFEMSLM---- LHGYFKKKGML 
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A_t_NDA1       277 DD IRVTLIE - ARDIL SSFDDR--- LRHYAIKQLNKS- GVKLVRGI- VKEVKPQKLILDD- 
A_T_NDA2       275 DD IHVTLIE - ARDIL SSFDDR--- LRRYAIKQLNKS- GVRFVRGI-VKDVQSQKLILDD- 
S_T_NDA1       263 DY IHVTLIE - ANEIL SSFDDR--- LRVYATNQLTKS- GVRLVRGL-VQHVQPDNI ILSD- 
O_S_NDA456     266 DY IHVTLIE - ANEIL SSFDVR--- LRQYATNQLTKS- GVRLVRGI- VKDVQPNKLILDN- 
O_S_NDA562     327 DY VKVTLIE - ANEIL SSFDVG--- LRQYATDHLSKY- GVNLVRGV-VKEVKPREI ELSD- 
C_R_NDA1       272 KA MRVTLVE- ARELLGSFDAS--- LREYAARKLIQG- GVLLRKGI- VHEVTPREVVLKD- 
A_T_NDC1       273 ---I VQSI NVSKNIL TSAPDG---NREAAMKVLTSR-KVQLLLGY-LVQS---- I KRASN 
N_SP_BAB75793  182 --- RFRLVEISDQIL RTSPDF---NREAAKKALDAK-GVFI DLET-KVES---- I GQNT- 
N_P_NDA        182 --- RFRIVE I ADQIL RTSPEF---NREAAKKALDAR-GVFLDLET-KVEL---- I EQNS- 
Th_NDA         183 --- RI RLVDRNPEIL KSSPEF---NRKAALRALEDR-GVWI DLET-TPVA---- LTRDR- 
Syn_SLR1743    186 --- RI RIIE RGKEIL AMSPEF---NRQQAQASLSAK-GI WVDTET-TVTA---- I TATD- 
Syn_NDA390     179 --- RLRIID RGDEIL KNAPKF---NQLAAKEALEAR-GI WVDYAT-EVTE---- VTADS- 
C_R_NDA5       284 GA VAVKVLTPGSHIL EGCPEG---QGEAASKALADL-GVEVLTGA-RVLGLDPPLAASD- 
C_R_NDA6       158 ---A VTLVHGGKRLLAELPPR---AGAAAQRWLEAH-HVKVMLGR-RVESKPPPDDPSLG 
C_R_NDA7       161 ---Q VTLVHPGAQLLNGTPPK---AGAAAKKWLESH-RVTVLLNT-SVQGKP----EGRG 
T_B_NDH2       215 QFC KVTVLE- AGEVFSTFDLR--- VREWGKRRLDAL-GVRI VKGN-VVAVQEKEVITKS- 
C_R_NDA3       347 KY VKVTLLQSAQQIL TQFDAG--- LGQRATEALESS-GVEVRTGVRVVEI TINKVMLVS- 
R_S            206 SE VRMI VVEFADRIL GEMSQG---LADYATRTLRER-GI EVKLGTGVASATGTQLVTTT- 
Halo           177 AP I DVTLVEALPEI FPPGDSE--- I QGALRHRLEDA-GVTI LTDDPI TAASEDAI EFDE- 
B_S            189 KE IKL KLVEAGPKIL PVLPDD--- LIERATASLEKR- GVEFLTGLPVTNVEGNVI DLKD- 
D_R            175 PPFN I YLVEAGPKIL PILDEA--- LRAKAQQTLEDY-GI KI MVGHRI MQATADSVTVQT- 
N_S_BAB73083   199 SET RI LLLQGGDRIL PHIAPE--- LSQAATTSLREF-GVVVQTKTRVTSI ENDIVTFKQ- 
N_S_BAB77919   199 SET KI LLLQGGDRIL PHIAPE--- LSQVAAESLQKL- GAI I QTKTRVTNI ENDIVTFKK- 
N_S_BAB73084   199 TETQ VI LLEGLDRIL PPFAPE--- LSQEAEIS LKQL-GVLVQTKTLVTNI ENDIVTLKQ- 
Syne_SLR0851   199 RQA KI LLIEGVDRVLPPYKPQ--- LSARAQRDLEDL-GVTVLTERMVTDI NPEQVTVHN- 
B_M            213 RQA RVLLLEVGPRIL SAFPED--- LSAYARRALEKL- GVEVRLGIPVKDI TQEGVTVGD- 
S_M            194 RLA RVVLVEAGPRIL PAFSEE--- LSAYASRELEKL- GVEVLTGTPVTDCTDEGVTIGE- 
M_L            198 RQT RVVLIEAGDRIL ANFAPK--- LSDYASKALERL- GVTVELGRAVTRCDAEGVVFGD- 
B_J_1          207 TKA RVVLIEAGPRVLAGFADE--- LSAYAQASLEKI- GVEVVLGQPVTEI DRDGVVYGG- 
X_A            199 RQA RVRLVEAGPRVLPSFPED--- LTAKARKQLERL- GVEVHTGTPVTQI DALGYQLGD- 
C_T            192 KLT RI FIVEAAERIL GTFSPE--- LSSKATRELEKL- GVQVWTSSMVSDVDADGVQIGR- 
C_G            205 NSA KI I LLDGAPQVLPPFGKR--- LGRNAQRTLEKM-GVNVRLNAMVTNVDATSVTYKT- 
M_S            204 TEA RVI LLDAAPAVLPPMGEK---LGKKARARLEKM-GVEVQLGAMVTDVDRNGI TVKD- 
L_I            196 ALS KI TLIEA SPRLLMTFDPS--- LGEFTKKRLERR- GVEVLTGTRVID I NERGVQLEG- 
G_M            190 QAA RVVLVEAFDRLLAAMPQE---LQVYTLEKLRAM-GVEVLFNARVVDAEPERVILHD- 
N_S_BAB74663   203 GE VKI I LVQSGDRLLVEFPKK--- LGNYTYKKLHQL-GVEVYLQTRVSQLTEGFVHLDN- 
C_A            214 RQA RVVLIEA TDRIL ASFPDS--- LQQAALHRLQRM-GVEVRLNTPVADADTNGLRFRD- 
D_D            199 GQA RVVLLEAGDGLLAGFPDH--- LRRYAFERLTHM-GVDVRLNAKVTAVTPDSVELEG- 
B_T            199 SL MHIYLIEAGSRLLAGMSED---SSSHAEQFLREM-GVNI LLNKRVTDYRDHKVTLED- 
C_H            194 TK LRI MLIEGSKNTLNSMSEL---AHKASRMYLEKM-GVEI QTELFVKNYDGKIAELSN- 
E_C_1          208 A- LNVTLVEAGERIL PALPPR--- I SAAAHNELTKL- GVRVLTQTMVTSADEGGLHTKD- 
B_J_2          213 KD IRI TLIEAA DRVLPALPER--- VSKETEKLLVRL- GVNVLVGAKVSVVGSDHVSLTD- 
R_P            210 HD LKI VLIEAA PRIL PALPPR--- I SDATLKLLLDL- GVEVRTGARVAEVLDHAVRLAD- 
B_V_2          216 HD VGI VLIE SGPRIL PALQER--- VSSATAELLEKL- GVRLLLAERVTEVAPGFVHTAS- 
A_V            204 EN LSI TLIE SSPRVLAALPER--- I SRSAHATLESL- GVRVLVSTAVSEVTAEGVKTKD- 
P_F            205 EN MHITLIEAGPRVLPALPER--- I GGPVHKTLEKL- GVNVMTNAAVSQVTADSLITAD- 
H_I            217 SC LQVTLVEAGTRLLPALPEN--- LSAAVLDELKEM-GTNVQLNTMI TEAQPNTLITKD- 
Z_M            211 NC MQVTLVEAAPRIL APLPEF--- MAEDAHTVLQRL- GVDI KTNTMVVEAGEGFI KTKD- 
B_V_1          224 RD VHIRLIEGGARIL PALDER--- LSARMHAQLRTL-SVDVLTDTRVAQVDADAVTTAT- 
C_R_NDA2       277 KD VSI QVVELMDHVLSTYDRA--- I SLYTAEQFKRA- GI KLVLNSRVASVEDGVVRVVN- 
A_T_NDB1       250 EL VKI TLI QSGDHIL NTFDER--- I SSFAEQKFTRD- GI DVQTGMRVMSVTDKDI TVKV- 
S_T_NDB1       256 DF VKI TVI QSGDHIL NTFDER--- I SSFAEQKFQRD- GI EVSTGCRVTSVSDHFI NMKV- 
A_T_NDB2       258 GS VRITLLEAADHIL TMFDKR--- I TEFAEEKFSRD- GI DVKLGSMVTKVNEKDI SAKT- 
A_T_NDB3       244 NL VQI TLLEAADHIL TMFDKR--- I TEFAEEKFTRD- GI DVKLGSMVVKVNDKEI SAKT- 
A_T_NDB4       262 EFT KI TLLEAGDHIL NMFDKR--- I TAFAEEKFQRD- GI DLKTGSMVVGVTADEI STKE- 
N_C_U08980     312 DRF RVTLIEA LPNVLPSFSKQ--- LIEYTESTFKEE-KI DI MTKTMVKRVTEKTVEAEI- 
Y_L_NDH2       312 DDF KVTLVEALPNVLPSFSKK--- LIDYTEKTFSDE-KI SI LTKTMVKSVDENVI RAEQ- 
S_C_NDE1       310 KE IKV TLVEALPNIL NMFDKY--- LVDYAQDLFKEE-KI DLRLKTMVKKVDATTI TAK-- 
S_C_NDI2       295 KE MKVI LIEA LPNIL NMFDKT--- LIKY AEDLFARD-EI DLQVNTAVKVVEPTYI RTL-- 
C_A            319 DE LKVSLVEALPNVLNTFNKK--- LIDYTKEVFKDT-NI NLMTNTMI KKVNDKSLIANH- 
S_C_NDI1       264 EE VQI HLVEALPI VLNMFEKK--- LSSYAQSHLENT-SI KVHLRTAVAKVEEKQLLAKT- 
S_P_NDH2_1     290 DDFA VTLVEALPSVLPMFSAK--- LRDYTQSLFDSS-HI KI RTNTALKKVTAENI HVEV- 
S_P_NDH2_2     290 KD IHVTLIEAA PGVLPMFTKS--- LITYTENLFKNL-NI KI MTKTVVKDVNEKNLIVQK- 
D_D            312 KR I NVTLVEALPHIL TI FDKK--- I IDHVEKRLQSSNNTKI WTKTAVVGVREKEI TVKN- 
N_S_BAB76910   194 SE IHVVLVNRSREIL KGDVNSHL-RCTVERAMKNRLIP VDFLFDAAVTKI TPDGVECRR- 
Syne_SLR1484   234 ND LKI YLVNHAPGIL AGDANSGLKRCALEE-LQARTIP VTLKLGVGVKSVTPESLQFVE- 
N_C_NDE1       344 NE I SVHLI QSRDHIL NTYDEA--- VSKYAEDRFSRD-QVDVLVNSRVAEVRPESI LFTQ- 
N_C_NDI1       273 KF VRITVYDVSPKVLPMFDQA--- LSKYAMDAFKRQ-KI EI RTQHNI ERVRPADGKLGS- 
P_F            236 NF I SI SIIEGG NNLLPTFTQN--- I SDFTKENFHN-LNI NVLTNYYVID VDKHSFHIQS- 
P_Y            281 KY I SI SIIEGG NNLLPTFTQN--- I SKFTEKIFKNKLNI NVYTNYHVIE I DENNFYIKS- 
E_C_LpdA       212 ---- I DVVEMFDQVI PAADKD--- I VKVFTKRI SKKFNLMLETKVTAVEAKEDGI YVTM- 
A_A            200 DK VHVTVFSPG-EYLSDLSPN---SRKAVASIYNQL-GI KLVHNFKI KEI REHEI VDEK- 
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A_t_NDA1       330 -------------------------------- ---------------------------- 
A_T_NDA2       328 -------------------------------- ---------------------------- 
S_T_NDA1       316 -------------------------------- ---------------------------- 
O_S_NDA456     319 -------------------------------- ---------------------------- 
O_S_NDA562     380 -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA1       325 -------------------------------- ---------------------------- 
A_T_NDC1       321 LEEDEGYFLELQPAERG--------------- ---------------------------- 
N_SP_BAB75793  229 --------ISLEYKN----------------- ---------------------------- 
N_P_NDA        229 --------ITLEYKN----------------- ---------------------------- 
Th_NDA         230 --------ISLQYKD----------------- ---------------------------- 
Syn_SLR1743    233 --------VTLQFRE----------------- ---------------------------- 
Syn_NDA390     226 --------LSLRYKG----------------- ---------------------------- 
C_R_NDA5       338 --------AGEQSPAAG--------------- ---------------------------- 
C_R_NDA6       210 ATSATGTTATGTHSGSAHTAVGGAVAAAVPDERSWSGAGSYAHSHAAAASHPDGGHHTHH 
C_R_NDA7       209 PVSLT--------------------------- ---------------------------- 
T_B_NDH2       268 -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA3       402 -------------------------------- ---------------------------- 
R_S            261 -------------------------------- ---------------------------- 
Halo           232 -------------------------------- ---------------------------- 
B_S            244 -------------------------------- ---------------------------- 
D_R            230 -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB73083   254 -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB77919   254 -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB73084   254 -------------------------------- ---------------------------- 
Syne_SLR0851   254 -------------------------------- ---------------------------- 
B_M            268 -------------------------------- ---------------------------- 
S_M            249 -------------------------------- ---------------------------- 
M_L            253 -------------------------------- ---------------------------- 
B_J_1          262 -------------------------------- ---------------------------- 
X_A            254 -------------------------------- ---------------------------- 
C_T            247 -------------------------------- ---------------------------- 
C_G            260 -------------------------------- ---------------------------- 
M_S            259 -------------------------------- ---------------------------- 
L_I            251 -------------------------------- ---------------------------- 
G_M            245 -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB74663   258 -------------------------------- ---------------------------- 
C_A            269 -------------------------------- ---------------------------- 
D_D            254 -------------------------------- ---------------------------- 
B_T            254 -------------------------------- ---------------------------- 
C_H            249 -------------------------------- ---------------------------- 
E_C_1          262 -------------------------------- ---------------------------- 
B_J_2          268 -------------------------------- ---------------------------- 
R_P            265 -------------------------------- ---------------------------- 
B_V_2          271 -------------------------------- ---------------------------- 
A_V            259 -------------------------------- ---------------------------- 
P_F            260 -------------------------------- ---------------------------- 
H_I            272 -------------------------------- ---------------------------- 
Z_M            266 -------------------------------- ---------------------------- 
B_V_1          279 -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA2       332 -------------------------------- ---------------------------- 
A_T_NDB1       305 -------------------------------- ---------------------------- 
S_T_NDB1       311 -------------------------------- ---------------------------- 
A_T_NDB2       313 -------------------------------- ---------------------------- 
A_T_NDB3       299 -------------------------------- ---------------------------- 
A_T_NDB4       317 -------------------------------- ---------------------------- 
N_C_U08980     367 -------------------------------- ---------------------------- 
Y_L_NDH2       367 -------------------------------- ---------------------------- 
S_C_NDE1       364 -------------------------------- ---------------------------- 
S_C_NDI2       349 -------------------------------- ---------------------------- 
C_A            374 -------------------------------- ---------------------------- 
S_C_NDI1       319 -------------------------------- ---------------------------- 
S_P_NDH2_1     345 -------------------------------- ---------------------------- 
S_P_NDH2_2     345 -------------------------------- ---------------------------- 
D_D            368 -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB76910   252 -------------------------------- ---------------------------- 
Syne_SLR1484   292 -------------------------------- ---------------------------- 
N_C_NDE1       399 -------------------------------- ---------------------------- 
N_C_NDI1       328 -------------------------------- ---------------------------- 
P_F            291 -------------------------------- ---------------------------- 
P_Y            337 -------------------------------- ---------------------------- 
E_C_LpdA       264 -------------------------------- ---------------------------- 
A_A            254 -------------------------------- ---------------------------- 
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A_t_NDA1       330 ------------------------GTE VP--------------------------YGP LV 
A_T_NDA2       328 ------------------------GTE VP--------------------------YG LLV 
S_T_NDA1       316 ------------------------GTN VP--------------------------YG LLV 
O_S_NDA456     319 ------------------------GEE VP--------------------------YG LLV 
O_S_NDA562     380 ------------------------GSR VP--------------------------YG VLV 
C_R_NDA1       325 ------------------------GTV LP--------------------------YG LCI  
A_T_NDC1       338 ----------------------LESQI I E--------------------------AD IVL  
N_SP_BAB75793  236 -----------------------QVDT IP --------------------------VD LVI  
N_P_NDA        236 -----------------------QLDT IP --------------------------VD LVI  
Th_NDA         237 -----------------------RVDE LP--------------------------VD IVL  
Syn_SLR1743    240 -----------------------QEDV IP --------------------------VD LVL 
Syn_NDA390     233 -----------------------EVDT IP --------------------------AD LVL 
C_R_NDA5       347 ----------------------TSAAA LPTACRVSYSLASDAGSAAGGAARSHLGADLVV 
C_R_NDA6       270 AHNPLLDSAGAAAAGLPSVVRLSDGSS LA--------------------------AD VVL 
C_R_NDA7       214 -----LDG--------------KEGRT LA--------------------------AD VVL 
T_B_NDH2       268 ------------------------GEVFS--- -----------------------TG LVV 
C_R_NDA3       402 ----------------DAQVLLKGGEE LP--------------------------YG VCV 
R_S            261 ------------------------GEV I D--------------------------TRT IV  
Halo           232 ------------------------RDS LD--------------------------YD VFV 
B_S            244 ------------------------GSK VV--------------------------ANTF V 
D_R            230 --------------------ADGEQKV I K--------------------------AGK II  
N_S_BAB73083   254 --------------------GD-ELQT I T--------------------------SKT IL  
N_S_BAB77919   254 --------------------GD-EVKE IP --------------------------SKT IL  
N_S_BAB73084   254 --------------------GE-EVKE I A--------------------------SKT VL 
Syne_SLR0851   254 --------------------NG-QTET I V--------------------------TKT VL 
B_M            268 -------------------------EF IP --------------------------CHTT V 
S_M            249 -------------------------SF VP--------------------------SRT LV 
M_L            253 -------------------------KQ LA--------------------------ART IL  
B_J_1          262 -------------------------TR LD--------------------------AKTK I  
X_A            254 -------------------------TF VP--------------------------ART VV 
C_T            247 -------------------------ER I E--------------------------AAT VL 
C_G            260 --------------------KDGEEHT I E--------------------------SFCK I  
M_S            259 --------------------SDGTIRR I E--------------------------SACK V 
L_I            251 -------------------------KM IP --------------------------TQT VI  
G_M            245 --------------------G----AI IP --------------------------AHT LF 
N_S_BAB74663   258 --------------------A----EI IP --------------------------CAS VI  
C_A            269 --------------------G----SS LA--------------------------AKT VV 
D_D            254 --------------------S----SP LR--------------------------TET VV 
B_T            254 --------------------G----SE I A--------------------------TRTF I  
C_H            249 --------------------G----ER IP --------------------------TAS LI  
E_C_1          262 ------------------------GEY I E--------------------------AD LMV 
B_J_2          268 ------------------------GRT IP --------------------------AE LIV  
R_P            265 ------------------------GEV IP --------------------------SE LVV 
B_V_2          271 ------------------------GKA VR--------------------------AD LTV 
A_V            259 ------------------------DQF IP --------------------------AD LMV 
P_F            260 ------------------------GKV I D--------------------------AS LKV 
H_I            272 ------------------------GGE I K--------------------------AD LIV  
Z_M            266 ------------------------GQT I E--------------------------SD I QL 
B_V_1          279 ------------------------GER LA--------------------------SD I TI  
C_R_NDA2       332 --------------------KANESVD I K--------------------------FGAC V 
A_T_NDB1       305 ----------------KS---SGELVS IP --------------------------HG LIL  
S_T_NDB1       311 ----------------KS---TGKHVE VP--------------------------YG MVV 
A_T_NDB2       313 ----------------KG----GEVSS IP --------------------------YG MIV 
A_T_NDB3       299 ----------------KA----GEVST IP --------------------------YG MIV 
A_T_NDB4       317 ----------------RE---TGKIVSE P--------------------------YG MVV 
N_C_U08980     367 ----------------SKPDGTREKIT LP--------------------------YG LLV 
Y_L_NDH2       367 ----------------TKGDGTKETLE MP--------------------------YGT LV 
S_C_NDE1       364 -------------------TGDGDIEN IP --------------------------YG VLV 
S_C_NDI2       349 -------------------QNGQTNTD I E--------------------------YG MLV 
C_A            374 ----------------KNPDGSTESIE IP --------------------------YG LLI  
S_C_NDI1       319 ----------------KHEDGKITEET IP --------------------------YGT LI  
S_P_NDH2_1     345 ----------------KNPDGSKQEEV IP --------------------------YG LLV 
S_P_NDH2_2     345 ----------------TNPDGSKAMQE IP --------------------------YG MLV 
D_D            368 ----------------TT---TKEESIH P--------------------------YG LLV 
N_S_BAB76910   252 -------------------HG--QIQM LQ--------------------------AGT I A 
Syne_SLR1484   292 -------------------TGEEELRH LD--------------------------TGTT I  
N_C_NDE1       399 ---------------RGPDGKTTVTKEC P--------------------------MGFC L 
N_C_NDI1       328 -----------EYGELKLKIKQYGDKE VG--------------------------AG LVV 
P_F            291 -----------------SLNKNEK-KK LS--------------------------YG LLI  
P_Y            337 -----------------SINKNEEHKK IP --------------------------YG III  
E_C_LpdA       264 -----------------------EGKKA PAEPQR---------------------YDA VL 
A_A            254 ------------------------GNT IP --------------------------AD I TI  
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A_t_NDA1       340 WSTGVGPSSFVRSL-----D------FPKD---PG--------------- GRI GID EWMR 
A_T_NDA2       338 WSTGVGPSPFVRSL-----G------ LPKD---PT--------------- GRI GID EWMR 
S_T_NDA1       326 WSTGVGPSPFVNSL-----D------ I PKA----K--------------- GRI GID EWLR 
O_S_NDA456     329 WSTGVGPSSFVKSL-----P------FPKS---PG--------------- GRI GVDEWLR 
O_S_NDA562     390 WSTGVGPSEFVRSL-----P------ LPKS---PG--------------- GRI GVDEWLR 
C_R_NDA1       335 WSTGVGPTPFSLSL-----P------FAKT---AV--------------- GRI AVDKYMR 
A_T_NDC1       350 WTVGAK-- PLLTKL-----EPSGPNV LPLN---AR--------------- GQAETDETLR 
N_SP_BAB75793  247 WTVGTRVTNVVKSL-----P------FKQN---QR--------------- GQI TNTPTLQ 
N_P_NDA        247 WTVGNKVAPVVKSL-----P------ LKQN---QR--------------- GQI NTTSNLQ 
Th_NDA         248 WTVGTAVSPVI AAL-----D------ LPKT---AS--------------- GRLQVTPTLQ 
Syn_SLR1743    251 WTVGTTVSPLIR NL-----A------ LPHN---DQ--------------- GQLRTNAQLQ 
Syn_NDA390     244 WTGGTAIA PWVKDL-----A------ LPHA---GN--------------- GKLDVNAQLQ 
C_R_NDA5       385 WTAGTS-- PATREA-----RAGFP--FPVN---AR--------------- GALETEPTLR 
C_R_NDA6       304 WCTGSR-- PAAAFM-----A-GGELAGCLD---ER--------------- GAVKVLPSLQ 
C_R_NDA7       229 WCAGAR-- PNTAFL-----Q-GGELAGCLD---ER--------------- GAVKVLPSLQ 
T_B_NDH2       278 WSTGVGPSPLTKEL-----K------ VDRT---RQ--------------- GRI SVDEHLQ 
C_R_NDA3       420 WSAGNAPRPLVTQI -----ASQVAEQAAAAEAPPN--------------- AKLCVDSFLR 
R_S            271 ATI GNAPSPVVRRM-----G------ LPSE----R--------------- GRI SVDRTLA 
Halo           242 WTGGVTGPSELSDV-----E------ MDAE----H---------------NR LQASSTLQ 
B_S            254 WTGGVQGNPLVGES-----G------ LEVN----R--------------- GRATVNDFLQ 
D_R            244 WTGGIQARDVVRGQ-----K------ I EKG---PG--------------- GRVVVDEFLR 
N_S_BAB73083   267 WAAGVKASPMGKVLAERT-G------ VECD---RA--------------- GRAIVEPDLS 
N_S_BAB77919   267 WAAGVKASPMGQVLAERT-G------ VECD---HA--------------- GRVI VEPDLT 
N_S_BAB73084   267 WAAGVKASAMGKVLAEKT-G------ VECD---RA--------------- GRVI VESDLS 
Syne_SLR0851   267 WGAGVRASSLGKI I GDRT-G------AELD---RA--------------- GRVVVNPDLS 
B_M            277 WAAGVAASPAALWL-----D------AESD---RA--------------- GRVKVLSNLS 
S_M            258 WAAGVQASPAARWV-----G------ADAD---RA--------------- GRVKVGPDLT 
M_L            262 WAAGVAASPAAEWL-----G------AKAD---RA--------------- GRVLVEPDLG 
B_J_1          271 WAAGVRASPAAEWL-----G------ VPAD---RA--------------- GRVQVEADLT 
X_A            263 WAAGVAASPLARTL-----G------ VPLD---RA--------------- GRVLVEADLS 
C_T            256 WAAGVKASEI GQNM-----G------ VQTD---RS--------------- GRI MVEADLS 
C_G            274 WSAGVAASPLGKLVAEQT-G------ VETD---RA--------------- GRVMVNDDLS 
M_S            273 WSAGVSASPLGKDLAEQS-G------ VELD---RA--------------- GRVKVQPDLT 
L_I            260 WAAGVQANSI AATL-----G------ VTLD---RG--------------- GRVI VDEFCN 
G_M            255 WSAGVKAAPLAATL-----G------ VTPK---PG--------------- GRI PVEPDLT 
N_S_BAB74663   268 WTAGLEANLPGVSE-----E------ LPVA---HK--------------- GKI VVHPTLQ 
C_A            279 WAAGVRGAPLADAL-----G------ VTLG---RG--------------- ARVVVTPQLT 
D_D            264 WTAGVQGHALAGQM-----G------ LPTG---RG--------------- GRVPVLPTLQ 
B_T            264 WVSGVTGVSFGNMN-----T------SVIG---RG--------------- GRI KVDAFNR 
C_H            259 WAAGVTTNTFDGLE-----D------SVYG---PA---------------KR I KVDRTSL 
E_C_1          272 WAAGIKAPDFLKDI G----G------ LETN---RI---------------NQ LVVEPTLQ 
B_J_2          278 WAAGVKAPDSLKEI A----G------ LETN---RI---------------NQ LVVRPTLQ 
R_P            275 WAAGVRAPDFLEGI D----G------ LDTN---RI---------------NQ LVVRPTLQ 
B_V_2          281 WAAGIKAPAVLGQLD----G------ LQVN---KL--------------- GQLDVRRTLQ 
A_V            269 WAAGVRAPAFLKELD----G------ LETN---RI---------------NQ LQVRQTLQ 
P_F            270 WAAGIRAPDFLKDI D----G------ LETN---RI---------------NQ LHVLPTLQ 
H_I            282 WAAGVRASTVTQQFD----G------ LEIN---RI---------------NQ LVVKDTLQ 
Z_M            276 WAAGVKAPDFLSKVE----G------ LEVA---RS---------------NQ I I VKPTLQ 
B_V_1          289 WAAGVAGPAILR ELG----G------ I ALN---RS---------------NQ VI VTDTLQ 
C_R_NDA2       346 WATGI AMNPLVRQL-----Q------EKLPGQSHF---------------RS VLTDDCMR 
A_T_NDB1       320 WSTGVGTRPVI SDFMEQV---------GQG---GR---------------RA VATNEWLQ 
S_T_NDB1       326 WSTGVGTRPFVKDFMEQV---------GQE---KR---------------RI LATDEWLR 
A_T_NDB2       327 WSTGI GTRPVIKDFMKQI---------GQG---NR---------------RA LATDEWLR 
A_T_NDB3       313 WSTGI GTRPVIKDFMKQI---------GQG---NR---------------RA LATDEWLR 
A_T_NDB4       332 WSTGI GSRPVIKDFMQQI---------GQG---QR---------------RV LATDEWLR 
N_C_U08980     385 WATGNAVRPVVKDLMERI-P------AQKD---SR---------------RG LAVNEYLV 
Y_L_NDH2       385 WATGNTVRPVVRELMSKI-P------AQKG---SR---------------RG LLVNEYLV 
S_C_NDE1       379 WATGNAPREVSKNLMTKL-E------EQDS----R---------------RG LLID NKLQ 
S_C_NDI2       364 WATGNEPIDFSKTLMSRI-P------EQTN----R---------------RG LLI NDKLE 
C_A            392 WATGNAPRDFTRDLIAKV-D------EQKN---AR---------------RG LLVDERLK 
S_C_NDI1       337 WATGNKARPVI TDLFKKI-P------EQNS---SK---------------RG LAVNDFLQ 
S_P_NDH2_1     363 WAGGNRARPLTKKLMEGS-E------EQNN----R---------------RG LVVDEYLK 
S_P_NDH2_2     363 WAAGITARPLTRTLMSSI-P------EQSG---AR---------------KG LI VDEFFR 
D_D            383 WATGNTPRKI TTQI MQSIGP------NIQN---NR---------------RG LVVDDYFR 
N_S_BAB76910   265 WTAGTAPHPLLMEL----PV------SQ-----NR--------------- GRLLVKPTLQ 
Syne_SLR1484   307 WTAGTAVNPLLKTLKEQIPA------EELD---RH--------------- GQPLVTSTLQ 
N_C_NDE1       418 WSTGVSQAEFCKRI SRQLGP------AQTN----R---------------HA LETDTHLR 
N_C_NDI1       351 WSTGLMANPLIK QLASKDFA------ VPISPEDRAEARRPKAKLATDARTGGI LVDEHFR 
P_F            307 WASGLAQTTLI QKFLKTIPV------QANN-------------------- AI LKVDEKLR 
P_Y            354 WASGLAQTPLI NNFIKKIPE------QENN--------------------KN LKVNQYLQ 
E_C_LpdA       280 VAI GRV-- PNGKNLDAGKAG------ VEVD---DR--------------- GFI RVDKQLR 
A_A            264 LLPPYTGN PALKNSTPDLVD-------------DG--------------- GFI PTDLNMV 
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A_t_NDA1       371 V--------------------------------------------------P S------V 
A_T_NDA2       369 V--------------------------------------------------P S------V 
S_T_NDA1       356 V--------------------------------------------------P S------V 
O_S_NDA456     360 V--------------------------------------------------P S------A 
O_S_NDA562     421 V--------------------------------------------------P S------V 
C_R_NDA1       366 VLAPPSPTATSTSAANPAPATSQPQQSEPTSQTPAGSTGKVPGLLADESDTPSTAGLAPV 
A_T_NDC1       385 V--------------------------------------------------K G------H 
N_SP_BAB75793  278 V--------------------------------------------------L D------H 
N_P_NDA        278 V--------------------------------------------------I D------H 
Th_NDA         279 V--------------------------------------------------V D------H 
Syn_SLR1743    282 V--------------------------------------------------E G------K 
Syn_NDA390     275 I --------------------------------------------------Q N------H 
C_R_NDA5       418 V--------------------------------------------------S G------S 
C_R_NDA6       338 V--------------------------------------------------E G------H 
C_R_NDA7       263 V--------------------------------------------------E G------H 
T_B_NDH2       309 VLRDGVP--------------------------------------------- -------I 
C_R_NDA3       460 V--------------------------------------------------V G------A 
R_S            301 V--------------------------------------------------K G------R 
Halo           272 A------------------------------- -------------------DD------- 
B_S            284 S------------------------------- -------------------TS------H 
D_R            275 A------------------------------- -------------------K G------Y 
N_S_BAB73083   302 I --------------------------------------------------K G------H 
N_S_BAB77919   302 I --------------------------------------------------R D------Y 
N_S_BAB73084   302 I --------------------------------------------------K G------H 
Syne_SLR0851   302 V--------------------------------------------------A S------F 
B_M            308 V--------------------------------------------------P G------H 
S_M            289 A------------------------------- -------------------PH------H 
M_L            293 V--------------------------------------------------P G------S 
B_J_1          302 I --------------------------------------------------P G------H 
X_A            294 V--------------------------------------------------P G------H 
C_T            287 L--------------------------------------------------P G------H 
C_G            309 V--------------------------------------------------G D------Q 
M_S            308 L--------------------------------------------------P G------H 
L_I            291 I --------------------------------------------------E G------H 
G_M            286 L--------------------------------------------------A G------H 
N_S_BAB74663   299 V--------------------------------------------------L E------H 
C_A            310 L--------------------------------------------------P D------D 
D_D            295 V--------------------------------------------------E G------H 
B_T            295 V--------------------------------------------------E G------T 
C_H            290 V--------------------------------------------------S G------Y 
E_C_1          304 T------------------------------- -------------------TR------D 
B_J_2          310 A------------------------------- -------------------TR------D 
R_P            307 T------------------------------- -------------------TR------D 
B_V_2          313 T------------------------------- -------------------VI------D 
A_V            301 T------------------------------- -------------------TL------D 
P_F            302 T------------------------------- -------------------TR------D 
H_I            314 T------------------------------- -------------------TV------D 
Z_M            308 S------------------------------- -------------------TT------D 
B_V_1          321 T------------------------------- -------------------PD------D 
C_R_NDA2       380 V--------------------------------------------------K GS-----D 
A_T_NDB1       353 V--------------------------------------------------T G------C 
S_T_NDB1       359 V--------------------------------------------------K G------C 
A_T_NDB2       360 V--------------------------------------------------E G------T 
A_T_NDB3       346 V--------------------------------------------------E G------C 
A_T_NDB4       365 V--------------------------------------------------E G------C 
N_C_U08980     420 V--------------------------------------------------Q G------T 
Y_L_NDH2       420 V--------------------------------------------------E G------T 
S_C_NDE1       413 L--------------------------------------------------L G------A 
S_C_NDI2       398 L--------------------------------------------------L G------S 
C_A            427 V--------------------------------------------------D G------T 
S_C_NDI1       372 V--------------------------------------------------K G------S 
S_P_NDH2_1     397 L--------------------------------------------------K G------Y 
S_P_NDH2_2     398 V--------------------------------------------------K G------V 
D_D            419 V--------------------------------------------------A G------T 
N_S_BAB76910   295 L--------------------------------------------------S N------F 
Syne_SLR1484   343 L--------------------------------------------------P S------F 
N_C_NDE1       453 L--------------------------------------------------N GTP----L 
N_C_NDI1       405 VRIETQTTDAAKGSEIV----------------------------------P TSSSNSLL 
P_F            341 V--------------------------------------------------I GI-----P 
P_Y            388 I --------------------------------------------------I GI-----K 
E_C_LpdA       314 T------------------------------- ---------------------------N 
A_A            296 S------------------------------- -------------------IK------Y 
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A_t_NDA1       375 QD- VFAIGDCSGYLES----TGK-------------------------------------  
A_T_NDA2       373 QD- VFAIGDCSGYLET----TGK-------------------------------------  
S_T_NDA1       360 QD- VYSIGDCSGFLES----TGR-------------------------------------  
O_S_NDA456     364 RD- VFAIGDCSGFLES----TGK-------------------------------------  
O_S_NDA562     425 ED- VFALGDCAGFLEG----TGR------------------------------------- 
C_R_NDA1       426 PH- VYALGDVC----A----NPD-------------------------------------  
A_T_NDC1       389 PR- IFALGDSSSLRDS-----NG-------------------------------------  
N_SP_BAB75793  282 PD- IFALGDLADCIDA-----EG------------------------------------- 
N_P_NDA        282 PE- IFALGDLADCHDV-----EG------------------------------------- 
Th_NDA         283 PD- IFALGDAADAVDE-----QG------------------------------------- 
Syn_SLR1743    286 TN- IFALGDGAEGRDA-----SG------------------------------------- 
Syn_NDA390     279 PN- IFALGDVAQAEDN-------------------------------------------- 
C_R_NDA5       422 DN- VFALGDVAVAAPSPADPHHT------------------------------------- 
C_R_NDA6       342 PH- MFALGDVNNVPET--------------------------------------------  
C_R_NDA7       267 PH- MFALGDVNNVPEA--------------------------------------------  
T_B_NDH2       317 PD- VYAIGDCATNESN-------------------------------------------- 
C_R_NDA3       464 TD- LMALGDCSLVLGN--------------------------------------------  
R_S            305 SD- VWALGDCALIALKDAPQGPR------------------------------------- 
Halo           275 ER- VFAVGDCSMISQG-----ND-------------------------------------  
B_S            288 ED- VFVAGDSAVYFGP-----DG------------------------------------- 
D_R            279 PD- VFI IGDMGLALNQ-----QG------------------------------------- 
N_S_BAB73083   306 QN- IF VVGDLANFSHQ-----NG------------------------------------- 
N_S_BAB77919   306 KN- IF VVGDLGNFSHQ-----NG------------------------------------- 
N_S_BAB73084   306 SN- IF VVGDLANFSHQ-----NG------------------------------------- 
Syne_SLR0851   306 DN- IF VLGDLANYSHQ-----GD------------------------------------- 
B_M            312 ED- IFAIGD TAWVEGD-----DG------------------------------------- 
S_M            293 PD- IF VIGDTASVIQE-----DG------------------------------------- 
M_L            297 PE- IF VIGDAALVLRP-----DG------------------------------------- 
B_J_1          306 PE- IFAIGD TVTISAW-----EG-------------------------------------  
X_A            298 PE- IF VGGDLASV-QQ-----DG------------------------------------- 
C_T            291 PE- VFVGGDQACYTLE-----NG------------------------------------- 
C_G            313 KN- VFVVGDMMNY-----------------------------------------------  
M_S            312 PN- VFVVGDMAAV----------------------------------------------- 
L_I            295 SE- VFVIGDI ASYSKG-----LE------------------------------------- 
G_M            290 PE- VYVIGDMAHL-EQ-----DG------------------------------------- 
N_S_BAB74663   303 PN- VYAIGDLAYV-EK-----NG------------------------------------- 
C_A            314 DR- VFVIGDMAYL-EG-----YR------------------------------------- 
D_D            299 PD- VFVAGDMALP-QG-----DS------------------------------------- 
B_T            299 NN- VFAIGDLCILSGD-----ED-------------------------------------  
C_H            294 AN- VYAVGDI AYMETP-----K-------------------------------------- 
E_C_1          308 PD- IYAIGD CASCPR-----PEG------------------------------------- 
B_J_2          314 DN- IFAIGD CSACSW-----GDR-------------------------------------  
R_P            311 DN- VFGMGDCAACAIP----GYE------------------------------------- 
B_V_2          317 DN- VFALGDCAACAWP----GHE------------------------------------- 
A_V            305 DD- IFA FGDCASCPQP----GTD------------------------------------- 
P_F            306 EN- IFA FGDCAACPQP----GSE------------------------------------- 
H_I            318 DS- IFAIGD CAALIQ-----SNG------------------------------------- 
Z_M            312 DR- IFAMGDCCSCKLP----EAE-------------------------------------  
B_V_1          325 AH- VYAFGDCAACPSA----DAL------------------------------------- 
C_R_NDA2       385 GS- IWALGDAATIDQPKALDYAEQLFEQADTNRDGRLSLEELRVLLNTASKEFSHLEEHA 
A_T_NDB1       357 EN- VYAVGDCASIAQRKILGDIANIFKAADADNSGTLTMEELEGVVDDIIVRYPQVELYL 
S_T_NDB1       363 SN- VYALGDCASVDQHKVMEDISTIFEAADKDDSGTLSVEEFRDVLEDIIIRYPQVDLYL 
A_T_NDB2       364 DN- IYALGDCATINQRKVMEDVSAIFSKADKDKSGTLTLKEFQEAMDDICVRYPQVELYL 
A_T_NDB3       350 DN- IYALGDCATINQRKVMEDIAAIFKKADKENSGTLTMKEFHEVMSDICDRYPQVELYL 
A_T_NDB4       369 DG- VYALGDTATINQRRVMEDIAAIFNKADKGNTGTLKKKDFNSVVKDICQRYPQVELYL 
N_C_U08980     424 RD- IWAVGDCAV-AG--------------------------------------------- 
Y_L_NDH2       424 EG- IWALGDCSA-TK---------------------------------------------  
S_C_NDE1       417 KGS IFAIGD CTFHPG---------------------------------------------  
S_C_NDI2       402 ENS IYAIGD CTAHTG---------------------------------------------  
C_A            431 DN- IFALGDCTF-TK---------------------------------------------  
S_C_NDI1       376 NN- IFAIGD NAF-AG--------------------------------------------- 
S_P_NDH2_1     401 KD- IFALGDCTH-TA---------------------------------------------  
S_P_NDH2_2     402 PE- MYAVGDCAF-SG--------------------------------------------- 
D_D            423 DG- IWSIGDASINPS---------------------------------------------  
N_S_BAB76910   299 PE- IFA AGDCATDSD--------------------------------------------- 
Syne_SLR1484   347 PQ- VFAAGDCVTVKD---------------------------------------------  
N_C_NDE1       459 GD- VYAIGDCSTIQNN-------------------------VADHIITFLRNLAWKHGKD  
N_C_NDI1       431 RD- VFVLGDAAVIESQ-------------------------------------------- 
P_F            346 SNN IYAIGD CKKIQPKLLHEHTNEIIKILTGNKLTSEALKLKQSELTKTFPQLSISKWDY 
P_Y            393 PNN IYAIGD CKQISPINSHEHVNEIINCLGNSKITSDVLKQKSKELSNIFPQLSDTKWDY 
E_C_LpdA       316 VPH IFAIGD IVGQ-----------------------------------------------  
A_A            300 DN- VYAVGDANSMTV---------------------------------------------  
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A_t_NDA1       393 -------------------------------- ---------------------------- 
A_T_NDA2       391 -------------------------------- ---------------------------- 
S_T_NDA1       378 -------------------------------- ---------------------------- 
O_S_NDA456     382 -------------------------------- ---------------------------- 
O_S_NDA562     443 -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA1       440 -------------------------------- ---------------------------- 
A_T_NDC1       406 -------------------------------- ---------------------------- 
N_SP_BAB75793  299 -------------------------------- ---------------------------- 
N_P_NDA        299 -------------------------------- ---------------------------- 
Th_NDA         300 -------------------------------- ---------------------------- 
Syn_SLR1743    303 -------------------------------- ---------------------------- 
Syn_NDA390     294 -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA5       444 -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA6       357 -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA7       282 -------------------------------- ---------------------------- 
T_B_NDH2       332 -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA3       479 -------------------------------- ---------------------------- 
R_S            327 -------------------------------- ---------------------------- 
Halo           292 -------------------------------- ---------------------------- 
B_S            305 -------------------------------- ---------------------------- 
D_R            296 -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB73083   323 -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB77919   323 -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB73084   323 -------------------------------- ---------------------------- 
Syne_SLR0851   323 -------------------------------- ---------------------------- 
B_M            329 -------------------------------- ---------------------------- 
S_M            310 -------------------------------- ---------------------------- 
M_L            314 -------------------------------- ---------------------------- 
B_J_1          323 -------------------------------- ---------------------------- 
X_A            314 -------------------------------- ---------------------------- 
C_T            308 -------------------------------- ---------------------------- 
C_G            325 -------------------------------- ---------------------------- 
M_S            324 -------------------------------- ---------------------------- 
L_I            312 -------------------------------- ---------------------------- 
G_M            306 -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB74663   319 -------------------------------- ---------------------------- 
C_A            330 -------------------------------- ---------------------------- 
D_D            315 -------------------------------- ---------------------------- 
B_T            316 -------------------------------- ---------------------------- 
C_H            310 -------------------------------- ---------------------------- 
E_C_1          325 -------------------------------- ---------------------------- 
B_J_2          331 -------------------------------- ---------------------------- 
R_P            329 -------------------------------- ---------------------------- 
B_V_2          335 -------------------------------- ---------------------------- 
A_V            323 -------------------------------- ---------------------------- 
P_F            324 -------------------------------- ---------------------------- 
H_I            335 -------------------------------- ---------------------------- 
Z_M            330 -------------------------------- ---------------------------- 
B_V_1          343 -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA2       444 RFLDSQTGVKRFGGLVAKSLSPADAAAAAASNSSQPFAVLLDGNTEISKEQFKDILGKVD 
A_T_NDB1       416 KSKHMRHINDLLADSE----GNARKEVDIEAF KLALSEADSQM----------------- 
S_T_NDB1       422 KNKHLLEAKDLFRDSE----GNEREEVDIEGF KLALSHVDSQM----------------- 
A_T_NDB2       423 KSKRMRGIADLLKEAETDDVSKNNIELKIEEF KSALSQVDSQV----------------- 
A_T_NDB3       409 KSKGMHGITDLLKQAQAENGSNKSVELDIEEL KSALCQVDSQV----------------- 
A_T_NDB4       428 KKNKLKNIANLLKSAN-----GEDTQVNIEKF KQALSEVDSQM----------------- 
N_C_U08980     437 -------------------------------- ---------------------------- 
Y_L_NDH2       437 -------------------------------- ---------------------------- 
S_C_NDE1       432 -------------------------------- ---------------------------- 
S_C_NDI2       417 -------------------------------- ---------------------------- 
C_A            444 -------------------------------- ---------------------------- 
S_C_NDI1       389 -------------------------------- ---------------------------- 
S_P_NDH2_1     414 -------------------------------- ---------------------------- 
S_P_NDH2_2     415 -------------------------------- ---------------------------- 
D_D            437 -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB76910   313 -------------------------------- ---------------------------- 
Syne_SLR1484   361 -------------------------------- ---------------------------- 
N_C_NDE1       493 PESLELHFSDWRDVAQQIKKRFPQATAHLKRL DKLFEEYDKDQNGTLDFGELRELLKQID 
N_C_NDI1       446 -------------------------------- ---------------------------- 
P_F            406 EKNKKGEMTPQQFHDYLFEIDKNY-------- ---------------------------- 
P_Y            453 NKNKKSEMSIKELQEYLFMIDKNY-------- ---------------------------- 
E_C_LpdA       329 -------------------------------- ---------------------------- 
A_A            314 -------------------------------- ---------------------------- 
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A_t_NDA1       393 ---ST L-- PALAQVAEREGKYLANLFNV-------------------------------- 
A_T_NDA2       391 ---PT L-- PALAQVAEREGKYLANLLNA-------------------------------- 
S_T_NDA1       378 ---QV L-- PALAQVAERQGKYLASLLNK-------------------------------- 
O_S_NDA456     382 ---DV L-- PALAQVAERQGKYLAHLLNH-------------------------------- 
O_S_NDA562     443 ---AV L-- PALAQVAEREGRYLARVMSR-------------------------------- 
C_R_NDA1       440 ---KP L-- PALAQVAEQQGRYLARVLNE-------------------------------- 
A_T_NDC1       406 ---KI L-- PTTAQVAFQEADFTGWNI WA-------------------------------- 
N_SP_BAB75793  299 ---QQ V-- PATAQAAFQQADYAAWNI WA-------------------------------- 
N_P_NDA        299 ---QQ V-- PATAQAAFQQADYTAWNI WA-------------------------------- 
Th_NDA         300 ---QP I -- PHTAQAAFQQADYVAWNLWA-------------------------------- 
Syn_SLR1743    303 ---QL I -- PTTAQGAFQQTDYCAWNI WA-------------------------------- 
Syn_NDA390     294 ----- L-- PMTAQVAI QQADVCAWNLRG-------------------------------- 
C_R_NDA5       444 ---QA L-- PATAQVAFQQADYAAWNVWA-------------------------------- 
C_R_NDA6       357 ---------KL GFLAAKQAELAAASLQA-------------------------------- 
C_R_NDA7       282 ---------KL GYLATEHGKLVAVSLKA-------------------------------- 
T_B_NDH2       332 ----P L-- PTLAAVASRQGVYLAKKI NA-------------------------------- 
C_R_NDA3       479 ----R L-- PSTAQVAGQQGAYLAHLI NSQYQLGVGGYTQPPPFQIVKRNKLQVWAGAGGT 
R_S            327 ---DYA-- PPTAQFAVREAEQLAENI AS-------------------------------- 
Halo           292 ---DVA-- PPTAQAAWQAADVVARNVAR-------------------------------- 
B_S            305 ---RPY-- PPTAQIAWQMGELIG YNLFA-------------------------------- 
D_R            296 ---KP V-- PTTAQHAGQQGRTTAKNI MN-------------------------------- 
N_S_BAB73083   323 ---QP L-- PSVAPVAI QEGEYVAKLI KK-------------------------------- 
N_S_BAB77919   323 ---KP L-- PGVAPVATQQGEYVAKLI KK-------------------------------- 
N_S_BAB73084   323 ---KP L-- PGVAPVAKQEGEYVAALVQK-------------------------------- 
Syne_SLR0851   323 ---QP L-- PGVAPVAMQEAAYLSKLI PA-------------------------------- 
B_M            329 ---RP V-- PGI APAAKQQGAYVAKVI RS-------------------------------- 
S_M            310 ---KP V-- PGI APAAKQQGAYVAQVI RG-------------------------------- 
M_L            314 ---RP V-- PGVAPSAKQEGRHVAATI KA-------------------------------- 
B_J_1          323 ---KP V-- PGI APAAKQQGRHVAETVKA-------------------------------- 
X_A            314 ---RP V-- PGVAPAAKQMGKHIA KAI RA-------------------------------- 
C_T            308 ---ST L-- PGMAPVAMQEGKAIG RMI LD-------------------------------- 
C_G            325 ---NN L-- PGVAQVAI QSGEYVAEQI EA-------------------------------- 
M_S            324 ---EG V-- PGVAQGAI QGGRYAAKI I KR-------------------------------- 
L_I            312 ---RP L-- PGVSPVAMQQGRYVASLI QN-------------------------------- 
G_M            306 ---AA L-- PMVAPVAMQMGTYAGEAI VA-------------------------------- 
N_S_BAB74663   319 ---KS L--SGV APEALQQGVAVARNI QQ-------------------------------- 
C_A            330 ---PG VAYPMVAPVAI QMGEQAARNI LA-------------------------------- 
D_D            315 ---PA--- PLI APNAI QQGALAADNI RA-------------------------------- 
B_T            316 ---YPNGH PQLAQVAI QQGELLAKNLIR-------------------------------- 
C_H            310 ---YPKGH PQLANVAI NQAKNLASNLKA-------------------------------- 
E_C_1          325 ---GF V-- PPRAQAAHQMATCAMNNI LA-------------------------------- 
B_J_2          331 ---GN V-- PPRAQAAHQQASHLYSQI PR-------------------------------- 
R_P            329 ---NG V-- PPRAQAAHQEAEFMLEQI EK-------------------------------- 
B_V_2          335 ---RN V-- PPRAQAAHQQASFLLKAI GC-------------------------------- 
A_V            323 ---RP V-- PPRAQAAHQQASLLAKSLHR-------------------------------- 
P_F            324 ---RN V-- PPRAQAAHQQASLLAKSLKL-------------------------------- 
H_I            335 ---KL V-- PPRAQAAHQMAKACAKNI FA-------------------------------- 
Z_M            330 ---RP V-- PPRAQAAHQMADTVFENI VR-------------------------------- 
B_V_1          343 ---SV L-- PPRAQVAHQQAVYLGDAFAR-------------------------------- 
C_R_NDA2       504 KGLRA L-- PATAQVANQQGKYLAAVFAGN------------------------------- 
A_T_NDB1       455 ---KT L-- PATAQVAAQQGAYLAKCFNR-------------------------------- 
S_T_NDB1       461 ---KS L-- PATAQVAAQQGTYLARCLNR-------------------------------- 
A_T_NDB2       466 ---KF L-- PATAQVAAQQGAYLAKCFDR-------------------------------- 
A_T_NDB3       452 ---KL L-- PATGQVAAQQGTYLAKCFDR-------------------------------- 
A_T_NDB4       466 ---KN L-- PATAQVASQQGKYLAKCFNK-------------------------------- 
N_C_U08980     437 -----Y--APT AQVASQEGNFLAGLFNN-------------------------------- 
Y_L_NDH2       437 -----Y--APT AQVASQEGSYLANLLNG-------------------------------- 
S_C_NDE1       432 ----- L--FPT AQVAHQEGEYLAQYFKK-------------------------------- 
S_C_NDI2       417 -----F--FPT AQVAHQEGEYLAKI LDK-------------------------------- 
C_A            444 -----Y-- PPTAQVAFQEGEYLANYFDK-------------------------------- 
S_C_NDI1       389 ----- L-- PPTAQVAHQEAEYLAKNFDK-------------------------------- 
S_P_NDH2_1     414 -----Y--APT AQVASQQGAYLGQLFNK-------------------------------- 
S_P_NDH2_2     415 ----- L-- PATAQVANQQGAWLAKNLNV-------------------------------- 
D_D            437 ---KP L--AQT AQVASQQGRYLGRLFNQ-------------------------------- 
N_S_BAB76910   313 ---HPQ-- PPTAQVAYQQGIA IA QNLQR-------------------------------- 
Syne_SLR1484   361 ---NPK-- PALAQIAYQQGAAIA KNLMA-------------------------------- 
N_C_NDE1       553 SKLTS L-- PATAQRAHQQGQYLAHKFNK-------------------------------- 
N_C_NDI1       446 ---RT L-- PKTAQVAAQQATYLAKVLNK-------------------------------- 
P_F            430 ---KSP--TPT AQNAKQEAYYLSNVFNN-------------------------------- 
P_Y            477 ---KSP-- PPTAQNAKQEAFYLSNIFNN-------------------------------- 
E_C_LpdA       329 -------- PMLAHKGVHEGHVAAEVI AG-------------------------------- 
A_A            314 -------- PKLGYLAVMTGRIAAQHLAN-------------------------------- 
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A_t_NDA1       416 -------------------------------- ---------------------------- 
A_T_NDA2       414 -------------------------------- ---------------------------- 
S_T_NDA1       401 -------------------------------- ---------------------------- 
O_S_NDA456     405 -------------------------------- ---------------------------- 
O_S_NDA562     466 -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA1       463 -------------------------------- ---------------------------- 
A_T_NDC1       429 -------------------------------- ---------------------------- 
N_SP_BAB75793  322 -------------------------------- ---------------------------- 
N_P_NDA        322 -------------------------------- ---------------------------- 
Th_NDA         323 -------------------------------- ---------------------------- 
Syn_SLR1743    326 -------------------------------- ---------------------------- 
Syn_NDA390     315 -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA5       467 -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA6       376 -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA7       301 -------------------------------- ---------------------------- 
T_B_NDH2       354 -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA3       533 GAYALQAAAEENAVLSWLTTAMMGGKTRIQASKEVADAMFRMDAPPWVRVHSESLTKATP 
R_S            350 -------------------------------- ---------------------------- 
Halo           315 -------------------------------- ---------------------------- 
B_S            328 -------------------------------- ---------------------------- 
D_R            319 -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB73083   346 -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB77919   346 -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB73084   346 -------------------------------- ---------------------------- 
Syne_SLR0851   346 -------------------------------- ---------------------------- 
B_M            352 -------------------------------- ---------------------------- 
S_M            333 -------------------------------- ---------------------------- 
M_L            337 -------------------------------- ---------------------------- 
B_J_1          346 -------------------------------- ---------------------------- 
X_A            337 -------------------------------- ---------------------------- 
C_T            331 -------------------------------- ---------------------------- 
C_G            348 -------------------------------- ---------------------------- 
M_S            347 -------------------------------- ---------------------------- 
L_I            335 -------------------------------- ---------------------------- 
G_M            329 -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB74663   342 -------------------------------- ---------------------------- 
C_A            355 -------------------------------- ---------------------------- 
D_D            337 -------------------------------- ---------------------------- 
B_T            341 -------------------------------- ---------------------------- 
C_H            335 -------------------------------- ---------------------------- 
E_C_1          348 -------------------------------- ---------------------------- 
B_J_2          354 -------------------------------- ---------------------------- 
R_P            352 -------------------------------- ---------------------------- 
B_V_2          358 -------------------------------- ---------------------------- 
A_V            346 -------------------------------- ---------------------------- 
P_F            347 -------------------------------- ---------------------------- 
H_I            358 -------------------------------- ---------------------------- 
Z_M            353 -------------------------------- ---------------------------- 
B_V_1          366 -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA2       531 -------------------------------- ---------------------------- 
A_T_NDB1       478 -------------------------------- ---------------------------- 
S_T_NDB1       484 -------------------------------- ---------------------------- 
A_T_NDB2       489 -------------------------------- ---------------------------- 
A_T_NDB3       475 -------------------------------- ---------------------------- 
A_T_NDB4       489 -------------------------------- ---------------------------- 
N_C_U08980     458 -------------------------------- ---------------------------- 
Y_L_NDH2       458 -------------------------------- ---------------------------- 
S_C_NDE1       453 -------------------------------- ---------------------------- 
S_C_NDI2       438 -------------------------------- ---------------------------- 
C_A            465 -------------------------------- ---------------------------- 
S_C_NDI1       410 -------------------------------- ---------------------------- 
S_P_NDH2_1     435 -------------------------------- ---------------------------- 
S_P_NDH2_2     436 -------------------------------- ---------------------------- 
D_D            460 -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB76910   336 -------------------------------- ---------------------------- 
Syne_SLR1484   384 -------------------------------- ---------------------------- 
N_C_NDE1       579 -------------------------------- ---------------------------- 
N_C_NDI1       469 -------------------------------- ---------------------------- 
P_F            453 -------------------------------- ---------------------------- 
P_Y            500 -------------------------------- ---------------------------- 
E_C_LpdA       349 -------------------------------- ---------------------------- 
A_A            334 -------------------------------- ---------------------------- 
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A_t_NDA1       416 -------------------MG----K AGGGRANSAK-EMELGE----------------- 
A_T_NDA2       414 -------------------IG----K GNGGRANSAK-EIELGV----------------- 
S_T_NDA1       401 -------------------VG----KQGGGHA NCAQ-NINLGD----------------- 
O_S_NDA456     405 -------------------V M----K AGGGHANCEI-DVDLGP----------------- 
O_S_NDA562     466 -------------------IA----AQDGGRA GRAVGSAELGE----------------- 
C_R_NDA1       463 -------------------LA----R GPPH-------GVPQHT----------------- 
A_T_NDC1       429 -------------------A I ----NNR------PL------L----------------- 
N_SP_BAB75793  322 -------------------S L----TQR------PL------L----------------- 
N_P_NDA        322 -------------------S L----TNR------PL------L----------------- 
Th_NDA         323 -------------------S L----SDR------PL------L----------------- 
Syn_SLR1743    326 -------------------N L----T GR------PL------L----------------- 
Syn_NDA390     315 -------------------L I ----TNK------PL------L----------------- 
C_R_NDA5       467 -------------------A I ----N GR------PL------L----------------- 
C_R_NDA6       376 -------------------LA----R AKAAGGPAPK------L----------------- 
C_R_NDA7       301 -------------------L I ----S AKP--GASPK------L----------------- 
T_B_NDH2       354 -------------------E L----A GK------PF-----AA----------------- 
C_R_NDA3       593 LDKEAPPGGAKAVCDISAVMA----A AAAAGGADPVAVARASADCLRSLEEEELKAREGA 
R_S            350 -------------------T L----T GGT-----PQ------------------------ 
Halo           315 -------------------A M----E GR------PL------E----------------- 
B_S            328 -------------------Y L----E GKTLETFKPV------------------------ 
D_R            319 -------------------M V----QNK------PL------V----------------- 
N_S_BAB73083   346 -------------------R L----Q GKTLP----------------------------- 
N_S_BAB77919   346 -------------------R L----K GQTLP----------------------------- 
N_S_BAB73084   346 -------------------R L----Q GQTLP----------------------------- 
Syne_SLR0851   346 -------------------R LAE--KEQIMV----------------------------- 
B_M            352 -------------------R V----ENKTPPL---------------------------- 
S_M            333 -------------------R L----T GSPAPG---------------------------- 
M_L            337 -------------------R L----G GDNTAR---------------------------- 
B_J_1          346 -------------------R L----R GE-TKG---------------------------- 
X_A            337 -------------------RQ----R GQTAP----------------------------- 
C_T            331 -------------------D L----K GKPRK----------------------------- 
C_G            348 -------------------E VEG--RSNTERE---------------------------- 
M_S            347 -------------------E VSG--TSPKIRT---------------------------- 
L_I            335 -------------------D L----KNKKRK----------------------------- 
G_M            329 -------------------RE----K GETPK----------------------------- 
N_S_BAB74663   342 -------------------Q I ----R GKSPK----------------------------- 
C_A            355 -------------------Q I ----D GRPMQ----------------------------- 
D_D            337 -------------------A L----A GRPLR----------------------------- 
B_T            341 -------------------LE----K GKEMK----------------------------- 
C_H            335 -------------------IQ----KNKTLT- ---------------------------- 
E_C_1          348 -------------------Q M----N GKPLK----------------------------- 
B_J_2          354 -------------------H L----R GEALK----------------------------- 
R_P            352 -------------------R L----K GEPLG----------------------------- 
B_V_2          358 -------------------R L----D GRPLP----------------------------- 
A_V            346 -------------------K L----QEDSLCW---------------------------- 
P_F            347 -------------------R I ----E GKALP----------------------------- 
H_I            358 -------------------LF----ENKPLK- ---------------------------- 
Z_M            353 -------------------LR----K GEPLK----------------------------- 
B_V_1          366 -------------------R L----A GKRVA----------------------------- 
C_R_NDA2       531 -------------------R V----T GAPELDAALADKIK-------------------- 
A_T_NDB1       478 -------------------MEQC--KELPEGP KRFRTGGHHQFRP--------------- 
S_T_NDB1       484 -------------------WDQC--KSNPEGP RRFKSSGRHEFLP--------------- 
A_T_NDB2       489 -------------------MEEC--EKSPEGP IRMRGEGRHRFRP--------------- 
A_T_NDB3       475 -------------------MEVC--EKNPEGP IRIRGEGRHRFRP--------------- 
A_T_NDB4       489 -------------------MEKC--EKKPEGP LRFRGEGRHRFQP--------------- 
N_C_U08980     458 -------------------MART--EVLEQRV REL--SGSLNLAPGNAAEISKEIEEHER 
Y_L_NDH2       458 -------------------IAKT--EDLNNEI TNLEKQSEHTFDEQERKNIFAQLESKSR 
S_C_NDE1       453 -------------------AYKI--DQLNWKM THA-------KDDSEVARLKNQIVKTQS 
S_C_NDI2       438 -------------------K LQI--EQLEWDMLNS-------TDETEVSRLQKEVNLRKS 
C_A            465 -------------------LHAV--ESLKYTI ANP-------TPKDNVEKLSRKLARLEK 
S_C_NDI1       410 -------------------MAQI--PNFQKNL SSRKDKIDLLFEENNFK----------- 
S_P_NDH2_1     435 -------------------LGSL---NFEKPS EDRHIALGDEMDSSTLISLANEKHASTK 
S_P_NDH2_2     436 -------------------EGKK--F ALHERIQALEKQLGEKEAPSQVAGLKQQVEQLKL 
D_D            460 -------------------LAEEMNNDLIKKR ENPDAHKEEKEKQQEKLNLFNSITGSNK 
N_S_BAB76910   336 -------------------IS----QNKPTI- ---------------------------- 
Syne_SLR1484   384 -------------------VH----N GKPLV----------------------------- 
N_C_NDE1       579 -------------------LA----R AAPGLSANEIHEGDLDAAVYK------------- 
N_C_NDI1       469 -------------------ANEGVIDVKDAP- ---------------------------- 
P_F            453 -------------------F I ----HTNQK--FNIP------------------------ 
P_Y            500 -------------------Y L----YNSNSNGNTIP------------------------ 
E_C_LpdA       349 -------------------------KKHYFDP KVIPSIAYTEPEVAWVGLTEKEAKEKGI 
A_A            334 -------------------R LGVPTKVDKYYPTIMCVA---------------------- 
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A_t_NDA1       435 ----------P FVYKHLGS---- MATIGRYKALV-------------------------- 
A_T_NDA2       433 ----------P FVYKHLGS---- MATIGRYKALV-------------------------- 
S_T_NDA1       420 ----------P FVYKHLGS---- MATIGRYKALV-------------------------- 
O_S_NDA456     424 ----------A FVYKHLGS---- MATVGRYKALV-------------------------- 
O_S_NDA562     486 ----------P FVYKHIGS---- MASVGRYKALV-------------------------- 
C_R_NDA1       476 ----------E FVYRQLGA---- MATVGGHSAVL-------------------------- 
A_T_NDC1       437 ----------P FRFQNLGE---- MMTLGRYDAAI-------------------------- 
N_SP_BAB75793  330 ----------P FRYQQLGE---- MMALGTDNATL-------------------------- 
N_P_NDA        330 ----------P FHYQQLGE---- MMTLGKNNATL-------------------------- 
Th_NDA         331 ----------PC RYSHLGE---- MLTLGRDRAAL-------------------------- 
Syn_SLR1743    334 ----------PC RYQPLGE---- MLALGTDGAVL-------------------------- 
Syn_NDA390     323 ----------P FKFFNLGE---- MLTLGENNATL-------------------------- 
C_R_NDA5       475 ----------P FKYQHLGS---- MMALGQTNAAVALPIPVPTALADAVRSSPLGPLLSAA 
C_R_NDA6       390 ----------QRWKPNG GTLAVMMVTLGRDDGVM-------------------------- 
C_R_NDA7       313 ----------GAWKPGM GN-QVMI VSLGRGDGVC-------------------------- 
T_B_NDH2       363 ----------P FKYESLGS---- MVSLGTSSAVV-------------------------- 
C_R_NDA3       649 EATEVRYYDRP FEFLSLGI---- MAYVGNDKALT-------------------------- 
R_S            358 ----------P FDYRSKGA---- LASLGARKGVA-------------------------- 
Halo           323 ----------T WTYEDQGT---- LVSVGETAIAH-------------------------- 
B_S            341 ---------------NS GT---- LASLGRKDAVA-------------------------- 
D_R            327 ----------P YEPTTLGE----FV SLGGLMAVG-------------------------- 
N_S_BAB73083   354 ----------A FKYNDHGS---- LAMIG QNAAVV-------------------------- 
N_S_BAB77919   354 ----------Q FRYNDVGS---- LAMIG QNLAVV-------------------------- 
N_S_BAB73084   354 ----------A FNYTDKGS---- LAMIG QNAAVV-------------------------- 
Syne_SLR0851   356 ----------P FRYIDYGS---- LAVIG QNKAVV-------------------------- 
B_M            361 ----------P FRYKHQGN---- LATIGKGAAVV-------------------------- 
S_M            342 ----------P FRYRHQGS---- LATIGKRAAI I-------------------------- 
M_L            346 ----------P FHYKHAGD---- LATIGKRAAAI-------------------------- 
B_J_1          354 ----------A FRYKHSGS---- LAQIG KRLAVI-------------------------- 
X_A            345 ----------A FRYQDYGN---- LATIGRMAAI V-------------------------- 
C_T            339 ----------P FKYRDKGQ---- MATIGRNRAI V-------------------------- 
C_G            359 ----------A FDYFDKGS---- MATISRFSAVV-------------------------- 
M_S            358 ----------P FEYFDKGS---- MATVSRFSAVA-------------------------- 
L_I            343 ----------P FHYIDKGS---- MATIGRTDAVA-------------------------- 
G_M            337 ----------P FRYRDRGS---- MATIGRSAAVA-------------------------- 
N_S_BAB74663   350 ----------P FSYFNKGR---- LAI IG CYSGVG-------------------------- 
C_A            363 ----------P FQYHDKGQ---- MATIGRSAAVL-------------------------- 
D_D            345 ----------A FRYRDKGS---- MATIGRAAAV--------------------------- 
B_T            349 ----------P FHYRNLGS---- MATVGRNRAVA-------------------------- 
C_H            343 ----------E FEYKDLGS---- MATIGKNKAVV-------------------------- 
E_C_1          356 ----------N YQYKDHGS---- LVSLSNFSTVG-------------------------- 
B_J_2          362 ----------D YRYRDFGS---- LVSLGEFSTVG-------------------------- 
R_P            360 ----------E FRYRDLGS---- LVSLGKYSAVG-------------------------- 
B_V_2          366 ----------E FTYRDFGS---- LVSLGHFSAVG-------------------------- 
A_V            355 ----------SIATANH GS---- LI SLSSFSAI G-------------------------- 
P_F            355 ----------E YKYTDYGS---- LI SLSRFSAVG-------------------------- 
H_I            366 ----------S FKYNDKGT---- LVSLSNFTALG-------------------------- 
Z_M            361 -------------------------------- ---------------------------- 
B_V_1          374 ----------R FAFRDAGT---- VVSLGHTGAVY-------------------------- 
C_R_NDA2       548 ----------P FRYFHKGS----A AYVGSDKAVF-------------------------- 
A_T_NDB1       502 ----------- FQYKHFGQ----F APLGGDQAAA-------------------------- 
S_T_NDB1       508 ----------- FEYRHLGQ----F APLGGDQAAA-------------------------- 
A_T_NDB2       513 ----------- FRYRHLGQ----F APLGGEQTAA-------------------------- 
A_T_NDB3       499 ----------- FRYRHLGQ----F APLGGEQTAA-------------------------- 
A_T_NDB4       513 ----------- FRYRHFGS----F APLGGEQTAA-------------------------- 
N_C_U08980     495 QLRRIKDIKP- FHYSHQGS---- LAYIG SEKAVA-------------------------- 
Y_L_NDH2       497 KLRRSRAMLP- FEYSHQGS---- LAYIG SDRAVA-------------------------- 
S_C_NDE1       485 QIED------- FKYNHKGA---- LAYIG SDKAI A-------------------------- 
S_C_NDI2       470 KLDK------- FNYKHMGA---- LAYIG SETAI A-------------------------- 
C_A            497 NLPH------- FI YNYQGS---- LAYIG SEKAVA-------------------------- 
S_C_NDI1       438 ---------P- FKYNDLGA---- LAYLGSERAI A-------------------------- 
S_P_NDH2_1     473 VF------LP- FKYSHQGS---- LAYVGHEKAI A-------------------------- 
S_P_NDH2_2     475 E--------P- FKYHHQGA---- LAYVGDEKAI A-------------------------- 
D_D            501 SFEEAVKEKPL FKYKHMGT---- LAYVGDHQAVA-------------------------- 
N_S_BAB76910   344 ----------PVQVQLR GT---- LMKLGLNEGVA-------------------------- 
Syne_SLR1484   392 ----------SPDPQLR GT---- LMKLGLNNGVA-------------------------- 
N_C_NDE1       603 ----------A FEYRHLGS---- LAYIG NSAVFD-------------------------- 
N_C_NDI1       481 ----------G FKFRNWGV---- MTYLGSWKAI H-------------------------- 
P_F            464 ----------S FIEKWKGS---- LAYIG NHQVVA-------------------------- 
P_Y            513 ----------P FIEKWKGS---- LAYVGNHQVVA-------------------------- 
E_C_LpdA       384 SYETA-----T FPWAASGRAIASDCADGMTKLI F-------------------------- 
A_A            353 ----------DNP YEGYAVSVKDDTWYGGTVSI A-------------------------- 
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A_t_NDA1       455 ----------------------DLRESKEGKG I SM------A GFLSWFIWRSAYL----- 
A_T_NDA2       453 ----------------------DLRESKDAKG I SM------T GFVSWFIWRSAYL----- 
S_T_NDA1       440 ----------------------DLRESKEAKG VSL------A GFTSFFVWRSAYL----- 
O_S_NDA456     444 ----------------------DLRQSKESKG I SL------A GFVSWFIWRSAYL----- 
O_S_NDA562     506 ----------------------DLRENKDARG VSM------A GFVSWLMWRSAYL----- 
C_R_NDA1       496 ----------------------ELGDAGR-RH LSL------A GFLSWVAWRSAYL----- 
A_T_NDC1       457 -------------------------SPSFIEG LTL------E GPI GHAARKLAYL----- 
N_SP_BAB75793  350 -------------------------TG---LG VKL------D GSLAYVARRLAYL----- 
N_P_NDA        350 -------------------------TG---LG I KL------D GPLASVARRIAYL----- 
Th_NDA         351 -------------------------AG---LG LTL------D GPLAYLARRLAYL----- 
Syn_SLR1743    354 -------------------------SG---LG I KL------S GPAALLARRLVYL----- 
Syn_NDA390     343 -------------------------SG---LG LEL------E GNLAHVARRLVYL----- 
C_R_NDA5       521 GVRVGGAGPEAEAAVAGAAAAEGKSSAVGDSGVTV------E GPLAQLMRRGAYL----- 
C_R_NDA6       414 ------------------RAGGLVFSGCVPAL I KS------R GLFVQKYRKLLKVNAPGP 
C_R_NDA7       336 ------------------RMNGNVCGGCLPAS I KS------K GLFVDDYRKQLGV----- 
T_B_NDH2       383 -------------------------ELNGPRK LDF------V GLKALFFWRSAYL----- 
C_R_NDA3       679 -----------------------QVEAFDVIN LKL------Y GSVAFLLWKSVYI ----- 
R_S            378 ----------------------------QVFG LEL------K GFPAWLLWRFYYL----- 
Halo           343 -------------------------------D VEM------S GIA APIRTF--------- 
B_S            356 --------------------------IIGANS TPL------K GLPASLMKEASNV----- 
D_R            347 -----------------------WMKLPWNQK LAI ------T GGI AHVMKRASEW----- 
N_S_BAB73083   374 ----------------------------DLGL LKL------K GFSAWAFWLLI HI ----- 
N_S_BAB77919   374 ----------------------------DLGL I KL------Q GFI AWVFWLLI HI ----- 
N_S_BAB73084   374 ----------------------------DLGF I KL------K GFFAWLFWLVI HI ----- 
Syne_SLR0851   376 ----------------------------DLGF AQF------T GLVAWMIWVWAHV----- 
B_M            381 ----------------------------DMGR I RL------K GTI AWWFWGIAHI ----- 
S_M            362 ----------------------------DFGR I KL------R GSLAWWIWGIAHI ----- 
M_L            366 ----------------------------DFGW I KL------T GWLAWWLWGIAHI ----- 
B_J_1          374 ----------------------------DFGR I KL------R GTI AWWIWGIAHI ----- 
X_A            365 ----------------------------HVGK LKL------S GVVAWWFWLAAHV----- 
C_T            359 ----------------------------EIGN LKF------D GAI AWFTWLLVHI ----- 
C_G            379 ----------------------------KMGK VEV------T GFI GWVLWLAVHI ----- 
M_S            378 ----------------------------KVGP VEF------A GFFAWLCWLVLHL----- 
L_I            363 ----------------------------QVGI LKM------K GLFGWLAWLFVHL----- 
G_M            357 ----------------------------CAFG MKF------R GFSAWLVWLLLHL----- 
N_S_BAB74663   370 ----------------------------KIGA FAF------T GFLAWLMWLGVHL----- 
C_A            383 ----------------------------DAFG VRL------S GWLAWVGWLFVHL----- 
D_D            364 -------------------------------- VRMGKEHTATGFVAWVMWLFI HL----- 
B_T            369 ----------------------------EFSK VKM------Q GWFAWVMWLVVHL----- 
C_H            363 ----------------------------DLPF I KF------K GFFAWLTWMFVHL----- 
E_C_1          376 ----------------------SLMGNLTRGS MMI ------E GRI ARFVYIS LYR----- 
B_J_2          382 ----------------------SMMGALVGGS LVF------E GLFARMMYLSLYK----- 
R_P            380 ----------------------NLMGSLVGKS FLI ------E GYFARFMYRSLYK----- 
B_V_2          386 ----------------------NLMGGLIGGN MLI ------E GLFARFMYMSLYR----- 
A_V            375 ----------------------NLMGNLT-GN VTL------E GWLARKFYIS LYR----- 
P_F            375 ----------------------NLMGNLT-GS VML------E GWLARMFYVSLYR----- 
H_I            386 ----------------------SLTNKFGKNP LTV------Q GKFAQFAYVSLYR----- 
Z_M            361 ----------------------DFLIAIMARC FLL------A GL---------------- 
B_V_1          394 ----------------------QADFGARPRS VI V------D GLAAIG LYKFLYR----- 
C_R_NDA2       568 -------------------------------- -D LPKFGPLTGTGAGFVWKSYET----- 
A_T_NDB1       521 --------------------ELP-------GD WVS------A GKSAQWLWYSVYA----- 
S_T_NDB1       527 --------------------ELP-------GD WVS------M GHSTQWLWYSVYA----- 
A_T_NDB2       532 --------------------QLP-------GD WVS------I GHSSQWLWYSVYA----- 
A_T_NDB3       518 --------------------QLP-------GD WVS------I GHSSQWLWYSVYA----- 
A_T_NDB4       532 --------------------ELP-------GD WVS------I GHSSQWLWYSVYA----- 
N_C_U08980     524 --------------------DVS---WFN-GN LAS------G GSLTFLFWRSAYL----- 
Y_L_NDH2       526 --------------------DLSFNFWGI-MN WSS------G GTMTYYFWRSAYV----- 
S_C_NDE1       508 --------------------DLA---VGE-AK YRL------A GSFTFLFWKSAYL----- 
S_C_NDI2       493 --------------------DLH---MGD-SS YQL------K GMFAFLFWKSAYL----- 
C_A            520 --------------------DLV---WGDWSN I SS------G GNLTFLFWRSAYI ----- 
S_C_NDI1       458 --------------------TIR---SGKRTF YTG------G GLMTFYLWRI LYL----- 
S_P_NDH2_1     496 --------------------DIEVPWFGK--Q LHA------S GALAFYFWRSVYL----- 
S_P_NDH2_2     496 --------------------DLKLPFMKK--M LPL------Q GIV GHTFWRLAYL----- 
D_D            531 --------------------EFK----GDHST TVS------E GYIT YYLWRSVYF----- 
N_S_BAB76910   364 ---------------------------NLFNK VQI ------K GQAGHLI REGTYL----- 
Syne_SLR1484   412 ---------------------------NLFDR VRI ------Q GKAGDLLRNATYL----- 
N_C_NDE1       623 --------------------------WGDGWN FS-------G GLWAVYAWRSIY F----- 
N_C_NDI1       501 ----------------------------QGPR DEL------R GWAAWVLWRSAYL----- 
P_F            484 -------------------------------- -D LPYYELKGGRFSSTFWKVVYI ----- 
P_Y            533 -------------------------------- -H LPFYEIKGGPFSFTFWKI VYM----- 
E_C_LpdA       413 ---------DKESHRVIGGAIVGTNGGELLGE I GL---AIEM GCDAEDI ALTI HA----- 
A_A            377 -------------------------DPAAVNH LKK------ELFTK YYMWTKGDM----- 



148 

A_t_NDA1       482 -------------TR VVSWRNRFYVAI NWLTTFVFGR----------------------- 
A_T_NDA2       480 -------------TR VIS WRNRFYVAI NWFTTFVFGR----------------------- 
S_T_NDA1       467 -------------TR VVSWRNKI YVLI NWLTTLVFGR----------------------- 
O_S_NDA456     471 -------------TR VVSWRNRFYVAI NWLTTLLFGR----------------------- 
O_S_NDA562     533 -------------TR VVSWRNRFYVAVNWATTLVFGR----------------------- 
C_R_NDA1       522 -------------TR LGSIPK RLAVAFDWSITMI FGR----------------------- 
A_T_NDC1       481 -------------IR LPTDEHLFMVRI SWFAKSAVDS----------------------- 
N_SP_BAB75793  371 -------------YR LPTLDHQLKVGFNWLVRPI IET----------------------- 
N_P_NDA        371 -------------YR LPTLDHQLKVGFNWLVRPI IET----------------------- 
Th_NDA         372 -------------YR MPTLEHQLKVGLNWIAKPFLDL----------------------- 
Syn_SLR1743    375 -------------YRFP TWQHQLTVGLNWLTRPLGDW----------------------- 
Syn_NDA390     364 -------------YR LPTWEHQVQVGLNWLVQPLTKL----------------------- 
C_R_NDA5       570 -------------YRQP TNEQRLNVATSWVKLGLEAA----------------------- 
C_R_NDA6       450 APGAAGAAGASGLGRGAVGVAAVAGAPVGAVQAAAEV----------------------- 
C_R_NDA7           -------------------------------- ---------------------------- 
T_B_NDH2       407 -------------SI VGSWRNRLYVI VNWLGSAI FGR----------------------- 
C_R_NDA3       705 -------------TKQ VSFRNRVLI LFDWMKTRVFGR----------------------- 
R_S            399 -------------AF LPGLTTRI FVLLNWFMDGI SPR----------------------- 
Halo           357 -------------GN MPAKVLKKGAAARWIAKITSWS----------------------- 
B_S            379 -------------RY LTHI KGLFSLAY--------------------------------- 
D_R            373 ---------------------------K WRSSVD-------------------------- 
N_S_BAB73083   395 -------------YF LI EFDSKLLVMI QWAWNYI TRK----------------------- 
N_S_BAB77919   395 -------------YF LI EFDTKLLVVFQWAWNYI TRN----------------------- 
N_S_BAB73084   395 -------------YF LI EFDNKLVVMI QWVWNYI TRN----------------------- 
Syne_SLR0851   397 -------------YY LI EFDNKLI VMLQWGWNYFTRG----------------------- 
B_M            402 -------------FF LI GTRSRAAVAWSWLWTYI TGQ----------------------- 
S_M            383 -------------YF LI GTRSRFAVAWSWLWTYLSGQ----------------------- 
M_L            387 -------------YF LI GFRNRLAVSLSWLWIYVTGQ----------------------- 
B_J_1          395 -------------YF LI GLRHRLSVALSWLWIYARDQ----------------------- 
X_A            386 -------------YF LI GFRNRFVVLVNWAMAYWSYQ----------------------- 
C_T            380 -------------YY LSTFKHRVFVLMQWAWSYFTFG----------------------- 
C_G            400 -------------MF LVGFRNRFVSAI SWGLNALSRK----------------------- 
M_S            399 -------------VY LVGFKTKI VTLLSWGVTFLSTK----------------------- 
L_I            384 -------------FYQ VGFKNKI TI LI TWVWSYI AFR----------------------- 
G_M            378 -------------YY LI GFRNRI VVMLNWIWYYWFHE----------------------- 
N_S_BAB74663   391 -------------VY LPGYRSRLLVLLTWLHTYLGSD----------------------- 
C_A            404 -------------MA LVGFRNRALVLLNWAYSYFTYD----------------------- 
D_D            387 -------------LY LVGFRNRLFVLFTWAWDYI FFE----------------------- 
B_T            390 -------------RS IL GVRNKVVVLLNWVWNYFTYD----------------------- 
C_H            384 -------------ML ILS VKNKLI I FI NWAWAYI TKD----------------------- 
E_C_1          403 -------------MHQ I ALHGYFKTGLMMLVGSI NRV----------------------- 
B_J_2          409 -------------MHEHAL HGSVKVALDTLARLI TRR----------------------- 
R_P            407 -------------MHEAALYG RGRTLLSVLSG--ST R----------------------- 
B_V_2          413 -------------LH VAALHGYPRMVLDTVAHWLRRT----------------------- 
A_V            401 -------------MHQ MALYGTFRTLMMMLGDRFRSS----------------------- 
P_F            401 -------------MHQ MALYGMFRTAMLMLGSKI GRG----------------------- 
H_I            413 -------------MHQHAL HGCI KI GLII LVDKLNRY----------------------- 
Z_M            377 -------------------------------- ---------------------------- 
B_V_1          421 -------------KH LFSVYGLKRALFQSLGHWLQRR----------------------- 
C_R_NDA2       590 -------------MSQF SFRNQCLVAADWLRTKI FGR----------------------- 
A_T_NDB1       543 -------------SKQ VSWRTRALVVSDWTRRYI FGR----------------------- 
S_T_NDB1       549 -------------SKQ VSWRTRYLVVGDWVRRYI FGR----------------------- 
A_T_NDB2       554 -------------SKQ VSWRTRVLVVSDWMRRFI FGR----------------------- 
A_T_NDB3       540 -------------SKQ VSWRTRVLVVSDWMRRFI FGR----------------------- 
A_T_NDB4       554 -------------SK LVSWRTRMLVISDWTRRFVFGR----------------------- 
N_C_U08980     549 -------------SMCF STRNRLLVINDWVKSKLFGR----------------------- 
Y_L_NDH2       554 -------------SMCF SMRNKI LVCI DWMKVRVFGR----------------------- 
S_C_NDE1       533 -------------AMC LSFRNRVLVAMDWAKVYFLGR----------------------- 
S_C_NDI2       518 -------------AMC LSI RNRI LI AMDWTKVYFLGR----------------------- 
C_A            546 -------------YMC LSVKNQVLVVLDWAKVYFFGR----------------------- 
S_C_NDI1       484 -------------SM ILS ARSRLKVFFDWIKLAFFKR----------------------- 
S_P_NDH2_1     523 -------------SE LYSLRNRTNVTLDWIRVKLFGR----------------------- 
S_P_NDH2_2     523 -------------NE LIS ARSQFMVLI DWLKTRLFGR----------------------- 
D_D            556 -------------TK LLSVRNRALVSFDWLKSSVFGR----------------------- 
N_S_BAB76910   386 -------------QL LPNSAHNLKVTTEWLTDELFQR-HR------------AVTPMQLG 
Syne_SLR1484   434 -------------EL LPTPLHNFKSTTQWLAEETIDRFHRPHAPTAQELKWAAMTPAQRQ 
N_C_NDE1       645 -------------TQC VSLRTRVLMAI DWGKRALFGR----------------------- 
N_C_NDI1       522 -------------AKS MSWRNRFLVPI YWLVSWVFGR----------------------- 
P_F            506 -------------QL LLSWKSRFHFFI DFI KTKWYGR----------------------- 
P_Y            555 -------------QM LLTWKSRI NFIFSFLRTKI YGR----------------------- 
E_C_LpdA       456 ---------------HP TLHESVGLAAEVFEGSI TDL----------------------- 
A_A            401 --------------------ALEKFLAS W------------------------------- 
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A_t_NDA1       506 ----------DIS RI --------------------------------------------- 
A_T_NDA2       504 ----------DIS RI --------------------------------------------- 
S_T_NDA1       491 ----------DIS RI --------------------------------------------- 
O_S_NDA456     495 ----------DIS RI --------------------------------------------- 
O_S_NDA562     557 ----------DNT RI G-------------------------------------------- 
C_R_NDA1       546 ----------DLS RW--------------------------------------------- 
A_T_NDC1       505 ----------IALLQSNLTK------------ ---------------------------- 
N_SP_BAB75793  395 ----------IYSA VDAVNE---------------------------------------- 
N_P_NDA        395 ----------LSK------------------- ---------------------------- 
Th_NDA         396 ----------LTTIAS---------------- ---------------------------- 
Syn_SLR1743    399 ----------LKNEPS---------------- ---------------------------- 
Syn_NDA390     388 ----------LAQ------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA5       594 ----------AALAGG--SR------------ ---------------------------- 
C_R_NDA6       487 ----------AQAVAAGCDG------------ ---------------------------- 
C_R_NDA7           -------------------------------- ---------------------------- 
T_B_NDH2       431 ----------DLTL I NDYNDERTWLSLASEGAAREKVSRMNKVKTDGDGSNGNETTARSK 
C_R_NDA3       729 ----------DISLF----------------- ---------------------------- 
R_S            423 ----------SVVQ LHTRSVPPTRYVRYRAGDVIYEAGNRSDGFYTVVTGAVEMTRTDPE 
Halo           381 ----------RAM KA--------------------------------------------- 
B_S                -------------------------------- ---------------------------- 
D_R                -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB73083   419 ----------RGS RLIT------GK------ESLAFANNFDDSNDTNNYSAANNRQPLNV 
N_S_BAB77919   419 ----------RRS RLIT------GR------EAFVEPKTVNQQ----------------- 
N_S_BAB73084   419 ----------RGA RLIT------GQ------EIHLAVNTVNNS---GHYQPLEKRLPVNV 
Syne_SLR0851   421 ----------RGA RLIT------DT------PNPQSTSTVQKE-------------LVRP 
B_M            426 ----------HSA RLIT------QG------KPSD-----EFR----------------- 
S_M            407 ----------HSA RLIT------QK------DTLR-----EER----------------- 
M_L            411 ----------RSA RLIT------QG------D-DD-----KT------------------ 
B_J_1          419 ----------RAA RLIT------QG------S-SK-----VVG----------------- 
X_A            410 ----------RAA RI IF------GG------ATDDPPPSSKDG----------------- 
C_T            404 ----------YGA RLIV------NKDWRFYREQKSSPCDDKKA----------------- 
C_G            424 ----------RWNLATT------RQQLHSRTT LSKFAHELEEASSDLPIELRDNQRFSGK 
M_S            423 ----------RGQLTIT------EQQAYARTR I----EELEEIAA----AVQDTEK-AAS 
L_I            408 ----------AEA RVIQ------DE------------ISADNG----------------- 
G_M            402 ----------RQV RLIT------ER--------------------------------VEE 
N_S_BAB74663   415 ----------RHV RVIL------SSKTMSVLHRPADLPYLQES----------------R 
C_A            428 ----------RGV RLIF------GIGAEEHEEALLDVGKRQDY----------------R 
D_D            411 ----------RAA RI II------PRGPIEDDDA--------------------------P 
B_T            414 ----------QSM RMIVYARKAKEIRDREAIEATTHWGKDLMQEPQPAKQEPQPNSKEIV 
C_H            408 ----------TSL RLIL----------------------------------TQKGPKAEG 
E_C_1          427 ----------IRP RLKLH------------------------------------------ 
B_J_2          433 ----------TEPH VKLH------------------------------------------ 
R_P            429 ----------PTPT VKLH------------------------------------------ 
B_V_2          437 ----------TLP RVKLH------------------------------------------ 
A_V            425 ----------TEP RLKLH------------------------------------------ 
P_F            425 ----------TEP RLKLH------------------------------------------ 
H_I            437 ----------LKP RLKLH------------------------------------------ 
Z_M            377 ------------PL LAI------------------------------------------- 
B_V_1          445 ----------NQPS I KLH------------------------------------------ 
C_R_NDA2       614 ----------DIS RV--------------------------------------------- 
A_T_NDB1       567 ----------DSS RI --------------------------------------------- 
S_T_NDB1       573 ----------DSS RI --------------------------------------------- 
A_T_NDB2       578 ----------DSSS I --------------------------------------------- 
A_T_NDB3       564 ----------DSS RI --------------------------------------------- 
A_T_NDB4       578 ----------DSSS I --------------------------------------------- 
N_C_U08980     573 ----------DVS RE--------------------------------------------- 
Y_L_NDH2       578 ----------DIS RE--------------------------------------------- 
S_C_NDE1       557 ----------DSSI------------------ ---------------------------- 
S_C_NDI2       542 ----------DSSV------------------ ---------------------------- 
C_A            570 ----------DCS KE--------------------------------------------- 
S_C_NDI1       508 ----------DFF KGL-------------------------------------------- 
S_P_NDH2_1     547 ----------DISS L--------------------------------------------- 
S_P_NDH2_2     547 ----------YDA KV--------------------------------------------- 
D_D            580 ----------DIS RG--------------------------------------------- 
N_S_BAB76910   420 QTPWLSGVATTVAA LIFATPLVWRVAQPAQFQQNLSWTGVPTLLNYLTPSR--------- 
Syne_SLR1484   481 EHQGIKAIA-IIAP LIFIVLLYLGFKTPERERAPFVPQPSPGM------NR--------- 
N_C_NDE1       669 ----------DLM RY--------------------------------------------- 
N_C_NDI1       546 ----------GIS RF--------------------------------------------- 
P_F            530 -------------------------------- ---------------------------- 
P_Y            579 -------------------------------- ---------------------------- 
E_C_LpdA       478 ----------PNP KAKKK------------------------------------------ 
A_A                -------------------------------- ---------------------------- 
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A_t_NDA1           -------------------------------- ---------------------------- 
A_T_NDA2           -------------------------------- ---------------------------- 
S_T_NDA1           -------------------------------- ---------------------------- 
O_S_NDA456         -------------------------------- ---------------------------- 
O_S_NDA562         -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA1           -------------------------------- ---------------------------- 
A_T_NDC1       515 ------V------------------------- ---------------------------- 
N_SP_BAB75793  405 ------K------------------------- ---------------------------- 
N_P_NDA            -------------------------------- ---------------------------- 
Th_NDA             -------------------------------- ---------------------------- 
Syn_SLR1743        -------------------------------- ---------------------------- 
Syn_NDA390         -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA5       602 ------R------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA6       497 ------G------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA7           -------------------------------- ---------------------------- 
T_B_NDH2       481 VDLPATK------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA3           -------------------------------- ---------------------------- 
R_S            473 TGLPQVRTIGPGGHFGERLILGATRRQTSVRA AEDTKVLVMDREEFLKLADSFQAFRDYF 
Halo           386 -------------------------------- ---------------------------- 
B_S                -------------------------------- ---------------------------- 
D_R                -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB73083   457 -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB77919       -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB73084   454 -------------------------------- ---------------------------- 
Syne_SLR0851   446 -------------------------------- ---------------------------- 
B_M                -------------------------------- ---------------------------- 
S_M                -------------------------------- ---------------------------- 
M_L                -------------------------------- ---------------------------- 
B_J_1              -------------------------------- ---------------------------- 
X_A                -------------------------------- ---------------------------- 
C_T                -------------------------------- ---------------------------- 
C_G            468 -------------------------------- ---------------------------- 
M_S            458 -------------------------------- ---------------------------- 
L_I                -------------------------------- ---------------------------- 
G_M            414 -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB74663   443 -------------------------------- ---------------------------- 
C_A            456 -------------------------------- ---------------------------- 
D_D            429 -------------------------------- ---------------------------- 
B_T            464 -------------------------------- ---------------------------- 
C_H            424 -------------------------------- ---------------------------- 
E_C_1              -------------------------------- ---------------------------- 
B_J_2              -------------------------------- ---------------------------- 
R_P                -------------------------------- ---------------------------- 
B_V_2              -------------------------------- ---------------------------- 
A_V                -------------------------------- ---------------------------- 
P_F                -------------------------------- ---------------------------- 
H_I                -------------------------------- ---------------------------- 
Z_M                -------------------------------- ---------------------------- 
B_V_1              -------------------------------- ---------------------------- 
C_R_NDA2           -------------------------------- ---------------------------- 
A_T_NDB1           -------------------------------- ---------------------------- 
S_T_NDB1           -------------------------------- ---------------------------- 
A_T_NDB2           -------------------------------- ---------------------------- 
A_T_NDB3           -------------------------------- ---------------------------- 
A_T_NDB4           -------------------------------- ---------------------------- 
N_C_U08980         -------------------------------- ---------------------------- 
Y_L_NDH2           -------------------------------- ---------------------------- 
S_C_NDE1           -------------------------------- ---------------------------- 
S_C_NDI2           -------------------------------- ---------------------------- 
C_A                -------------------------------- ---------------------------- 
S_C_NDI1           -------------------------------- ---------------------------- 
S_P_NDH2_1         -------------------------------- ---------------------------- 
S_P_NDH2_2         -------------------------------- ---------------------------- 
D_D                -------------------------------- ---------------------------- 
N_S_BAB76910       -------------------------------- ---------------------------- 
Syne_SLR1484       -------------------------------- ---------------------------- 
N_C_NDE1           -------------------------------- ---------------------------- 
N_C_NDI1           -------------------------------- ---------------------------- 
P_F            530 -------------------------------- ---------------------------- 
P_Y            579 -------------------------------- ---------------------------- 
E_C_LpdA           -------------------------------- ---------------------------- 
A_A                -------------------------------- ---------------------------- 



151 

A_t_NDA1           ------------------------------- 
A_T_NDA2           ------------------------------- 
S_T_NDA1           ------------------------------- 
O_S_NDA456         ------------------------------- 
O_S_NDA562         ------------------------------- 
C_R_NDA1           ------------------------------- 
A_T_NDC1       516 ---------------------------LSGS 
N_SP_BAB75793  406 ---------------------------GTRY 
N_P_NDA            ------------------------------- 
Th_NDA             ------------------------------- 
Syn_SLR1743        ------------------------------- 
Syn_NDA390         ------------------------------- 
C_R_NDA5       603 ---------------------------GATL 
C_R_NDA6       498 ---------------------------SGSR 
C_R_NDA7           ------------------------------- 
T_B_NDH2       488 ---------------------------KQNE 
C_R_NDA3           ------------------------------- 
R_S            533 GPYMARHGMTWPPLGETDGQAAPKPVPTEKD 
Halo           386 ---------------------------WDAL 
B_S                ------------------------------- 
D_R                ------------------------------- 
N_S_BAB73083       ------------------------------- 
N_S_BAB77919       ------------------------------- 
N_S_BAB73084       ------------------------------- 
Syne_SLR0851       ------------------------------- 
B_M                ------------------------------- 
S_M                ------------------------------- 
M_L                ------------------------------- 
B_J_1              ------------------------------- 
X_A                ------------------------------- 
C_T                ------------------------------- 
C_G                ------------------------------- 
M_S                ------------------------------- 
L_I                ------------------------------- 
G_M                ------------------------------- 
N_S_BAB74663       ------------------------------- 
C_A                ------------------------------- 
D_D                ------------------------------- 
B_T                ------------------------------- 
C_H                ------------------------------- 
E_C_1              ------------------------------- 
B_J_2              ------------------------------- 
R_P                ------------------------------- 
B_V_2              ------------------------------- 
A_V                ------------------------------- 
P_F                ------------------------------- 
H_I                ------------------------------- 
Z_M                ------------------------------- 
B_V_1              ------------------------------- 
C_R_NDA2           ------------------------------- 
A_T_NDB1           ------------------------------- 
S_T_NDB1           ------------------------------- 
A_T_NDB2           ------------------------------- 
A_T_NDB3           ------------------------------- 
A_T_NDB4           ------------------------------- 
N_C_U08980         ------------------------------- 
Y_L_NDH2           ------------------------------- 
S_C_NDE1           ------------------------------- 
S_C_NDI2           ------------------------------- 
C_A                ------------------------------- 
S_C_NDI1           ------------------------------- 
S_P_NDH2_1         ------------------------------- 
S_P_NDH2_2         ------------------------------- 
D_D                ------------------------------- 
N_S_BAB76910       ------------------------------- 
Syne_SLR1484       ------------------------------- 
N_C_NDE1           ------------------------------- 
N_C_NDI1           ------------------------------- 
P_F            530 ---------------------------PFIK 
P_Y            579 ---------------------------PFI- 
E_C_LpdA           ------------------------------- 
A_A                ------------------------------- 
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Annexe 4: Séquences des protéines Nda de l’alignement  
 
>A.t_NDA1 
MLWIKNLA--RISQTTSSSVGNVFRNPE----SYTLSSRFCTALQKQQVT 
DT--------------------------------------------VQAK 
EDVVNALEP-------------------------------QRYDGLAPTK 
EGEKPRVLVLGSGWAGCRVLKGIDTSIY---------DVVCVSPRNHMVF 
TPLLAST--CVGTLEFRSVAEPISRI--------------------QPAI 
SREPGSYYFLANCSKLDA--------------DNHEV---H--------- 
----CETVTEG-SSTLKPWK-FKIAYDKLVLACGAEASTFGINGVLENAI 
FLREVHHAQEIRRKLLLNLMLSEV-PG---IGE----------------- 
-------------D---EKKRLLHCVVVGGGP------------------ 
TGVEFSGELSDFIMK----DVRQRYSHVK-DDIRVTLIE-ARDILSSFDD 
R---LRHYAIKQLNKS-GVKLVRGI-VKEVKPQKLILDD----------- 
-------------------------------------------------- 
------------------------GTEVP--------------------- 
-----YGPLVWSTGVGPSSFVRSL-----D------FPKD---PG----- 
----------GRIGIDEWMRV----------------------------- 
---------------------PS------VQD-VFAIGDCSGYLES---- 
TGK----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---STL--PALAQVAEREGKYLANLFNV---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------MG----KAGGG 
RANSAK-EMELGE---------------------------PFVYKHLGS- 
---MATIGRYKALV------------------------------------ 
------------DLRESKEGKGISM------AGFLSWFIWRSAYL----- 
-------------TRVVSWRNRFYVAINWLTTFVFGR------------- 
--------------------DISRI------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
>A.T_NDA2 
MFMIKNLT--RISPNTSSIITR-FRNSGSSSLSYTLASRFCTAQETQ--- 
----------------------------------------------IQSP 
AKIPNDVDR-------------------------------SQYSGLPPTR 
EGEKPRVVVLGSGWAGCRLMKGIDTNLY---------DVVCVSPRNHMVF 
TPLLAST--CVGTLEFRSVAEPISRI--------------------QPAI 
SREPGSFFFLANCSRLDA--------------DAHEV---H--------- 
----CETLTDG-LNTLKPWK-FKIAYDKLVIASGAEASTFGIHGVMENAI 
FLREVHHAQEIRRKLLLNLMLSDT-PG---ISK----------------- 
-------------E---EKRRLLHCVVVGGGP------------------ 
TGVEFSGELSDFIMK----DVRQRYAHVK-DDIHVTLIE-ARDILSSFDD 
R---LRRYAIKQLNKS-GVRFVRGI-VKDVQSQKLILDD----------- 
-------------------------------------------------- 
------------------------GTEVP--------------------- 
-----YGLLVWSTGVGPSPFVRSL-----G------LPKD---PT----- 
----------GRIGIDEWMRV----------------------------- 
---------------------PS------VQD-VFAIGDCSGYLET---- 
TGK----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---PTL--PALAQVAEREGKYLANLLNA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------IG----KGNGG 
RANSAK-EIELGV---------------------------PFVYKHLGS- 
---MATIGRYKALV------------------------------------ 
------------DLRESKDAKGISM------TGFVSWFIWRSAYL----- 
-------------TRVISWRNRFYVAINWFTTFVFGR------------- 
--------------------DISRI------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>S.T_NDA1 
MPWFKNLI--KISKTITNQSSS-YKSITPLASPLL--TQFLQFTKQY--- 
-------------------------------------------------- 
------STN-------------------------------DHVVGLEATK 
SDQKPRIVVLGSGWAGCRLMKDIDTNIY---------DVVCVSPRNHMVF 
TPLLAST--CVGTLEFRSVAEPIGRI--------------------QPAV 
STQPASYFFLANCNAIDF--------------DNHMI---E--------- 
----CETVTEG-VETLEAWK-FNVSYDKLVIASGAHALTFGIKGVNEHAT 
FLREVHHAQEIRRKLLLNLMLSDV-PG---VSE----------------- 
-------------E---EKRRLLHCVVVGGGP------------------ 
TGVEFSGELSDFILK----DVHQRYAHVK-DYIHVTLIE-ANEILSSFDD 
R---LRVYATNQLTKS-GVRLVRGL-VQHVQPDNIILSD----------- 
-------------------------------------------------- 
------------------------GTNVP--------------------- 
-----YGLLVWSTGVGPSPFVNSL-----D------IPKA----K----- 
----------GRIGIDEWLRV----------------------------- 
---------------------PS------VQD-VYSIGDCSGFLES---- 
TGR----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---QVL--PALAQVAERQGKYLASLLNK---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------VG----KQGGG 
HANCAQ-NINLGD---------------------------PFVYKHLGS- 
---MATIGRYKALV------------------------------------ 
------------DLRESKEAKGVSL------AGFTSFFVWRSAYL----- 
-------------TRVVSWRNKIYVLINWLTTLVFGR------------- 
--------------------DISRI------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
>O.S_NDA456 
MAASSLLR--SLSRISRRGCVG-GAGPSPFHHSRLPYSPFSTAAADA--- 
-------------------------------------------------- 
------VER-------------------------------RGFAGLGPTA 
KGEKARVVVLGTGWAGSRLMKDIDTTGY---------EVVCVSPRNHMVF 
TPLLAST--CVGTLEFRSVAEPLARI--------------------QPAV 
SKSPGSYFLLARCTAVDP--------------DAHTI---D--------- 
----CETVTEGEKDTLKPWK-FKVAYDKLVFACGAEASTFGIRGVTDHAI 
FLREVHHAQEIRRKLLLNLMLSDV-PG---ISE----------------- 
-------------E---EKRRLLHCVVVGGGP------------------ 
TGVEFSGELSDFIIR----DVKQRYSHVK-DYIHVTLIE-ANEILSSFDV 
R---LRQYATNQLTKS-GVRLVRGI-VKDVQPNKLILDN----------- 
-------------------------------------------------- 
------------------------GEEVP--------------------- 
-----YGLLVWSTGVGPSSFVKSL-----P------FPKS---PG----- 
----------GRIGVDEWLRV----------------------------- 
---------------------PS------ARD-VFAIGDCSGFLES---- 
TGK----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---DVL--PALAQVAERQGKYLAHLLNH---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------VM----KAGGG 
HANCEI-DVDLGP---------------------------AFVYKHLGS- 
---MATVGRYKALV------------------------------------ 
------------DLRQSKESKGISL------AGFVSWFIWRSAYL----- 
-------------TRVVSWRNRFYVAINWLTTLLFGR------------- 
--------------------DISRI------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>O.S_NDA562 
MAWSRIARGSQLTQPLSRILAEGNAAATPAAYALRNAAALGQRASSASAS 
SSFHSLALAGLADKYAAGAAGRLQPSRGISTTSPALRPAAEAAARVVECS 
DAADEAAAA-------------------------------AAVPDLGPTR 
PGEKPRVVVLGTGWAACRFLKDVDTRAY---------DVVCISPRNHMVF 
TPLLAST--CVGTLEFRSVVEPVSRI--------------------QSAL 
ATRPGSYFFLASCTGIDT--------------GRHEV---H--------- 
----C-TAADGDGLPANPYN-FKVSYDKLVIASGSEPLTFGIKGVAENAI 
FLREVSHAQEIRRKLLTNLMLSEN-PG---LSE----------------- 
-------------E---EKKRLLHCVVVGGGP------------------ 
TGVEFSGELSDFITR----DVRERYAHVK-DYVKVTLIE-ANEILSSFDV 
G---LRQYATDHLSKY-GVNLVRGV-VKEVKPREIELSD----------- 
-------------------------------------------------- 
------------------------GSRVP--------------------- 
-----YGVLVWSTGVGPSEFVRSL-----P------LPKS---PG----- 
----------GRIGVDEWLRV----------------------------- 
---------------------PS------VED-VFALGDCAGFLEG---- 
TGR----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---AVL--PALAQVAEREGRYLARVMSR---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------IA----AQDGG 
RAGRAVGSAELGE---------------------------PFVYKHIGS- 
---MASVGRYKALV------------------------------------ 
------------DLRENKDARGVSM------AGFVSWLMWRSAYL----- 
-------------TRVVSWRNRFYVAVNWATTLVFGR------------- 
--------------------DNTRIG------------------------ 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
>C.R_NDA1 
MAASALLA--TVASSYIRRSSG------------VGTSLLGAFSNDH--- 
------------------------------------RPCGTAVYQHLRRL 
AAQAQASKK-------------------------------TASSDQLPLK 
TGRQ-RLVVLGSGWAAARLLHDIDPNLY---------DLTVISPRNHMVF 
TPLLAST--TVGTLEPRSVAVHLHEI--------------------QPCL 
SR-PSSSVFIADAHAVDA--------------ASRTV---T--------- 
----CRSV-DG-------LD-FSVQYDKLAICTGSQGSTFGIPGVLENAH 
FLRDVKQADAIRQKLIENIALAGV-PGEPSRQQ----------------- 
-------------D---EFSRLLHIVIVGGGP------------------ 
TGVEVAGELTDFISHEVCVDLMRMYPERA-KAMRVTLVE-ARELLGSFDA 
S---LREYAARKLIQG-GVLLRKGI-VHEVTPREVVLKD----------- 
-------------------------------------------------- 
------------------------GTVLP--------------------- 
-----YGLCIWSTGVGPTPFSLSL-----P------FAKT---AV----- 
----------GRIAVDKYMRVLAPPSPTATSTSAANPAPATSQPQQSEPT 
SQTPAGSTGKVPGLLADESDTPSTAGLAPVPH-VYALGDVC----A---- 
NPD----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---KPL--PALAQVAEQQGRYLARVLNE---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------LA----RGPPH 
-------GVPQHT---------------------------EFVYRQLGA- 
---MATVGGHSAVL------------------------------------ 
------------ELGDAGR-RHLSL------AGFLSWVAWRSAYL----- 
-------------TRLGSIPKRLAVAFDWSITMIFGR------------- 
--------------------DLSRW------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>A.T_NDC1 
M--------------AVLSSVSSLIPFSYGATRLTSKASLASRTSGF--- 
--------------------------NLSSRWNSTRNSPMLYLSRAVTNN 
SGTTEISDN-------------------------------ETAPRTYSWP 
DNKRPRVCILGGGFGGLYTALRLESLVW---PEDKKPQVVLVDQSERFVF 
KPMLYEL--LSGEVDVWEIAPRFSDLLTN-----------TGIQFLRDRV 
KTLLPCDHLGVNGSEISV--------------TGGTV---L--------- 
----LESGFK-------------IEYDWLVLALGAESKLDVVPGAMELAF 
PFYTLEDAIRVNEKLS--------------KLE----------------- 
-------------RKNFKDGSAIKVAVVGCGY------------------ 
AGVELAATISERLQD----------RG------IVQSINVSKNILTSAPD 
G---NREAAMKVLTSR-KVQLLLGY-LVQS----IKRASNLEEDEGYFLE 
LQPAERG------------------------------------------- 
----------------------LESQIIE--------------------- 
-----ADIVLWTVGAK--PLLTKL-----EPSGPNVLPLN---AR----- 
----------GQAETDETLRV----------------------------- 
---------------------KG------HPR-IFALGDSSSLRDS---- 
-NG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---KIL--PTTAQVAFQEADFTGWNIWA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------AI----NNR-- 
----PL------L---------------------------PFRFQNLGE- 
---MMTLGRYDAAI------------------------------------ 
---------------SPSFIEGLTL------EGPIGHAARKLAYL----- 
-------------IRLPTDEHLFMVRISWFAKSAVDS------------- 
--------------------IALLQSNLTK-------------------- 
--------------------------V----------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------LSGS 
 
>N.SP_BAB75793 
M--------------TEQT------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----KRIVILGGGFGGLYTALRVSQLPW---ETQQKPEIVLVDQSDRFLF 
SPLLYEL--LTGELQSWEIAPPFIELLEG-----------TGIRFYQAVV 
SG-------------IDI--------------DQQRV---H--------- 
----LQDGPE-------------IPYDRLVLTLGGETPLDLVPGAISYAY 
PFRTIADTYRLEERLR--------------VLE----------------- 
-------------E---SDAEKIRVAIVGAGY------------------ 
SGVELACKLADRLGE----------RG------RFRLVEISDQILRTSPD 
F---NREAAKKALDAK-GVFIDLET-KVES----IGQNT---------IS 
LEYKN--------------------------------------------- 
-----------------------QVDTIP--------------------- 
-----VDLVIWTVGTRVTNVVKSL-----P------FKQN---QR----- 
----------GQITNTPTLQV----------------------------- 
---------------------LD------HPD-IFALGDLADCIDA---- 
-EG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---QQV--PATAQAAFQQADYAAWNIWA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------SL----TQR-- 
----PL------L---------------------------PFRYQQLGE- 
---MMALGTDNATL------------------------------------ 
---------------TG---LGVKL------DGSLAYVARRLAYL----- 
-------------YRLPTLDHQLKVGFNWLVRPIIET------------- 
--------------------IYSAVDAVNE-------------------- 
--------------------------K----------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------GTRY 
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>N.P_NDA 
M--------------TQQN------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----SRICILGGGFGGLYTALRLSQLPW---ESTQKPEIVLVDQSDRFLF 
SPLLYEL--LTGELQTWEIAPPFEELLQG-----------TGVRFYQGVV 
SG-------------IDI--------------EQQRV---D--------- 
----IHEGPE-------------IPYDRLVLALGGETPLDLVPGAAAYGY 
PFRTISDAYRLEERLR--------------FLE----------------- 
-------------E---SDADKIRVAIIGAGY------------------ 
SGVELACKLADRLGE----------RG------RFRIVEIADQILRTSPE 
F---NREAAKKALDAR-GVFLDLET-KVEL----IEQNS---------IT 
LEYKN--------------------------------------------- 
-----------------------QLDTIP--------------------- 
-----VDLVIWTVGNKVAPVVKSL-----P------LKQN---QR----- 
----------GQINTTSNLQV----------------------------- 
---------------------ID------HPE-IFALGDLADCHDV---- 
-EG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---QQV--PATAQAAFQQADYTAWNIWA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------SL----TNR-- 
----PL------L---------------------------PFHYQQLGE- 
---MMTLGKNNATL------------------------------------ 
---------------TG---LGIKL------DGPLASVARRIAYL----- 
-------------YRLPTLDHQLKVGFNWLVRPIIET------------- 
--------------------LSK--------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
>Th_NDA 
M--------------IRESAV----------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---RSQICILGGGFGGLYTALRLAQFPW---SS--PPEITLVDHSDRFVF 
TPLLYEL--ITGELEAWEIAPPFVELLRD-----------TPVVFHQGAV 
TT-------------IDL--------------QEKTV---H--------- 
----LGKGDP-------------FTYEKLVLALGGETPKSTIPGVAADAL 
TFRTLSDAYRLEEALQ--------------RCE----------------- 
-------------H---SDRDRIRVVVVGAGP------------------ 
SGVELACKLAERLGS----------RG------RIRLVDRNPEILKSSPE 
F---NRKAALRALEDR-GVWIDLET-TPVA----LTRDR---------IS 
LQYKD--------------------------------------------- 
-----------------------RVDELP--------------------- 
-----VDIVLWTVGTAVSPVIAAL-----D------LPKT---AS----- 
----------GRLQVTPTLQV----------------------------- 
---------------------VD------HPD-IFALGDAADAVDE---- 
-QG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---QPI--PHTAQAAFQQADYVAWNLWA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------SL----SDR-- 
----PL------L---------------------------PCRYSHLGE- 
---MLTLGRDRAAL------------------------------------ 
---------------AG---LGLTL------DGPLAYLARRLAYL----- 
-------------YRMPTLEHQLKVGLNWIAKPFLDL------------- 
--------------------LTTIAS------------------------ 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>Syn_SLR1743 
M--------------TDAR------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----PRICILGGGFGGLYTALRLGQLSW---EGHTPPEIVLVDQRDRFLF 
APFLYEL--VTEEMQTWEIAPPFVELLAE-----------SGVIFRQAEV 
TA-------------IDF--------------DHQKV---L--------- 
----LNDQDKG--------T-ESLAFDQLVIALGGQTPLPNLPGLKDYGL 
GFRTLEDAYKLKQKLK--------------SLE----------------- 
-------------Q---ADAEKIRIAIVGGGY------------------ 
SGVELAAKLGDRLGE----------RG------RIRIIERGKEILAMSPE 
F---NRQQAQASLSAK-GIWVDTET-TVTA----ITATD---------VT 
LQFRE--------------------------------------------- 
-----------------------QEDVIP--------------------- 
-----VDLVLWTVGTTVSPLIRNL-----A------LPHN---DQ----- 
----------GQLRTNAQLQV----------------------------- 
---------------------EG------KTN-IFALGDGAEGRDA---- 
-SG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---QLI--PTTAQGAFQQTDYCAWNIWA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------NL----TGR-- 
----PL------L---------------------------PCRYQPLGE- 
---MLALGTDGAVL------------------------------------ 
---------------SG---LGIKL------SGPAALLARRLVYL----- 
-------------YRFPTWQHQLTVGLNWLTRPLGDW------------- 
--------------------LKNEPS------------------------ 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
>Syn_NDA390 
M--------------SQ--------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----PHIVIIGGGFAGLYTALRLLQFPW---ETSQRPDITLIDRQNHFVF 
SPLLYEL--ITEEMQPWEVAPTYTELLRH-----------GPVKFVQTQV 
QT-------------VDP--------------EQKNV---V--------- 
----CGDRQ--------------ITYDYLVIAAGGTTKFVNLPGIKEYAL 
PFKTLNDALHLKEKLR--------------ALE----------------- 
-------------T---SVAEKIRIAIVGGGY------------------ 
SGVELACKLADRLGD----------RG------RLRIIDRGDEILKNAPK 
F---NQLAAKEALEAR-GIWVDYAT-EVTE----VTADS---------LS 
LRYKG--------------------------------------------- 
-----------------------EVDTIP--------------------- 
-----ADLVLWTGGTAIAPWVKDL-----A------LPHA---GN----- 
----------GKLDVNAQLQI----------------------------- 
---------------------QN------HPN-IFALGDVAQAEDN---- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-----L--PMTAQVAIQQADVCAWNLRG---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------LI----TNK-- 
----PL------L---------------------------PFKFFNLGE- 
---MLTLGENNATL------------------------------------ 
---------------SG---LGLEL------EGNLAHVARRLVYL----- 
-------------YRLPTWEHQVQVGLNWLVQPLTKL------------- 
--------------------LAQ--------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>C.R_NDA5 
MLAFNSLA--ASQPATSARNAAAATPVYSNMQRSVSRMQRLGLSSVF--- 
--------------------------AGDWSGAARLMGFRAAGSQAPHGA 
RAVATQATG-------------------------------SPAFGPGTSS 
GHHSPRVVVLGGGFGGLYAAVRLEQLMW---PRGNKPQITLVDQADRFVF 
KPLLYEL--INGAATADEVSPSFEQLLAP-----------YPIRFVQAQV 
AS-------------VSPAAPHADAPDPDAPDAAGAV---T--------- 
----LSDGTQ-------------LPYDFLVVALGGQPDSRGVPGVKEWAV 
PFAGYEDALRVKGTLD--------------LLS----------------- 
-------------D---AGAGGC-VVVVGAGY------------------ 
AGVELAATVAERLRA----------RGAG-GAVAVKVLTPGSHILEGCPE 
G---QGEAASKALADL-GVEVLTGA-RVLGLDPPLAASD---------AG 
EQSPAAG------------------------------------------- 
----------------------TSAAALPTACRVSYSLASDAGSAAGGAA 
RSHLGADLVVWTAGTS--PATREA-----RAGFP--FPVN---AR----- 
----------GALETEPTLRV----------------------------- 
---------------------SG------SDN-VFALGDVAVAAPSPADP 
HHT----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---QAL--PATAQVAFQQADYAAWNVWA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------AI----NGR-- 
----PL------L---------------------------PFKYQHLGS- 
---MMALGQTNAAVALPIPVPTALADAVRSSPLGPLLSAAGVRVGGAGPE 
AEAAVAGAAAAEGKSSAVGDSGVTV------EGPLAQLMRRGAYL----- 
-------------YRQPTNEQRLNVATSWVKLGLEAA------------- 
--------------------AALAGG--SR-------------------- 
--------------------------R----------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------GATL 
 
>C.R_NDA6 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
PADKPRLLILGGGPAGVILAQRCCSSF----------VVTLVDPKEYFEI 
TWATPRG--LMDPRVAAAAAINYWDIPDL-----------G--RVIQARV 
TQL-----------------------------TSQSA---L--------- 
----LSSGDT-------------ISFDFAAVCSGSSTSE-L--------- 
-FKSAAATSR-GQRLA--------------EMK----------------- 
-------------G---EIRSAKSVLVVGGGP------------------ 
SGVEMAAEIVDAFAG----------K-------AVTLVHGGKRLLAELPP 
R---AGAAAQRWLEAH-HVKVMLGR-RVESKPPPDDPSLGATSATGTTAT 
GTHSGSAHTAVGGAVAAAVPDERSWSGAGSYAHSHAAAASHPDGGHHTHH 
AHNPLLDSAGAAAAGLPSVVRLSDGSSLA--------------------- 
-----ADVVLWCTGSR--PAAAFM-----A-GGELAGCLD---ER----- 
----------GAVKVLPSLQV----------------------------- 
---------------------EG------HPH-MFALGDVNNVPET---- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------KLGFLAAKQAELAAASLQA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------LA----RAKAA 
GGPAPK------L---------------------------QRWKPNGGTL 
AVMMVTLGRDDGVM------------------------------------ 
--------RAGGLVFSGCVPALIKS------RGLFVQKYRKLLKVNAPGP 
APGAAGAAGASGLGRGAVGVAAVAGAPVGAVQAAAEV------------- 
--------------------AQAVAAGCDG-------------------- 
--------------------------G----------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------SGSR 
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>C.R_NDA7 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-APKPRVLIIGGGFAGVTLAKKASAFA----------DVTLVDSKSYFEL 
TWTTVRG--IVDPEVASRSAISYKDIPGM-----------G--RFVQATV 
TSL-----------------------------SAKSA---V--------- 
----LSNGET-------------LSFDYAALATGSSYSDTA--------- 
-FKSTASSSR-EQRLA--------------ELK----------------- 
-------------ALTEDIKASKSIVVVGGGP------------------ 
AGVEVAAEIVEAHAG----------K-------QVTLVHPGAQLLNGTPP 
K---AGAAAKKWLESH-RVTVLLNT-SVQGKP----EGRGPVSLT----- 
-------------------------------------------------- 
-----LDG--------------KEGRTLA--------------------- 
-----ADVVLWCAGAR--PNTAFL-----Q-GGELAGCLD---ER----- 
----------GAVKVLPSLQV----------------------------- 
---------------------EG------HPH-MFALGDVNNVPEA---- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------KLGYLATEHGKLVAVSLKA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------LI----SAKP- 
-GASPK------L---------------------------GAWKPGMGN- 
QVMIVSLGRGDGVC------------------------------------ 
--------RMNGNVCGGCLPASIKS------KGLFVDDYRKQLGV----- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
>T.B_NDH2 
MICRTSFL------------------------------------------ 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
--RKPKVVVVGTGWAGCYFVRDTKPQLA---------ELHVLSTRNHHVL 
TPLLPQT--TTGTLEFRSICEPITRI--------------------QPAL 
AHLPNRFSRCFVYD-INF--------------EQKRV---D--------- 
----CISVDNTSVGPHALVNTFDVQYDKLVLAHGAQPNTFNVPGAVERAC 
FLREVNEARTIRKRLVQNIMTANL-PV---TSV----------------- 
-------------E---EKKRLLHTVVVGGGP------------------ 
TGVEFSADLAEFLRD----DVKNINPELV-QFCKVTVLE-AGEVFSTFDL 
R---VREWGKRRLDAL-GVRIVKGN-VVAVQEKEVITKS----------- 
-------------------------------------------------- 
------------------------GEVFS--------------------- 
-----TGLVVWSTGVGPSPLTKEL-----K------VDRT---RQ----- 
----------GRISVDEHLQVLRDGVP----------------------- 
-----------------------------IPD-VYAIGDCATNESN---- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----PL--PTLAAVASRQGVYLAKKINA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------EL----AGK-- 
----PF-----AA---------------------------PFKYESLGS- 
---MVSLGTSSAVV------------------------------------ 
---------------ELNGPRKLDF------VGLKALFFWRSAYL----- 
-------------SIVGSWRNRLYVIVNWLGSAIFGR------------- 
--------------------DLTLINDYNDERTWLSLASEGAAREKVSRM 
NKVKTDGDGSNGNETTARSKVDLPATK----------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------KQNE 
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>C.R_NDA3 
MRTSIPCRGGRVSSRNAATQRLAVAPAGRNCPRGRTAVRVRAEAPRDGSP 
TALKEPPTKAPATAPARTPLAPPSPAPAPGPQYFPKPGDPQWPPQRPFAA 
IALDNLLDSVVDVGRHLGRMNVEADKLAMRQQEQ----LVPGDNGRMRLR 
ASTKPVVLVLGSGWGAHSLIKVIDTDTY---------DVVVVSPRNHFLF 
TPMLPST--AVGTVEFRSLLEPIR-------------------------- 
TSNPCVTYLEAECDSLDP--------------HTKVA---V--------- 
----CTSSFAYDDGRRPQFE---IQYDKAVVAVGEQPATFGVKGVKEHCF 
FMKEVSDAVALRKRIAEKFELASL-PG---TSE----------------- 
-------------E---DRKAALHFVVVGGGP------------------ 
TGVEFAGTLSDFVRE----DLKKKYPALM-KYVKVTLLQSAQQILTQFDA 
G---LGQRATEALESS-GVEVRTGVRVVEITINKVMLVS----------- 
-------------------------------------------------- 
----------------DAQVLLKGGEELP--------------------- 
-----YGVCVWSAGNAPRPLVTQI-----ASQVAEQAAAAEAPPN----- 
----------AKLCVDSFLRV----------------------------- 
---------------------VG------ATD-LMALGDCSLVLGN---- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----RL--PSTAQVAGQQGAYLAHLINSQYQLGVGGYTQPPPFQIVKRNK 
LQVWAGAGGTGAYALQAAAEENAVLSWLTTAMMGGKTRIQASKEVADAMF 
RMDAPPWVRVHSESLTKATPLDKEAPPGGAKAVCDISAVMA----AAAAA 
GGADPVAVARASADCLRSLEEEELKAREGAEATEVRYYDRPFEFLSLGI- 
---MAYVGNDKALT------------------------------------ 
-------------QVEAFDVINLKL------YGSVAFLLWKSVYI----- 
-------------TKQVSFRNRVLILFDWMKTRVFGR------------- 
--------------------DISLF------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
>R.S 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------VGPATGR 
IVVTSRIVVLGGGFGGMYAARALKRRLG---RAA---EIELVNAENYFVF 
QPLLPEV--GAGSITPAHAVSPLRFLLRD-----------VFVR--KATV 
DS-------------VDF--------------DRRLV---T--------- 
----VFQGVQ--------RRPTEIGYDHLVIALGQAADLSKMPGLEEHAL 
TMRTLEDARRLRAHVIGQLEHAQI-T----RLP----------------- 
-------------E---VKRGALTFCVVGGGF------------------ 
SGIETAGEMKDLIDR----SLKFYPDIDP-SEVRMIVVEFADRILGEMSQ 
G---LADYATRTLRER-GIEVKLGTGVASATGTQLVTTT----------- 
-------------------------------------------------- 
------------------------GEVID--------------------- 
-----TRTIVATIGNAPSPVVRRM-----G------LPSE----R----- 
----------GRISVDRTLAV----------------------------- 
---------------------KG------RSD-VWALGDCALIALKDAPQ 
GPR----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---DYA--PPTAQFAVREAEQLAENIAS---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------TL----TGGT- 
----PQ----------------------------------PFDYRSKGA- 
---LASLGARKGVA------------------------------------ 
------------------QVFGLEL------KGFPAWLLWRFYYL----- 
-------------AFLPGLTTRIFVLLNWFMDGISPR------------- 
--------------------SVVQLHTRSVPPTRYVRYRAGDVIYEAGNR 
SDGFYTVVTGAVEMTRTDPETGLPQVRTIGPGGHFGERLILGATRRQTSV 
RAAEDTKVLVMDREEFLKLADSFQAFRDYFGPYMARHGMTWPPLGETDGQ 
AAPKPVPTEKD 
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>Halo 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---TTRVVVLGAGYAGAGAIAGLESELG---PDA---ELVWVADTDYHLV 
LHEAHRV--IRDPGVQEKITIPVEDI-KS-----------RTTEFIEDSV 
TD-------------IDT--------------DERSV---S--------- 
----LADGDD-------------VAYDYLVVGIGSETATYGIEGMAEHPL 
TLKSLDDAMEIHEQVREA------------AQD----------------- 
-------------A---TRDDPANVVIGGAGL------------------ 
SGIQSAGEVAEFRDR------------HN-APIDVTLVEALPEIFPPGDS 
E---IQGALRHRLEDA-GVTILTDDPITAASEDAIEFDE----------- 
-------------------------------------------------- 
------------------------RDSLD--------------------- 
-----YDVFVWTGGVTGPSELSDV-----E------MDAE----H----- 
----------NRLQASSTLQA----------------------------- 
---------------------DD-------ER-VFAVGDCSMISQG---- 
-ND----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---DVA--PPTAQAAWQAADVVARNVAR---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------AM----EGR-- 
----PL------E---------------------------TWTYEDQGT- 
---LVSVGETAIAH------------------------------------ 
---------------------DVEM------SGIAAPIRTF--------- 
-------------GNMPAKVLKKGAAARWIAKITSWS------------- 
--------------------RAMKA------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------WDAL 
 
>B.S 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---SKHIVILGAGYGGVLSALTVRKHYT---KEQA--RVTVVNKYPTHQI 
ITELHRL--AAGNVSEKAVAMPLEKLFKG-----------KDIDLKIAEV 
SS-------------FSV--------------DKKEV---A--------- 
----LADGST-------------LTYDALVVGLGSVTAYFGIPGLEENSM 
VLKSAADANKVFQHVEDR------------VRE----------------- 
-------------YSKTKNEADATILIGGGGL------------------ 
TGVELVGELADIMPN-----LAKKYGVDH-KEIKLKLVEAGPKILPVLPD 
D---LIERATASLEKR-GVEFLTGLPVTNVEGNVIDLKD----------- 
-------------------------------------------------- 
------------------------GSKVV--------------------- 
-----ANTFVWTGGVQGNPLVGES-----G------LEVN----R----- 
----------GRATVNDFLQS----------------------------- 
---------------------TS------HED-VFVAGDSAVYFGP---- 
-DG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---RPY--PPTAQIAWQMGELIGYNLFA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------YL----EGKTL 
ETFKPV---------------------------------------NSGT- 
---LASLGRKDAVA------------------------------------ 
----------------IIGANSTPL------KGLPASLMKEASNV----- 
-------------RYLTHIKGLFSLAY----------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>D.R 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-----KTLILGAGYAGLATTTSLKPIPG---L-----ESLLIEQNAYHTF 
ETRLHEA--AAHNA---RITLPLIPLLRG-----------TGVHLEQAKV 
DY-------------VDL--------------DEREV---G--------- 
----LKDGRV-------------LMYDTLVVGLGSVTNFYRIPGLAENAT 
ELKQLSDADDIFNFVNR-------------TFD----------------- 
-------------N---GYQGNRDIVVGGAGL------------------ 
TGVELVTELAQRAEL-------LSKERGL-PPFNIYLVEAGPKILPILDE 
A---LRAKAQQTLEDY-GIKIMVGHRIMQATADSVTVQT----------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------ADGEQKVIK--------------------- 
-----AGKIIWTGGIQARDVVRGQ-----K------IEKG---PG----- 
----------GRVVVDEFLRA----------------------------- 
---------------------KG------YPD-VFIIGDMGLALNQ---- 
-QG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---KPV--PTTAQHAGQQGRTTAKNIMN---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------MV----QNK-- 
----PL------V---------------------------PYEPTTLGE- 
---FVSLGGLMAVG------------------------------------ 
-------------WMKLPWNQKLAI------TGGIAHVMKRASEW----- 
---------------------------KWRSSVD---------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
>N.S_BAB73083 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------VAS--LE 
NHQPHEVVIVGGGFGGLYAAKALAKTN----V-----NVTLIDKRNFHLF 
QPLLYQV--ATGTLSPADISAPLRSVLSKS----------KNTKVLLGEV 
ND-------------IDP--------------NLQQI---I--------- 
----VGDKV--------------VPYDTLIVATGAKHSYFGKDNWQELAP 
GLKTVEDAIEMRRRIFGAFEAA--------EKE----------------- 
-------------TDLEKRKALLTFVIVGGGP------------------ 
TGVELAGAIAELAYK---TLQEDFRNINT-SETRILLLQGGDRILPHIAP 
E---LSQAATTSLREF-GVVVQTKTRVTSIENDIVTFKQ----------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------GD-ELQTIT--------------------- 
-----SKTILWAAGVKASPMGKVLAERT-G------VECD---RA----- 
----------GRAIVEPDLSI----------------------------- 
---------------------KG------HQN-IFVVGDLANFSHQ---- 
-NG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---QPL--PSVAPVAIQEGEYVAKLIKK---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------RL----QGKTL 
P---------------------------------------AFKYNDHGS- 
---LAMIGQNAAVV------------------------------------ 
------------------DLGLLKL------KGFSAWAFWLLIHI----- 
-------------YFLIEFDSKLLVMIQWAWNYITRK------------- 
--------------------RGSRLIT------GK------ESLAFANNF 
DDSNDTNNYSAANNRQPLNV------------------------------ 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>N.S_BAB77919 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------VDA--HE 
KKAPHQVVIIGGGFGGLYTAKTLATAN----V-----SVTLIDKRNFHLF 
QPLLYQV--ATGTLSPGDISSPLRAVFSKS----------KNTQVLLGEV 
KD-------------INP--------------KAQQV---I--------- 
----LDDKV--------------VPYDTLIVATGANHSYFGKDHWKDVAP 
GLKTVEDAIEMRRRIFGAFEAA--------ESE----------------- 
-------------TDPEKRRAWLTFVIVGGGP------------------ 
TGVELAGAIAELAYK---TLKEDFRSIDT-SETKILLLQGGDRILPHIAP 
E---LSQVAAESLQKL-GAIIQTKTRVTNIENDIVTFKK----------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------GD-EVKEIP--------------------- 
-----SKTILWAAGVKASPMGQVLAERT-G------VECD---HA----- 
----------GRVIVEPDLTI----------------------------- 
---------------------RD------YKN-IFVVGDLGNFSHQ---- 
-NG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---KPL--PGVAPVATQQGEYVAKLIKK---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------RL----KGQTL 
P---------------------------------------QFRYNDVGS- 
---LAMIGQNLAVV------------------------------------ 
------------------DLGLIKL------QGFIAWVFWLLIHI----- 
-------------YFLIEFDTKLLVVFQWAWNYITRN------------- 
--------------------RRSRLIT------GR------EAFVEPKTV 
NQQ----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
>N.S_BAB73084 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------VEA--LD 
NNPPHKVVIVGGGFGGLYAAKALAKAK----V-----DVTLIDKRNFHLF 
QPLLYQV--ATGTLSPADISSPLRAVLSKS----------KNTQVLLGEV 
ND-------------IDP--------------EAQEL---V--------- 
----MGDEK--------------IPYDTLIVATGAKHSYFGKDNWEEFAP 
GLKTVEDAIEMRRRIFTAFEAA--------EKE----------------- 
-------------KDPAKRRAWLTFVVVGGGP------------------ 
TGVELAGAIAELAYK---TLKEDFRNIDT-TETQVILLEGLDRILPPFAP 
E---LSQEAEISLKQL-GVLVQTKTLVTNIENDIVTLKQ----------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------GE-EVKEIA--------------------- 
-----SKTVLWAAGVKASAMGKVLAEKT-G------VECD---RA----- 
----------GRVIVESDLSI----------------------------- 
---------------------KG------HSN-IFVVGDLANFSHQ---- 
-NG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---KPL--PGVAPVAKQEGEYVAALVQK---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------RL----QGQTL 
P---------------------------------------AFNYTDKGS- 
---LAMIGQNAAVV------------------------------------ 
------------------DLGFIKL------KGFFAWLFWLVIHI----- 
-------------YFLIEFDNKLVVMIQWVWNYITRN------------- 
--------------------RGARLIT------GQ------EIHLAVNTV 
NNS---GHYQPLEKRLPVNV------------------------------ 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>Syne_SLR0851 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------NSP--TS 
PRRPH-VVIVGGGFAGLYTAKNLRRSP----V-----DITLIDKRNFHLF 
QPLLYQV--ATGSLSPADIASPLRGVLKGQ----------KNIRVLMDKV 
ID-------------IDP--------------DKQKV---V--------- 
----LEDHAP-------------IAYDWLVVATGVSHHYFGNDHWAALAP 
GLKTIEDALTIRQRIFAAFEAA--------EKE----------------- 
-------------SNPERQQAWLTFVIVGAGP------------------ 
TGVELAGAIAEIAHS---SLKDNFHRIDT-RQAKILLIEGVDRVLPPYKP 
Q---LSARAQRDLEDL-GVTVLTERMVTDINPEQVTVHN----------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------NG-QTETIV--------------------- 
-----TKTVLWGAGVRASSLGKIIGDRT-G------AELD---RA----- 
----------GRVVVNPDLSV----------------------------- 
---------------------AS------FDN-IFVLGDLANYSHQ---- 
-GD----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---QPL--PGVAPVAMQEAAYLSKLIPA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------RLAE--KEQIM 
V---------------------------------------PFRYIDYGS- 
---LAVIGQNKAVV------------------------------------ 
------------------DLGFAQF------TGLVAWMIWVWAHV----- 
-------------YYLIEFDNKLIVMLQWGWNYFTRG------------- 
--------------------RGARLIT------DT------PNPQSTSTV 
QKE-------------LVRP------------------------------ 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
>B.M 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------------VTPENISG----ISKAAIFQ--MD 
AANSPHIVVVGAGFGGLQLIRDLDGAK----V-----RITLIDQRNHHLF 
QPLLYQV--ATTILSTSEIAWPIRNLFRDR----------AEVTTLLGTV 
ID-------------VDT--------------ARKSV---F--------- 
----LENGDE-------------VSYDMLVLATGARHAYFGNDQWEKLAP 
GLKALEDATTIRRRLLLAFERA--------ERE----------------- 
-------------PDMARRQALLTFSIVGGGP------------------ 
TGVELAGIIAELARR---TLWPEFRNIDT-RQARVLLLEVGPRILSAFPE 
D---LSAYARRALEKL-GVEVRLGIPVKDITQEGVTVGD----------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------EFIP--------------------- 
-----CHTTVWAAGVAASPAALWL-----D------AESD---RA----- 
----------GRVKVLSNLSV----------------------------- 
---------------------PG------HED-IFAIGDTAWVEGD---- 
-DG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---RPV--PGIAPAAKQQGAYVAKVIRS---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------RV----ENKTP 
PL--------------------------------------PFRYKHQGN- 
---LATIGKGAAVV------------------------------------ 
------------------DMGRIRL------KGTIAWWFWGIAHI----- 
-------------FFLIGTRSRAAVAWSWLWTYITGQ------------- 
--------------------HSARLIT------QG------KPSD----- 
EFR----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>S.M 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-QERHHVVVVGGGFGGLQLVNDLKGAP----V-----KVTLIDRRNHHLF 
QPLLYQV--ATTVLATSEIAWPIRRLYRDR----------QEVTTLLGEV 
AG-------------VDM--------------IAKEV---T--------- 
----LAHGQS-------------IPYDTLVLATGATHAYFGHDEWAAVAP 
GLKTLEDATTIRRRVLIAFEQA--------EVE----------------- 
-------------EDTARRDALLTFTIIGAGP------------------ 
TGVELAGIIAEMAHR---TLPGEFRRIDT-RLARVVLVEAGPRILPAFSE 
E---LSAYASRELEKL-GVEVLTGTPVTDCTDEGVTIGE----------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------SFVP--------------------- 
-----SRTLVWAAGVQASPAARWV-----G------ADAD---RA----- 
----------GRVKVGPDLTA----------------------------- 
---------------------PH------HPD-IFVIGDTASVIQE---- 
-DG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---KPV--PGIAPAAKQQGAYVAQVIRG---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------RL----TGSPA 
PG--------------------------------------PFRYRHQGS- 
---LATIGKRAAII------------------------------------ 
------------------DFGRIKL------RGSLAWWIWGIAHI----- 
-------------YFLIGTRSRFAVAWSWLWTYLSGQ------------- 
--------------------HSARLIT------QK------DTLR----- 
EER----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
>M.L 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------------------NE---------------M 
NQASHHVVVVGAGFGGLELTHALAGQP----V-----RITMIDKRNHHLF 
QPLLYQV--ATTALATSEVAWPIRHLLRKR----------KDVTTLLANV 
TG-------------VDR--------------AGKRV---L--------- 
----LDDGSA-------------VAYDTLVLATGARHAYFGHDEWEPFAP 
GLKTLEDATTIRRRILLAFEQA--------ERE----------------- 
-------------TDPAKREALLTIAIVGGGP------------------ 
TGVELAGTIVELAHD---TLRGEFRNIDT-RQTRVVLIEAGDRILANFAP 
K---LSDYASKALERL-GVTVELGRAVTRCDAEGVVFGD----------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------KQLA--------------------- 
-----ARTILWAAGVAASPAAEWL-----G------AKAD---RA----- 
----------GRVLVEPDLGV----------------------------- 
---------------------PG------SPE-IFVIGDAALVLRP---- 
-DG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---RPV--PGVAPSAKQEGRHVAATIKA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------RL----GGDNT 
AR--------------------------------------PFHYKHAGD- 
---LATIGKRAAAI------------------------------------ 
------------------DFGWIKL------TGWLAWWLWGIAHI----- 
-------------YFLIGFRNRLAVSLSWLWIYVTGQ------------- 
--------------------RSARLIT------QG------D-DD----- 
KT------------------------------------------------ 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>B.J_1 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------------------KQ----RSSKSRGR--IM 
TTTPHRVVIVGAGFGGLEATYRLAGTP----V-----DITLIDRRNHHLF 
QPLLYQV--ATASLATSEIAWPVRHLMRDR----------REVTTLFATV 
SG-------------VDA--------------TRRCV---L--------- 
----IDDGSE-------------VPYDTLVLATGARHAYFGHDEWEQFAP 
GLKTLEDATTLRRHILVAFERA--------ERE----------------- 
-------------TDPAKRAARLTFVIVGAGP------------------ 
TGVELAGTIAEMAHH---TLPEDFRNIDT-TKARVVLIEAGPRVLAGFAD 
E---LSAYAQASLEKI-GVEVVLGQPVTEIDRDGVVYGG----------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------TRLD--------------------- 
-----AKTKIWAAGVRASPAAEWL-----G------VPAD---RA----- 
----------GRVQVEADLTI----------------------------- 
---------------------PG------HPE-IFAIGDTVTISAW---- 
-EG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---KPV--PGIAPAAKQQGRHVAETVKA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------RL----RGE-T 
KG--------------------------------------AFRYKHSGS- 
---LAQIGKRLAVI------------------------------------ 
------------------DFGRIKL------RGTIAWWIWGIAHI----- 
-------------YFLIGLRHRLSVALSWLWIYARDQ------------- 
--------------------RAARLIT------QG------S-SK----- 
VVG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
>X.A 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------------------------------TS--LP 
SQAPLHLVVVGGGFAGLWATRALDDPG----I-----RITLVDRQNHHLF 
QPLLYQV--ATAGLSAPDIAAPLRHILREQ----------RNVEVLLGDV 
TD-------------IAP--------------SRREV---V--------- 
----LADGGT-------------LGYDMLLLATGATHAYFGNDQWAEHAP 
GLKTLYDALVLRRKLLLAFERA--------EAE----------------- 
-------------SDPAARAAWLSFAVVGGGP------------------ 
TGVELAGTLAEIARH---TLKNEFRHIDP-RQARVRLVEAGPRVLPSFPE 
D---LTAKARKQLERL-GVEVHTGTPVTQIDALGYQLGD----------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------TFVP--------------------- 
-----ARTVVWAAGVAASPLARTL-----G------VPLD---RA----- 
----------GRVLVEADLSV----------------------------- 
---------------------PG------HPE-IFVGGDLASV-QQ---- 
-DG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---RPV--PGVAPAAKQMGKHIAKAIRA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------RQ----RGQTA 
P---------------------------------------AFRYQDYGN- 
---LATIGRMAAIV------------------------------------ 
------------------HVGKLKL------SGVVAWWFWLAAHV----- 
-------------YFLIGFRNRFVVLVNWAMAYWSYQ------------- 
--------------------RAARIIF------GG------ATDDPPPSS 
KDG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>C.T 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---KKKVVIVGGGFTGLNTARILSNRKD---V-----EVTLIDRKNYHLF 
QPLLYQV--AMAALGEGDIATPLRNMLAGY----------DNVTVFKGNV 
CN-------------VDL--------------EQKKV---K--------- 
----TDFGD--------------IEYDYLVLACGAQHHYFGKNDWEEHAP 
GLKNLAQASEIRRRVMEAYEAA--------ERT----------------- 
-------------NDMKERKKQLTFVIVGGGP------------------ 
TGVELAGSIGEMSRY---TLSKFYRHIDP-KLTRIFIVEAAERILGTFSP 
E---LSSKATRELEKL-GVQVWTSSMVSDVDADGVQIGR----------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------ERIE--------------------- 
-----AATVLWAAGVKASEIGQNM-----G------VQTD---RS----- 
----------GRIMVEADLSL----------------------------- 
---------------------PG------HPE-VFVGGDQACYTLE---- 
-NG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---STL--PGMAPVAMQEGKAIGRMILD---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------DL----KGKPR 
K---------------------------------------PFKYRDKGQ- 
---MATIGRNRAIV------------------------------------ 
------------------EIGNLKF------DGAIAWFTWLLVHI----- 
-------------YYLSTFKHRVFVLMQWAWSYFTFG------------- 
--------------------YGARLIV------NKDWRFYREQKSSPCDD 
KKA----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
>C.G 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-----------------------------------------SVNPT--RP 
EGGRHHVVVIGSGFGGLFAAKNLAKAD----V-----DVTLIDRTNHHLF 
QPLLYQV--ATGILSSGEIAPSTRQILGSQ----------ENVNVIKGEV 
TD-------------INV--------------ESQTVTASL--------- 
----GEFTRV-------------FEYDSLVVGAGAGQSYFGNDHFAEFAP 
GMKSIDDALEIRARIIGAFERA--------EIC----------------- 
-------------EDPAERERLLTFVVVGAGP------------------ 
TGVELAGQLAEMAHR---TLAGEYKNFNT-NSAKIILLDGAPQVLPPFGK 
R---LGRNAQRTLEKM-GVNVRLNAMVTNVDATSVTYKT----------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------KDGEEHTIE--------------------- 
-----SFCKIWSAGVAASPLGKLVAEQT-G------VETD---RA----- 
----------GRVMVNDDLSV----------------------------- 
---------------------GD------QKN-VFVVGDMMNY------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---NNL--PGVAQVAIQSGEYVAEQIEA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------EVEG--RSNTE 
RE--------------------------------------AFDYFDKGS- 
---MATISRFSAVV------------------------------------ 
------------------KMGKVEV------TGFIGWVLWLAVHI----- 
-------------MFLVGFRNRFVSAISWGLNALSRK------------- 
--------------------RWNLATT------RQQLHSRTTLSKFAHEL 
EEASSDLPIELRDNQRFSGK------------------------------ 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
 
 



168 

>M.S 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-----------------------------------------S-HPG--AT 
ASDRHKVVIIGSGFGGLTAAKTLKRAD----V-----DVKLIARTTHHLF 
QPLLYQV--ATGIISEGEIAPATRVILRKQ----------KNAQVLLGDV 
TH-------------IDL--------------ENKTVDSVL--------- 
----LGHTYS-------------TPYDSLIIAAGAGQSYFGNDHFAEFAP 
GMKSIDDALELRGRILGAFEQA--------ERS----------------- 
-------------SDPVRRAKLLTFTVVGAGP------------------ 
TGVEMAGQIAELADQ---TLRGSFRHIDP-TEARVILLDAAPAVLPPMGE 
K---LGKKARARLEKM-GVEVQLGAMVTDVDRNGITVKD----------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------SDGTIRRIE--------------------- 
-----SACKVWSAGVSASPLGKDLAEQS-G------VELD---RA----- 
----------GRVKVQPDLTL----------------------------- 
---------------------PG------HPN-VFVVGDMAAV------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---EGV--PGVAQGAIQGGRYAAKIIKR---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------EVSG--TSPKI 
RT--------------------------------------PFEYFDKGS- 
---MATVSRFSAVA------------------------------------ 
------------------KVGPVEF------AGFFAWLCWLVLHL----- 
-------------VYLVGFKTKIVTLLSWGVTFLSTK------------- 
--------------------RGQLTIT------EQQAYARTRI----EEL 
EEIAA----AVQDTEK-AAS------------------------------ 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
>L.I 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------G 
EFNQKKVVVIGAGFGGLQAVKQLSQNNN---L-----DITVIDKKNHHLF 
QPLLYQV--ATAVLSPADIAIPTRSLVGES----------KNVTVVLGEA 
TK-------------IDL--------------KTKTV---Y--------- 
----YQNTS--------------TNYDYLILSAGARSSYFGNDHWEKYTI 
GLKNLKDALKIRHKLLISFEKA--------ELS----------------- 
-------------GDPEVVKSLLNYVIIGGGP------------------ 
TGVELAGSIAELSHQ---IIRDEFHTIDP-ALSKITLIEASPRLLMTFDP 
S---LGEFTKKRLERR-GVEVLTGTRVIDINERGVQLEG----------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------KMIP--------------------- 
-----TQTVIWAAGVQANSIAATL-----G------VTLD---RG----- 
----------GRVIVDEFCNI----------------------------- 
---------------------EG------HSE-VFVIGDIASYSKG---- 
-LE----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---RPL--PGVSPVAMQQGRYVASLIQN---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------DL----KNKKR 
K---------------------------------------PFHYIDKGS- 
---MATIGRTDAVA------------------------------------ 
------------------QVGILKM------KGLFGWLAWLFVHL----- 
-------------FYQVGFKNKITILITWVWSYIAFR------------- 
--------------------AEARVIQ------DE------------ISA 
DNG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>G.M 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----KRVVIIGMGFGGIRAARVLAGKG----L-----DVVLVDRNNYHLF 
QPLLYQV--GTAGLEQESIAYPVRAMAREW----------RGTRFHLAEV 
AG-------------VDF--------------PAREV---V--------- 
----TGNGR--------------IPYDYLIIGAGSVTNYFGLESVERHAF 
DLKELVDGERLRNHILTAFERA--------VVE----------------- 
-------------PDPAKRRALMTFVIVGGGP------------------ 
TGVEFAGALMELVRY---VLAKDYPELSV-QAARVVLVEAFDRLLAAMPQ 
E---LQVYTLEKLRAM-GVEVLFNARVVDAEPERVILHD----------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------G----AIIP--------------------- 
-----AHTLFWSAGVKAAPLAATL-----G------VTPK---PG----- 
----------GRIPVEPDLTL----------------------------- 
---------------------AG------HPE-VYVIGDMAHL-EQ---- 
-DG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---AAL--PMVAPVAMQMGTYAGEAIVA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------RE----KGETP 
K---------------------------------------PFRYRDRGS- 
---MATIGRSAAVA------------------------------------ 
------------------CAFGMKF------RGFSAWLVWLLLHL----- 
-------------YYLIGFRNRIVVMLNWIWYYWFHE------------- 
--------------------RQVRLIT------ER--------------- 
-----------------VEE------------------------------ 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
 
>N.S_BAB74663 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------------M----------------------- 
--RNRRVVIVGAGFGGLQAAQSLAH-SG---A-----DVLLIDRHNYHTF 
VPLLYQV--ATGQIEPEYIAYPIRTILRRFSFNYRRQHHKPQVQFLMAEV 
EQ-------------IDF--------------SGQIV------------- 
----KTAKGA-------------IDYDFLVLATGSRTQFWGVNGAEEYAF 
PMRSLEEAVALRNHIFSCFEQA--------IQE----------------- 
-------------SDAAKRQQLLTFTIVGGGA------------------ 
TGVEMAGALVEMLRG---CLRRDCPTIDF-GEVKIILVQSGDRLLVEFPK 
K---LGNYTYKKLHQL-GVEVYLQTRVSQLTEGFVHLDN----------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------A----EIIP--------------------- 
-----CASVIWTAGLEANLPGVSE-----E------LPVA---HK----- 
----------GKIVVHPTLQV----------------------------- 
---------------------LE------HPN-VYAIGDLAYV-EK---- 
-NG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---KSL--SGVAPEALQQGVAVARNIQQ---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------QI----RGKSP 
K---------------------------------------PFSYFNKGR- 
---LAIIGCYSGVG------------------------------------ 
------------------KIGAFAF------TGFLAWLMWLGVHL----- 
-------------VYLPGYRSRLLVLLTWLHTYLGSD------------- 
--------------------RHVRVIL------SSKTMSVLHRPADLPYL 
QES----------------R------------------------------ 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>C.A 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------------ISLERRQI----VSSPHIISNQPA 
QSRRPRVVIVGAGFGGLAAVRTLAQ-AP---V-----DVLLINRTNYHGF 
WPLLYQV--ATAGLEPESIAYPVRAILRRY----------RNVNFLLAEV 
HS-------------VDF--------------TRQLV------------- 
----HTNTGS-------------VQYDYLILAAGSTTNFFGNERIARHTL 
GMKDLNEAQRLRNHVLLCCERA--------AAE----------------- 
-------------SDPDKRMALLTFAVVGGGP------------------ 
TGVELAGAFVELIRH---VIRHDYPMLDV-RQARVVLIEATDRILASFPD 
S---LQQAALHRLQRM-GVEVRLNTPVADADTNGLRFRD----------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------G----SSLA--------------------- 
-----AKTVVWAAGVRGAPLADAL-----G------VTLG---RG----- 
----------ARVVVTPQLTL----------------------------- 
---------------------PD------DDR-VFVIGDMAYL-EG---- 
-YR----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---PGVAYPMVAPVAIQMGEQAARNILA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------QI----DGRPM 
Q---------------------------------------PFQYHDKGQ- 
---MATIGRSAAVL------------------------------------ 
------------------DAFGVRL------SGWLAWVGWLFVHL----- 
-------------MALVGFRNRALVLLNWAYSYFTYD------------- 
--------------------RGVRLIF------GIGAEEHEEALLDVGKR 
QDY----------------R------------------------------ 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
 
 
>D.D 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------------TG--------------------ST 
GNSRTRVVVAGGGFAGVWAVRRLARDKN---L-----DIILVDRNNYHTF 
LPLLYQV--AAAELEPGQIAYPLRAIFRKY----------PNVHFVIGDV 
RS-------------IDM--------------KNKVL------------- 
----HTDGPH-------------IPFDKLVVAMGSFTAFYGVPGADKHCF 
RLKNLEQAITLRNHIVSCFEQA--------THE----------------- 
-------------RNPDRKDRILTYTVVGGGP------------------ 
TGVEYAGALAELIRQ---PLTKDFPTLNT-GQARVVLLEAGDGLLAGFPD 
H---LRRYAFERLTHM-GVDVRLNAKVTAVTPDSVELEG----------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------S----SPLR--------------------- 
-----TETVVWTAGVQGHALAGQM-----G------LPTG---RG----- 
----------GRVPVLPTLQV----------------------------- 
---------------------EG------HPD-VFVAGDMALP-QG---- 
-DS----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---PA---PLIAPNAIQQGALAADNIRA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------AL----AGRPL 
R---------------------------------------AFRYRDKGS- 
---MATIGRAAAV------------------------------------- 
----------------------VRMGKEHTATGFVAWVMWLFIHL----- 
-------------LYLVGFRNRLFVLFTWAWDYIFFE------------- 
--------------------RAARIII------PRGPIEDDDA------- 
-------------------P------------------------------ 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>B.T 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------------SLNIA 
KDSKKRVVIVGGGFGGLKLANKLKKSG----F-----QVVLIDKNNYHQF 
PPLIYQV--ASAGMEPTSISFPFRKIFQHR----------KDFYFRMAEV 
RA-------------VFP--------------EKNMI------------- 
----QTSIGK-------------AEYDYLVLAAGTTTNFFGNKHIEEEAM 
PMKNVSEAMGLRNALLANLERA--------VTC----------------- 
-------------SNKQEQQELLNIVVVGGGA------------------ 
TGVEVAGVLSEMKKF---VLPNDYPDMPS-SLMHIYLIEAGSRLLAGMSE 
D---SSSHAEQFLREM-GVNILLNKRVTDYRDHKVTLED----------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------G----SEIA--------------------- 
-----TRTFIWVSGVTGVSFGNMN-----T------SVIG---RG----- 
----------GRIKVDAFNRV----------------------------- 
---------------------EG------TNN-VFAIGDLCILSGD---- 
-ED----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---YPNGHPQLAQVAIQQGELLAKNLIR---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------LE----KGKEM 
K---------------------------------------PFHYRNLGS- 
---MATVGRNRAVA------------------------------------ 
------------------EFSKVKM------QGWFAWVMWLVVHL----- 
-------------RSILGVRNKVVVLLNWVWNYFTYD------------- 
--------------------QSMRMIVYARKAKEIRDREAIEATTHWGKD 
LMQEPQPAKQEPQPNSKEIV------------------------------ 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
 
 
>C.H 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------------IM--- 
-ENKKNVVVIGGGFAGVQFIKKLDQKL----F-----NVTLLDKINHHQF 
QPLFYQV--ATSQLEPSSISFPFRKIFQEN----------ENVQIRLAEV 
TG-------------INP--------------QANTV------------- 
----HTSIGD-------------FNYDYVVIAAGCKTNFFGNKVIEENSY 
TLKSTSDSIALRNHVLINFEKI--------IS------------------ 
-------------APKEEQEALFNIVIVGGGP------------------ 
TGVELAGAFAEIKRN---ILPKDYPGIDF-TKLRIMLIEGSKNTLNSMSE 
L---AHKASRMYLEKM-GVEIQTELFVKNYDGKIAELSN----------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------G----ERIP--------------------- 
-----TASLIWAAGVTTNTFDGLE-----D------SVYG---PA----- 
----------KRIKVDRTSLV----------------------------- 
---------------------SG------YAN-VYAVGDIAYMETP---- 
-K------------------------------------------------ 
-------------------------------------------------- 
---YPKGHPQLANVAINQAKNLASNLKA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------IQ----KNKTL 
T---------------------------------------EFEYKDLGS- 
---MATIGKNKAVV------------------------------------ 
------------------DLPFIKF------KGFFAWLTWMFVHL----- 
-------------MLILSVKNKLIIFINWAWAYITKD------------- 
--------------------TSLRLIL----------------------- 
-----------TQKGPKAEG------------------------------ 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>E.C_1 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------TT--------- 
--PLKKIVIVGGGAGGLEMATQLGHKLG----RKKKAKITLVDRNHSHLW 
KPLLHEV--ATGSLDEGVDALSYLAHARN-----------HGFQFQLGSV 
ID-------------IDR--------------EAKTITIAE--------- 
----LRDEKGELLVPERK-----IAYDTLVMALGSTSNDFNTPGVKENCI 
FLDNPHQARRFHQEMLNLFLKYSA-------------------------- 
-------------NLG--ANGKVNIAIVGGGA------------------ 
TGVELSAELHNAVKQ---LHSYGYKGLTNEA-LNVTLVEAGERILPALPP 
R---ISAAAHNELTKL-GVRVLTQTMVTSADEGGLHTKD----------- 
-------------------------------------------------- 
------------------------GEYIE--------------------- 
-----ADLMVWAAGIKAPDFLKDIG----G------LETN---RI----- 
----------NQLVVEPTLQT----------------------------- 
---------------------TR------DPD-IYAIGDCASCPR----- 
PEG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---GFV--PPRAQAAHQMATCAMNNILA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------QM----NGKPL 
K---------------------------------------NYQYKDHGS- 
---LVSLSNFSTVG------------------------------------ 
------------SLMGNLTRGSMMI------EGRIARFVYISLYR----- 
-------------MHQIALHGYFKTGLMMLVGSINRV------------- 
--------------------IRPRLKLH---------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
 
 
>B.J_2 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------SEA-------Q 
AGKP-RVVIVGGGAGGLELATRLGDKYG----RKGRLDVTLIERNRTHVW 
KPKLHEI--AAGSMDIAAHEVDYLAQSYW-----------HGFRYRIGEM 
IG-------------IDR--------------ERRQVLVAP--------- 
----YLDAEGREVTPKRS-----FDYDVLVIAVGSQNNDFGTPGVAEHAI 
KLESQADAKRFHERMVNACIRAHA-------------------------- 
-------------QSSPLGEHQLKVAIIGAGA------------------ 
TGVELAAELHRTTRE---VVAHGLDQVDPQKDIRITLIEAADRVLPALPE 
R---VSKETEKLLVRL-GVNVLVGAKVSVVGSDHVSLTD----------- 
-------------------------------------------------- 
------------------------GRTIP--------------------- 
-----AELIVWAAGVKAPDSLKEIA----G------LETN---RI----- 
----------NQLVVRPTLQA----------------------------- 
---------------------TR------DDN-IFAIGDCSACSW----- 
GDR----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---GNV--PPRAQAAHQQASHLYSQIPR---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------HL----RGEAL 
K---------------------------------------DYRYRDFGS- 
---LVSLGEFSTVG------------------------------------ 
------------SMMGALVGGSLVF------EGLFARMMYLSLYK----- 
-------------MHEHALHGSVKVALDTLARLITRR------------- 
--------------------TEPHVKLH---------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>R.P 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------SD--------- 
--KPHRIVIVGGGAGGLELATALGNKYG----KSDAVRVTLVDRSRTHIW 
KPLLHAI--AAGSLRRSQHELNYLAQAHW-----------HGFHYRLGEM 
NG-------------LDR--------------ARKVIKLAP--------- 
----VIDDEGREINPESE-----LAYDTLVIAIGSVTNDFGTPGARDHAV 
PLETPEQASRFNKRMVNACLRAQH-------------------------- 
-------------QHAPIEPGQLHVAIIGAGA------------------ 
TGTELAAELHHTARE---IIAYGLDKIDPEHDLKIVLIEAAPRILPALPP 
R---ISDATLKLLLDL-GVEVRTGARVAEVLDHAVRLAD----------- 
-------------------------------------------------- 
------------------------GEVIP--------------------- 
-----SELVVWAAGVRAPDFLEGID----G------LDTN---RI----- 
----------NQLVVRPTLQT----------------------------- 
---------------------TR------DDN-VFGMGDCAACAIP---- 
GYE----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---NGV--PPRAQAAHQEAEFMLEQIEK---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------RL----KGEPL 
G---------------------------------------EFRYRDLGS- 
---LVSLGKYSAVG------------------------------------ 
------------NLMGSLVGKSFLI------EGYFARFMYRSLYK----- 
-------------MHEAALYGRGRTLLSVLSG--STR------------- 
--------------------PTPTVKLH---------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
 
 
>B.V_2 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------------------------------------H--------- 
-----RIIIVGGGAGGLELATRLGDRYGASGNRPARALVTLVDRNPTHIW 
KPLLHEV--AAGSMDPFTQELEYAAQARW-----------HGFEFQQGEL 
TA-------------LDR--------------TAKRIALAP--------- 
----VNDSDGAELLPARN-----LEYDTLVVAIGSTTHFFGVQGAAENAI 
ALDTVGEAERFRKRLIAACMRAEH-Q------APAEP------------- 
-------------APGAAAEPRIQVVIVGGGA------------------ 
TGVELSAELRNTAQV---LSVYGLHKLDPRHDVGIVLIESGPRILPALQE 
R---VSSATAELLEKL-GVRLLLAERVTEVAPGFVHTAS----------- 
-------------------------------------------------- 
------------------------GKAVR--------------------- 
-----ADLTVWAAGIKAPAVLGQLD----G------LQVN---KL----- 
----------GQLDVRRTLQT----------------------------- 
---------------------VI------DDN-VFALGDCAACAWP---- 
GHE----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---RNV--PPRAQAAHQQASFLLKAIGC---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------RL----DGRPL 
P---------------------------------------EFTYRDFGS- 
---LVSLGHFSAVG------------------------------------ 
------------NLMGGLIGGNMLI------EGLFARFMYMSLYR----- 
-------------LHVAALHGYPRMVLDTVAHWLRRT------------- 
--------------------TLPRVKLH---------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>A.V 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------TH--------- 
-----RIVIVGGGAGGVELATRLGKTMG----RNFQAKITLVDANMTHLW 
KPLLHEV--AAGSLNSTGDELNYVAQAKW-----------NNFEFQYGRM 
CG-------------LDR--------------ANKRIRLAA--------- 
----QPAQEDRAPLPERE-----LEYDTLVLSVGSTTNDFGTPGAAENCI 
FLEGRDQAERFRRPLLSHYLRAH--------------------------- 
-------------ASNDD-GHQVKVAIVGAGA------------------ 
TGVELAAELRHASKE---LVAYGLERIPP-ENLSITLIESSPRVLAALPE 
R---ISRSAHATLESL-GVRVLVSTAVSEVTAEGVKTKD----------- 
-------------------------------------------------- 
------------------------DQFIP--------------------- 
-----ADLMVWAAGVRAPAFLKELD----G------LETN---RI----- 
----------NQLQVRQTLQT----------------------------- 
---------------------TL------DDD-IFAFGDCASCPQP---- 
GTD----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---RPV--PPRAQAAHQQASLLAKSLHR---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------KL----QEDSL 
CW--------------------------------------SIATANHGS- 
---LISLSSFSAIG------------------------------------ 
------------NLMGNLT-GNVTL------EGWLARKFYISLYR----- 
-------------MHQMALYGTFRTLMMMLGDRFRSS------------- 
--------------------TEPRLKLH---------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
 
 
>P.F 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------TH--------- 
-----RIVIVGGGAGGLELATRLGKTLG----KRGTASVMLVDANLTHIW 
KPLLHEV--AAGSLNSSEDELNYVAQAKW-----------NHFEFQLGRM 
SG-------------LDR--------------ERKRIQLAA--------- 
----TYDETGVELLPARE-----LGYDTLVIAVGSTTNDFGTEGAAQHCL 
FLDTRKQAERFHQQLLHHYLRAH--------------------------- 
-------------AGQTDIVERISVAIVGAGA------------------ 
TGVELAAELHNAAHE---LHAYGLDRIKP-ENMHITLIEAGPRVLPALPE 
R---IGGPVHKTLEKL-GVNVMTNAAVSQVTADSLITAD----------- 
-------------------------------------------------- 
------------------------GKVID--------------------- 
-----ASLKVWAAGIRAPDFLKDID----G------LETN---RI----- 
----------NQLHVLPTLQT----------------------------- 
---------------------TR------DEN-IFAFGDCAACPQP---- 
GSE----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---RNV--PPRAQAAHQQASLLAKSLKL---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------RI----EGKAL 
P---------------------------------------EYKYTDYGS- 
---LISLSRFSAVG------------------------------------ 
------------NLMGNLT-GSVML------EGWLARMFYVSLYR----- 
-------------MHQMALYGMFRTAMLMLGSKIGRG------------- 
--------------------TEPRLKLH---------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>H.I 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------KN--------- 
------VVIVGGGAGGIELATFLGNKLG----RQKQAKVTLVDRNATHLW 
KPLLHEI--ATGVMDDGVDSLSYRAHGKN-----------HFFSFEQGSI 
IR-------------INR--------------EQKYVELAP--------- 
----VYGQEGDMLVIARR-----IPYDYLVIAIGSKSNDFNTKGVADNCI 
FLDSSKQALRFQHKLLELFLKFSE-NRALDDIGEEEF------------- 
-------------KQKLVDENKVNIAIVGGGA------------------ 
TGVELTAELYHAAED---LSSYGYGKIDS-SCLQVTLVEAGTRLLPALPE 
N---LSAAVLDELKEM-GTNVQLNTMITEAQPNTLITKD----------- 
-------------------------------------------------- 
------------------------GGEIK--------------------- 
-----ADLIVWAAGVRASTVTQQFD----G------LEIN---RI----- 
----------NQLVVKDTLQT----------------------------- 
---------------------TV------DDS-IFAIGDCAALIQ----- 
SNG----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---KLV--PPRAQAAHQMAKACAKNIFA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------LF----ENKPL 
K---------------------------------------SFKYNDKGT- 
---LVSLSNFTALG------------------------------------ 
------------SLTNKFGKNPLTV------QGKFAQFAYVSLYR----- 
-------------MHQHALHGCIKIGLIILVDKLNRY------------- 
--------------------LKPRLKLH---------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
 
 
>Z.M 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------SK--------- 
NGRPDRIVVVGGGAGGLQLVRALGERFG------KEADVILVDRSPTHVW 
KPLFHEV--ATGALDADLDEVSYRYHGKH-----------WGYHYVRGTL 
ED-------------IDR--------------KNHEIILEP--------- 
----LVDEEGHKISDQER-----LRYDYLVLALGSVANDFNTPGVRENCL 
FLDSRAQADRFREHLFDACASASR-TM----------------------- 
-------------IAQPGMEKPVRVTVIGAGA------------------ 
TGVELSAELYNTAIE---LGNFGLEKFGA-NCMQVTLVEAAPRILAPLPE 
F---MAEDAHTVLQRL-GVDIKTNTMVVEAGEGFIKTKD----------- 
-------------------------------------------------- 
------------------------GQTIE--------------------- 
-----SDIQLWAAGVKAPDFLSKVE----G------LEVA---RS----- 
----------NQIIVKPTLQS----------------------------- 
---------------------TT------DDR-IFAMGDCCSCKLP---- 
EAE----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---RPV--PPRAQAAHQMADTVFENIVR---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------LR----KGEPL 
K------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
------------DFLIAIMARCFLL------AGL---------------- 
-------------------------------------------------- 
----------------------PLLAI----------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>B.V_1 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------NHNTHTVATDR 
APPTPRIVIVGGGAGGLQLATRLGDTVG----RRGQAEVVLVDRYPTHFW 
KPLLHEA--ASGHRDPATHTIEYVAQAKR-----------HGFRFVQGAL 
QA-------------LDR--------------ATRTVTIAA--------- 
----VHDADGTEILPQRE-----LGYDDLVLAVGSVTNFFNVPGAARHAL 
PLENLDQAEDFRRKFLAACTRANH-AAE---------------------- 
-------------QHPARRAAPVCISVIGAGA------------------ 
TGVELAAALRHAVQQ---LTTYRFKALVSTRDVHIRLIEGGARILPALDE 
R---LSARMHAQLRTL-SVDVLTDTRVAQVDADAVTTAT----------- 
-------------------------------------------------- 
------------------------GERLA--------------------- 
-----SDITIWAAGVAGPAILRELG----G------IALN---RS----- 
----------NQVIVTDTLQT----------------------------- 
---------------------PD------DAH-VYAFGDCAACPSA---- 
DAL----------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---SVL--PPRAQVAHQQAVYLGDAFAR---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------RL----AGKRV 
A---------------------------------------RFAFRDAGT- 
---VVSLGHTGAVY------------------------------------ 
------------QADFGARPRSVIV------DGLAAIGLYKFLYR----- 
-------------KHLFSVYGLKRALFQSLGHWLQRR------------- 
--------------------NQPSIKLH---------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
 
 
>C.R_NDA2 
M------------------------------------------------- 
------------------------NMLLQQQKLAAGCKQRSVAQPSRGCV 
AAHTGLRSGRVASRQRSVTTAVMTPPAKSESSSP----VYTTMSLDGQNL 
KTAKPRLVVLGSGWGAMSFLKALPTSIS------STYELIVVSPRNYFLY 
TPLLPAV--ATGTMEERSIVEPVRNFIV------------GKGEFYEALC 
KD-------------IDP--------------VAKELVCCF--------- 
----PEDAGLDSACFK-------MSYDVLVMAVGSVNNTFGIKGVDQYCF 
YFKSIEDANRLRSRVSECFERAAL-PA----------------------- 
-------------TPEEERKKLLTFVVVGGGP------------------ 
TGVEVAAELYDMIEE---DLSKLYPNLV--KDVSIQVVELMDHVLSTYDR 
A---ISLYTAEQFKRA-GIKLVLNSRVASVEDGVVRVVN----------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------KANESVDIK--------------------- 
-----FGACVWATGIAMNPLVRQL-----Q------EKLPGQSHF----- 
----------RSVLTDDCMRV----------------------------- 
---------------------KGS-----DGS-IWALGDAATIDQPKALD 
YAEQLFEQADTNRDGRLSLEELRVLLNTASKEFSHLEEHARFLDSQTGVK 
RFGGLVAKSLSPADAAAAAASNSSQPFAVLLDGNTEISKEQFKDILGKVD 
KGLRAL--PATAQVANQQGKYLAAVFAGN--------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------RV----TGAPE 
LDAALADKIK------------------------------PFRYFHKGS- 
---AAYVGSDKAVF------------------------------------ 
-----------------------DLPKFGPLTGTGAGFVWKSYET----- 
-------------MSQFSFRNQCLVAADWLRTKIFGR------------- 
--------------------DISRV------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>A.T_NDB1 
M-----------------------------------------TLLSSL-- 
-GRASRSAPLA-----------------------------------SKLL 
LLGTLS-GGSIVA---------------YADANE----EANK------KE 
EHKKKKVVVLGTGWAGISFLKDLDITSY---------DVQVVSPQNYFAF 
TPLLPSV--TCGTVEARSIVESVRNITKKKNG--------E-IELWEADC 
FK-------------IDH--------------VNQKVHCRPVF------- 
----KDDPE--------ASQEFSLGYDYLIVAVGAQVNTFGTPGVLENCH 
FLKEVEDAQRIRRGVIDCFEKAIL-PG----------------------- 
-------------LTEEQRRRKLHFVIVGGGP------------------ 
TGVEFAAELHDFIIE---DITKIYPSVK--ELVKITLIQSGDHILNTFDE 
R---ISSFAEQKFTRD-GIDVQTGMRVMSVTDKDITVKV----------- 
-------------------------------------------------- 
----------------KS---SGELVSIP--------------------- 
-----HGLILWSTGVGTRPVISDFMEQV---------GQG---GR----- 
----------RAVATNEWLQV----------------------------- 
---------------------TG------CEN-VYAVGDCASIAQRKILG 
DIANIFKAADADNSGTLTMEELEGVVDDIIVRYPQVELYLKSKHMRHIND 
LLADSE----GNARKEVDIEAFKLALSEADSQM----------------- 
---KTL--PATAQVAAQQGAYLAKCFNR---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------MEQC--KELPE 
GPKRFRTGGHHQFRP--------------------------FQYKHFGQ- 
---FAPLGGDQAAA------------------------------------ 
----------ELP-------GDWVS------AGKSAQWLWYSVYA----- 
-------------SKQVSWRTRALVVSDWTRRYIFGR------------- 
--------------------DSSRI------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
 
 
>S.T_NDB1 
M-----------------------------------------RGFTYL-- 
-SKVLHSHSSY-----------------------------------SKLL 
VLCSVS-TGGLLV---------------YAESNV----ESGKQVVEQNQP 
ESKKKRVVVLGTGWGGTSFLKDVDISSY---------DVQVVSPRNYFAF 
TPLLPSV--TCGTVEARSIVEPVRNIIKKRSG--------E-IQFWEAEC 
LK-------------IDP--------------VNRTVSCRSGI------- 
----NDNLA--------GHNDFSLQYDYLVVAVGAQVNTFNTPGVMEHCH 
FLKEVEDAQRIRRTVIDCFEKSVI-PG----------------------- 
-------------LSEEERRTNLHFVIVGGGP------------------ 
TGVEFAAELHDYVYE---DLVKIYPSVK--DFVKITVIQSGDHILNTFDE 
R---ISSFAEQKFQRD-GIEVSTGCRVTSVSDHFINMKV----------- 
-------------------------------------------------- 
----------------KS---TGKHVEVP--------------------- 
-----YGMVVWSTGVGTRPFVKDFMEQV---------GQE---KR----- 
----------RILATDEWLRV----------------------------- 
---------------------KG------CSN-VYALGDCASVDQHKVME 
DISTIFEAADKDDSGTLSVEEFRDVLEDIIIRYPQVDLYLKNKHLLEAKD 
LFRDSE----GNEREEVDIEGFKLALSHVDSQM----------------- 
---KSL--PATAQVAAQQGTYLARCLNR---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------WDQC--KSNPE 
GPRRFKSSGRHEFLP--------------------------FEYRHLGQ- 
---FAPLGGDQAAA------------------------------------ 
----------ELP-------GDWVS------MGHSTQWLWYSVYA----- 
-------------SKQVSWRTRYLVVGDWVRRYIFGR------------- 
--------------------DSSRI------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>A.T_NDB2 
M-----------------------------------------RNFSVFER 
FSKAFKDHPSL-----------------------------------TRIL 
VVSTIS-GGGLIA---------------YSEANA----SYGANGGAVVET 
GTKKKKVVLLGTGWAGTSFLKNLNNSQY---------EVQIISPRNYFAF 
TPLLPSV--TCGTVEARSVVEPIRNIGRK-NV--------D-TSYLEAEC 
FK-------------IDP--------------ASKKVYCRSKQ------- 
----GLSSN--------GKKEFSVDYDYLVIATGAQSNTFNIPGVEENCH 
FLKEVEDAQRIRKTVIDSFEKASL-PE----------------------- 
-------------LSDEERKRILHFVVVGGGP------------------ 
TGVEFAAELHDFVTE---DLVSLYPRAK--GSVRITLLEAADHILTMFDK 
R---ITEFAEEKFSRD-GIDVKLGSMVTKVNEKDISAKT----------- 
-------------------------------------------------- 
----------------KG----GEVSSIP--------------------- 
-----YGMIVWSTGIGTRPVIKDFMKQI---------GQG---NR----- 
----------RALATDEWLRV----------------------------- 
---------------------EG------TDN-IYALGDCATINQRKVME 
DVSAIFSKADKDKSGTLTLKEFQEAMDDICVRYPQVELYLKSKRMRGIAD 
LLKEAETDDVSKNNIELKIEEFKSALSQVDSQV----------------- 
---KFL--PATAQVAAQQGAYLAKCFDR---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------MEEC--EKSPE 
GPIRMRGEGRHRFRP--------------------------FRYRHLGQ- 
---FAPLGGEQTAA------------------------------------ 
----------QLP-------GDWVS------IGHSSQWLWYSVYA----- 
-------------SKQVSWRTRVLVVSDWMRRFIFGR------------- 
--------------------DSSSI------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
 
 
>A.T_NDB3 
M-----------------------------------------AVLDLMFC 
SNYYFLFH------------------------------------------ 
-----S-GGGLIV---------------YSEANP----SYSNNG---VET 
KTRKRKVVLLGTGWAGASFLKTLNNSSY---------EVQVISPRNYFAF 
TPLLPSV--TCGTVEARSVVEPIRNIARKQNV--------E-MSFLEAEC 
FK-------------IDP--------------GSKKVYCRSKQ------- 
----GVNSK--------GKKEFDVDYDYLVIATGAQSNTFNIPGVEENCH 
FLKEVEDAQRIRSTVIDSFEKASL-PG----------------------- 
-------------LNEQERKRMLHFVVVGGGP------------------ 
TGVEFASELHDFVNE---DLVKLYPKAK--NLVQITLLEAADHILTMFDK 
R---ITEFAEEKFTRD-GIDVKLGSMVVKVNDKEISAKT----------- 
-------------------------------------------------- 
----------------KA----GEVSTIP--------------------- 
-----YGMIVWSTGIGTRPVIKDFMKQI---------GQG---NR----- 
----------RALATDEWLRV----------------------------- 
---------------------EG------CDN-IYALGDCATINQRKVME 
DIAAIFKKADKENSGTLTMKEFHEVMSDICDRYPQVELYLKSKGMHGITD 
LLKQAQAENGSNKSVELDIEELKSALCQVDSQV----------------- 
---KLL--PATGQVAAQQGTYLAKCFDR---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------MEVC--EKNPE 
GPIRIRGEGRHRFRP--------------------------FRYRHLGQ- 
---FAPLGGEQTAA------------------------------------ 
----------QLP-------GDWVS------IGHSSQWLWYSVYA----- 
-------------SKQVSWRTRVLVVSDWMRRFIFGR------------- 
--------------------DSSRI------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 



179 

 
>A.T_NDB4 
M-----------------------------------------SFHSFYQR 
ASSLFKAYPST-----------------------------------SKIL 
LLSTFSGGGGVLV---------------YSDSNPLKRILHADATLDSDGN 
PIRKKKVVVLGSGWSGYSFLSYLNNPNY---------DVQVVSPRNFFLF 
TPLLPSV--TNGTVEARSIVEPIRGLMRKKGF--------E---YKEAEC 
VK-------------IDA--------------SNKKIHCRSKE------- 
----GSSLK--------GTTEFDMDYDILILAVGAKPNTFNTPGVEEHAY 
FLKEAEDALNIRHSVIDCFERASL-PN----------------------- 
-------------LTEEERKKILHFVVVGGGP------------------ 
TGVEFSAELHDFLVQ---DVAKIYPKVQ--EFTKITLLEAGDHILNMFDK 
R---ITAFAEEKFQRD-GIDLKTGSMVVGVTADEISTKE----------- 
-------------------------------------------------- 
----------------RE---TGKIVSEP--------------------- 
-----YGMVVWSTGIGSRPVIKDFMQQI---------GQG---QR----- 
----------RVLATDEWLRV----------------------------- 
---------------------EG------CDG-VYALGDTATINQRRVME 
DIAAIFNKADKGNTGTLKKKDFNSVVKDICQRYPQVELYLKKNKLKNIAN 
LLKSAN-----GEDTQVNIEKFKQALSEVDSQM----------------- 
---KNL--PATAQVASQQGKYLAKCFNK---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------MEKC--EKKPE 
GPLRFRGEGRHRFQP--------------------------FRYRHFGS- 
---FAPLGGEQTAA------------------------------------ 
----------ELP-------GDWVS------IGHSSQWLWYSVYA----- 
-------------SKLVSWRTRMLVISDWTRRFVFGR------------- 
--------------------DSSSI------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
 
 
>N.C_U08980 
MASTSRALGRLS-APSMGVAR---LQTQAVSRLLSSAPRRALISESRQVA 
VTQQIRRAHTE----TTPLPEPPKERR-RFRKLRWLWR--------APLF 
VSLAGIAYVGWGV---------------YEERNP----GPQVEPDP---- 
--SKKTLVVLGTGWGSVSLLKKLDTEHY---------NVIVISPRNYFLF 
TPLLPSC--TTGLIEHRSIMEPIRTILRHKKA--------N-VKFYEAEA 
SS-------------VDP--------------ERKVVRVLD-T------- 
----SEIRG--------DVVETEIPYDMLVVGVGAENATFGIPGVREHTC 
FLKEIGDAQRIRKKIMDCVETAAF-KG----------------------- 
-------------QSQEEIDRLLHMVVVGGGP------------------ 
TGVEFAGELQDFFEE---DIKKLIPDIA--DRFRVTLIEALPNVLPSFSK 
Q---LIEYTESTFKEE-KIDIMTKTMVKRVTEKTVEAEI----------- 
-------------------------------------------------- 
----------------SKPDGTREKITLP--------------------- 
-----YGLLVWATGNAVRPVVKDLMERI-P------AQKD---SR----- 
----------RGLAVNEYLVV----------------------------- 
---------------------QG------TRD-IWAVGDCAV-AG----- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-----Y--APTAQVASQEGNFLAGLFNN---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------MART--EVLEQ 
RVREL--SGSLNLAPGNAAEISKEIEEHERQLRRIKDIKP-FHYSHQGS- 
---LAYIGSEKAVA------------------------------------ 
----------DVS---WFN-GNLAS------GGSLTFLFWRSAYL----- 
-------------SMCFSTRNRLLVINDWVKSKLFGR------------- 
--------------------DVSRE------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>Y.L_NDH2 
MLRLRPAVRAVSVARSVALTRSLHVSVAKFNKIEGTAP-AGLPKEVKQTA 
GHQ----GHHQ----EIPKPDENHPRRKKFHFWRSLWR--------LTYL 
SAIASLGYIGYRI---------------YVIRNP----SDQLPADP---- 
--SKKTLVVLGSGWGSVSFLKKLDTSNY---------NVIVVSPRNYFLF 
TPLLPSC--PTGTIEHRSIMEPIRGIIRHKQA--------E-CQYLEADA 
TK-------------IDH--------------EKRIVTIRSAV------- 
----SENSK--------EEVIKEIPFDYLVVGVGAMSSTFGIPGVQENAC 
FLKEIPDAQQIRRTLMDCIEKAQF-E------------------------ 
-------------KDPEVRKRLLHTVVVGGGP------------------ 
TGVEFAAELQDFFED---DLRKWIPDIR--DDFKVTLVEALPNVLPSFSK 
K---LIDYTEKTFSDE-KISILTKTMVKSVDENVIRAEQ----------- 
-------------------------------------------------- 
----------------TKGDGTKETLEMP--------------------- 
-----YGTLVWATGNTVRPVVRELMSKI-P------AQKG---SR----- 
----------RGLLVNEYLVV----------------------------- 
---------------------EG------TEG-IWALGDCSA-TK----- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-----Y--APTAQVASQEGSYLANLLNG---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------IAKT--EDLNN 
EITNLEKQSEHTFDEQERKNIFAQLESKSRKLRRSRAMLP-FEYSHQGS- 
---LAYIGSDRAVA------------------------------------ 
----------DLSFNFWGI-MNWSS------GGTMTYYFWRSAYV----- 
-------------SMCFSMRNKILVCIDWMKVRVFGR------------- 
--------------------DISRE------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
 
 
>S.C_NDE1 
M-----------------------IRQSLMKTVWANSSRFSLQSKSGLVK 
YAKNRSFHAARNLLEDKKVILQKVAPTTGVVAKQSFFKRTGKFTLKALLY 
SALAGTAYVSYSL---------------YREANP----STQVPQSDTFPN 
GSKRKTLVILGSGWGSVSLLKNLDTTLY---------NVVVVSPRNYFLF 
TPLLPST--PVGTIELKSIVEPVRTIARRSHG--------E-VHYYEAEA 
YD-------------VDP--------------ENKTIKVK---------- 
----SSAKN--------NDYDLDLKYDYLVVGVGAQPNTFGTPGVYEYSS 
FLKEISDAQEIRLKIMSSIEKAAS-LS----------------------- 
-------------PKDPERARLLSFVVVGGGP------------------ 
TGVEFAAELRDYVDQ---DLRKWMPELS--KEIKVTLVEALPNILNMFDK 
Y---LVDYAQDLFKEE-KIDLRLKTMVKKVDATTITAK------------ 
-------------------------------------------------- 
-------------------TGDGDIENIP--------------------- 
-----YGVLVWATGNAPREVSKNLMTKL-E------EQDS----R----- 
----------RGLLIDNKLQL----------------------------- 
---------------------LG------AKGSIFAIGDCTFHPG----- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-----L--FPTAQVAHQEGEYLAQYFKK---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------AYKI--DQLNW 
KMTHA-------KDDSEVARLKNQIVKTQSQIED-------FKYNHKGA- 
---LAYIGSDKAIA------------------------------------ 
----------DLA---VGE-AKYRL------AGSFTFLFWKSAYL----- 
-------------AMCLSFRNRVLVAMDWAKVYFLGR------------- 
--------------------DSSI-------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>S.C_NDI2 
M-----------------------LPRLGFARTARSIHRFKMTQIS---- 
---KPFFHSTE---VGKPGPQQKLSKSYTAVFKKWFVR-----GLKLTFY 
TTLAGTLYVSYEL---------------YKESNP----PKQVPQSTAFAN 
GLKKKELVILGTGWGAISLLKKLDTSLY---------NVTVVSPRSFFLF 
TPLLPST--PVGTIEMKSIVEPVRSIARRTPG--------E-VHYIEAEA 
LD-------------VDP--------------KAKKVMVQ---------- 
----SVSED--------EYFVSSLSYDYLVVSVGAKTTTFNIPGVYGNAN 
FLKEIEDAQNIRMKLMKTIEQASS-FP----------------------- 
-------------VNDPERKRLLTFVVVGGGP------------------ 
TGVEFAAELQDYINQ---DLRKWMPDLS--KEMKVILIEALPNILNMFDK 
T---LIKYAEDLFARD-EIDLQVNTAVKVVEPTYIRTL------------ 
-------------------------------------------------- 
-------------------QNGQTNTDIE--------------------- 
-----YGMLVWATGNEPIDFSKTLMSRI-P------EQTN----R----- 
----------RGLLINDKLEL----------------------------- 
---------------------LG------SENSIYAIGDCTAHTG----- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-----F--FPTAQVAHQEGEYLAKILDK---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------KLQI--EQLEW 
DMLNS-------TDETEVSRLQKEVNLRKSKLDK-------FNYKHMGA- 
---LAYIGSETAIA------------------------------------ 
----------DLH---MGD-SSYQL------KGMFAFLFWKSAYL----- 
-------------AMCLSIRNRILIAMDWTKVYFLGR------------- 
--------------------DSSV-------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
 
 
>C.A 
M-----------------------FTRSLIKGGGRLATTRSLVNNSTSLV 
LKNQFKKYSTS----TPPKVAKSKSSTIGKIFRYTFYT---------AVI 
SVIGSAGLIGYKI---------------YEESQP----VDQVKQTPLFPN 
GEKKKTLVILGSGWGAISLLKNLDTTLY---------NVVIVSPRNYFLF 
TPLLPSV--PTGTVELRSIIEPVRSVTRRCPG--------Q-VIYLEAEA 
TN-------------INP--------------KTNELTLKQSTTVVSGHS 
GKDTSSSKSTVAEYTGVEEITTTLNYDYLVVGVGAQPSTFGIPGVAENST 
FLKEVSDASAIRRKLMDVIEAANI-LP----------------------- 
-------------KDDPERKRLLSIVVCGGGP------------------ 
TGVEAAGEIQDYIDQ---DLKKWVPEVA--DELKVSLVEALPNVLNTFNK 
K---LIDYTKEVFKDT-NINLMTNTMIKKVNDKSLIANH----------- 
-------------------------------------------------- 
----------------KNPDGSTESIEIP--------------------- 
-----YGLLIWATGNAPRDFTRDLIAKV-D------EQKN---AR----- 
----------RGLLVDERLKV----------------------------- 
---------------------DG------TDN-IFALGDCTF-TK----- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-----Y--PPTAQVAFQEGEYLANYFDK---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------LHAV--ESLKY 
TIANP-------TPKDNVEKLSRKLARLEKNLPH-------FIYNYQGS- 
---LAYIGSEKAVA------------------------------------ 
----------DLV---WGDWSNISS------GGNLTFLFWRSAYI----- 
-------------YMCLSVKNQVLVVLDWAKVYFFGR------------- 
--------------------DCSKE------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>S.C_NDI1 
M-----------------------LSKNLYSN------KRLLTSTNTLVR 
FASTRSTGVEN--------------------------------------- 
---SGAGPTSFKT---------------MKVIDP----QHS--------- 
--DKPNVLILGSGWGAISFLKHIDTKKY---------NVSIISPRSYFLF 
TPLLPSA--PVGTVDEKSIIEPIVNFALKKKG--------N-VTYYEAEA 
TS-------------INP--------------DRNTVTIKSLSAV----- 
----SQLYQPENHLGLHQAEPAEIKYDYLISAVGAEPNTFGIPGVTDYGH 
FLKEIPNSLEIRRTFAANLEKANL-LP----------------------- 
-------------KGDPERRRLLSIVVVGGGP------------------ 
TGVEAAGELQDYVHQ---DLRKFLPALA--EEVQIHLVEALPIVLNMFEK 
K---LSSYAQSHLENT-SIKVHLRTAVAKVEEKQLLAKT----------- 
-------------------------------------------------- 
----------------KHEDGKITEETIP--------------------- 
-----YGTLIWATGNKARPVITDLFKKI-P------EQNS---SK----- 
----------RGLAVNDFLQV----------------------------- 
---------------------KG------SNN-IFAIGDNAF-AG----- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-----L--PPTAQVAHQEAEYLAKNFDK---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------MAQI--PNFQK 
NLSSRKDKIDLLFEENNFK--------------------P-FKYNDLGA- 
---LAYLGSERAIA------------------------------------ 
----------TIR---SGKRTFYTG------GGLMTFYLWRILYL----- 
-------------SMILSARSRLKVFFDWIKLAFFKR------------- 
--------------------DFFKGL------------------------ 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
 
 
>S.P_NDH2.1 
ML----------------------FSRSILRG----MPKAGIPKSPLALS 
ASRNLRLANSVRFASDAASSPKSTTSKWKILKRTTLGL------------ 
-FATAVVLYGANV---------------YRFRHP----DPHQPLPDP--- 
--SKKTLVVLGAGWGATSILRTIDTSLF---------NVIVVSPRNYFLF 
TSLLPST--ATGSVHTRSIVQPIRYMLRHKSC--------Y-VKFYEAEC 
TD-------------VDA--------------DKKVIHIKK--------- 
----TTTDG--------VDLEQEIKYDYLVCSHGAETQTFNIPGIAEYGC 
FLKEIWDAQKIRARILHCLEQAQF-KD----------------------- 
-------------LPAETRRRYVHTVVVGGGP------------------ 
TGMEFAGEMADFIED---DLKSWYPELA--DDFAVTLVEALPSVLPMFSA 
K---LRDYTQSLFDSS-HIKIRTNTALKKVTAENIHVEV----------- 
-------------------------------------------------- 
----------------KNPDGSKQEEVIP--------------------- 
-----YGLLVWAGGNRARPLTKKLMEGS-E------EQNN----R----- 
----------RGLVVDEYLKL----------------------------- 
---------------------KG------YKD-IFALGDCTH-TA----- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-----Y--APTAQVASQQGAYLGQLFNK---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------LGSL---NFEK 
PSEDRHIALGDEMDSSTLISLANEKHASTKVF------LP-FKYSHQGS- 
---LAYVGHEKAIA------------------------------------ 
----------DIEVPWFGK--QLHA------SGALAFYFWRSVYL----- 
-------------SELYSLRNRTNVTLDWIRVKLFGR------------- 
--------------------DISSL------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>S.P_NDH2.2 
MS----------------------VSKARLQS---------------VVR 
LSRTVPYSKTMVRSFHVSCAVKNSGNVPTPRNKSFFSRALEMAEVTSSLS 
MLGAVALFQSLRR---------------LNNSSP----KGK--------S 
GVPKKNIVVLGSGWGAVAAIKNLDPSLY---------NITLVSPRDHFLF 
TPMLPSC--TVGTLRLPSITEPIVALFKGKID--------P-SNIHQAEC 
TA-------------IDT--------------SAKKVTIRG--------- 
----TTEAN--------EGKEAVIPYDTLVFAIGAGNQTFGIQGVRDHGC 
FLKEAGDAKKVFNRIFEILEQVRFNKD----------------------- 
-------------LSPEERARLLHITVVGGGP------------------ 
TGMEFAAEMQDFIDN---DVKDMFPELQ--KDIHVTLIEAAPGVLPMFTK 
S---LITYTENLFKNL-NIKIMTKTVVKDVNEKNLIVQK----------- 
-------------------------------------------------- 
----------------TNPDGSKAMQEIP--------------------- 
-----YGMLVWAAGITARPLTRTLMSSI-P------EQSG---AR----- 
----------KGLIVDEFFRV----------------------------- 
---------------------KG------VPE-MYAVGDCAF-SG----- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-----L--PATAQVANQQGAWLAKNLNV---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------EGKK--FALHE 
RIQALEKQLGEKEAPSQVAGLKQQVEQLKLE--------P-FKYHHQGA- 
---LAYVGDEKAIA------------------------------------ 
----------DLKLPFMKK--MLPL------QGIVGHTFWRLAYL----- 
-------------NELISARSQFMVLIDWLKTRLFGR------------- 
--------------------YDAKV------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
 
 
>D.D 
MISRAFSK----------------VNKNQLIKTVSTNRIVACKNNQTQFI 
QRFSTSTDNSNNNEQNQQQQQQKEQEPKKKMNKFAFWG------------ 
-GLAVAGLGGFWIIDMVVNDDFDSVTDKFRTRLP----ESERK------- 
--KRPKVVILGTGWGSLCFLRKLHTDLF---------DVTIISPRNYFLF 
TPLLVGG--TTGTVEVRSIMEPIRKYCKRADA--------EDATFYEAEC 
LS-------------VDP--------------VSKKVKCYDN-------- 
----SAVKG--------EVSEFELEYDHLIVGVGADNQTFGIPGVKENAC 
FLKEINDTRNIRDKIIDCLETASY-PG----------------------- 
-------------QPEKEIDRLLNFVVVGGGP------------------ 
SGVEFTAELNDFLQS---DLLKTYP-LA--KRINVTLVEALPHILTIFDK 
K---IIDHVEKRLQSSNNTKIWTKTAVVGVREKEITVKN----------- 
-------------------------------------------------- 
----------------TT---TKEESIHP--------------------- 
-----YGLLVWATGNTPRKITTQIMQSIGP------NIQN---NR----- 
----------RGLVVDDYFRV----------------------------- 
---------------------AG------TDG-IWSIGDASINPS----- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---KPL--AQTAQVASQQGRYLGRLFNQ---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------LAEEMNNDLIK 
KRENPDAHKEEKEKQQEKLNLFNSITGSNKSFEEAVKEKPLFKYKHMGT- 
---LAYVGDHQAVA------------------------------------ 
----------EFK----GDHSTTVS------EGYITYYLWRSVYF----- 
-------------TKLLSVRNRALVSFDWLKSSVFGR------------- 
--------------------DISRG------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>N.S_BAB76910 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
QQASHPTVILGGGFAGLFTALHLSQQNY-------SYPIILIEQRDRFSF 
KPLLYEL--LSGELHSQQVYPRYQELLAG-----------SKVKFVQDTV 
QS-------------IDI--------------HQQRVD------------ 
----TVSGQA-------------FHYSNLILALGSKTTYFATPGAAEYAM 
PFTSGEQAIALRQHLRHKLYQAIQT------------------------- 
-------------SDSERRRLLLTVAIIGAGP------------------ 
SGIELACTLADLLPIWYDELGGDG------SEIHVVLVNRSREILKGDVN 
SHL-RCTVERAMKNRLIPVDFLFDAAVTKITPDGVECRR----------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------HG--QIQMLQ--------------------- 
-----AGTIAWTAGTAPHPLLMEL----PV------SQ-----NR----- 
----------GRLLVKPTLQL----------------------------- 
---------------------SN------FPE-IFAAGDCATDSD----- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---HPQ--PPTAQVAYQQGIAIAQNLQR---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------IS----QNKPT 
I---------------------------------------PVQVQLRGT- 
---LMKLGLNEGVA------------------------------------ 
-----------------NLFNKVQI------KGQAGHLIREGTYL----- 
-------------QLLPNSAHNLKVTTEWLTDELFQR-HR---------- 
--AVTPMQLGQTPWLSGVATTVAALIFATPLVWRVAQPAQFQQNLSWTGV 
PTLLNYLTPSR--------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
 
 
>Syne_SLR1484 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------GFQFPGNWPHFLLACYLYRGSASGHSETCSGVGWKTVAIN 
SSDSATTVIIGGGFVGLFTALHLRHHQH-------AGPIVLVEPQANFVF 
KPMLYEL--LTEELPESVVCPSYEKLLAD-----------SGIDIVQARV 
AD-------------VQL--------------KEKRLV------------ 
----LDSGQE-------------QHYDYLVLAVGSVQGYLGAQGAAENAF 
AFRSQTEAIALRDHLKACLEKSLTT------------------------- 
-------------ADQAEKERLLTVAIVGAGP------------------ 
AGVEMAATLADLLPSWYVPMGGNI------NDLKIYLVNHAPGILAGDAN 
SGLKRCALEE-LQARTIPVTLKLGVGVKSVTPESLQFVE----------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------TGEEELRHLD--------------------- 
-----TGTTIWTAGTAVNPLLKTLKEQIPA------EELD---RH----- 
----------GQPLVTSTLQL----------------------------- 
---------------------PS------FPQ-VFAAGDCVTVKD----- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---NPK--PALAQIAYQQGAAIAKNLMA---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------VH----NGKPL 
V---------------------------------------SPDPQLRGT- 
---LMKLGLNNGVA------------------------------------ 
-----------------NLFDRVRI------QGKAGDLLRNATYL----- 
-------------ELLPTPLHNFKSTTQWLAEETIDRFHRPHAPTAQELK 
WAAMTPAQRQEHQGIKAIA-IIAPLIFIVLLYLGFKTPERERAPFVPQPS 
PGM------NR--------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>N.C_NDE1 
M-------LRTYRVARASGLATAPRTLTLTSTTATRHLFTLPKSLQLRRP 
EKLSLISQRQLSGRPLPRTQSRLLNFGYRTAAWFGSSIAFVGLSFVAFFL 
YDASTYSSHATNQGDITVPKLALNPRRGGPKNLPILEIFLDDDDSEEKKK 
HKEKPRLVILGGGWGSVALLKELNPDDY---------HVTVVSPANYFLF 
TPMLPSA--TVGTLELNSLVEPIRNIIDR-----------VKGHYIRAAA 
ED-------------VDF--------------SSRLVEVSQ--------- 
------------KDPRGNEVRFYVPYDKLVIAVGSTTNPHGVKGL-ENCH 
FLKDINDARQIRNKIIQNLELSCLPT------------------------ 
-------------TSDEERKRLLSFVVCGGGP------------------ 
TGVEFAAELFDLLNE---DLTLHFPRLLR-NEISVHLIQSRDHILNTYDE 
A---VSKYAEDRFSRD-QVDVLVNSRVAEVRPESILFTQ----------- 
-------------------------------------------------- 
---------------RGPDGKTTVTKECP--------------------- 
-----MGFCLWSTGVSQAEFCKRISRQLGP------AQTN----R----- 
----------HALETDTHLRL----------------------------- 
---------------------NGTP----LGD-VYAIGDCSTIQNN---- 
---------------------VADHIITFLRNLAWKHGKDPESLELHFSD 
WRDVAQQIKKRFPQATAHLKRLDKLFEEYDKDQNGTLDFGELRELLKQID 
SKLTSL--PATAQRAHQQGQYLAHKFNK---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------LA----RAAPG 
LSANEIHEGDLDAAVYK-----------------------AFEYRHLGS- 
---LAYIGNSAVFD------------------------------------ 
----------------WGDGWNFS-------GGLWAVYAWRSIYF----- 
-------------TQCVSLRTRVLMAIDWGKRALFGR------------- 
--------------------DLMRY------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
 
 
>N.C_NDI1 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-PPLRRDINASRLKSQDGFHYTLREDLFLFPPGVHPVSTTGLDGEKFFHH 
KDRKERVVILGSGWAGYSFAKDLDPEKY---------ERIFISPRSYFVF 
TPLLAST--AVGTLEFRTVLEPIRRLD-------------YGIGFHQGWA 
QD-------------IDF--------------ANKTIRVEANANADSASK 
AVVPIGQGGQLNQASARGAL-FDVPYDKLVIACGAYSQTFGIEGVREHAN 
FLRDVGDARRIRLRVLSLFELCAYPKGVDN-------------------- 
-------------LTDEDRANLLHFAIVGGGP------------------ 
TGIEYASELHDLIHD---DLSKMYPDLL--KFVRITVYDVSPKVLPMFDQ 
A---LSKYAMDAFKRQ-KIEIRTQHNIERVRPADGKLGS----------- 
-------------------------------------------------- 
-----------EYGELKLKIKQYGDKEVG--------------------- 
-----AGLVVWSTGLMANPLIKQLASKDFA------VPISPEDRAEARRP 
KAKLATDARTGGILVDEHFRVRIETQTTDAAKGSEIV------------- 
---------------------PTSSSNSLLRD-VFVLGDAAVIESQ---- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---RTL--PKTAQVAAQQATYLAKVLNK---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------ANEGVIDVKDA 
P---------------------------------------GFKFRNWGV- 
---MTYLGSWKAIH------------------------------------ 
------------------QGPRDEL------RGWAAWVLWRSAYL----- 
-------------AKSMSWRNRFLVPIYWLVSWVFGR------------- 
--------------------GISRF------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
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>P.F 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
--------------MLVKFRKCGQANIFRSISNVRKIYNVAKNNLKNNKD 
IERKEKIIILGSGWGGFNFLLNIDFKKY---------DVTLISPRNYFTF 
TPLLPCL--CSGTLSVNVCTESIRNFLRKKNG--------YCGNYLQLEC 
TD-------------VFY--------------EDKYINCID--------- 
-----IENNKVK-----------LFYDYLIIAVGAKTNTFNINGVDKYAY 
FVKDIDDALKIRKKFLDILEKC-----------TLPN------------- 
-------------ISNEEKKKMLHVAVVGGGP------------------ 
TGVEVTAEFADFINK---EVKINYKDIF--NFISISIIEGGNNLLPTFTQ 
N---ISDFTKENFHN-LNINVLTNYYVIDVDKHSFHIQS----------- 
-------------------------------------------------- 
-----------------SLNKNEK-KKLS--------------------- 
-----YGLLIWASGLAQTTLIQKFLKTIPV------QANN---------- 
----------AILKVDEKLRV----------------------------- 
---------------------IGI-----PSNNIYAIGDCKKIQPKLLHE 
HTNEIIKILTGNKLTSEALKLKQSELTKTFPQLSISKWDYEKNKKGEMTP 
QQFHDYLFEIDKNY------------------------------------ 
---KSP--TPTAQNAKQEAYYLSNVFNN---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------FI----HTNQK 
--FNIP----------------------------------SFIEKWKGS- 
---LAYIGNHQVVA------------------------------------ 
-----------------------DLPYYELKGGRFSSTFWKVVYI----- 
-------------QLLLSWKSRFHFFIDFIKTKWYGR------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------PFIK 
 
 
 
>P.Y 
Y------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
---ITNTLFLYRQTMILSVKNSKIKGIYRSVSNFCNLNKIKNVNYINKK- 
---REKVVILGSGWGGIHFLLNIDFQKY---------DVTLISPRNYFTF 
TPLLPCL--CSGTLNVDACSENIETLL-KKNK--------ISGKYLKLEC 
TD-------------IVY--------------KDKYIKCKD--------- 
----NVNNNEIK-----------INYDYLVISVGAKTNSFNIKGVDKYAF 
YIKDIIDALKIRTKFISNLEACIKGIKAGAVTNTITNDSSSSISDSSSSI 
GDSSSSIGDSSSSISDDLAKKMLHIVVVGGGP------------------ 
TGVEVAAELADFVNK---DIKNKYKEIY--KYISISIIEGGNNLLPTFTQ 
N---ISKFTEKIFKNKLNINVYTNYHVIEIDENNFYIKS----------- 
-------------------------------------------------- 
-----------------SINKNEEHKKIP--------------------- 
-----YGIIIWASGLAQTPLINNFIKKIPE------QENN---------- 
----------KNLKVNQYLQI----------------------------- 
---------------------IGI-----KPNNIYAIGDCKQISPINSHE 
HVNEIINCLGNSKITSDVLKQKSKELSNIFPQLSDTKWDYNKNKKSEMSI 
KELQEYLFMIDKNY------------------------------------ 
---KSP--PPTAQNAKQEAFYLSNIFNN---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------YL----YNSNS 
NGNTIP----------------------------------PFIEKWKGS- 
---LAYVGNHQVVA------------------------------------ 
-----------------------HLPFYEIKGGPFSFTFWKIVYM----- 
-------------QMLLTWKSRINFIFSFLRTKIYGR------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------PFI- 
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>E.C_LpdA 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
--------------------------------------TAGDKYIEVMMS 
TEIKTQVVVLGAGPAGYSAAFRCADLGL---------ETVIVERYNTLGG 
VCLNVGCIPSKALLHVAKVIEEAKALAEHGIVFGEPKTDIDKIRTWKEKV 
INQLTGGLAGMA--------------------KGRKVKVVNGL------- 
----GKFTGANTLEVEGENGKTVINFDNAIIAAGSRP--IQLPFIPHEDP 
RIWDSTDALELK-------------------------------------- 
-------------------EVPERLLVMGGGI------------------ 
IGLEMGTVYHALGSQ-------------------IDVVEMFDQVIPAADK 
D---IVKVFTKRISKKFNLMLETKVTAVEAKEDGIYVTM----------- 
-------------------------------------------------- 
-----------------------EGKKAPAEPQR---------------- 
-----YDAVLVAIGRV--PNGKNLDAGKAG------VEVD---DR----- 
----------GFIRVDKQLRT----------------------------- 
-----------------------------NVPHIFAIGDIVGQ------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
--------PMLAHKGVHEGHVAAEVIAG---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------------KKHYF 
DPKVIPSIAYTEPEVAWVGLTEKEAKEKGISYETA-----TFPWAASGRA 
IASDCADGMTKLIF-----------------------------------D 
KESHRVIGGAIVGTNGGELLGEIGL---AIEMGCDAEDIALTIHA----- 
---------------HPTLHESVGLAAEVFEGSITDL------------- 
--------------------PNPKAKKK---------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----------- 
 
 
 
>A.A 
M------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
----TKVLVLGGRFGALTAAYTLKRLVG------SKADVKVINKSRFSYF 
RPALPHV--AIGVRDVDELKVDLSEALPE-----------KGIQFQEGTV 
EK-------------IDA--------------KSSMVYYTK--------- 
----------------PDGSMAEEEYDYVIVGIGAHLATELVKGWDKYGY 
SVCEPEFATKLREKLESFQGGN---------------------------- 
-------------------------IAIGSGPFYQGHNPKPKVPENFVPN 
ADSACEGPVFEMSLM----LHGYFKKKGMLDKVHVTVFSPG-EYLSDLSP 
N---SRKAVASIYNQL-GIKLVHNFKIKEIREHEIVDEK----------- 
-------------------------------------------------- 
------------------------GNTIP--------------------- 
-----ADITILLPPYTGNPALKNSTPDLVD-------------DG----- 
----------GFIPTDLNMVS----------------------------- 
---------------------IK------YDN-VYAVGDANSMTV----- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
--------PKLGYLAVMTGRIAAQHLAN---------------------- 
-------------------------------------------------- 
---------------------------------------RLGVPTKVDKY 
YPTIMCVA--------------------------------DNPYEGYAVS 
VKDDTWYGGTVSIA------------------------------------ 
---------------DPAAVNHLKK------ELFTKYYMWTKGDM----- 
--------------------ALEKFLASW--------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-------------------------------------------------- 
-----------  


