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“La biología evolutiva es un campo notoriamente difuso  
de pesquisa científica” 

-Niles Eldredge, 2008, p. 10  
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RESUMEN 
 

En el estudio evolutivo de proteínas es común encontrar explicaciones de tipo adaptativo a distintas 

características biofísicas de una proteína que no siempre son corroboradas experimentalmente. El 

cómo cambian las proteínas cuando el organismo habita temperaturas elevadas ha sido sujeto a 

explicaciones adaptacionistas que no ofrecen claridad con respecto a los mecanismos causales por 

las que se presentan dichos cambios. Para llegar a una respuesta hacen falta estudios que contemplen 

analizar a detalle la naturaleza adaptativa de los cambios para determinar si verdaderamente tienen 

este estatus. En este trabajo se utiliza el método comparativo filogenético para determinar de manera 

heurística si las características biofísicas y bioquímicas de la triosafosfato isomerasa (TIM) de cinco 

arqueas del orden Methanococcales son adaptaciones a la vida a temperaturas elevadas. Debido a 

problemas en la expresión soluble y purificación de las secuencias de TIM de los mesófilos 

Methanococcus maripaludis y Methanococcus aeolicus, así como del termófilo Methanothermococcus 

okinawensis, la caracterización no pudo ser concluida exitosamente, pero datos preliminares sugieren 

que su eficiencia catalítica ronda los 105 M-1 s-1, valor inusualmente bajo para esta familia de enzimas. 

Por otra parte, las TIM de los termófilos Methanotorris formicicus y Methanocaldococcus jannaschii son 

enzimas tetraméricas con una eficiencia catalítica superior a 108 M-1 s-1 a 25 °C. Además, presentan 

una firma endotérmica de unión a ligando a temperaturas menores a 20 °C. Respectivamente, su 

termoestabilidad medida por la temperatura media de desnaturalización (Tm) es de 91 y 111 °C. Ambas 

enzimas presentan irreversibilidad ante el desplegamiento térmico y son resistentes al desplegamiento 

químico por urea. También presentan diferencias notables en la energía de activación del 

desplegamiento térmico y en sus vías de desplegamiento. Desde el punto de vista adaptativo, la Tm y 

la firma termodinámica de unión a ligando parecen ser las únicas dos características que parecen ser 

resultado de selección natural. Al respecto de las diferencias en actividad, ni la temperatura de 

crecimiento del organismo, ni el metabolismo de estas arqueas metanogénicas parecen ser variables 

ambientales involucradas en su proceso evolutivo. Para el resto de las características descritas, se 

propone que la variación observada es consecuencia de la robustez de la actividad y, por tanto, se 

presentan de manera neutral ante la selección natural. 
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INTRODUCCIÓN 

El papel de la evolución en el estudio de la bioquímica de proteínas  
Una de las preguntas que ha movido la curiosidad de generaciones de bioquímicas y bioquímicos 

desde hace más de medio siglo es ¿cómo es que la estructura nativa tridimensional de una proteína 

está determinada por las propiedades fisicoquímicas codificadas en la secuencia unidimensional de 

aminoácidos? (Dill & MacCallum, 2012). Esta pregunta, también conocida como “el problema del 

plegamiento de las proteínas”, tiene sus raíces históricas en los trabajos del grupo de Christian 

Anfinsen (1961) sobre la capacidad de replegamiento espontáneo de la ribonucleasa bovina y se ha 

consolidado como uno de los campos de investigación más importantes para la ciencia de proteínas 

hasta nuestros días (Dill & MacCallum, 2012; Finkelstein, 2018; Fleming, 2017). De manera tradicional, 

la respuesta a dicha pregunta se puede buscar a través de la exploración experimental, mutación tras 

mutación, del espacio de secuencia de proteínas.1 El problema de esta estrategia es que el espacio 

de secuencias es tan vasto que resultaría virtualmente imposible abarcarlo en su totalidad. Por ello, 

algunos grupos de trabajo se han armado de una perspectiva evolutiva para atender este problema. 

En este contexto, la enorme diversidad de estructuras y funciones de las proteínas actuales puede 

interpretarse como el resultado de un “estudio” masivo que se ha llevado a cabo de manera sostenida 

por millones de años y cuyo resultado se observa en los procesos de diversificación y optimización. 

Así, el estudio de proteínas nos ayuda a evaluar el papel que las fuerzas evolutivas (i. e. deriva génica, 

mutación, flujo génico, etc.) tienen sobre las propiedades físicas de estos complejos moleculares y 

responde cómo los cambios en la secuencia de aminoácidos moldearon una función o una propiedad 

específica (Harms & Thornton, 2013). 

 

Retos del estudio evolutivo en la ciencia de proteínas 
Como suele suceder en muchas otras áreas de la Biología, la evolución en la Bioquímica es tratada 

indistintamente como un equivalente de selección natural (SN). Gould & Lewontin en su artículo 

seminal de 1979, The Spandrels of San Marco and the Panglossian Paradigm: A Critique of the 

Adaptationist Programme, exponen esta tendencia que ha dominado la Biología desde mediados del 

siglo pasado, la cual consiste en interpretar a la SN como el agente causal más importante en toda 

forma, función o comportamiento orgánico, o lo que ellos denominaban el programa adaptacionista. 

Esencialmente, este pensamiento ignora deliberadamente o califica de poco importantes a otros 

procesos evolutivos en su capacidad de generar fenotipos complejos. 

 

 
1 Este año (2020) se cumplieron 50 años de la carta del prolífico biólogo evolutivo teórico, John Maynard Smith, enviada a la 
revista Nature titulada “Natural Selection and the Concept of Protein Space” en 1970, donde se acuñó la metáfora del 
“espacio de proteínas” (ver el homenaje que Ogbunugafor (2020) le rindió recientemente). 
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Es importante recordar que, al tratar con resultados históricos, la información que nos ofrecen los 

estudios evolutivos siempre estará incompleta y habrá cierto aspecto especulativo en las 

interpretaciones que se hacen al respecto. Sin embargo, limitarse a explicar las características de un 

organismo sólo como productos de la selección natural (i. e. adaptaciones) implica perderse de la 

información que otras fuerzas evolutivas ofrecen para trazar con mayor precisión el origen de la 

complejidad de los seres vivos (Lynch, 2007). Aplicado al problema del plegamiento, el adaptacionismo 

nos limita la comprensión acerca de cómo se desarrollan históricamente las propiedades fisicoquímicas 

que gobiernan a las proteínas. 

 

Los estudios adaptacionistas, dicen Gould & Lewontin (1979), funcionan a través de “atomizar” las 

características de un organismo, es decir, tratan a los caracteres como partes individuales aisladas 

que son sujetas de optimización por SN para llevar a cabo una función concreta. Este programa trata 

a los seres vivos como una mera colección de objetos discretos y no como entidades integradas. 

Lewontin (1978) expresa de una manera muy elegante el problema de la atomización de las partes: 

 

Is the leg a unit in evolution, so that the adaptive function of the leg can be inferred? 

If so, what about a part of the leg, say the foot, or a single toe, or one bone of a toe? 

(p. 217) 

 

Un ejemplo clásico de “atomizar” el fenotipo se presenta en el desarrollo del mentón en humanos. 

Respecto a los de los simios, los cráneos humanos se caracterizan por tener un desarrollo neoténico, 

es decir, un cráneo de un humano adulto asemeja más en tamaño al de un simio recién nacido en 

referencia a su tamaño corporal. Así, el mentón, tan pronunciado en humanos e inexistente en simios, 

parece ser una estructura evolutiva con una función particular y algunas explicaciones adaptativas se 

han dado sobre su origen —que es producto de la selección sexual, por ejemplo—. No obstante, el 

mentón no se origina como un carácter independiente, sino que es resultado del desarrollo diferido de 

los huesos mandibulares. La mandíbula inferior consta de dos estructuras: la cresta ósea y la cresta 

alveolar. En humanos, ambas estructuras son neoténicas y se observa que se han encogido durante 

la filogenia, pero la cresta alveolar parece haberse encogido más rápido que la cresta dental, por lo 

que esta diferencia de tamaños provoca, en apariencia, el desarrollo de una nueva estructura: el 

mentón. En otras palabras, el mentón no es una “parte” del cráneo humano en el sentido evolutivo, 

sino una consecuencia de la distribución espacial de procesos del desarrollo, por lo que, al menos en 

cuanto origen respecta, no cumple ninguna función adaptativa (Lewontin, 1978).    

 

De manera análoga, en los estudios de proteínas se suele descomponer al fenotipo en sus 

características biofísicas o en sus propiedades fisicoquímicas, “atomizándolo”, y su origen se interpreta 
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sólo en términos adaptativos. En la Tabla 1 se presenta una lista no exhaustiva de ejemplos en los que 

se ha apelado a una explicación adaptativa para dar razón de una característica biofísica particular de 

una proteína. 

 

Tabla 1. Ejemplos de explicaciones adaptativas en la ciencia de proteínas. 

Característica de la 
proteína Explicación adaptativa Referencia 

La cinética de plegamiento “Folding kinetics can be subject to natural selection” 
(p. 5). Sikosek & Chan, 2014 

La presencia de ciertos 
dominios. 

“Given the extent of domain shuffling evolution, the 
limited repertoire of domain combinations present in 

genomes might imply that all combinations have 
undergone strong evolutionary selection” (p.322). 

Han et al., 2007 

Topología de los paisajes 
de plegamiento y 
cooperatividad 

“[…] the smooth energy landscapes and highly 
cooperative folding transitions observed for small 
naturally occurring proteins may also reflect the 

workings of natural selection” (p.573). 

Scalley-Kim & Baker, 
2004 

Las dimensiones de un 
núcleo hidrofóbico en 
termófilos 

“An increased hydrophobic core is a common 
adaptation feature in thermophilic proteins” (p. 159). Brininger et al., 2018 

La energía de activación 
del desplegamiento térmico 

“Given that natural selection has shaped these two 
enzymes with highly different energetic barriers for 
irreversible denaturation […] (p. 168). 

Quezada et al., 2017 

Estructura del estado de 
transición 

“We speculate that the biological advantage of the 
generally observed diffuse transition state structure 
is to optimize folding cooperativity […]” (p. 822). 

Lindberg, Tångrot, & 
Oliveberg, 2002 

 

Más allá de “atomizar” los fenotipos en unidades discretas, el problema principal con este tipo de 

estudios es que muchas veces caen en una just-so story. En biología evolutiva, el término just-so story 

se utiliza para describir una explicación evolutiva para la cual hay poca o nula evidencia. Una de sus 

características principales es que son explicaciones ex post facto que se eligen deliberadamente para 

ser siempre consistentes con las observaciones que se estén haciendo (Smith, 2016). En el caso de 

las just-so stories adaptacionistas, la presencia de un carácter determinado en un organismo se utiliza 

como la única evidencia para inferir que en la población ancestral debió haber variación heredable (no 

observada) y un régimen selectivo (no observado) que favoreció a esa variante del carácter en 

particular (Olson & Arroyo-Santos, 2015).  

 

Para ilustrar este último punto, tomemos como ejemplo uno de los estudios presentados en la Tabla 1. 

En el trabajo de Lindberg et al. (2002), los autores analizan el efecto que permutaciones circulares de 

la proteína ribosomal S6 tienen sobre la estructura del estado de transición. Sin mutaciones, la S6 tiene 

un estado de transición con “estructura difusa típica” para una proteína con desplegamiento químico 

de dos estados, es decir, se conservan interacciones en sitios múltiples a lo largo de toda la cadena 

aminoacídica. Sin embargo, cuando la secuencia es permutada circularmente, los contactos del estado 
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de transición presentan una “nucleación polarizada atípica”, en otras palabras, las interacciones entre 

aminoácidos se conservan entre regiones particulares, mas no así para toda la cadena. Tanto la S6 

nativa como las variantes permutadas alcanzan el estado nativo, pero su cinética de plegamiento es 

diferente. Como en otra proteína se observó que el estado de transición nucleado parece asociarse 

con agregación in vitro, los autores afirman que la estructura difusa debe ser una adaptación específica 

para optimizar el plegamiento. Esta aserción se da fuera de un contexto poblacional que dé nociones 

sobre el efecto de este fenotipo sobre la adecuación del organismo y asumiendo que las permutaciones 

reflejan de algún modo la variación que existió en las formas ancestrales de esta proteína; sin embargo, 

ya se le impregnó una carga histórica implícita a este carácter al afirmar que es producto de una ventaja 

adaptativa.  

 

Con el ejemplo anterior no se pretende decir que estos estudios no sean valiosos, ni que la SN no 

pueda operar a ese nivel. Lo que se pretende advertir es que generar evidencia de un proceso 

adaptativo no es tarea sencilla y que se requieren pruebas explícitas para ello. De manera general, 

existen tres métodos básicos que se utilizan en la biología evolutiva para demostrar que un carácter 

se originó por SN: 1) el método comparativo filogenético, el cual analiza la convergencia de un fenotipo 

de manera cuantitativa a través de métodos estadísticos, 2) el método poblacional, que estudia la 

adecuación (fitness) de manera directa a través de las diferencias asociadas con la variación heredable 

entre los caracteres de una especie,2 y 3) el método de optimalidad, en el cual se hacen predicciones 

sobre la configuración de máxima adecuación de un carácter dados ciertos criterios biofísicos 

establecidos por el grupo de investigación a través de un modelo específico (para descripciones más 

detalladas sobre estos métodos, véase Olson & Arroyo-Santos, 2015; Olson & Rosell, 2015). Cabe 

mencionar que lo ideal debería ser probar las hipótesis adaptativas por los tres métodos, ya que todas 

tienen sus flaquezas, aunque en la práctica esto no siempre es posible.  

 

En la literatura sobre evolución molecular hay numerosos ejemplos donde se emplean algunos de 

estos métodos para corroborar la acción de la SN sobre ciertos rasgos de una proteína. Un buen 

ejemplo es el trabajo realizado por Bershtein y colaboradores (2006) en el que se correlaciona la 

adecuación de E. coli con un umbral en la estabilidad termodinámica de la β-lactamasa TEM-1 a partir 

de una serie de mutantes que compiten en presencia de ampicilina. Sin embargo, el propósito de este 

trabajo es exhibir que la falta de una perspectiva evolutiva plural ha limitado algunas de las 

 
2 Como muchos otros conceptos en biología evolutiva, la noción de adecuación se ha discutido ampliamente entre biólogos 
teóricos y filósofos de la ciencia (ver Rosenberg & Bouchard (2020) para una discusión extendida del concepto). Para 
propósitos de este trabajo, la adecuación se define como la propensión mensurable de un individuo de dejar descendencia y 
que surge de sus diferencias biológicas intrínsecas con otros individuos de la misma población (Wagner, 2010).  
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explicaciones que se hacen sobre el origen evolutivo de algunas características biofísicas de las 

proteínas. 

 

Las múltiples estrategias adaptativas para alcanzar la termoestabilidad en proteínas 
Específicamente nos interesa el problema de la adquisición de la termoestabilidad en proteínas de 

organismos termófilos e hipertermófilos.3 En la literatura se ha descrito ampliamente que las proteínas 

de organismos termófilos tienen una estructura tridimensional muy similar a las de sus homólogos 

mesófilos, pero detentan una estabilidad térmica elevada. Su termoestabilidad ha sido sujeta a 

múltiples estudios teóricos y experimentales, los cuales indican que existen una multiplicidad de 

estrategias “adaptativas” por las cuales las proteínas termófilas adquieran una termoestabilidad tan 

elevada (Jaenicke & Sterner, 2013; Sadeghi et al, 2006). Esta propiedad se ha atribuido a cambios en 

la composición de aminoácidos de la secuencia y en la longitud de estructuras secundarias (asas y 

hélices); a la reducción en el número y volumen de cavidades; a la relación entre el área polar/no polar 

expuesta y oculta (v. gr. cambios en el estado oligomérico) y al incremento en el número de puentes 

de hidrógeno y salinos; entre otras cosas (Razvi & Scholtz, 2006; Sadeghi et al., 2006; Kumar & 

Nussinov, 2001; Szilágyi & Závodszky, 2000). Curiosamente, ninguna de estas estrategias se presenta 

de manera consistente entre las distintas familias de proteínas e incluso llegan a ser diferentes entre 

los miembros de una misma familia (Szilágyi & Závodszky, 2000). Por ello, pese a que existe un 

conocimiento fisicoquímico muy sólido al respecto de cómo incrementar la termoestabilidad de las 

proteínas, no es del todo claro el porqué unas estrategias se presentan en tal o cual familia de proteínas 

y en otras no.  

 

Para complementar este último punto, es importante recordar la distinción que el biólogo evolutivo 

Ernst Mayr (1961) hizo sobre las causas próximas y las causas últimas en la biología. Grosso modo, 

las causas próximas son aquellas que se relacionan con la operación e interacción entre los elementos 

estructurales de un organismo y responden al “¿cómo?” (¿cómo es que funciona? ¿cómo es que 

opera?). Las causas últimas, por otra parte, son aquellas que atienden la historia de una estructura o 

de una función y responden al “¿por qué?” (¿por qué es así? ¿por qué se presenta de esta manera?). 

Desde esta perspectiva, la termoestabilidad se ha descrito ampliamente desde sus causas próximas, 

pero no desde sus causas últimas. La razón de esto, sostenemos en este trabajo, es que muchas de 

las estrategias para incrementar la termoestabilidad se presentan como adaptativas, pero no se 

corroboran experimentalmente, lo cual ha limitado la comprensión acerca de sus raíces históricas y 

deja espacios abiertos para la interpretación de la causalidad en el origen de la termoestabilidad. 

 
3 Según su temperatura óptima de crecimiento, los organismos se pueden clasificar en hipertermófilos (>80°C), termófilos 
(60-80 °C), mesófilos (15-60 °C) y psicrófilos (<15 °C) (Rothschild & Mancinelli, 2001). 
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Además, creemos que dirigir experimentos para entender el origen evolutivo de la termoestabilidad 

nos puede ayudar reconocer también si el origen de otras características biofísicas es adaptativo o no, 

y nos puede dar información sobre si es válido interpretarlas como caracteres independientes sujetos 

a fuerzas evolutivas. 

 

Bajo esta premisa, este proyecto busca implementar una perspectiva contemporánea de la teoría 

evolutiva aplicada al estudio de la bioquímica de proteínas con el propósito de explorar las relaciones 

entre distintas características biofísicas y bioquímicas de una proteína, como lo son la termoestabilidad, 

la estabilidad conformacional, la actividad, etc., con la temperatura de crecimiento del organismo como 

variable ambiental. Lo anterior se realizará por el método comparativo filogenético, el cual nos permite 

determinar dónde surgieron las diferencias entre las características durante la filogenia. Para este 

propósito, se decidió emplear a la triosafosfato isomerasa de organismos del dominio Archaea como 

modelo de estudio. 
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ANTECEDENTES 
 

Modelo de estudio: la triosafosfato isomerasa. 
La triosafosfato isomerasa (también llamada TIM, EC 5.3.1.1) es una enzima que participa en la 

glucólisis, gluconeogénesis, síntesis de triglicéridos y en el ciclo de Calvin. Cataliza la interconversión 

reversible del D-gliceraldehído-3-fosfato (G3P) a la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y es considerada, 

de manera histórica, una enzima “catalíticamente perfecta”  (Albery & Knowles, 1976; Peimbert et al., 

2008). En la naturaleza, la TIM siempre se encuentra como oligómero, principalmente como 

homodímero, conformado por monómeros de 250 residuos de longitud en promedio (Figura 1). Por su 

participación en la vía glicolítica, esta enzima se encuentra conservada en la gran mayoría de los seres 

vivos, aunque los porcentajes de identidad entre las secuencias de distintas especies pueden ser tan 

elevados como 98.4% entre la TIM de humano y la de conejo, o tan bajos como 12% entre la TIM del 

parásito Plasmodium falciparum y la de la arquea Pyrococcus furiosus  (Peimbert et al., 2008).  

 

Figura 1. Topología arquetípica de una triosafosfato isomerasa. Estructura tridimensional de una 
triosafosfato isomerasa dimérica. Hélices α en rojo, hebras β en amarillo, asas en verde (código PDB: 
4Y90). 

 

En 2011, Silverman y colaboradores (2001) mutaron 182 posiciones estructurales de los 248 residuos 

de la TIM de levadura por uno de siete residuos (FVLAKEQ) de un “alfabeto simplificado” de proteínas.4 

De estas mutantes, 142 exhibían una actividad catalítica similar a la nativa. Además de las diferencias 

presentes entre las secuencias de TIM naturales, este experimento soporta la idea de que la TIM es 

una proteína mutacionalmente robusta, es decir, que el fenotipo de la molécula no resiste sin cambios 

importantes las mutaciones en la secuencia. Debido a su origen evolutivo común, a su robustez 

 
4 Los autores retoman la noción de un “alfabeto simplificado” de una revisión de Plaxco et al. (1998) donde se discute el 
diseño de proteínas estables y topológicamente complejas construidas con el menor número de aminoácidos diferentes 
posible.  
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mutacional y a su ubiquidad en los tres dominios de la vida, la TIM representa una enzima de gran 

interés evolutivo. 

 

La TIM de arqueas 
Por su ubiquidad, la TIM es buen modelo para estudiar los mecanismos moleculares por los cuales las 

proteínas se adaptan a temperaturas elevadas. Por ello, estudiar las TIM del dominio Archaea pueden 

ser muy informativo, ya que es en este clado donde se encuentran los organismos que soportan las 

temperaturas más elevadas (Battistuzzi & Hedges, 2009). Las TIM provenientes de arqueas presentan 

la particularidad de ser secuencias más cortas por casi 20 aminoácidos; estas diferencias se observan 

como acortamientos de las hélices α6 y α7 de las TIM de bacterias y eucariontes (Bräsen et al., 2014). 

Esta característica hace que las TIM de arqueas sean más compactas en estructura y se separen en 

un grupo monofilético bien definido cuando se determina su filogenia (Ronimus & Morgan, 2003). Por 

otro lado, los estudios de caracterización de TIM de arqueas son relativamente escasos, se tiene 

información sobre ocho especies en total, aunque no se profundiza en la caracterización en muchos 

de ellos. La arquea mesófila Methanobacterium bryantii (Kohlhoff, Dahm, & Hensel, 1996) y la psicrófila 

Methanococcoides burtonii (Dhaunta et al., 2013) tienen TIMs diméricas; sin embargo, la TIM de la 

mayoría de las arqueas termófilas o hipertermófilas se asocia en homotetrámeros a partir de la 

dimerización de dímeros, como la TIM de Methanocaldococcus jannaschii (Figura 2).  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Este cambio en el estado de asociación se ha sugerido como el mecanismo adaptativo por el cual las 

TIM de arqueas se mantienen estables a temperaturas elevadas (Walden et al., 2001, 2004). Esta 

Figura 2. Estructura cristalográfica de la TIM de Methanocaldococcus jannaschii. Los 
tetrámeros de la TIM de arqueas se asocian formando un dímero de dímeros, mostrados en la 
figura mediante distintos colores. Se hace un acercamiento a la superficie de tetramerización, 
donde la asociación entre subunidades está dada por puentes de hidrógeno y enlaces de van der 
Waals (Gayathri et al. 2007, código PDB: 2H6R). Ver detalles en el material suplementario A. 
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hipótesis se formuló sin realizar pruebas explícitas sobre su veracidad. Evidencia posterior demostró 

que la TIM de Thermoproteus tenax no es un homotetrámero estricto, sino que se encuentra en un 

equilibrio dímero inactivo-tetrámero activo, siendo ambas formas estables a altas temperaturas 

(Walden et al., 2004). Por otro lado, la TIM de Thermoplasma acidophilum es un dímero obligado cuya 

estabilidad parece estar dada por una estructura compacta con asas reducidas (Park et al., 2016). Por 

estas razones, la hipótesis de la tetramerización como único mecanismo adaptativo de las TIM de 

arqueas para alcanzar la termoestabilidad se descartó y no se tiene una explicación histórica del origen 

de este rasgo hasta la fecha.  

 

Caracterización de la TIM del hipertermófilo Methanocaldococcus jannaschii 
En el trabajo realizado en la licenciatura (Muñiz Trejo, 2017), decidimos explorar con mayor detalle la 

evolución del estado oligomérico de la TIM en arqueas. Con este objetivo se eligió al orden 

Methanococcales como grupo de estudio para ceñir el trabajo a un contexto filogenéticamente 

relevante (durante ese trabajo generamos un árbol filogenético de la TIM de arqueas, el cual se 

actualizó para el proyecto presente, ver Figura S2). Methanococcales comprende a un grupo de 

arqueas marinas, anaerobias obligadas y productoras de metano que requieren sales de mar para su 

óptimo crecimiento y que utilizan dióxido de carbono como aceptor de electrones (Whitman & Jeanthon, 

2006). La razón principal por la que se eligió este taxón para trabajar es que está dividido en dos 

familias: Methanocaldococcaceae, compuesta por géneros de arqueas hipertermófilas; y 

Methanococcaceae, la cual tiene asignados géneros tanto mesófilos como termófilos moderados 

(Whitman & Jeanthon, 2006; Figura 3). 
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Figura 3. Árbol filogenético del orden Methanococcales. La flecha verde representa al linaje mesófilo 
de Methanococcaceae y la flecha roja al linaje hipertermófilo de Methanocaldococcaceae. Las especies 
indicadas con color fueron las seleccionadas para el trabajo de licenciatura (Modificado de Whitman & 
Jeanthon, 2006). 

 

Además, como se indicó antes, ya se conoce la estructura cristalográfica de la TIM tetramérica de la 

arquea hipertermófila Methanocaldococcus jannaschii (Gayathri et al., 2007, ver Figura 2), 

perteneciente de este grupo, por lo que ya había algunas referencias estructurales de las cuales 

podíamos partir para la caracterización. 

 

En ese estudio previo, decidimos trabajar con las secuencias de los mesófilos Methanococcus aeolicus 

Nankai-3 y Methanococcus maripaludis C7, y del hipertermófilo Methanocaldococcus jannaschii DSM 

2661. Sin embargo, las dos TIM mesófilas no pudieron expresarse de manera soluble, por lo que sólo 

pudimos trabajar con la última. Esta enzima sí se expresó de manera soluble y se obtuvieron datos 

sobre su actividad catalítica, su estado oligomérico y su desnaturalización térmica y química, pero no 

fue posible caracterizarla sin etiqueta de histidinas, por lo que los datos no son completamente 

comparables para un estudio de tipo evolutivo. 

 

Selección de especies 
Para la realización de este trabajo, como se verá más adelante, se encontraron condiciones para la 

expresión soluble de las dos TIM mesófilas, por lo que se decidió seguir con la caracterización de estas 

enzimas del orden Methanococcales (en la Tabla S3 se compilan algunas de la características de las 

especies seleccionadas, así como las secuencias de aminoácidos de las TIM elegidas). Además de 
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esas secuencias, se propuso ampliar el número de proteínas por caracterizar para abarcar los cuatro 

géneros de este clado. La lista final de las especies seleccionadas es la siguiente:5 

 

De la familia Methanocaldococcaceae (o TermoTIM) 

• Methanocaldococcus jannaschii DSM 2661 (MjaTIM-85) 

• Methanotorris formicicus Mc-S-70 (MfoTIM-75) 
 
De la familia Methanococcaceae (o MesoTIM) 

• Methanothermococcus okinawensis IH1 (MokTIM-60) 
• Methanococcus aeolicus Nankai-3 (MaeTIM-46) 

• Methanococcus maripaludis C7 (MmaTIM-38). 
 

Entre estos cinco organismos se puede abarcar un amplio intervalo de temperaturas que van desde 

los ~17 a los 85°C (Figura 4).  En las Tabla 2 yTabla 3 se resumen algunos datos de interés de las 

secuencias de las TIM de las arqueas seleccionadas (colectivamente denominadas ArqTIM en este 

trabajo). 

 

Figura 4. Temperaturas de crecimiento de los organismos seleccionados. En barras de color se 
muestra el intervalo en el que crecen las arqueas seleccionadas y con líneas negras se indica la 
temperatura óptima de crecimiento (Topt) de cada una. En el fondo se marca la clasificación de los 
organismos según su temperatura óptima de crecimiento. P. Psicrófilo, M. Mesófilo, T. Termófilo y HT. 
Hipertermófilo.  

 
5 Las abreviaturas indicadas obtienen la primera letra del género y las siguientes dos letras del epíteto específico de la especie 
a la que pertenecen. El número indicado al final corresponde a la temperatura óptima de crecimiento del organismo para 
facilitar la referencia al tipo de hábitat. 
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Tabla 2. Datos de interés de los organismos y sus secuencias de la TIM para este trabajo. 

Característica MmaTIM-38 MaeTIM-46 MokTIM-60 MfoTIM-75 MjaTIM-85 
Topt de la especie 

(°C)  
38 

(Mesófilo) 
46 

(Mesófilo) 
60-65 

(Termófilo) 
75 

(Termófilo) 
85 

(Hipertermófilo) 
Intervalo de 

crecimiento de la 
especie (°C) 

18-47 17-55 40-75 55-83 80-85 

No. de aa 217 226 222 221 219 
pI teórico 5.21 5.08 5.6 5.64 5.48 

Masa molecular 
del monómero 

(kDa) 
22.88 24 23.48 23.5 23.32 

No. de Trp 0 0 0 0 0 
No. de Tyr 3 6 4 4 4 
No. de Phe 1 3 2 1 2 
No. de Cys 4 4 5 3 5 
No. de Pro 9 8 9 9 8 
No. de His 3 2 5 4 4 

 
Tabla 3. Porcentaje de identidad entre las secuencias elegidas. 

MmaTIM-38 ---     
MaeTIM-46 64.1 ---    
MokTIM-60 73.9 74.3 ---   
MfoTIM-75 74.8 64.6 77.9 ---  
MjaTIM-85 74.3 64.1 75.2 80.5 --- 

 MmaTIM-38 MaeTIM-46 MokTIM-60 MfoTIM-75 MjaTIM-85 
 

Algo destacable de estas secuencias es la ausencia de triptófanos. Esta característica parece ser 

sinapomórfica de las TIM de Methanococcales, pues secuencias de TIM de otras arqueas sí cuentan 

con este residuo. Aunque se espera por la relación filogenética tan estrecha entre las ArqTIM, es 

también notable el porcentaje de identidad elevado, el cual se encuentra entre el 64 y el 80 %. 

 

La adaptación como concepto para organizar un trabajo de investigación 
La crítica que se hace al asumir que cualquier característica biológica es una adaptación se relaciona, 

como ya se mencionó, con que no se suele dar una corroboración experimental de que sea así y que 

se toma a la selección como el agente causal más importante en la evolución de los seres vivos. 

Algunos autores han denominado a esta práctica como adaptacionismo empírico (Godfrey-Smith, 

2001; Lewens, 2009). No obstante, la noción de adaptación también se puede utilizar como una guía 

heurística para proponer un proyecto de investigación. Es decir, se plantea que una característica X es 

una adaptación para una variable ambiental T de modo que se pueda organizar una investigación que 

nos permita determinar si X es, efectivamente, una adaptación para T. Aún si no lo es, esta 

aproximación nos permite recopilar evidencia de cuál podría ser el verdadero origen evolutivo de un 

carácter (o de si X es una adaptación para otra variable ambiental) y proponer nuevos experimentos. 



 
 
 

23 
 

Lo anterior se hace sin afirmar que la selección natural tenga una mayor importancia causal que otras 

fuerzas evolutivas. A esta perspectiva se le conoce como adaptacionismo metodológico (ibid.), y es 

desde esta aproximación con la que se definen los objetivos y la hipótesis de este trabajo. 

 

HIPÓTESIS 
 

Características biofísicas de las ArqTIM, como su estabilidad conformacional, termoestabilidad, estado 

oligomérico y actividad, son adaptaciones que permitieron la vida a altas temperaturas. 

 

OBJETIVOS 
 

Objetivo general 
Determinar si las características biofísicas de la TIM de las arqueas Methanococcales (v. gr. estabilidad 

conformacional, termoestabilidad, estado oligomérico, etc.) se seleccionaron de acuerdo con la 

temperatura en la que estos microorganismos habitan. 

 

Preguntas particulares  

• ¿Cuál es variación existente entre las características biofísicas de las ArqTIM? 

• ¿Por qué se presenta esta variación? 

• ¿Puede la SN ser el mecanismo causal en la evolución de las características biofísicas de estas 

proteínas? ¿De cuáles? 

• ¿Qué otras fuerzas evolutivas pueden operar sobre éstas? 

• ¿Qué otras variables ambientales pueden estar jugando un papel en la evolución de las 

ArqTIM? 
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MÉTODOS 
 

Subclonación de genes 
Para la producción heteróloga de las ArqTIM, se adquirieron de la compañía GenScript construcciones 

con un sitio de restricción para NdeI en el extremo 5’ y un sitio para XhoI en el extremo 3’. Los genes 

se subclonaron en un vector pET22b(+) para regular la expresión de los polipéptidos con la adición de 

isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG). En estas construcciones nuevas no se incluyó etiqueta de 

afinidad alguna para la proteína. Los insertos se purificaron por obtención de banda en un gel de 

agarosa al 1% con el kit de extracción de banda de ZymoResearch después de digerir por 12 horas 

con las enzimas de restricción correspondientes de la marca New England BioLabs Inc. La reacción 

de ligación se realizó en una proporción 3:1 de inserto-vector por 12 horas a 22 °C y 2 horas a 16°C 

con polimerasa T4 de la marcha Thermo Fisher Scientific. 

 

Todos los plásmidos utilizados para la sobre-expresión fueron secuenciados para corroborar la 

integridad de los genes. Esto se realizó a partir del aislamiento del plásmido superenrollado con el 

sistema de extracción de plásmido Miniprep de Biomiga Inc. El cebador de secuenciación utilizado fue 

el de la polimerasa T7: 5’- TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3’.  

 

Expresión y purificación de las proteínas seleccionadas 
Los plásmidos de MjaTIM-85 y MfoTIM-75 fueron transformados en células quimiocompetentes de E. 

coli-Gold (DE3) por choque térmico. Para la expresión, las células se cultivaron en medio LB con 

ampicilina 100 µg mL-1 a 37 °C y agitación a 220 rpm hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm 

(DO600nm) de 0.8-1.0, donde se indujo la expresión con 1 mM de IPTG. Después de 16 horas, las células 

fueron cosechadas y se rompieron por sonicación en amortiguador de lisis (fosfatos de sodio 35 mM, 

NaCl 300 mM, pH 8.0). Los lisados celulares se centrifugaron a 15,000 rpm por 15 minutos para 

recuperar el sobrenadante. Los sobrenadantes se incubaron a 70 °C por 20 minutos para precipitar por 

calor algunas proteínas endógenas de E. coli, las cuales se separaron de la muestra por centrifugación. 

Posteriormente se realizó una precipitación de las proteínas de interés con sulfato de amonio, MjaTIM-

85 precipita entre el 50 a 80% de saturación, mientras que MfoTIM-75 lo hace entre el 60 y 90%. Las 

proteínas se pasaron por una columna de intercambio aniónico HiTrap Q en amortiguador de 

trietanolamina 10 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM (TED) pH 7.0. Para poder purificar a MjaTIM-85 fue 

necesario un paso cromatográfico adicional por la columna de intercambio aniónico en TED 10:1:1, pH 

8.5 para concluir su purificación.  
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Para las MesoTIM se probaron una serie de métodos para optimizar su expresión y purificación. Aquí 

sólo se describe el método por el cual se obtuvo el mejor resultado de purificación. Los plásmidos de 

MokTIM-60, MaeTIM-46 y MmaTIM-38 fueron insertados por choque térmico en células 

quimiocompetentes de E. coli-Gold (DE3) que ya contaban con el plásmido pG-TF2 del sistema de 

coexpresión con chaperonas de TakaraBio Inc, el cual permite inducir la expresión de las chaperonas 

trigger factor, GroEL y GroES con la adición de tetraciclina en el medio. Las células se cultivaron en 

medio LB con ampicilina 100 µg mL-1, cloranfenicol 35 µg mL-1 y tetraciclina 10 ng mL-1 a 37 °C y 

agitación a 220 rpm hasta alcanzar una DO600nm de 0.4-0.6, donde se indujo la expresión con 1 mM de 

IPTG. La inducción se dejó bajo las mismas condiciones por 16 horas antes de cosechar las células y 

romper por presión en una prensa de French en el amortiguador de lisis antes descrito. Los lisados 

celulares se centrifugaron a 15000 rpm por 15 minutos para recuperar el sobrenadante. Los 

sobrenadantes de precipitaron con sulfato de amonio (30 a 60% de saturación), para después pasar 

el contenido en una columna de intercambio aniónico HiTrap Q, primero en amortiguador TED 10:1:1, 

pH 7.0 y posteriormente en amortiguador TED 10:1:1, pH 8.5.  

 

Todas las columnas de cromatografía se acoplaron a un sistema Ákta FPLC (GE©). Para todos los 

casos, los cambios de amortiguador se llevaron a cabo en membranas de diálisis con corte de 10 kDa 

con agitación constante a 4 °C. Para cada diálisis se realizaron en total tres cambios del amortiguador 

objetivo, con 3-4 horas de diferencia entre dos de ellos y una noche de diferencia en el restante, sin un 

orden en particular. En todos los casos se procuró mantener una relación 1:100 entre la muestra y el 

volumen total de la diálisis. Las proteínas se concentraron por ultracentrifugación en membranas con 

corte de 10 kDa. La cuantificación de las muestras se hizo por el método del ácido bicinconínico 

(Walker, 1996). 
 

Caracterización espectroscópica 
Estructura secundaria 
El dicroísmo circular (DC) es una técnica para la caracterización estructural de moléculas quirales que 

nos puede dar indicios sobre el estado de la estructura secundaria y terciaria de las proteínas. El 

fenómeno de DC se refiere a la absorción diferencial de luz polarizada circularmente de dos 

componentes de la misma amplitud: uno viaja rotando en favor de las manecillas del reloj y otro en 

contra. Esta diferencia en la absorción se manifiesta en la lectura de un espectro de luz polarizada 

elípticamente, razón por la cual los datos producidos suelen expresarse en grados de elipticidad (θ). 

Para nuestros experimentos se obtuvieron espectros de DC en el intervalo del ultravioleta (UV) lejano 

(λ <240 nm). En proteínas, este intervalo de interés mide la absorción dada por el enlace peptídico, 

por lo que los datos obtenidos dan información sobre el tipo de estructura secundaria que presenta la 

proteína (Greenfield, 2007; Kelly, Jess, & Price, 2005). Los ensayos de DC se realizaron en un 
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espectropolarímetro Chirascan (Applied Photophysics ©) acoplado a un sistema Peltier (PolyScience 

®) para el control de la temperatura. En todos los casos se siguió la señal de DC en el espectro de 180 

a 260 nm, midiendo cada nanómetro, con 0.4 mg mL-1 de la proteína en amortiguador de fosfato de 

sodio 10mM, pH 8.0 a 25°C en una celda de cuarzo de 1 mm de ancho.  

 

Para la comparación entre resultados, los datos obtenidos fueron normalizados por su masa molecular 

(MM) y el número de residuos (N) para obtener la elipticidad promedio por residuo [θ] según las 

ecuaciones 1 y 2 (Kelly et al., 2005): 

 

[𝜃𝜃] =  
𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 × 𝜃𝜃𝑖𝑖

10 × 𝑑𝑑 × 𝑐𝑐
     (1) 

 

𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 =  
𝑀𝑀𝑀𝑀

(𝑁𝑁– 1)
     (2) 

 

donde PPR es el peso promedio por residuo, θi son los grados de elipticidad a cada longitud de onda, 

d es el paso de luz en centímetros y c es la concentración de proteína en g mL-1. 

 

Los datos normalizados se deconvolucionaron por un método de selección variable con el programa 

CDSSTR (Sreerama, Venyaminov, & Woody, 2000; Sreerama & Woody, 2000) a través del servidor en 

línea DichroWeb (Whitmore & Wallace, 2004, 2008; http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml).  

 

Estructura terciaria 
La fluorescencia intrínseca (IF) de una proteína proviene de los aminoácidos aromáticos que poseen 

en su secuencia: triptófano, tirosina y fenilalanina. Debido a que estos residuos, en la mayoría de las 

ocasiones, se encuentran total o parcialmente ocultos —particularmente el triptófano— en el núcleo 

hidrofóbico o en las superficies de interacción entre subunidades de una proteína, sus espectros de 

emisión presentan intensidades y máximos de emisión diferentes a los que tienen cuando se 

encuentran expuestos al solvente. Por esta razón, la IF puede utilizarse como una medida del estado 

terciario de las proteínas, ya que podemos determinar si los residuos se encuentran empaquetados al 

interior de una proteína dadas sus características espectrales (Royer, 2006). Los espectros de IF se 

realizaron con un espectrofluorómetro PC1 (ISS©) acoplado a un sistema Peltier (PolyScience®) para 

mantener control sobre la temperatura de la celda de muestra. Ya que las ArqTIMs no presentan 

residuos de triptófano en su secuencia, todas las mediciones se realizaron con una longitud de onda 

de excitación de 278 nm —el valor recomendado para excitar tirosinas— y se colectaron espectros de 

emisión de 295 a 420 nm. Los ensayos se hicieron con 0.4 mg mL-1 de la proteína en amortiguador de 
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fosfatos de sodio 10 mM, pH 8.0 a 25°C. Como se verá más adelante, los espectros de fluorescencia 

se utilizaron para corroborar el efecto de contaminantes en las preparaciones enzimáticas. 

 

Determinación de parámetros catalíticos 
La espectroscopía de absorción es uno de los métodos más comunes para realizar ensayos de 

actividad enzimática. Esta técnica es particularmente útil cuando alguno de los reactivos involucrados 

en la reacción presenta color en el espectro de la luz visible o UV, y su transformación implica un 

cambio espectral de coloración. En un ensayo enzimático por absorción se utiliza un espectrofotómetro 

para medir de manera continua el cambio en absorbancia de la substancia colorida en un intervalo de 

tiempo. Estos experimentos nos permiten registrar el progreso de una reacción enzimática y obtener 

un gráfico de producción de producto por unidad de tiempo. De este gráfico se puede obtener la 

velocidad inicial de la reacción (v0), la cual se considera como el intervalo de tiempo en el cual la 

velocidad de la reacción permanece constante y así determinar los parámetros catalíticos de la enzima 

en condiciones ideales (Purich, 2010b).  

 

En los ensayos enzimáticos de las TIM evaluadas en este estudio se analizó la conversión del 

gliceraldehído-3-fosfato (G3P) a dihidroxiacetona fosfato (DHAP). Estos dos reactivos no presentan 

color, por lo que para determinar los parámetros catalíticos se realizaron ensayos acoplados con la 

enzima α-glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (α-GDH, Roche), la cual reduce el DHAP a glicerol-3-

fosfato a través de la oxidación de una molécula de NADH (Gómez-Puyou et al., 1995, Figura 5). El 

NADH tiene un máximo de absorbancia a 340 nm y un coeficiente de absortividad molar (ε) de 6220 

M-1 cm-1.  

 

 

Figura 5. Reacción acoplada para medir la actividad de una TIM. Tomada de Romero Romero, 2011. 

 

A partir de dividir el valor de las v0 obtenidas entre la cantidad de proteína en la celda de reacción y el 

ε del NADH se puede calcular la actividad específica en µmoles de DHAP formados por minuto por 

miligramo de proteína. Este procedimiento se repitió con distintas concentraciones iniciales de G3P 

para determinar la dependencia de la actividad específica con la concentración de substrato [S]. Los 

datos obtenidos se ajustaron a una ecuación no lineal de Michaelis-Menten (ecuación 3): 
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 𝑣𝑣0 =  
𝑉𝑉𝑚𝑚á𝑥𝑥  ×  [S]
𝐾𝐾𝑀𝑀 + [S]

     (3) 

 

donde Vmáx es la velocidad límite que puede alcanzar una reacción catalizada por una enzima y KM es 

la concentración de substrato a la cual se observa la mitad del valor de la Vmáx. Al dividir la Vmáx entre 

la cantidad de enzima total en el ensayo se puede obtener el número de recambio (kcat), el cual indica 

el número de moléculas de substrato convertidas en producto por molécula de enzima por unidad de 

tiempo. Asimismo, se puede obtener la eficiencia catalítica de la reacción (kcat / KM), la cual es una 

constante que nos indica la especificidad que tiene una enzima por el substrato (Purich, 2010a). Para 

calcular la eficiencia catalítica es necesario hacer una modificación del valor de la KM obtenida, esto se 

debe a que, en solución acuosa, el G3P existe como diol y como aldehído en una relación 29:1, pero 

la TIM sólo puede catalizar la forma aldehído de la molécula (Trentham, McMurray & Pogson, 1969). 
 

Todos los ensayos se realizaron en amortiguador TED 100:10:1 mM, pH 7.4. Cada reacción se colocó 

en una celda de plástico con 20 µg mL-1 de α-GDH, 0.2 mM de NADH y 5 ng mL-1 de la preparación 

enzimática en un volumen total de 1 mL. Las concentraciones de G3P evaluadas fueron de 0.025 a 3‒

4 mM. La actividad se monitoreó con un espectrofotómetro Beckman DU7500 termorregulado 

(Beckman Coulter ©) a 25 °C. 

 

Determinación del estado oligomérico 
Para determinar el estado oligomérico hay una gran disponibilidad de métodos que nos dan 

información sobre el estado de autoasociación de las proteínas de interés. En este trabajo se empleó 

la cromatografía de exclusión analítica (SEC) para este fin. 

 

La SEC es un método que se basa en la migración de las proteínas a través de una matriz de esferas 

hidratadas hechas de polímeros entrecruzados como el dextrano, la agarosa o la poliacrilamida. La 

muestra de proteínas al interior de la columna se reparte en dos espacios: el que corresponde al 

solvente que rodea a las esferas, y el que corresponde al solvente que se encuentra en el interior de 

éstas. Mientras más pequeña sea una proteína, la fracción que se va a repartir entre los intersticios de 

las esferas será mayor, por lo que se necesitará un mayor volumen de amortiguador para que dicha 

proteína salga de la columna. La retención de una proteína al interior de una columna es, en principio, 

inversamente proporcional a su tamaño en solución, o más específicamente, a su radio de Stokes, esto 

es, el radio de una esfera sólida con el mismo coeficiente de difusión traslacional. Para proteínas 

globulares, este método da estimaciones del radio de Stokes con las cuales se puede determinar la 
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masa molecular por medio de una calibración con proteínas estándar bien caracterizadas (Gell, Grant, 

& Mackay, 2012; Hong, Koza, & Bouvier, 2012).  

 

Idealmente, la separación de proteínas por SEC sólo depende de los efectos estéricos, pero en 

ocasiones la resina y las proteínas pueden interactuar de manera no específica, si esto ocurre el tiempo 

de retención puede verse alterado (GE Healthcare, s/f). Para evitar dichas interacciones, las muestras 

de proteínas se incubaron en un amortiguador de fosfatos de sodio 50 mM, NaCl 200 mM, pH 8.0. 

Además, las muestras se incubaron por al menos 24 horas a 25 °C para asegurar que los cambios en 

el estado oligomérico, si los hubiera, se encontraran al equilibrio. Para cada proteína se ensayaron 

muestras a 0.5, 0.1 y 0.05 mg mL-1. 

 

Los análisis de SEC se realizaron en una columna de exclusión molecular analítica Superdex 200 

10/300 GL (GE ©) acoplada a un sistema FPLC (GE©). La calibración de la masa molecular y el radio 

de Stokes se realizó con los estándares para filtración en gel de BioRad© y se incluyó una calibración 

con las TIM dimérica de Clostridium perfringens (CpTIM) y de Methanocaldococcus jannaschii 

(MjaTIM-85) con etiqueta de histidinas. El análisis consistió en obtener una regresión lineal del gráfico 

de log masa molecular contra volumen de retención de los puntos de calibración. De lo anterior se 

interpolaron los valores de masa molecular tomando en consideración el volumen de retención de las 

muestras estudiadas y se determinó el número de monómeros que deben considerarse por partícula. 

 

Desnaturalización por temperatura 
La desnaturalización por temperatura se evaluó por calorimetría diferencial de barrido (DSC, por sus 

siglas en inglés). Esta técnica es un método calorimétrico empleado para estudiar los procesos 

inducidos por cambios en la temperatura. Grosso modo, un dispositivo de DSC contiene dos celdas 

idénticas al interior de una chaqueta adiabática. Durante un experimento, una celda se llena con 

solución amortiguadora y otra con la solución muestra (que puede ser amortiguador si se está 

determinando el valor de referencia), para posteriormente comenzar a calentar ambas celdas de 

manera simultánea y a la misma velocidad (llamada velocidad de barrido). Mientras no existan cambios 

en la muestra que emitan o absorban calor (como la desnaturalización de una proteína), la diferencia 

de temperatura (ΔT) entre ambas celdas debería ser casi cero. En un evento de desnaturalización, la 

diferencia incrementa, por lo que el dispositivo tendrá que regular su suministro de energía para volver 

a tener una ΔT cercana a cero. A partir de esas diferencias en el suministro se puede calcular la 

capacidad calorífica a presión constante (Cp) del proceso observado. (Johnson, 2013; Romero-

Romero, Fernández-Velasco, & Costas, 2018). Los experimentos de DSC generan gráficos de Cp 

contra T llamados trazas calorimétricas o endotermas (ver Figura 6). Estos ensayos se realizaron en 
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colaboración con el Dr. Miguel Costas Basín y la Dra. Jessica Díaz Salazar del Laboratorio de 

Biofisicoquímica de la Facultad de Química, con el calorímetro capilar VP-Capillary DSC (Microcal ©). 

Todas las trazas calorimétricas se obtuvieron en amortiguador de fosfatos de sodio 10 mM, pH 8.0. La 

concentración de proteína, el intervalo y la velocidad de barrido se establecieron según el tipo de 

experimento y la proteína evaluada.  

 

Figura 6. Elementos básicos de una endoterma para una proteína en solución.  Cambio en entalpía, 
ΔH. Temperatura media de desnaturalización, Tm (Modificada de Romero-Romero et al., 2018). 

 

Las trazas de desnaturalización térmica obtenidas por DSC se corrigieron por el tiempo de respuesta 

del calorímetro y se normalizaron con respecto a la concentración de proteína considerando la masa 

molecular del monómero. También se les restó la línea base física (i. e. línea blanco amortiguador-

amortiguador) para obtener la capacidad calorífica en exceso (Cp
exc).  

 

Modelo irreversible de dos estados 
Para el análisis de los datos bajo control cinético se hizo un ajuste de los datos a un modelo irreversible 

de dos estados (Sanchez-Ruiz, 1992):  

 

𝑁𝑁
𝑘𝑘
→  𝐹𝐹 

 

donde N es el estado nativo que, en un solo paso, alcanza un estado final (F) de cual es incapaz de 

regresar. Esta conversión cinética está descrita por una constante cinética de primer orden 

dependiente de la temperatura (k). Las trazas calorimétricas de este modelo están descritas por las 

ecuaciones 4 y 5: 
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𝐶𝐶𝑝𝑝
𝑎𝑎𝑝𝑝 =  

∆𝐻𝐻 × 𝐸𝐸𝐴𝐴
𝑃𝑃 × 𝑇𝑇𝑚𝑚2

𝑒𝑒𝑥𝑥 × 𝑒𝑒–𝑒𝑒𝑥𝑥      (4) 

 

𝑥𝑥 =
𝐸𝐸𝐴𝐴

𝑃𝑃 × 𝑇𝑇𝑚𝑚2
(𝑇𝑇–𝑇𝑇𝑇𝑇)     (5) 

 

donde Tm es la temperatura que corresponde a la mitad de la transición, T es la temperatura en cada 

punto de la endoterma, EA es la energía de activación del proceso, ΔH es la entalpía de 

desplegamiento, R es la constante de los gases ideales (8.314 J mol-1 K-1) y Cpap es la capacidad 

calorífica aparente corregida por la línea base química.  

 

Los cuatro métodos para calcular la EA que se describen a continuación se pueden encontrar en Costas 

et al., 2009: 

 

1) Se ajustaron de manera individual las trazas a diferentes velocidades de barrido según el 

modelo irreversible de dos estados (ecuaciones 2 y 3) y se obtuvo un valor promedio de EA. 

  

2) De la dependencia entre la velocidad de barrido (v) sobre la Tm (ecuación 6): 

 

ln�
𝑣𝑣
𝑇𝑇𝑚𝑚2
� = 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑒𝑒– 

𝐸𝐸𝐴𝐴
𝑃𝑃 × 𝑇𝑇𝑚𝑚

     (6) 

 

Así, un gráfico de ln(v/Tm
2) contra 1/Tm el valor de la EA se obtiene a partir de la pendiente. 

 

3) Dado que la velocidad de la conversión entre N y F está dada por una constante de velocidad 

de primer orden (k), el proceso se puede analizar de acuerdo con la ecuación de Arrhenius (7): 

𝑘𝑘(𝑇𝑇) = 𝑒𝑒𝑥𝑥𝑒𝑒 �–
𝐸𝐸𝐴𝐴
𝑃𝑃
�

1
𝑇𝑇

–
1
𝑇𝑇∗
��      (7) 

 

donde T* es la temperatura en la cual k = 1 min-1. Con el gráfico 1/T contra ln k para todas las 

velocidades de barrido, se multiplica el valor de la pendiente por R y se obtiene el valor de la 

EA. 

 

4) Se ha observado que existe una relación inversa entre el valor de la EA y el ancho de la 

transición calorimétrica descrita por la ecuación 8:  
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𝑊𝑊 = 2.45 
𝑃𝑃 × 𝑇𝑇𝑚𝑚2

𝐸𝐸𝐴𝐴
     (8) 

 

donde W es el ancho de la transición calorimétrica a la mitad de la altura máxima del pico.  

 

Modelo con transiciones independientes de más de dos estados 
Para el análisis de los datos bajo control termodinámico se restó la base química para eliminar el efecto 

del ΔCp y se implementó un modelo de desplegamiento con transiciones independientes de más de 

dos estados (MicroCal, 1998, ecuaciones 9 y 10):  

 

𝐶𝐶𝑝𝑝(𝑇𝑇) =
𝐾𝐾𝐴𝐴(𝑇𝑇) × ∆𝐻𝐻𝑣𝑣𝑣𝑣 × ∆𝐻𝐻𝑐𝑐𝑎𝑎𝑐𝑐

(1 + 𝐾𝐾𝐴𝐴(𝑇𝑇))2 × 𝑃𝑃𝑇𝑇2
+ ⋯      (9) 

 

𝐾𝐾𝐴𝐴(𝑇𝑇) = 𝑒𝑒𝑥𝑥𝑒𝑒 �
–∆𝐻𝐻𝑣𝑣𝑣𝑣
𝑃𝑃 × 𝑇𝑇

× �1–
𝑇𝑇

𝑇𝑇𝑇𝑇
��      (10) 

 

donde Cp es la capacidad calorífica en cada punto, KA es la constante de equilibrio en cada punto, 

ΔHvH es la entalpía de van’t Hoff, ΔHcal es el valor calorimétrico de la entalpía. Este modelo permite 

analizar los datos cuando hay más de una transición. El ΔHvH corresponde al cambio de entalpía por 

unidad cooperativa de plegamiento que participa en la reacción de desnaturalización según la ecuación 

(11) de van’t Hoff: 

 

�
𝛿𝛿𝛿𝛿𝑐𝑐𝐾𝐾𝐴𝐴
𝛿𝛿𝑇𝑇

� =
∆𝐻𝐻𝑣𝑣𝑣𝑣
𝑃𝑃 × 𝑇𝑇2

     (11) 

 

Desnaturalización por agentes caotrópicos 
Para establecer el tiempo de equilibrio en la desnaturalización con clorhidrato de guanidinio (GdnHCl) 

se incubó la proteína a 25°C en concentraciones diferentes del desnaturalizante en un intervalo de 0 a 

7 M, midiendo la señal de DC a 222 nm a las 12, 36 y 48 horas de incubación. 

 
Para todos los experimentos descritos en esta sección, las proteínas fueron incubadas a 25 °C en 

amortiguador de fosfatos de sodio 10 mM, pH 8.0 con concentraciones ascendentes del agente 

desnaturalizante realizadas a partir de la dilución de una solución madre. Para corroborar la 

concentración final del desnaturalizante en la solución madre, así como en cada una de las diluciones, 

se determinó el índice de refracción obtenido con un refractómetro Abbe NAR-3T (Atago U.S.A, Inc.), 

manteniendo una temperatura controlada de 25 °C con un baño recirculador de agua. Dichos valores 
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fueron ingresados en la calculadora en línea Denaturant Concentration Calculator© (disponible en 

http://sosnick.uchicago.edu/gdmcl.html) del grupo Sosnick de la Universidad de Chicago (2017).  

 

Dicroísmo circular 
Los ensayos de dicroísmo circular se realización en un espectropolarímetro ChirascanTM (Applied 

Photophysics©) acoplado a un sistema Peltier (PolyScience®) para controlar la temperatura (25 °C). 

Los espectros se obtuvieron haciendo barridos por triplicado de 190 a 260 nm de longitud de onda con 

medidas cada 1 nm. Para construir la curva de desnaturalización a distintas concentraciones de 

desnaturalizante, el monocromador del equipo se fijó en 222 nm y se obtuvo el valor promedio de 200 

mediciones para cada punto de la gráfica.   

 

Anisotropía 
La anisotropía de fluorescencia (simplemente referida como anisotropía durante este texto) es un 

fenómeno en el que una partícula al ser excitada con luz polarizada genera un espectro de emisión 

que también se encuentra polarizado. Esto se debe a que, en una solución homogénea, los fluoróforos 

de una muestra están aleatoriamente orientados, por lo que aquellos que en el momento de la 

excitación estén en eje con el vector eléctrico serán excitados preferencialmente. Las medidas de 

anisotropía revelan el desplazamiento angular promedio por el que pasa un fluoróforo entre el evento 

de excitación y su subsecuente emisión en forma de fotón. El desplazamiento angular depende de la 

tasa de rotación difusional de la partícula, la forma y tamaño de la molécula en rotación y de la 

viscosidad del solvente. Así, mientras menor sea la tasa de difusión rotacional, mayor será el valor de 

anisotropía (Lakowicz, 2006). 

 
Las medidas de anisotropía se realizaron con un espectrofluorómetro PC1 (ISS©) acoplado a un 

sistema Peltier (PolyScience®) para mantener control sobre la temperatura de la celda de muestra 

(25 °C). Debido a la ausencia de triptófanos en las secuencias peptídicas elegidas, la longitud de onda 

de excitación utilizada fue de 278 nm y la emisión se colectó a 303 nm, que corresponde al máximo de 

emisión en fluorescencia. Para cada proteína se determinó el factor G, el cual constituye un factor de 

corrección de la sensibilidad del sistema de detección de luz polarizada del equipo (Lakowicz, 2006). 

Los datos presentados se obtuvieron del promedio de cien mediciones del valor de anisotropía para 

cada punto de las curvas de desnaturalización. 

 

Actividad catalítica 
Los ensayos de actividad se llevaron bajo las mismas condiciones especificadas anteriormente, salvo 

que todos los experimentos se hicieron con 4 mM de G3P. La cantidad total de proteína utilizada para 

cada proteína se especifica en las figuras correspondientes.   
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Procesamiento de los datos de desplegamiento químico 
Los datos que fueron irreversibles al desplegamiento por GdnHCl se ajustaron a la ecuación de 

Boltzmann (12) o doble Boltzmann (13), según el caso, para determinar de manera cuantitativa el valor 

de la concentración media de desnaturalización (Cm) para cada transición. 

 

𝑦𝑦 =  
𝐴𝐴1–𝐴𝐴2

1 + 𝑒𝑒(𝑥𝑥–𝑥𝑥0)/𝑑𝑑𝑥𝑥 + 𝐴𝐴2     (12) 

 

La ecuación 12 describe una curva sigmoidal donde A1 es el valor inicial de y antes de la transición, A2 

es el valor final de y después de la transición, dx es una constante que describe la pendiente de la 

transición, y x0 es el punto de inflexión de la curva (OriginLab, s/f-a), el cual se considera como el valor 

de la Cm en este caso. 

 

𝑦𝑦 =  𝑦𝑦0 + 𝐴𝐴 �
𝑒𝑒

1 + 𝑒𝑒
𝑥𝑥–𝑥𝑥01
𝑘𝑘1

+
1–𝑒𝑒

1 + 𝑒𝑒
𝑥𝑥–𝑥𝑥02
𝑘𝑘2

�      (13) 

 

La ecuación 13 describe la suma de dos curvas sigmoidales, por lo que comprende dos transiciones 

consecutivas. A es la diferencia que existe entre los valores inicial y final de y, y0 es el valor inicial de 

y, p es el valor de la curva a la mitad de A, k1 y x01 son la pendiente y el punto de inflexión de la primera 

transición, y k2 y x02 son la pendiente y el punto de inflexión de la segunda transición, respectivamente 

(OriginLab, s/f-b). En este caso, x01 y x02 se consideran como los valores de la Cm para cada transición.  

 

En los casos donde sí hubo reversibilidad, se puede determinar el valor de su estabilidad 

conformacional. Debido a que la desnaturalización se manifiesta en presencia de un desnaturalizante, 

es necesario hacer una estimación de su energía libre de Gibbs como si estuvieran en 0 M de 

desnaturalizante (ΔGH2O). Esta estimación se hizo con tres aproximaciones diferentes: 

 

1) Los datos crudos fueron analizados bajo la ecuación no lineal de desplegamiento de dos 

estados (14) de Santoro & Bolen (1988): 

 

𝑦𝑦 =  
(𝑦𝑦𝑁𝑁 + 𝑇𝑇𝑁𝑁[M]) + (𝑦𝑦𝐷𝐷 + 𝑇𝑇𝐷𝐷[M])𝑒𝑒–

𝛥𝛥𝐺𝐺𝐻𝐻2𝑂𝑂–𝑚𝑚[M]
𝑅𝑅×𝑇𝑇

1 + 𝑒𝑒−
𝛥𝛥𝐺𝐺𝐻𝐻2𝑂𝑂–𝑚𝑚[M]

𝑅𝑅×𝑇𝑇

     (14) 
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donde y es la señal observada según el método, yN y yD son las ordenadas al origen y mN y mD 

son las pendientes de las líneas base de la pre y postransición, [M] es la concentración de 

desnaturalizante y m es un valor que indica la dependencia del ΔG con la concentración de 

desnaturalizante. 

 

2) Los datos fueron normalizados para obtener el valor del cambio fraccional (fD) con la ecuación 

15: 

𝑓𝑓𝐷𝐷 =  
(𝑦𝑦𝑁𝑁 +  𝑇𝑇𝑁𝑁[𝑀𝑀])–𝑦𝑦

(𝑦𝑦𝐷𝐷 + 𝑇𝑇𝐷𝐷[𝑀𝑀])– (𝑦𝑦𝑁𝑁 +  𝑇𝑇𝑁𝑁[𝑀𝑀])     (15) 

 

y posteriormente fueron ajustados a la ecuación anterior (14). 

 

3) A partir de los valores de fD se determinó la constante de equilibrio (Keq) (ecuación 16) y el 

valor de estabilidad para cada punto de la curva de desnaturalización (ΔGD) (ecuación 17). 

 

𝐾𝐾𝑒𝑒𝐾𝐾 =  
𝑓𝑓𝐷𝐷

1–𝑓𝑓𝐷𝐷
     (16) 

 

𝛥𝛥𝛥𝛥𝐷𝐷 = –𝑃𝑃 × 𝑇𝑇 × ln𝐾𝐾𝑒𝑒𝐾𝐾      (17) 

 

Con los valores resultantes se aplicó una extrapolación lineal de los datos de la transición según 

la ecuación (18) de Greene & Pace (1974): 

 

𝛥𝛥𝛥𝛥𝐷𝐷 = 𝑇𝑇[𝑀𝑀] + 𝛥𝛥𝛥𝛥𝑣𝑣2𝑂𝑂      (18) 

 

Unión a ligando 
Una de las técnicas que se utiliza para caracterizar biofísicamente la interacción de proteínas con otras 

moléculas es la calorimetría de titulación isotérmica (ITC, por sus siglas en inglés). Similar a la DSC, 

los dispositivos de ITC tienen dos celdas idénticas embebidas en una chaqueta adiabática y mantienen 

ambas celdas con una ΔT de casi cero. Esta técnica mide las interacciones entre dos partículas al 

detectar el calor absorbido o emitido por una reacción química que altera el ΔT de las celdas. En otras 

palabras, mide el cambio en la entalpía de unión (ΔHU) bajo condiciones térmicas muy controladas. De 

manera general, la ITC consiste en evaluar el progreso de la transferencia de calor durante la titulación 

de una solución que contiene la proteína de interés —localizada en una celda de muestra— con 

alícuotas de la molécula que se le una —ubicada en la jeringa del calorímetro— en una serie de 

inyecciones de poco volumen. De un experimento de ITC (Figura 7) se pueden obtener directamente 
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valores númericos del ΔHU, la constante de asociación (KA) y la estequiometría (n) de la reacción 

(Baranauskiene, Kuo, Chen, & Matulis, 2019; Brautigam, Zhao, Vargas, Keller, & Schuck, 2016; Doyle, 

1997; Holdgate & Ward, 2005). 

 

Figura 7. Elementos básicos de una isoterma de la unión a ligando. En el panel de la izquierda se 
muestran los datos crudos de un experimento de titulación. En el de la derecha la curva isoterma que se 
obtiene de un experimento ajustado a un modelo de unión 1:1 (rojo) (Modificado de Frasca, 2016)  

 

Estos experimentos se realizaron con la ayuda de un equipo Affinity ITC LV (TA Instruments ®) y se 

mensuró la unión de las TIM estudiadas con el ácido fosfoglicolohidroxámico (PGH), el cual es un 

inhibidor fosforilado análogo del estado de transición de esta familia de proteínas. Para cada 

experimento se desgasificaron las soluciones que fueron introducidas en el dispositivo. El amortiguador 

de trabajo de estos ensayos fue trietanolamina (TEA) 100 mM, pH 7.4. Para cada protocolo se dejó 

equilibrando al equipo en la temperatura de medición por lo menos media hora después que no se 

observaban cambios en la señal térmica del equipo. Los experimentos consistieron en 30 inyecciones 

de 1 μL de PGH 5.1 mM en una solución 0.3 mM de monómero de proteína, además de una inyección 

inicial sin PGH. Entre cada inyección se dio un intervalo de 300 segundos con una agitación contante 

a 125 rpm. Posteriormente se hicieron experimentos con la proteína en TEA 100 mM, sacarosa 0.66 

molal, pH 7.4 siguiendo el mismo diseño experimental. 

 

Después de la colección de datos, el procesamiento de los mismos se realizó en la versión web del 

programa AFFINImiter ITC de la compañía S4SD (Dumas, 2019; Piñeiro et al., 2019; 

https://www.affinimeter.com/site/) para calcular el ΔHU, la KA y la n. El análisis se llevó a cabo tomando 

en cuenta un modelo de unión 1:1 entre la proteína (P) y el PGH (L): 

 

𝐸𝐸𝑐𝑐𝑒𝑒𝑒𝑒𝑐𝑐𝐸𝐸𝑒𝑒𝑐𝑐 𝛿𝛿𝐸𝐸𝑙𝑙𝑙𝑙𝑒𝑒𝑐𝑐 ↔ 𝑃𝑃𝑃𝑃 
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El resto de los parámetros asociados a la unión se calcularon con relaciones termodinámicas sencillas. 

El inverso de la KA nos da la constante de disociación (KD). Con el valor de la KA podemos obtener un 

valor de la energía libre de Gibbs de unión (ΔGU) del proceso con la ecuación 19: 

 

𝛥𝛥𝛥𝛥𝑈𝑈 = –𝑃𝑃 × 𝑇𝑇 × ln𝐾𝐾𝐴𝐴     (19) 

    

A través de la ecuación (20) de Gibbs-Helmholtz se puede determinar la contribución de la entropía de 

unión (ΔSU): 

 

𝛥𝛥𝛥𝛥𝑈𝑈 =  𝛥𝛥𝐻𝐻𝑈𝑈 –  𝑇𝑇𝛥𝛥𝑆𝑆𝑈𝑈     (20) 

 

Finalmente, con los datos termodinámicos obtenidos de estos experimentos a distintas temperaturas 

se puede obtener el valor del cambio en la capacidad calorífica de unión (ΔCpU) al graficar el cambio 

del ΔH con la temperatura bajo la siguiente relación (ecuación 21): 

 

𝛥𝛥𝐶𝐶𝑒𝑒𝑈𝑈 =
𝜕𝜕𝛥𝛥𝐻𝐻𝑈𝑈
𝜕𝜕𝑇𝑇      (21) 

 

Análisis y visualización de datos 
Salvo por los datos de ITC, como se indicó, todos los ajustes se realizaron con el programa Origin v. 

7.0383 (OriginLab, s/f-c) y las gráficas se generaron con los paquetes ggplot2 v. 3.3.2 (Wickham, 2016) 

y ggpubr v. 0.4.0 (Kassambara, 2020) del entorno de programación R v. 4.0.1 (R Core Team, 2020).  
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

Subclonación de los genes de las ArqTIM 
Previo a este trabajo se había identificado que a MjaTIM-85 no se le puede remover la etiqueta de 

histidinas con trombina, ya que el sitio de corte parece estar escondido (Muñiz Trejo, 2017). Además, 

en pruebas en columnas de afinidad HisTrap, la asociación de la etiqueta era muy débil (no había unión 

a la columna con [imidazol] >5 mM), por lo que los resultados de la purificación no eran satisfactorios 

sin hacer una precipitación por calor previa de las proteínas de E. coli. Asimismo, en este trabajo se 

encontró que para MmaTIM-38 y MaeTIM-46 ocurre un fenómeno similar (datos no mostrados), por lo 

que se decidió expresar a todas las ArqTIM sin etiquetas de afinidad. Para ello, con la oportuna 

capacitación de la Dra. Gloria Hernández Alcántara de la Facultad de Medicina de la UNAM, los genes 

se subclonaron exitosamente en un vector de sobreexpresión pET22b(+). Por la posición de los sitios 

de restricción, esta construcción no incluye etiquetas de histidinas alguna. Este vector confiere 

resistencia a ampicilina y permite la expresión por inducción con el IPTG. Los resultados de la 

subclonación se muestran en la Figura 8. 

 

 
Figura 8. Digestiones de los plásmidos subclonados. Se muestran los resultados de la subclonación 
en pET22b(+). Para cada gen se observa el plásmido sin digerir (SD), la versión linearizada con XhoI y la 
doble digestion del inserto (DD). En los extremos se puso marcador de tamaño y vector sin inserto 
linearizado para la comparación. 

 

Posterior a la subclonación, los genes fueron secuenciados para corroborar que no hubiera mutaciones 

en la secuencia debido al proceso de intercambio entre vectores. El trabajo de secuenciación fue 

realizado en el Instituto de Biotecnología de la UNAM por la M. en C. Blanca Ramos Cerrillo y el Dr. 
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Lorenzo Segovia Forcella. Estos resultados mostraron que no hubo cambios en ninguna de las 

secuencias de nucleótidos trabajadas. En la Tabla 4 se resumen la disposición final en la que quedaron 

los insertos. 

Tabla 4. Disposición final de los genes utilizados en este proyecto. 

Inserto Vector de origen Vector 
final Uso de codones 

mmatim-38 pUC57 

pET22b(+) 

Optimizada para E. coli 
maetim-46 pET28b(+) Secuencia nativa 
moktim-60 pET28b(+) Optimizada para E. coli 
mfotim-75 pET22b(+)* Secuencia nativa 
mjatim-85 pET28b(+) Secuencia nativa 

*No fue necesaria la subclonación. 
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Purificación y caracterización de las MesoTIM 
En el trabajo de licenciatura se abordaron diferentes estrategias metodológicas para la sobre-expresión 

soluble de MaeTIM-46 y MmaTIM-38, como la expresión en diferentes cepas de E. coli, la expresión a 

diferentes temperaturas y la purificación en condiciones desnaturalizantes; sin embargo, en ninguna 

de las condiciones experimentales probadas hubo expresión de proteínas en forma soluble (c.fr. Muñiz 

Trejo, 2017). Durante el desarrollo de este proyecto se encontró el mismo problema de solubilidad para 

MokTIM-60, por lo que parece que las TIM de la familia mesófila Methanococcaceae tienen alguna 

característica común que las hace poco solubles cuando son expresadas heterólogamente. Para 

solventar este problema, se implementaron un par de estrategias nuevas.  

 

Uno de los métodos más comunes para mejorar la solubilidad de las proteínas que se van a cuerpos 

de inclusión es la expresión a bajas temperaturas. Esto se basa en el principio de que la tasa de 

producción de una proteína disminuye conforme baja la temperatura, lo que se refleja positivamente 

en la calidad de la proteína producida (Schein, 1989; Vera, González-Montalbán, Arís, & Villaverde, 

2007). No obstante, esta estrategia no es completamente infalible. Una de las razones es que las 

chaperonas endógenas de E. coli pierden hasta el 70% de su actividad en bajas temperaturas. Para 

subsanar esta deficiencia, se probó la expresión a 10 °C en células E. coli ArticExpress RIL (Agilent 

Technologies), las cuales incluyen un plásmido con las chaperonas Cpn10 y Cpn60 del psicrófilo 

Oleispira antarctica. Estas chaperonas tienen un alto porcentaje de identidad con el sistema GroEL/ES 

de E. coli y su actividad es óptima entre 4 y 12 °C (Agilent Technologies, 2015). Desafortunadamente, 

no se detectó expresión soluble con la implementación de esta cepa (datos no mostrados). 

 

Una segunda estrategia fue la co-expresión de chaperonas moleculares utilizando el conjunto de 

plásmidos de chaperonas de Takara Bio Inc. (2017). Este sistema incluye cinco plásmidos con 

diferentes combinaciones de chaperonas, de las cuales sólo el plásmido pG-Tf2 transformado en 

células de E.coli BL21-Gold (DE3) presentó resultados positivos en cuanto a solubilidad. pG-Tf2 

expresa a las chaperonas citoplasmáticas GroEL/ES y a la chaperona asociada a ribosoma trigger 

factor (TF) en presencia de tetraciclina. Se ha demostrado in vivo que la sobre-expresión del TF 

incrementa la capacidad de GroEL de asociarse a proteínas desplegadas (Kandror, Sherman, Rhode, 

& Goldberg, 1995), lo que podría explicar por qué sólo en esta condición se obtuvieron versiones 

solubles de las MesoTIM.  

 

Para la producción de las proteínas se llevaron a cabo varias pruebas con diferentes condiciones de 

sobre-expresión que implicaron variar la temperatura de crecimiento e inducción (25, 30 y 37 °C), la 

densidad óptica para la inducción (0.2 a 1), la concentración de IPTG (0.1 a 1 mM), la concentración 

de tetraciclina (2 a 10 ng mL-1) y el tiempo de inducción (4 a 16 horas); a pesar de ello, no se pudo 



 
 
 

41 
 

obtener una producción total mayor a los 3 ó 4 mg por litro de cultivo. Aunado a la baja producción, la 

purificación representó un reto aún mayor, ya no que no pudimos obtener muestras de alta pureza para 

estas proteínas (ver Figura 9). 

 

 

Figura 9. Purificación de las MesoTIM. Gel de SDS-PAGE de las proteínas seleccionadas. En el primer 
carril las bandas corresponden a los marcadores de masa molecular. 1) MmaTIM-38. 2) MaeTIM-46. 3) 
MokTIM-60. Las flechas rojas indican las proteínas de interés. Las condiciones de purificación para estas 
muestras particulares se describieron en los métodos.  

 

Se probaron diferentes estrategias para eliminar los contaminantes. Por cromatografía de exclusión se 

utilizaron columnas Superdex-75 y Superdex-200 preparativas, pero en ningún caso se observó que la 

pureza de la muestra incrementara. Dado que el punto isoeléctrico de estas proteínas es de alrededor 

de 5 (ver Tabla 2), se ensayó por cromatografía de intercambio aniónico la interacción con una columna 

HiTrapQ HP a pH 7.0 y 8.5. Aunque en estos casos sí se redujo el número de contaminantes, no se 

lograron obtener proteínas con una pureza mayor a la observada en la Figura 9. Pese a ello, se 

procedió a analizar algunas de sus propiedades espectroscópicas y funcionales para corroborar si las 

proteínas expresadas se encontraban en condiciones para ser caracterizadas y si se podía extraer 

información pese a la presencia de contaminantes. 
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Figura 10. Caracterización espectroscópica y funcional de las MesoTIM. Todos los experimentos se 
realizaron a 25 °C. A) Espectros de dicroísmo circular en el UV lejano. B) Espectros de fluorescencia 
intrínseca, longitud de onda excitación 278 nm. En líneas discontinuas un espectro típico de una proteína 
sin triptófanos. C) Actividad catalítica de las proteínas. En líneas discontinuas se observan curvas 
estimadas de la ecuación de Michaelis-Menten. Los experimentos de actividad se llevaron a cabo con 150 
ng totales de proteína.  

 

Para todos los casos se analizó la estructura secundaria por dicroísmo circular en UV lejano y la 

estructura terciaria por fluorescencia intrínseca de las tirosinas. En el caso del dicroísmo circular, los 

espectros obtenidos (Figura 10A) resultaron ser congruentes con lo esperado para una proteína con 

topología de barril (β/α)8, pero los estimados de porcentaje de estructura no correspondían a lo 

esperado para una TIM (Tabla 5). De acuerdo con el análisis de deconvolución (Figura S3), las 

MesoTIM tienen un ~20% de hélices α y un ~30% de hojas β. Estos resultados son contrastantes con 

lo que se había observado previamente para MjaTIM-85 con etiqueta de histidinas, donde encontramos 

un ~30% de hélices α y un 20% de hojas β. Pese a la diferencia, esta observación por sí sola no 

necesariamente implica que haya un problema mayor con el plegamiento de estas proteínas, pero 

junto a los datos de fluorescencia algunos problemas por la presencia de contaminantes se hacen 

presentes.   
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El escenario más común para proteínas sin triptófanos es que los espectros de fluorescencia tengan 

un máximo de emisión alrededor de 303 nm debido a la contribución de las tirosinas (ejemplificado con 

líneas discontinuas en la figura). Sin embargo, como se observa en la Figura 10B y en la Tabla 5, los 

espectros de las MesoTIM se parecen más a los de proteínas con triptófanos, cuyo máximo de emisión 

está corrido hacia ~327 nm.  

 
Tabla 5. Parámetros espectroscópicos y funcionales de las MesoTIM. Los parámetros se muestran 
por método.  

Parámetro MmaTIM-38 MaeTIM-46 MokTIM-60 MjaTIM-85 
con HisTag* 

Deconvolución de los espectros de dicroísmo 
Hélices α 20% 22% 22% 33.7% 
Hojas β 30% 29% 30% 19.7% 

Estructura no 
repetitiva 49% 48% 48% 46.6% 

Espectros de fluorescencia 
Intensidad máx 

(UA) 128.8 127.6 127.4 442.7 

λ máx  
(nm) 327 326 328 302 

Parámetros catalíticos 
Vmáx 

(µmol min-1 mg-1) 20.41 31.47 24.15 2115.2 

KM  
(mM) 1.23 0.99 1.14 0.19 

kcat  
(min-1) 4.67 ×102 7.55 ×102 5.67 ×102 5.36 ×104 

Eficiencia 
catalítica 
(M-1 s-1) 

1.84 ×105 3.69 ×105 2.4 ×105 1.4 ×108 

 

Una posible explicación de este fenómeno es la formación de tirosinatos. Los tirosinatos son la forma 

ionizada de la porción p-hidroxifenil de los residuos de tirosina, cuya longitud máxima de emisión (λ) 

es mayor a los 310 nm. La presencia de éstos se debe a la transferencia de un protón del anillo fenólico 

a un aceptor cercano, usualmente la cadena lateral de otro aminoácido vecino. Es posible determinar 

experimentalmente la formación de tirosinatos si se capturan espectros de fluorescencia con las 

proteínas inmersas un medio ácido (pH < 1), lo cual ayuda a mantener las tirosinas protonadas (pKa 

de las tirosinas = 10.07) y a que los espectros recuperen su λ hacia los 303 nm (Prendergast, Hampton, 

& Jones, 1984).  Esta prueba fue realizada en las tres MesoTIM, pero no se observó ningún corrimiento 

total ni parcial de los espectros de emisión (datos no mostrados). Lo anterior demuestra que, sin lugar 

a duda, hay triptófanos están contribuyendo a la señal espectral, probablemente derivados de los 

contaminantes presentes, los cuales tienen un rendimiento cuántico mucho mayor al de las tirosinas. 

Lo anterior, junto a la discordancia en los datos de dicroísmo, es indicativo de que los contaminantes 

proteicos están deformando los espectros y no nos permiten obtener una imagen clara al respecto del 

plegamiento de estas proteínas, por lo que se requiere mejorar los protocolos de purificación. 
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Se obtuvieron también medidas de la actividad catalítica de las MesoTIM (Figura 10C) y los parámetros 

catalíticos de estas TIM están muy por debajo de lo esperado para una proteína de este tipo (Tabla 5). 

En la literatura se encuentran descritas varias TIM que no se consideran “catalíticamente perfectas” 

como las de Helicobacter pylori (Chu, Lai, Huang, & Sun, 2008), Oryctolagus cuniculus (Krietsch, 

Pentchev, Klingenbürg, Hofstätter, & Bücher, 1970) y Plasmodium falciparum (Joubert, Neitz, & Louw, 

2001), pero su eficiencia catalítica nunca es menor a los 107 M-1 s-1. Las MesoTIM, en contraparte, 

están tres órdenes de magnitud más abajo del límite de difusión (108 M-1 s-1).  

 

Aunque es un comportamiento atípico, el que las MesoTIM no tengan una actividad elevada puede ser 

consecuencia de un proceso biológico, por lo que en este punto se vale la pena hacer una pequeña 

consideración acerca del metabolismo de los Methanococcales. En estos organismos, la obtención de 

energía se da principalmente por metanogénesis a través del ciclo de Wolfe (Thauer, 2012): 

 

CO2 + 4H2 → CH4 + 2H2O 

 

En cuanto a su metabolismo del carbono, datos bioinformáticos indican que estas arqueas carecen de 

los transportadores de hexosas y pentosas requeridos para incorporar carbohidratos simples al medio 

intracelular. Los Methanococcales, en cambio, utilizan la gluconeogénesis para almacenar el carbono 

que obtienen del CO2 y del acetato en forma de glucógeno.6 Cuando las condiciones son adversas, la 

degradación del glucógeno y la glucólisis se convierten en la fuente de energía celular (Goyal, Zhou, 

& Karimi, 2016). De acuerdo con algunas hipótesis, el que una enzima en particular mantenga cierto 

nivel de actividad puede deberse a que existe una presión selectiva que mantiene la actividad por 

encima de cierto umbral donde no se afecta la adecuación de la especie, por lo que si dicha presión 

selectiva se relaja, la enzima puede perder eficiencia catalítica (Newton, Arcus, & Patrick, 2015). De 

esta manera, se podría especular que el metabolismo del carbono de los Methanococcales tuvo 

repercusiones diferentes en la evolución de las enzimas glucolíticas de estos organismos y que, por 

tanto, no sería del todo extraño encontrar que la actividad de la TIM sea distinta —menor en este 

caso—.7 No obstante, como se verá en el siguiente capítulo, la actividad baja parece corresponder 

 
6 Tanto el CO2 como el acetato se pueden utilizar para sintetizar acetil-CoA. Está última molécula puede ser convertida en 
piruvato para iniciar la gluconeogénesis. En el caso del CO2, la reacción es catalizada por el complejo CO 
deshidrogenasa/acetil-CoA sintasa (EC 1.2.7.4), el cual primero reduce esta molécula a CO y luego la une a un grupo metilo 
y a la CoA (Shieh & Whitman, 1988). Por otro lado, el acetato es incorporado del medio extracelular y catalizado por la acetato-
CoA ligasa (EC 6.2.1.1) con el consumo de una molécula de ATP (Shieh & Whitman, 1987). 
7 Al respecto, en el caso de otras enzimas relacionadas con la glucólisis/gluconeogénesis en Methanococcus maripaludis se 
han descrito diferencias en la actividad que favorecen la gluconeogénesis. Por ejemplo, se sabe que la actividad de la 
fructosa-1,6-bisfosfatasa (EC 3.1.3.11) de este organismo es de casi el doble que la actividad de la 6-fosfofructocinasa (EC 
2.7.1.11). Además, enzimas con actividad reversible como la fosfoglucomutasa (EC 5.4.2.8), la glucosa-6-fosfato isomerasa 
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únicamente a las MesoTIM, no a Methanococcales en su conjunto, por lo que el metabolismo de estos 

organismos no parece influir en ello. De igual manera, el que MokTIM-60, de origen termófilo, tenga 

baja actividad indica que la temperatura de crecimiento del organismo no está relacionada 

directamente con este cambio. De este modo surgen dos posibilidades, la primera es que la actividad 

disminuida tenga un origen no adaptativo y la segunda es que estás proteínas no estén plegadas 

correctamente. No se puede descartar, hasta este punto, que las chaperonas estén formando 

agregados solubles porque la presencia de contaminantes no nos permite inferir el estado del 

plegamiento de las MesoTIM.  

 

En cuanto a la purificación, es necesario encontrar estrategias para incrementar la cantidad y asegurar 

la calidad de estas proteínas. Para ello, se sugiere la adición de “chaperonas químicas” que ayudan a 

la actividad de GroEL/ES como glicerol, prolina y trehalosa, las cuales se pueden agregar al medio de 

cultivo para incrementar la cantidad de proteína y la calidad de las mismas (Diamant, Eliahu, Rosenthal, 

& Goloubinoff, 2001). Por otro lado, la implementación de otros métodos de purificación, como la 

interacción hidrofóbica, podría ayudar a incrementar la pureza final de las muestras. 

 

Una vez establecido un protocolo de purificación efectivo, será necesario discernir si la actividad baja 

es de origen biológico o es un problema de expresión heteróloga. Primero con resultados actualizados 

de dicroísmo y fluorescencia, y segundo, se puede cuantificar la calidad de una muestra de proteína a 

través de la calorimetría de titulación isotérmica (ITC). Esta técnica permite cuantificar la concentración 

de enzima activa —adecuadamente plegada— en una muestra pura a partir de la estequiometría 

observada en estos ensayos, ya que ésta indica la proporción de proteína capaz de unir al ligando 

(Baranauskiene et al., 2019; Oliveira & Domingues, 2018). Así, la ITC se puede emplear como un 

método auxiliar para establecer si hay problemas con el plegamiento, concretamente, con la 

conformación del sitio activo. 

 

Debido a que no se pudo concluir con la caracterización de las MesoTIM por los problemas expuestos, 

el objetivo general de este trabajo no se pudo completar cabalmente. Sin embargo, la discusión de las 

siguientes secciones se centrará en cómo los resultados obtenidos al caracterizar a las TermoTIM nos 

permiten discutir las ideas actuales sobre la evolución de proteínas y cómo éstas nos sirven para 

proponer futuras líneas de investigación.   

 
(EC 5.3.1.9) y la fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa (EC 4.1.2.13) tienen mayor actividad en la dirección anabólica (Yu, Ladapo, 
& Whitman, 1994).  
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Purificación y caracterización espectroscópica y funcional de las TermoTIM 
Para MfoTIM-75 y MjaTIM-85, ambas sin etiqueta de histidinas, se establecieron protocolos de 

purificación de los cuales se obtuvieron muestras de alta pureza (Figura 11). Estas proteínas fueron 

solubles sin necesidad de co-expresar chaperonas, por lo que sólo hubo que ajustar las condiciones 

de expresión en cuanto a la densidad óptima de inducción y la concentración de IPTG (ver Métodos). 

Ambas proteínas provienen de organismos termófilos, por lo que es posible dar un tratamiento de 

precipitación por calor para eliminar algunos de los contaminantes presentes. Finalmente, dada la 

ausencia de etiquetas de afinidad, se implementó una precipitación por sulfato de amonio como paso 

inicial de purificación y para concentrar las proteínas antes del paso cromatográfico. MfoTIM-75 

precipita entre 60 y 90% de saturación de amonio, mientras que MjaTIM-85 lo hace entre 50 y 80%.  

 

 

Figura 11. Purificación de las TermoTIM. Geles SDS-PAGE de los pasos de purificación A) MfoTIM-75 
después de HiTrap Q a pH7. B) MjaTIM-85 después de HiTrap Q a pH 8.5. EC. Extracto crudo. PC. 
Precipitación por calor. 

 
Ambas TermoTIM se separaron en una columna de intercambio aniónico HiTrap Q HP a pH 7.0. 

MjaTIM-85 necesitó un paso adicional a pH 8.5 para complementar la purificación. Esto probablemente 

debido a que su precipitación con sulfato de amonio lleva más impurezas en el intervalo de saturación. 

En ambos casos, la purificación nos dio en promedio una producción total de proteína pura por litro de 

medio de cultivo entre 20 y 25 mg totales. Con estas condiciones se pudo proseguir con la 

caracterización estructural y funcional de ambas proteínas. 
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Caracterización de estructuras secundaria y terciaria 
Se realizó una caracterización espectroscópica para determinar el estado del plegamiento de las 

TermoTIM. Se evaluaron la estructura secundaria y terciaria a 25 °C (Figura 12) y se analizaron ambos 

espectros para obtener los parámetros correspondientes (Tabla 6, revisar Figura S3 para las 

deconvoluciones correspondientes). 

 

 
Figura 12. Espectroscopía de las TermoTIM. Los espectros se obtuvieron con 0.4 mg mL-1 de proteína 
correspondiente en amortiguador de fosfatos de sodio 10 mM, pH 8.0 a 25°C. A) Elipticidad promedio por 
residuo en el DC UV lejano. B) Intensidad de fluorescencia de las tirosinas al excitar con una longitud de 
onda de 278 nm. 

  
Tabla 6. Parámetros de los espectros de DC e IF de las TermoTIM. Entre paréntesis se indica el 
porcentaje de estructura secundaria descrito para la estructura cristalográfica de MjaTIM-85 (PDB: 2H6R). 

Estructura 
secundaria MfoTIM-75 MjaTIM-85 

Deconvolución de los espectros de dicroísmo 
Hélices α 33% 38% (36) 
Hojas β 22% 18% (17) 

Estructura no 
repetitiva 44% 45% (47) 

Espectros de fluorescencia 
Intensidad máx 

(UA) 309.8 264.1 

λ máx  
(nm) 303 302 

 

El análisis de deconvolución de los espectros de DC son congruentes con una proteína α/β como la 

TIM, con mínimos esperados entre 222 y 208 nm, así como un máximo cercano a 195 nm. Además, el 

análisis de deconvolución arroja que los porcentajes de estructura secundarias sí corresponden con lo 
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observado en la la estructura cristalográfica de la MjaTIM-85 (PDB: 2H6R). En cuanto a su estructura 

terciaria, los espectros de fluorescencia poseen el máximo esperado en 303 nm, típico para proteínas 

carentes de triptófanos. Esto nos indica que ambas enzimas están bien empaquetadas y tienen una 

topología congruente con otras TIM.  

 

Determinación del estado oligomérico 
Se estimó el estado oligomérico utilizando cromatografía de exclusión molecular con una columna 

Superdex 200 10/300 GL. La calibración se hizo utilizando los estándares de filtración en gel de Bio-

Rad (s.f.): mioglobina (17 KDa),  ovoalbúmina (44 KDa) y γ-globulina (158 KDa), así como muestras 

de la MjaTIM con etiqueta de histidinas (105 KDa; Muñiz Trejo, 2017) y la TIM de Clostridium 

perfringens (CpTIM; 56 KDa; Romero Romero, 2017) a manera de tener en la calibración una TIM 

tetramérica y una dimérica, respectivamente (ver Figura 13). 

 
 

Figura 13. Cromatografía de exclusión molecular analítica de las TermoTIM. En el panel inferior se 
observa la absorbancia de muestras a 0.5 mg mL-1 de cada proteína en amortiguador de fosfato de sodio 
50mM, NaCl 200mM, pH 8.0. En el panel superior se muestra la curva de calibración. Estándares de 
calibración, de izquierda a derecha: γ-globulina, MjaTIM con HisTag, CpTIM, ovoalbúmina y mioglobina. 
En línea discontinua el ajuste lineal de la calibración, R2=0.991. 

 

Para ambas proteínas se hicieron cromatogramas a diferentes concentraciones: 0.5, 0.1 y 0.05 mg mL-

1, con el fin de determinar si había algún efecto de la concentración en el estado oligomérico (aunque 

sólo se muestran los datos de 0.5 mg mL-1 en la Figura 13 para simplificar). El volumen de elución no 

se modificó en el intervalo de concentraciones evaluadas ni surgieron nuevos picos, por lo que no 
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parece haber cambios en el estado de asociación. Cabe mencionar que, debido a la ausencia de 

triptófanos, no se ensayaron concentraciones menores de proteína porque la señal no se distingue del 

ruido del detector de absorbancia del equipo. A partir de la curva de calibración se determinaron las 

propiedades hidrodinámicas de las TermoTIM, como su masa molecular experimental y su radio de 

Stokes (Tabla 7). Estos resultados nos indican que las TermoTIM son tetraméricas y que su estado 

oligomérico no es dependiente de concentración en el intervalo evaluado. 

Tabla 7. Determinación de las propiedades hidrodinámicas por A-SEC. 

TIM 
Masa molecular 

teórico del 
monómero (kDa) 

Volumen 
de elución 

(mL) 

Radio de 
Stokes 

(Å) 

Masa molecular 
experimental 

(kDa) 
Estado 

oligomérico 
MfoTIM-75 23.50 13.92 40.95 89.18 Tetrámero (3.8) 
MjaTIM-85 23.32 13.92 40.72 87.82 Tetrámero (3.8) 

 

Obtención de parámetros catalíticos 
Finalmente se caracterizaron las propiedades catalíticas de estas proteínas. Para ello, se evaluaron 

cinéticas a 25 °C con diferentes concentraciones de G3P, como se observa en la Figura 14. La razón 

de elegir esta temperatura fue que así se podían comparar con datos de otras TIM y a que no nos era 

posible realizar ensayos en la temperatura óptima de crecimiento de los organismos debido a que la 

enzima acoplada, la α-glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, se inactiva por encima de los 65 °C (Merck, 

2020). Los datos se ajustaron a la ecuación de Michaelis-Menten y se obtuvieron los parámetros 

catalíticos como se aprecia en la Tabla 8. 

 

 

Figura 14. Cinéticas enzimáticas de las TermoTIM a 25 °C. Se midió la actividad catalítica a distintas 
concentraciones de G3P. Los ensayos se realizaron en amortiguador TED 100:10:1, pH 7.4. Concentración 
de proteína por punto: 5 ng mL-1. Cada punto representa el promedio de tres lotes de purificación diferentes 
y las barras de error corresponden la desviación estándar. 
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Tabla 8. Parámetros catalíticos de las TermoTIM a 25 °C. Se incluyen en la tabla para la comparación 
los parámetros de las TIM del hipertermófilo Pyrococcus furiosus (PfuTIM, Sharma & Guptasarma, 2015), 
del mesófilo Clostridium perfringens (CpTIM, Romero Romero, 2017) y del psicrófilo Vibrio marinus 
(VmTIM, Alvarez et al., 1998, los datos se obtuvieron a 10 °C) 

Parámetro MfoTIM-75 MjaTIM-85 PfuTIM CpTIM VmTIM 
Vmáx 

(µmol min-1 mg-1) 2990 ± 159 1723 ± 47 61940 13930 -- 

KM 
(mM) 0.21 ± 0.06 0.26 ± 0.03 1.22 0.72 1.9 

kcat 
(min-1) (7.0 ± 0.4) ×104 (3.67 ± 0.1) ×104 9.29 ×107 3.81 ×105 4.2 ×105 

Eficiencia 
catalítica 
(M-1 s-1) 

(1.6 ± 0.3) ×108 (7.5 ± 0.2) ×107 1.27 ×109 2.24 ×108 1.32 ×107 

 

Estos datos nos demuestran que ambas enzimas tienen actividad de triosafosfato isomerasa y que su 

eficiencia catalítica está cerca o sobre el límite de difusión (108 M-1 s-1), lo cual las hace equiparables 

con casi cualquier otra TIM mesófila reportada a 25 °C. 

 

Función, estabilidad y evolución de proteínas termófilas, parte I 
El que las TermoTIM tengan actividad elevada a temperatura ambiente es contrastante con lo que 

usualmente se piensa sobre la relación entre estabilidad, función y temperatura. De manera general, 

se considera que las enzimas termófilas presentan una mayor rigidez que sus homólogas mesófilas 

cuando éstas se incuban a una temperatura baja (i.e. 20-37 °C). Esta rigidez excesiva se manifiesta a 

través de la pérdida de actividad catalítica por debajo de la temperatura fisiológica del organismo de 

procedencia (Vieille & Zeikus, 2001). Una proteína muy estable (o muy rígida en este contexto) no será 

capaz de realizar su función en una tasa metabólica relevante, ya que no puede realizar los rearreglos 

estructurales necesarios. En contraparte, la catálisis será impedida si la proteína es muy flexible, ya 

que no será capaz de mantener su estructura nativa por mucho tiempo, ni de establecer la unión 

correcta con el ligando. Este razonamiento implica que existe un balance entre flexibilidad y estabilidad, 

y este balance implica un estrecho vínculo entre estructura y actividad que se considera regularmente 

como una adaptación a la temperatura de los organismos ectotermos, la cual consiste en cambiar 

sutilmente las interacciones que modulan la flexibilidad y la rigidez (Dong, Liao, Meng, & Somero, 2018; 

Fields, 2001; Fields, Dong, Meng, & Somero, 2015; Somero, 1995). 

 

Las TermoTIM no cumplen esta característica, pues su actividad no está acotada a intervalo pequeño 

por debajo de su valor de termoestabilidad, sino son activas en un intervalo muy amplio de temperatura. 

Además de nuestros datos, se ha reportado que las TIM de Pyrococcus furiosus y Thermococcus 

onnurineus tienen una eficiencia catalítica sobre el límite de difusión (109 M-1 s-1) a 25 °C (Sharma & 

Guptasarma, 2015), por lo que la eficiencia catalítica elevada no parece ser una característica única 

de las TIM estudiadas y, por tanto, se puede considerar como una característica antigua en las TIM del 
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dominio Archaea, lo mismo que el estado oligomérico. Además, la versión con histidinas de la MjaTIM-

85 que se estudió en la licenciatura también poseía una eficiencia catalítica sobre el límite de difusión 

(Muñiz Trejo, 2017). Al respecto, para ampliar esta discusión sobre la rigidez y la flexibilidad es 

necesario primero explorar la estabilidad de las TermoTIM, de lo cual ahondaremos en el capítulo 

siguiente.  
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Caracterización de la estabilidad y vías de plegamiento 
Para que una proteína pueda desempeñar su función biológica es necesario que ésta sea estable a 

las condiciones de su entorno, llámese ello pH, temperatura o fuerza iónica. La estabilidad de una 

proteína se puede evaluar ya sea desde una perspectiva termodinámica o desde una perspectiva 

cinética. Desde el punto de vista termodinámico, la función está garantizada por el equilibrio químico 

que existe entre el estado nativo y el estado desplegado. En otras palabras, nos dice que la forma 

nativa de una proteína es la forma favorecida de manera espontánea (léase ΔG < 0) en ciertas 

condiciones ambientales y, por tanto, su estabilidad puede ser descrita bajo los preceptos de la 

termodinámica clásica. Cuando hablamos de una estabilidad cinética, nos referimos a que una proteína 

mantiene el estado nativo bajo ciertas condiciones por un determinado periodo de tiempo, 

presumiblemente el suficiente para llevar a cabo su función en una escala fisiológicamente relevante 

para el organismo. Esto se debe a que hay una barrera de energía libre (la energía de activación, EA) 

que separa al estado nativo de sus formas no funcionales. El poseer un determinado tipo de estabilidad 

no elimina la posibilidad de tener la otra de manera categórica, de hecho, existen proteínas que 

detentan ambas y otras no (Romero-Romero et al., 2018; Sanchez-Ruiz, 2010). 

 

En esta sección, los experimentos realizados buscan determinar precisamente cuál es la naturaleza 

de la estabilidad de las TermoTIM. Para ello, se analizó el desplegamiento provocado por temperatura, 

el cual también nos permite evaluar la termoestabilidad descrita como el valor la temperatura media de 

desnaturalización (Tm), y por agentes químicos como la urea y el clorhidrato de guanidinio (GdnHCl). 

Asimismo, estos métodos nos permiten proponer posibles vías de plegamiento que siguen las enzimas. 

 

Desnaturalización por temperatura 
Experimentalmente, es posible trabajar con la desnaturalización térmica seguida por dicroísmo circular 

(DC) a distintas longitudes de onda. Sin embargo, la temperatura media de desnaturalización de ambas 

proteínas, como se verá a continuación, es demasiado elevada para los límites técnicos del 

espectropolarímetro utilizado en este trabajo, por lo que todos los experimentos de este tipo se 

realizaron únicamente por calorimetría diferencial de barrido (DSC).  

 
Análisis de los datos bajo control cinético 
En el trabajo previo de licenciatura (Muñiz Trejo, 2017), se había encontrado que MjaTIM-85 con 

etiqueta de histidinas poseía un desplegamiento térmico irreversible controlado cinéticamente que 

podía ser analizado bajo un modelo irreversible de dos estados y también presentaba agregación 

posterior a la transición. La versión sin etiqueta de histidinas presenta un comportamiento similar. Los 

termogramas de desnaturalización correspondientes se muestran en la Figura 15. 
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Figura 15. Desplegamiento térmico de MjaTIM-85 a distintas velocidades de barrido. Se muestra la 
región de las transiciones de las trazas calorimétricas con 0.4 mg mL-1 de la proteína en amortiguador de 
fosfatos 10 mM, pH 8.0 evaluadas a diferentes velocidades de barrido.  

 

La Tm obtenida para esta proteína fue de ~112 °C (mismo valor que con histidinas, ver Tabla 9). En 

estos ensayos se muestran los resultados de los experimentos a diferentes velocidades de barrido, 

con los cuales se encontró que existe cierta dependencia de la Tm con la velocidad de barrido. La 

diferencia entre la Tm más elevada y la más baja fue de 1.7 °C. Además, si se observa la Figura, es 

muy ostensible que la línea base de la postransición —que se interpreta como la capacidad calorífica 

(Cp) del estado desnaturalizado— se encuentra por debajo de la línea base de la pretransición —que 

se asume como la Cp del estado nativo.  

 

Regularmente, cuando se rompe el núcleo hidrofóbico de una proteína durante la desnaturalización, la 

exposición de los grupos no polares hacia el solvente resulta en la estructuración del agua alrededor 

de dichos grupos, lo cual incrementa la Cp del estado desplegado con respecto a la Cp del estado 

nativo, por lo cual se espera que el ΔCp de desplegamiento sea siempre positivo. Sin embargo, la 

magnitud del ΔCp observado puede variar respecto a lo esperado si el estado desplegado mantiene 

estructura residual, es decir, si mantiene grupos no polares escondidos, o bien, si la muestra agrega 

tan pronto se despliega. En este caso, debido al ΔCp negativo, podemos asumir que hay agregación 

(Jelesarov & Bosshard, 1999). Además, por el intervalo de temperatura que se maneja, podemos 

conjeturar que los residuos de aminoácidos, como asparagina, glutamina y cisteína, y algunos enlaces 

peptídicos podrían pasan por modificaciones químicas irreversibles (Vieille & Zeikus, 2001). Por estas 

razones no se presenta reversibilidad alguna en el proceso de desplegamiento de esta proteína. A 
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partir de estos datos se hizo un análisis de desplegamiento bajo un modelo irreversible de dos estados 

que se resume en la Figura 18 y Tabla 9. 

 

En cuanto al análisis del desplegamiento térmico de MfoTIM-75, se determinó que la Tm tiene un valor 

de ~92 °C (ver Tabla 9). Con esta información se realizaron diversos experimentos de reversibilidad 

(ver Figura 16). 

 

 

Figura 16. Prueba de reversibilidad por temperatura de MfoTIM-75. Se evaluó la reversibilidad de esta 
proteína al tomar dos trazas consecutivas de la misma muestra después de enfriar. Velocidad de barrido 
90 K h-1 con 0.4 mg mL-1 de proteína en amortiguador de fosfato de sodio 10 mM, pH 8.0. 

 

Para probar la reversibilidad por temperatura se apeló al principio de repetibilidad, el cual consiste en 

hacer un barrido hasta llegar a cierta temperatura desnaturalizante, enfriar la muestra y volver a 

calentar a la misma temperatura. Si la muestra es completamente reversible, se espera obtener la 

misma traza calorimétrica en el primer barrido que en el segundo (Ibarra-Molero & Sanchez-Ruiz, 

2006). Para ello se realizaron tres experimentos en los cuales la temperatura final fue diferente: 1) al 

llegar a la postransición, 2) al llegar a la mitad de la altura del pico después de la Tm y 3) al llegar a la 

Tm (en la Figura sólo se muestra esta última condición). En todos los escenarios se observó una 

disminución en la señal con respecto a la primera traza. La mayor recuperación se presenta al llegar a 

la Tm, con cerca del 30% del área inicial, lo que indica que hay una pequeña porción de la muestra 

que sí se repliega, pero esto no se considera suficiente para admitir reversibilidad “operacional” en el 

proceso de desnaturalización térmica. Por lo tanto, para propósitos prácticos, se considera como un 
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proceso irreversible y se sugiere que la transición tiene un componente cinético importante (Ibarra-

Molero & Sanchez-Ruiz, 2006).8 

 

 

Figura 17. Desplegamiento térmico de MfoTIM-75 a distintas velocidades de barrido. En el panel 
izquierdo se muestra cada endoterma. La concentración de proteína por experimento fue 0.4 mg mL-1. En 
el panel derecho se muestra la dependencia de la Tm con la velocidad de barrido. Los puntos se ajustaron 
a una curva asintótica sólo con fines ilustrativos. 

 

Esto último se corroboró en experimentos a diferentes velocidades de barrido (Figura 17A). En estos 

datos se observa que la Tm es dependiente de esta variable, con una diferencia de 2.15 °C entre la 

Tm más elevada y la más baja. Con esta evidencia, podemos hacer el mismo análisis de dos estados 

irreversible, cuyos resultados se encuentran resumidos en la Tabla 9 y la Figura 18. Aunque en este 

caso cabe hacer la distinción que, a diferencia del caso anterior, la Cp del estado desplegado está por 

encima del estado nativo, por lo que podríamos asumir que la irreversibilidad está dada principalmente 

por alteraciones irreversibles de la proteína, probablemente por modificaciones químicas favorecidas 

a altas temperaturas (v. gr. la desaminación de asparaginas y glutaminas), o por agregación de la 

muestra.  

 

 
8 La transición se considera operacionalmente reversible si el tamaño del pico del segundo barrido alcanza entre el 85 y 95% 
del tamaño del primero. Ver referencia en texto. 
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Figura 18. Métodos para calcular la energía de activación de desplegamiento. A) Ajustes de las trazas 
calorimétricas al modelo irreversible de dos estados. B) Gráfico de Arrhenius para cada velocidad de 
barrido empleada. C) Dependencia de la Tm según la velocidad de barrido. Las líneas rojas corresponden 
a los ajustes respectivos.  

 

Tabla 9. Parámetros del desplegamiento térmico bajo control cinético.  

TIM Tmap ¹ 
(°C) 

ΔHD¹ 
(kJ mol-1) 

Energía de 
activación 
(kJ mol-1)² 

t1/2 a 25 °C 
(años) 

t1/2 a 75 °C 
(horas) 

t1/2 a 85 °C 
(horas) 

MfoTIM-75 91.7 ± 0.8 1142.5 ± 38.7 575.1 ± 5.3 3.27x1012 103.6 0.4 
MjaTIM-85 111.6 ±0.6 717.5 ± 66.5 829.6 ± 131.7 2.24 ×1029 5.8 ×1010 1.02 ×107 
MjaTIM-85 

con 
histidinas³ 

111.8 ± 0.1 739.46 ± 3.4 971.6 ± 19.5 ND ND ND 

¹ Se hizo el promedio de los valores obtenidos para cada velocidad de barrido. Se presentan los errores de los estimados. 
² El cálculo de la energía de activación del desplegamiento representa el promedio de las cuatro estrategias utilizadas para 
medir este parámetro, según como se establece en la sección de Métodos. Los valores específicos para cada método se 
encuentran en la Tabla S4. 
³ Datos de Muñiz Trejo, 2017  
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En la Tabla 9 se resumen los datos obtenidos del ajuste de las trazas de las TermoTIM al modelo 

irreversible de dos estados (Sanchez-Ruiz, 1992): 

 

𝑁𝑁
𝑘𝑘
→ 𝐹𝐹 

 

A partir de este análisis se puede calcular la energía de activación (EA) del proceso de desplegamiento, 

la entalpía de desnaturalización (ΔHD) y la Tm aparente (Tmap). La conversión entre N y F está asociada 

a una constante de velocidad de primer orden (k), por lo que se puede construir un gráfico de Arrhenius 

para el desplegamiento de cada proteína (Figura 18B).  

 

Los valores de k observados corresponden sólo al intervalo de temperatura que corresponde a la 

transición, pero se pueden extrapolar a cualquier otra temperatura por una regresión lineal. Se puede 

calcular, además, la vida media (t1/2) de la proteína para cada valor de k, por lo que en la Tabla 9 se 

indican algunos valores de t1/2 que se consideraron relevantes. Los datos observados en la transición 

se ajustan a una línea recta, lo que sugiere que la aplicación del modelo irreversible de dos estados 

representa adecuadamente la naturaleza de los datos. Sin embargo, fuera del intervalo de transición 

observada no podemos asegurar la k mantenga una dependencia lineal con la temperatura. Por esta 

razón, el único valor confiable de t1/2 es el de MfoTIM-75 a 85 °C, pues está dentro de su transición. El 

resto de los valores se presentan sólo como referencia.  

 

Como se puede observar en la Tabla 9, la presencia de la etiqueta de histidinas no afecta en modo 

alguno la Tmap de la MjaTIM-85 y tampoco refleja cambios importantes en el ΔHD. Donde sí 

encontramos diferencias notables es en la comparación entre la MfoTIM-75 y MjaTIM-85. Las 

diferencias en el ΔHD se pueden relacionar con el fenómeno de agregación que se observa en las 

trazas calorimétricas de la MjaTIM-85 que se mencionó anteriormente o a que el empaquetamiento de 

la estructura nativa es diferente. Dada la formación de agregados durante la desnaturalización, se 

puede esperar una menor entalpía de desplegamiento por la cantidad de enlaces que se mantienen 

durante este proceso, lo cual especulamos es debido a la presencia de estructura residual. En MfoTIM-

75 no se observa agregación (aunque sí hay alteraciones irreversibles), por lo que podemos esperar 

una entalpía mayor, que refleja una mayor cantidad de enlaces rotos y una menor estructura residual 

remanente durante el desplegamiento térmico.  

 

Cabe resaltar que, aunque ambas proteínas son tetraméricas, la diferencia entre sus valores de Tm es 

de ~20 °C. Resulta evidente entonces que, en este caso, la diferencia en termoestabilidad no se debe 

al estado oligomérico, sino a algún otro factor estructural. Al respecto, hace falta obtener y cotejar 
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información cristalográfica para determinar cuáles son las diferencias que pueden ayudar a explicar 

dicha diferencia. Esta diferencia también vale ser contextualizada a nivel del organismo. Recordemos 

que los intervalos de crecimiento de los arqueas respectivas sólo se traslapan en el intervalo de los 80 

a 83°C (ver Figura 4). En este sentido, la Tm de la MfoTIM-75 (91.7°C) parecería lo suficientemente 

elevada para permanecer plegada en el intervalo de temperatura de Methanotorris formicicus y de 

Methanocaldococcus jannaschii. No obstante, la transición comienza poco antes de los 85 °C, por lo 

que su estabilidad cinética a esa temperatura podría no ser suficiente para mantener la proteína 

funcionando por un tiempo fisiológicamente relevante (t1/2 estimada de MfoTIM-75 a 85 °C es de 24.5 

minutos) en el intervalo de temperatura al que vive Methanocaldococcus jannaschii. Debido a ello, y al 

menos para estas dos proteínas, sí parece haber una relación entre la Tm y la temperatura óptima de 

crecimiento que podemos asociar con un proceso adaptativo.9 Esta conclusión se ajusta 

adecuadamente para los datos obtenidos in vitro, pero hay que tener en mente que en condiciones 

celulares las interacciones proteína-proteína derivadas del hacinamiento molecular intracelular suelen 

incrementar la Tm in vivo (Despa, Orgill, & Lee, 2005; Mateus et al., 2018). 

 

Para comprender los datos de EA (Tabla 9) es necesario hablar primero de cuáles son las raíces 

estructurales de este parámetro. La EA, que en este caso constituye la barrera energética que se tiene 

que sortear para llegar del estado nativo al estado desplegado, se ha asociado con la presencia de 

barreras de solvatación-desolvatación. Las barreras de solvatación se definen como aquellas 

asociadas al reacomodo de una cantidad finita de agua asociada al rearreglo conformacional de una 

proteína. Durante el proceso de desplegamiento (o de plegamiento, según sea el caso) existe una 

asincronía entre la ruptura de las interacciones internas de la proteína con la penetración del agua en 

los sitios que acaban de liberarse. El estado de transición, en este sentido, se piensa como un estado 

caracterizado por una red de contactos internos parcialmente rotos, pero no satisfechos todavía por 

moléculas de agua circundantes. De acuerdo con diversos estudios computacionales y experimentales, 

la magnitud de esta red insatisfecha por agua es la principal contribución a la EA (Rodriguez-Larrea, 

Minning, Borchert, & Sanchez-Ruiz, 2006; Sanchez-Ruiz, 2010).  

 

Para nuestros datos, esto nos indica que la presencia de la etiqueta de histidinas no está modificando 

las barreras de solvatación del estado de transición de manera radical con respecto a la MjaTIM-85 

nativa, ya que la diferencia entre ambos valores de activación es pequeña. No obstante, la situación 

cambia radicalmente cuando comparamos la barrera energética entre la MfoTIM-75 y la MjaTIM-85. 

Aquí la diferencia de casi 250 kJ mol-1 nos sugiere que hay una modificación importante entre las redes 

 
9 Para un trabajo que explora la asociación adaptativa de la Tm con la temperatura óptima de crecimiento desde una 
perspectiva comparativa, véase Hart et al., 2014. Esta referencia será discutida con mayor detalle en la sección de 
reconocimiento molecular (vid. infra). 
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de interacciones parcialmente rotas en el estado de transición. Es importante contextualizar que entre 

ambas proteínas existe un 80% de identidad, por lo que los cambios en magnitud se deben a una 

cantidad relativamente pequeña de cambios entre las secuencias.  

 

Este caso recuerda parcialmente a lo encontrado por Costas y colaboradores (2009) entre las TIM 

eucariontes de Trypanosoma cruzi (TcTIM) y de Trypanosoma brucei (TbTIM), cuyas energías de 

activación tienen un valor de 809 y 397 kJ mol-1, respectivamente, y comparten 74% de identidad. 

Estos autores encontraron que la exposición al solvente, provocada por urea, durante la 

desnaturalización no es suficiente para explicar la variación entre los valores de EA de estas TIM y 

concluyen que las diferencias se deben a las contribuciones de las barreras de solvatación en el 

proceso. Posteriormente, este grupo de trabajo definió cuantitativamente las diferencias a partir de un 

nueva medida que acuñaron: la flexibilidad térmica (Quezada et al., 2017). Esta medida nace de la 

observación de que no toda la proteína se vuelve flexible al mismo tiempo cuando se incrementa la 

temperatura, sino que ciertas regiones se hacen más móviles que otras, por lo que el espacio 

conformacional que se puede visitar incrementa de manera preferencial. Así, la flexibilidad térmica 

describe la relación entre la energía de activación con los cambios cooperativos en la movilidad de 

estas regiones específicas dentro del gradiente de temperatura. Son estos cambios asincrónicos los 

que modifican la red de interacciones rotas en el estado de transición y que conllevan a una mayor 

energía de activación y, por tanto, a una mayor estabilidad cinética. Con este antecedente, podemos 

especular que la flexibilidad térmica de MjaTIM-85 es superior a la de MfoTIM-75. Estudios de 

desnaturalización térmica con urea nos pueden ofrecer más información al respecto de la accesibilidad 

del solvente en el estado de transición y nos ayudarían a concretar el análisis de las diferencias 

estructurales entre ambas proteínas.  

 

Determinación de la vía de plegamiento por desplegamiento térmico 
Según el principio de Le Châtelier “si se presenta una perturbación externa sobre un sistema en 

equilibrio, el sistema se ajustará de tal manera que se cancele parcialmente dicha perturbación en la 

medida que el sistema alcanza una nueva posición de equilibrio”(Chang, 2010, p. 638). Con 

perturbación, este principio puede referirse a cambios en la temperatura, la presión, la concentración, 

etc. En el análisis de proteínas oligoméricas, si hay cambios en el estado oligomérico durante el 

proceso de desplegamiento, se espera que el equilibrio químico sea diferente si el experimento se 

repite con diferentes concentraciones de proteína. Esto se ve reflejado en el desplazamiento de la 

curva de desnaturalización hacia una concentración menor del desnaturalizante, al disminuir la 

concentración de proteína. Si una curva de desnaturalización presenta múltiples transiciones, sólo se 

desplazarán aquellas que impliquen un cambio en el estado oligomérico (Gardner, Monroe, Kihara, & 
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Park, 2016). Debido a que la agregación puede estar enmascarando los efectos de disociación de 

subunidades, no llevamos a cabo estos experimentos para MjaTIM-85, pero sí para MfoTIM-75. 

 

Figura 19. Desplegamiento térmico de MfoTIM-75 a distintas concentraciones de proteína. Todos los 
experimentos se realizaron con una velocidad de barrido de 90 K h-1.  

 

En la Figura 19 se observan los resultados evaluados en el intervalo de concentración de 0.2 a 1 mg 

mL-1. Se observa que no hay una dependencia clara de la Tm con la concentración de proteína. La 

diferencia entre las Tm más alta y baja es de apenas 0.53 °C, por lo que no podemos concluir que 

exista un fenómeno de disociación vinculado al desplegamiento. No obstante, hay que matizar que la 

desnaturalización no es reversible, por lo que el significado de esta falta de dependencia con la 

concentración necesita ser estudiada con mayor detalle. Esta falta de dependencia indicaría que las 

interfases entre subunidades de la proteína se mantienen unidas indistintamente del resto de la 

estructura y, por lo tanto, una posibilidad es que el mecanismo de desplegamiento siga el siguiente 

modelo:   

 

𝑁𝑁4 ⇒ 𝐷𝐷4 

 

donde N4 es el tetrámero en estado nativo y D4 es el tetrámero desplegado. No obstante, cabe la 

posibilidad de que en el intervalo de concentraciones evaluado no se vea disociación aparente porque 

nos encontramos en la porción asintótica de la curva de dependencia de la Tm con la concentración. 

Regularmente, experimentos a menor concentración deberían de ayudar a determinar si ese es el 

caso, pero una menor cantidad de proteína comprometería la señal de DSC. Una alternativa viable es 

agregar concentraciones bajas de desnaturalizante y observar si disminuye el valor de la Tm en 

espectros de DC a concentraciones de proteína aún menores, esperando que dicha disminución sea 

se alcance a observar por ese método.  
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Análisis de los datos bajo control termodinámico 
Regularmente, cuando una proteína sigue el modelo irreversible de dos estados se elimina la 

posibilidad de obtener un análisis de termodinámica al equilibrio. En algunos casos, sin embargo, es 

posible hacer dicha interpretación si los cambios de Tm con respecto a la velocidad de barrido son 

despreciables. Esto se puede observar más claramente si los datos de dependencia presentan un 

comportamiento asintótico hacia velocidades de barrido más elevadas. De ser así, a la velocidad de 

barrido más elevada se considera que las distorsiones cinéticas son demasiado pequeñas para ser 

tomadas en consideración, por lo que, con ciertas licencias, se puede hacer un análisis de 

termodinámica al equilibrio (Ibarra-Molero & Sanchez-Ruiz, 2006; Thórólfsson et al., 2002; Vogl, 

Jatzke, Hinz, Benz, & Huber, 1997).  

 

La dependencia de la Tm con la velocidad de barrido en MfoTIM-75 parece seguir un comportamiento 

cuasi-asintótico (Figura 17B). Las diferencias entre las Tm son pequeñas y parecen disminuir mientras 

mayor es la velocidad de barrido, por lo que esta proteína es candidata de ser evaluada como si su 

desplegamiento estuviera bajo control termodinámico (ver Figura 20). 

 

Una primera consideración que se tiene que hacer para este tipo de análisis es que el cálculo del ΔCp 

se ve alterado por las modificaciones irreversibles presentes durante la desnaturalización, así que no 

se puede obtener un valor completamente confiable de este parámetro. La segunda consideración que 

se debe de hacer es que este análisis sólo se puede realizar en los experimentos de DSC hechos a la 

mayor velocidad de barrido posible. Por estas razones, se decidió someter al ajuste a la traza 

calorimétrica obtenida a 180 K h-1 bajo una ecuación de desplegamiento con transiciones 

independientes de más de dos estados (Tabla 10). Esta ecuación considera que el ΔCp es constante, 

por lo cual se requiere restar la línea base. La razón por la que se escogió este modelo es que no hay 

simetría en la traza calorimétrica, lo que implica que hay más de un proceso implicado en el 

desplegamiento. 
Tabla 10. Parámetros del desplegamiento térmico por un modelo de control termodinámico. Los 
errores corresponden al promedio de los diferentes ajustes al modelo.  

 

Parámetro Una sola 
transición 

Dos transiciones 
Primer pico Segundo pico 

Tm (°C) 92.6 90.9 ± 0.3 93 ± 0.1 
ΔHcal (kJ mol-1) 1099 ± 34 626 ± 61 497 ± 61 
ΔHvH (kJ mol-1) 648 ± 25 631 ± 19 1000 ± 59 

Criterio calorimétrico 
(ΔHvH / ΔHcal) 0.59 1.01 2.01 
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Figura 20. Ajuste de MfoTIM-75 a modelo de desplegamiento de más de dos estados con 
transiciones independientes. Se muestra la transición de la traza calorimétrica obtenida a 180 K h-1 de 
MfoTIM-75 a 0.4 mg mL-1 en amortiguador de fosfatos 10 mM, pH 8.0. Las líneas rojas continuas 
representan el ajuste global, mientras que las líneas rojas discontinuas indican las transiciones 
independientes. A) Ajuste considerando una sola transición. B) Ajuste considerando dos transiciones 
independientes. 

 

El análisis del área bajo la curva de una traza calorimétrica nos indica el cambio en entalpía 

calorimétrico (ΔHcal). Debido a que este valor constituye al total de la transición, se considera que es 

independiente de la vía de plegamiento presente. Por otro lado, a partir del modelo se puede hacer 

una estimación del valor del cambio en entalpía a partir de la ecuación de van’t Hoff (ΔHvH). Este valor 

constituye una estimación del proceso si éste fuera de dos estados. A la comparación de estos dos 

valores (ΔHvH /ΔHcal) se le conoce como el criterio calorimétrico, el cual nos dice si una transición puede 

ser evaluada como un modelo de dos estados. Si el cociente no da un valor de uno, esta medida nos 

indica que tenemos diferentes unidades cooperativas de plegamiento. El valor obtenido fue de 0.59 

(Tabla 10), lo que nos indica que hay más de una unidad cooperativa de plegamiento, por lo que se 

analizaron los datos con dos transiciones independientes (Figura 20B). Estos nuevos valores indican 

que la primera transición cumple con lo esperado para un modelo de dos estados, mientras que la 

segunda (ΔHvH /ΔHcal > 1) implica la presencia de un proceso irreversible (Sanchez-Ruiz, 1995). Aunque 

el criterio calorimétrico indica otra cosa con los resultados actuales, es posible especular que la falta 

de corrimiento apreciable en la Tm con la concentración se deba a que hay dos picos bajo la misma 

endoterma. Si el primer pico estuviera relacionado con la disociación y el segundo con el 

desplegamiento irreversible, el corrimiento del primero al incrementar la concentración de proteína se 

vería “enmascarado” por el segundo pico. Lo anterior se podría corroborar experimentalmente con 

ensayos a diferentes concentraciones, pero con una velocidad de barrido elevada. En cualquier caso, 
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nuestros datos sugieren que el desplegamiento de MfoTIM-75 sigue el siguiente esquema de 

desnaturalización: 

 

𝑁𝑁 ↔ 𝐷𝐷
 
→𝐹𝐹 

  

Este mecanismo es igual al descrito por Lumry & Eyring (1954) en la que el estado nativo (N) es estable 

termodinámicamente respecto a las formas desplegadas (D), pero estos últimas pasan por alteraciones 

irreversibles hacia un estado final (F): 

 

 
 

La constante de equilibrio está dada por Keq = k1/k2 y posee una constante cinética de primer orden k. 

Curiosamente, el modelo irreversible de dos estados que se utilizó para evaluar los datos bajo control 

cinético es una variación del modelo de Lumry-Eyring donde k3 >> k2, por lo que la gran mayoría de 

las moléculas desplegadas pasan hacia el estado final (Sanchez-Ruiz, 1992). Este comportamiento 

podría explicar el porqué se encontró reversibilidad parcial del proceso, además de que es un claro 

indicio de que el desplegamiento de esta proteína está controlado tanto por factores cinéticos como 

por factores termodinámicos.  

 

Denaturalización por agentes químicos 
Antes de proseguir con la presentación de los resultados y la discusión de esta subsección, cabe 

resaltar algunas características de los estudios realizados.  

 

Para evaluar el desplegamiento provocado por agentes químicos usualmente se recomienda medir el 

efecto del desnaturalizante por el mayor número de métodos posibles, ya que ello nos puede dar una 

mayor cantidad de información sobre los cambios asociados a diferentes elementos estructurales de 

la proteína. Durante el trabajo de licenciatura (Muñiz Trejo, 2017), sólo se obtuvieron curvas de 

desplegamiento por dicroísmo circular a 222 nm y actividad catalítica de la MjaTIM-85 con histidinas. 

Es decir, se evaluó el estado de la estructura secundaria y del sitio activo. Sin embargo, no se 

implementó un método para medir los cambios terciarios, ya que proteínas sin triptófanos no presentan 

transiciones cuando se sigue la señal por el máximo de fluorescencia ni por el centro espectral de 

masa durante la desnaturalización química. Como alternativa, encontramos que Forsyth y Matthews 

(2002) pudieron caracterizar el desplegamiento terciario de la enzima indol-3-glicerol fosfato sintasa 

del arqueón termófilo Sulfolobus solfataricus, el cual carece de triptófanos en su secuencia y posee 

una topología de barril (β/α)8, por cambios en la anisotropía de las tirosinas. Debido a las semejanzas 
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con nuestros modelos de estudio, decidimos emplear este método para incluir la medición de la 

anisotropía en el desplegamiento químico de nuestras enzimas, incluida la versión con histidinas de 

MjaTIM-85. 

 

En el trabajo anterior se determinó también que la urea en un intervalo de 0 a 8.5 M a 25 °C no tiene 

efectos importantes en la estructura/función de la MjaTIM-85 con histidinas después de una semana 

de incubación. Por esta razón se hizo un estudio preliminar del efecto de este desnaturalizante en 

MfoTIM-75. Similar al caso anterior, la urea afecta sólo parcialmente al plegamiento de MfoTIM-75, ya 

que no se alcanza a observar una transición completa (ver Figura 21). En el caso de la actividad, se 

observa una pérdida del ~40% y una ligera disminución en la anisotropía hacia los 9 M del 

desnaturalizante después de 72 horas de equilibrio a 25 °C. Debido a esto, se descartó utilizar a la 

urea para seguir la caracterización del desplegamiento químico de las ArqTIM. El clorhidrato de 

guanidinio (GdnHCl), en contraparte, sí tuvo en efecto sobre su plegamiento y todas las muestras 

alcanzaban el equilibrio aproximadamente a las 12 horas de incubación a 25 °C, por lo que toda la 

caracterización se hizo con este desnaturalizante. 

 

 

Figura 21. Efecto de la urea sobre el plegamiento de MfoTIM-75. Se siguió la señal de anisotropía 
(panel izquierdo) y actividad (panel derecho) de 0.1 mg mL-1 de la proteína después de incubar por 72 
horas a 25°C a diferentes concentraciones de urea en un amortiguador de fosfato de sodio 10 mM, pH 8.0. 

 
Tanto la urea como el GdnHCl son agentes caotrópicos (i. e. rompen la estructura del agua) que 

incrementan la solubilidad de las moléculas no polares por medio del efecto de salting-in (Hribar, 

Southall, Vlachy, & Dill, 2002; Zhang, 2012); sin embargo, se sabe que el GdnHCl tiene una capacidad 

desnaturalizante superior a la de la urea debido a que se disocia en las especies iónicas Gdn+ y Cl- en 

solución, por lo que sus propiedades de hidratación son diferentes e interrumpe las interacciones 
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electrostáticas de las proteínas (Mason et al., 2017). La fuerza iónica que provee el GdnHCl a bajas 

concentraciones puede estabilizar a las proteínas, por lo que conviene incubar a las proteínas con 

alguna otra alguna otra sal monovalente para medir el efecto salino (Arakawa & Timasheff, 1984). En 

nuestros casos, probamos incubar a la proteína con cloruro de sodio y encontramos un efecto 

estabilizante en el intervalo de 0 a 2 M en las curvas medidas por anisotropía (Figura S4), por lo que 

excluimos los primeros puntos de todos los análisis para esta técnica. 

 

MjaTIM-85 con etiqueta de histidinas 
Como se mencionó, los datos de desnaturalización de la versión con histidinas de MjaTIM-85 se 

complementaron con los datos de anisotropía y todos se normalizaron para la comparación entre 

métodos (Figura 22). 

 

 

 

Figura 22. Curva de desplegamiento con GdnHCl de MjaTIM-85 con histidinas a 25 °C. Gráfico del 
cambio fraccional de la proteína a 0.4 mg mL-1 con concentraciones ascendentes de GdnHCl según 
distintos métodos: anisotropía a 303 nm, dicroísmo circular a 222 nm y actividad catalítica. La línea 
discontinua indica el ajuste a una ecuación de Boltzmann con una Cm de 5.55 M. El tiempo de incubación 
fue de 24 horas. 

 

Con estos nuevos datos confirmamos que el desplegamiento químico de esta proteína es monofásico 

con un valor de la concentración media de desnaturalización (Cm) aparente de 5.5 M, lo cual es 

congruente con lo reportado anteriormente (Muñiz Trejo, 2017). Lo que también fue consistente es la 

falta de reversibilidad en su desplegamiento. Con el propósito de abonar al mecanismo de 

desplegamiento, se obtuvieron curvas con concentraciones distintas de proteína por anisotropía y 

actividad (Figura 23). 
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Aún con el ruido de los datos, en MjaTIM-85 con histidinas no parece haber desplazamiento alguno de 

la curva de desplegamiento, por lo que se podría inferir que el desplegamiento se da sin disociación 

del tetrámero. Nuevamente, esto tiene el matiz de que el proceso no está al equilibrio, por lo que el 

desplazamiento de la curva puede no presentarse a diferentes concentraciones de la proteína. A 

diferencia de lo expuesto para el desplegamiento térmico de MfoTIM-75, aquí se exploró un intervalo 

de concentración de 0.01 a 1 mg mL-1 de proteína, por lo que parece ser que efectivamente la proteína 

se despliega sin disociación:  

 

𝑁𝑁4 → 𝐷𝐷4 

 

En la literatura hay ejemplos de proteínas multiméricas que no alcanzan a disociarse completamente 

hasta monómeros con agentes caotrópicos (v. gr. la β-lactoglobulina bovina A y la concanavalina A, 

véase Sawyer & Puckridge, 1973), pero no encontramos ejemplos donde no se observe ningún grado 

de disociación. Debido a lo inusual de este resultado, necesitamos repetir el experimento procurando 

minimizar el ruido a 0.01, 0.1 y 1 mg mL-1 por la mayor cantidad de métodos posible y realizar 

repeticiones para considerar el error estadístico en los datos. De igual forma se propone evaluar el 

desplegamiento por cromatografía de exclusión molecular con el fin de determinar si hay cambios en 

en el tamaño de partícula que nos permitan reconocer si hay disociación previa al desplegamiento 

completo de las muestras. Para estudiar si había cambios en el estado oligomérico se midió la curva 

por dispersión dinámica de luz; sin embargo, esta técnica no tiene la sensibilidad suficiente para 

Figura 23. Curvas de desnaturalización de MjaTIM-85 con histidinas a distintas concentraciones de 
proteína. Panel izquierdo: Anisotropía. Panel derecho: Actividad catalítica específica. Las concentraciones 
de proteína utilizadas se especifican en la leyenda.  
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detectar la diferencia de tamaño entre dímeros y tetrámeros, por lo que no se pudo reconocer si el 

tamaño de partícula cambiaba antes de la transición, aunque sí se observó la misma transición 

monitoreada por actividad y anisotropía (datos no mostrados). 

 
MjaTIM-85 
A continuación, se exploró el desplegamiento con GdnHCl de la versión sin histidinas de MjaTIM-85. 

 

Figura 24. Desplegamiento con GdnHCl de MjaTIM-85 a 25 °C. A). Prueba de reversibilidad del 
desplegamiento. B) Curva de desnaturalización obtenida con 0.1 mg mL-1 según distintos métodos. Las 
líneas discontinuas reflejan el ajuste a la ecuación de Boltzmann o doble Boltzmann, según el caso. Tiempo 
de incubación: 24 horas. 

 

Parecido a lo observado en la otra versión, la desnaturalización no fue reversible (Figura 24A), sin 

embargo (y para nuestra sorpresa), la curva de desnaturalización de MjaTIM-85 sin etiqueta de 

histidinas es completamente diferente a la de su versión con etiqueta (Figura 24B). En primera 

instancia, es muy ostensible como diferentes métodos presentan transiciones a diferentes 

concentraciones y en segunda, se observa una curva bifásica en la desnaturalización seguida por 

dicroísmo circular. Esto nos indica claramente la presencia de intermediarios al equilibrio. En este caso 

era posible suponer que algunas de las curvas presentarían dependencia a la concentración, lo cual 

nos ayudaría a delinear el mecanismo de plegamiento. 

Tabla 11. Valores de Cm de la desnaturalización de MjaTIM-85 sin histidinas por método empleado. 

Técnica 0.1 mg mL-1 1 mg mL-1 

Dicroísmo Cm1 3.44 3.63 
Cm2 5.5 5.81 

Anisotropía Cm 5.26 5.8 
Actividad Cm 4.6 5.4 
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Figura 25. Curvas de desnaturalización de MjaTIM-85 sin histidinas a dos concentraciones de 
proteína. Los resultados se muestran por método de análisis para facilitar la visualización. En símbolos 
llenos corresponden a 0.1 mg mL-1 y los vacíos a 1 mg mL-1 de proteína. Se muestran los datos por 
dicroísmo circular a 222nm, ajuste a doble Boltzmann (negro); por anisotropía de tirosinas a 303 nm, ajuste 
a Boltzmann (rojo); por actividad catalítica específica, ajuste a Boltzmann (azul). 

 

Como se observa en la Figura 25 y en la Tabla 11, las cuatro transiciones presentan dependencia con 

la concentración de proteína. Suponiendo que una proteína tetramérica se disociara de monómero en 

monómero, es decir, que siguiera la siguiente secuencia: tetrámero → trímero → dímero → monómero, 

el número máximo teórico de transiciones dependientes de concentración debería ser tres, pero los 

datos parecen indicar que son cuatro. Esta última observación puede deberse a errores en la medición. 

Como se aprecia en la Tabla 11, a 1 mg mL-1, la Cm2 por dicroísmo y la Cm por anisotropía presentan 

el mismo valor, mientras que a 0.1 mg mL-1 tienen un valor muy similar. Adicionalmente, en la Figura 

24B también podemos observar cómo ambas curvas cruzan muy cerca la una de la otra. Hasta tener 

mediciones por triplicado que nos permitan calcular la desviación estándar podremos discernir cuáles 

transiciones sí son diferentes y así afinar el mecanismo de plegamiento propuesto.  

 

Independientemente de precisar los datos de las Cm, resulta evidente que la etiqueta de histidinas 

está modificando de manera categórica el comportamiento de la MjaTIM-85 cuando se expone al 
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desplegamiento por GdnHCl, y aunque no hay reversibilidad que nos permita comparar con valores 

termodinámicos, sí podemos conjeturar que está modulando la estabilidad de la proteína bajo estas 

condiciones. El efecto que tiene la etiqueta de histidinas sobre la estabilidad ha sido explorado antes 

en la literatura. En 2018, Booth y colaboradores evaluaron el valor del desplegamiento térmico de diez 

proteínas por fluorometría diferencial de barrido y encontraron que, en la mayoría de las condiciones 

de pH y fuerza iónica probadas, la presencia de la etiqueta de histidinas disminuía el valor de la Tm 

respecto al presentado sin etiqueta. Por otro lado, Aslantas & Surmeli (2019) encontraron que la 

termoestabilidad y la actividad del citocromo P450 119 incrementan cuando se coloca una etiqueta de 

histidinas en el N-terminal. En nuestro caso, el acompañamiento de esta etiqueta no parece modificar 

de manera importante la termoestabilidad, pero sí tiene un efecto sobre la actividad y, sobre todo, en 

el patrón de plegamiento, ya que no se observaron intermediarios al equilibrio cuando la etiqueta está 

presente. Resulta evidente que, para un estudio de carácter evolutivo, es necesario eliminar 

componentes extra que nos pueden estar sesgando la interpretación que se hace de los datos. 

 
MfoTIM-75 
Finalmente, se probó el efecto del cloruro de guanidinio sobre el plegamiento de MfoTIM-75 y su 

reversibilidad ante este agente.  

 

Figura 26. Desplegamiento de MfoTIM-75 con GdnHCl a 25 °C. A). Prueba de reversibilidad del 
desplegamiento. B) Curva de desnaturalización obtenida con 0.1 mg mL-1 según distintos métodos. En 
símbolos llenos la curva de desnaturalización, en símbolos vacíos la curva de renaturalización. Las líneas 
discontinuas sólo son indicativas de la histéresis. Tiempo de incubación: 24 horas. 

 

En cuanto a la reversibilidad (Figura 26A), pudimos observar que la proteína recuperaba señal de 

dicroísmo durante la renaturalización, lo cual fue un primer indicio de que sí podemos recuperar a la 

proteína. Sin embargo, cuando evaluamos el regreso desde 6 M en una curva a distintas 

concentraciones (Figura 26B), notamos a simple vista que hay una histéresis muy marcada entre la 
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vía de desplegamiento y la de replegamiento. Es particularmente importante destacar que no 

alcanzamos a recuperar completamente la señal ni de dicroísmo, ni actividad, ya que en la 

concentración de GdnHCl más baja de replegamiento (0.6 M) aún no termina la transición. La 

histéresis es un efecto cinético en el que un sistema no sólo reacciona según sus condiciones actuales, 

sino que depende de su historia particular, es decir, el comportamiento del sistema depende de la vía. 

Esto, a nivel de proteína, nos indica que su paisaje energético es complejo e intricado, con trampas 

cinéticas y termodinámicas en el camino (Andrews, Capraro, Sulkowska, Onuchic, & Jennings, 2013). 

La histéresis es común en proteínas multidominio o multiméricas como la titina (Minajeva, Kulke, 

Fernandez, & Linke, 2001), el colágeno (Davis & Bächinger, 1993) o algunas cápsides virales (Singh 

& Zlotnick, 2003), pero también se ha observado para algunas triosafosfato isomerasa como la de 

levadura, la de conejo (Nájera, Costas, & Fernández-Velasco, 2003) y la de la bacteria hipertermófila 

Thermotoga marítima (Beaucamp, Schurig, & Jaenicke, 1997).10 Estas trampas cinéticas pueden 

implicar una gran cantidad de tiempo para alcanzar un verdadero equilibrio, por lo que las proteínas 

con estas características se suelen estudiar en condiciones de pseudo-equilibrio (Andrews et al., 

2013). En nuestros experimentos encontramos que no había cambios detectables en las señales de 

desplegamiento/replegamiento después de 72 horas de equilibrio, así que falta claridad sobre cuál de 

las transiciones observadas es la que corresponde a los datos al equilibrio o si convergen en algún 

punto intermedio. Sin embargo, para el análisis al pseudo-equilibrio decidimos tomar como referencia 

la curva de desplegamiento, pues es la que más asemeja a lo observado para MjaTIM-85 en cuanto 

a los valores de la Cm (Tabla 12). 

 
10 Un aspecto que vale la pena resaltar sobre la TIM de T. maritima es que es la única otra TIM tetramérica identificada fuera 
del dominio Archaea hasta la fecha; sin embargo, esta TIM está fusionada covalentemente con otra enzima glicolítica, la 
fosfoglicerato cinasa, y su estado de asociación se da por la interacción de esta última, por lo que no se considera el mismo 
tipo de tetrámero (Beaucamp, Hofmann, Kellerer, & Jaenicke, 1997). 
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Figura 27. Curvas de desplegamiento con GdnHCl a distintas concentraciones de MfoTIM-75. Se 
muestran los resultados con distintos métodos del desplegamiento. En símbolos llenos a 0.1 mg mL-1 y en 
símbolos vacíos a 1 mg mL-1. Tiempo de incubación: 24 horas. 

 

Primero se evaluó el efecto de la concentración en la curva para determinar si existen cambios en el 

estado oligomérico de MfoTIM-75 durante el desplegamiento (Figura 27). Parecido a lo encontrado 

con los datos térmicos, tampoco pudimos identificar un corrimiento de la Cm entre las concentraciones 

evaluadas (0.1 y 1 mg mL-1), lo que nos lleva a concluir que el desplegamiento es de dos estados, sin 

disociación y reversible, pero con histéresis: 

 

𝑁𝑁4 ↔  𝐷𝐷4 

 

Dado que los datos no están por completo al equilibrio, cabe la posibilidad de que la ausencia de 

disociación sea parte de un efecto cinético. No obstante, es notable que el mecanismo de 

desplegamiento descrito sea tan similar al observado para MjaTIM-85 con histidinas, donde tampoco 

hay dependencia aparente de la Cm con la concentración de proteína. Esto recalca la importancia de 

caracterizar a las proteínas en condiciones similares, pues mantener la etiqueta de histidinas pudo 

conducir a una mala interpretación de la conservación de esta vía durante el curso evolutivo de estas 

proteínas homólogas. 

 

Ya con lo anterior delineado, se procedió a determinar la estabilidad conformacional aparente en 

condiciones de pseudo-equilibrio para esta proteína a 25°C. Para esto se tuvo que determinar la 

dependencia del ΔG con la concentración de desnaturalizante (m) y a partir de eso estimar el valor de 

estabilidad en ausencia de guanidinio (ΔGH2O) y la Cm para una proteína de dos estados (Tabla 12 y 

Figura 28). 
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Tabla 12. Parámetros termodinámicos del desplegamiento químico de MfoTIM-75 a 25°C. 

Método ΔGH2O  
(kJ mol-1) 

m  
(kJ mol-1 M-1) 

Cm 
(M) 

Ajuste de los datos de 
dicroísmo 96.15 ± 1.47 22.35 ± 0.34 4.29 ± 0.001 

Ajuste de los datos de 
anisotropía 102.87 ± 2.32 23.79 ± 0.53 4.27 ± 0.003 

Ajuste de los datos 
normalizados 91.74 ± 1.29 21.35 ± 0.3 4.29 

Ajuste lineal 101.31 ± 8.7 23.68 ± 2.04 4.28 
Promedio 98 ± 5.1 22.8 ± 1.2 4.28 ± 0.01 

 

 

Figura 28. Ajustes de la curva de desnaturalización de MfoTIM-75 a un modelo de dos estados. 
Ajuste de los datos crudos de A) dicroísmo circular en elipticidad a 222 nm y B) anisotropía a 303 nm de 
emisión con la ecuación de Santoro & Bolen (1988, SB). Las barras representan la desviación estándar de 
las mediciones de los equipos. C) Ajuste de los datos normalizados de dicroísmo y anisotropía por SB. D) 
Extrapolación lineal de los datos de la transición ajustados al modelo de Greene & Pace (1974).  



 
 
 

73 
 

 
Figura 29. Modelo estructural de MfoTIM-75. Generado por Robetta por modelaje comparativo con la 
MjaTIM-85 (PDB: 2H6R) con valor de confianza de 0.87.   

 

Entre las distintas curvas encontramos congruencia para los tres parámetros evaluados. 

Adicionalmente, se utilizó el valor de la m para estimar el cambio en el área accesible al solvente 

(ΔASA) durante la desnaturalización de la MfoTIM-75 por medio de la correlación descrita por Myers, 

Pace, & Scholtz (1995) en la que la m = 859 + 0.22(ΔASA). Para contextualizar este dato, se determinó 

también el ΔASA teórico de la desnaturalización completa de esta proteína por medio de la relación, 

también descrita por Myers y colaboradores (ibid.), entre el ΔASA y el número de residuos de una 

proteína (ΔASA = -907 + 93(#residuos)). De igual manera, se generó un modelo de la proteína por 

homología con el servidor Robetta (Kim, Chivian, & Baker, 2004, http://robetta.bakerlab.org/) a partir 

de la estructura cristalográfica de la MjaTIM-85 (Figura 29), del cual se calculó su ΔASA de 

desnaturalización por medio del servidor VADAR (Willard et al., 2003, http://vadar.wishartlab.com/). Los 

resultados se resumen en la Tabla 13. 

 

Tabla 13. Cálculos del ΔASA (Å) de desnaturalización de MfoTIM-75. Los porcentajes indican a cuánto 
equivale el valor obtenido con respecto a los valores calculados. 

Método 
Calculado a partir del 

número de aa 
Calculado a partir del 

modelo estructural 
81305 121678 

Obtenido a 
partir del valor 

de la m 
20864 26 % 17 % 

 

Lo que estos datos nos indican de manera cualitativa es que la cantidad de área expuesta por la 

desnaturalización con GdnHCl es tan sólo una pequeña fracción del área total que debería exhibirse 

si la proteína se disociara al tiempo que se despliega. Esto abona a la evidencia de que esta proteína 
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se despliega sin perder su estado oligomérico, muy probablemente con presencia de estructura 

residual. 

 
En cuanto al valor de ΔG obtenido, como ya hemos discutido, no es comparable con otras TIM pues 

se obtuvo de datos al pseudo-equilibrio. Aunque implica algunas limitantes técnicas y operativas, quizá 

se podría aprovechar la Tm tan elevada de esta proteína para soslayar el problema de la histéresis al 

incubar las muestras a una temperatura mayor. Alternativamente, se podrían generar datos de 

estabilidad a la dilución que nos permitan observar el comportamiento de las subunidades a diferentes 

concentraciones y su contribución a la estabilidad de la MfoTIM-75.11  

 

Función, estabilidad y evolución de proteínas termófilas, parte II 
Una de las propiedades que más comúnmente se atribuyen a las proteínas globulares es que son 

marginalmente estables. Eso quiere decir que su ΔG de plegamiento ronda los 20 a 41 kJ mol-1 (ó 5 a 

10 kcal mol-1), la cual se considera una energía apenas suficiente para mantenerlas estables en 

condiciones fisiológicas  (Taverna & Goldstein, 2002; Williams, Pollock, & Goldstein, 2006). Esta noción 

de marginalidad, desde una perspectiva fisicoquímica, surge de la oposición entre las fuerzas que 

desestabilizan a una proteína, como la entropía conformacional, y las fuerzas que la estabilizan, como 

el efecto hidrofóbico y las interacciones moleculares no covalentes (Privalov & Khechinashvili, 1974). 

Desde el punto evolutivo, la estabilidad marginal se ha visto como una adaptación de las proteínas 

para mantener su funcionalidad, esto se explica porque se observa un balance, un trade-off, entre 

características estructurales que confieren actividad y las que confieren estabilidad, ya que ambas 

parecen ser opuestas (Beadle & Shoichet, 2002; DePristo, Weinreich, & Hartl, 2005; Závodszky, 

Kardos, Svingor, & Petsko, 1998).12 Este razonamiento recuerda lo que ya se había descrito para la 

actividad de proteínas termófilas a temperatura ambiente en el capítulo anterior: como la rigidez 

incrementa mientras disminuye la temperatura, la actividad debe disminuir concomitantemente, por lo 

que la estabilidad de una proteína siempre es marginal en el intervalo de temperatura óptima de un 

organismo. 

 

Estas ideas sobre la estabilidad y la función se contraponen a lo encontrado en las TermoTIM y en las 

TIM de Pyrococcus furiosus y Thermococcus onnurineus, mencionadas anteriormente (Sharma & 

Guptasarma, 2015). Este no es un fenómeno único para las TIM de arqueas. En Thermotoga maritima, 

 
11 Generamos algunos datos preliminares al respecto de ambas TermoTIM (Figura S5 y Tabla S5), pero tienen la limitante 
aquí es que no hay certeza si la disociación se presenta de tetrámeros a monómeros, tetrámeros a dímeros, o tetrámeros a 
dímeros a monómeros, pues desconocemos si los dímeros mantienen actividad catalítica. 
12 Nótese nuevamente la distinción entre las causas próximas que nos ofrece la perspectiva fisicoquímica y las causas últimas 
que se proponen desde una perspectiva evolutiva para el fenómeno de estabilidad marginal (ver la Introducción de este texto). 
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por ejemplo, se han identificado varias proteínas como la fosforibosil antranilato isomerasa (Sterner 

et al., 1996), la indolglicerol fosfato sintasa (Merz, Knöchel, Jansonius, & Kirschner, 1999) y la L-

isoaspartil metiltransferasa (Ichikawa & Clarke, 1998), cuya actividad es elevada e, incluso, puede ser 

mayor que las de sus homólogas mesófilas en E. coli a temperatura ambiente. 

 

Este tipo de hallazgos y una visión crítica al paradigma adaptacionista han generado evidencia que 

sugiere que la estabilidad marginal y el balance (trade-off) estructura/función no son características 

adaptativas.13 En un experimento seminal del grupo de la premio Nobel de Química 2018, Frances 

Arnold, con el citocromo P450 se mostró que una estabilidad elevada confiere un potencial adaptativo 

mayor, ya que permite explorar nuevas funciones cuya adquisición implica una serie de mutaciones 

desestabilizantes. Los autores encontraron que la función y la estabilidad no son inherentemente 

incompatibles, sino que una estabilidad elevada puede incrementar la evolucionabilidad de una 

proteína (Bloom, Labthavikul, Otey, & Arnold, 2006). 

 

La evolucionabilidad (sensu Wagner & Altenberg, 1996) es la habilidad de un sistema biológico de 

producir variación fenotípica que es heredable y adaptativa.14 Para entender este concepto es 

necesario distinguir entre lo que es la variación y la variabilidad. La variación se refiere a las diferencias 

presentes entre individuos de una población, especie o clado, mientras que la variabilidad remite al 

potencial de una característica fenotípica de variar, en otras palabras, qué tan fácil es que un fenotipo 

determinado cambie. De manera general, la facilidad con la que un fenotipo puede modificarse 

depende de qué tan robusto es ante el cambio genético, en ese sentido, la robustez constituye una 

medida de la neutralidad del cambio. Así, un fenotipo robusto será capaz de explorar un mayor número 

de trasfondos genéticos sin experimentar heterogeneidad adaptativa (Payne & Wagner, 2019; Wagner, 

2008).  

 

De este marco interpretativo se derivan algunas observaciones importantes. La primera es que 

proteínas cuya relación estabilidad/actividad no está tan estrechamente vinculada tienen una mayor 

variabilidad heredable en su secuencia, porque los cambios no afectan de manera tan importante la 

función. En ese sentido, el origen de la variación observada en estas secuencias, de manera general, 

no es adaptativo pues no se compromete la actividad (y por lo tanto la adecuación) tan fácilmente. En 

 
13 En punto hay que recordar que la noción de trade-off es precisamente uno de los puntos de crítica de Gould & Lewontin 
(1979). Cuando se encuentra que un fenotipo determinado es óptimo porque de serlo se hace a expensas de la optimización 
de otro. Se invoca la idea de trade-off para explicar que estas características son subóptimas porque deben contribuir lo mejor 
posible al todo sin dejar de lado una noción adaptativa.  
14 Evolucionabilidad es un término polisémico y su interpretación varía de autor a autor. En este texto nos referiremos a la 
acepción acuñada por la escuela de Wagner & Altenberg (1996) y actualizada por Payne & Wagner (2019) (No son el mismo 
Wagner). Para más información sobre otros usos del término, el filósofo Massimo Pigliucci ofrece una revisión histórica de 
sus distintos usos en su artículo Is evolvability evolvable? (2008). 
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su lugar, como la actividad es robusta en un intervalo amplio de temperatura, los cambios observados 

en la secuencia no están constreñidos a mantener la funcionalidad ante un ambiente que se modifica. 

Para el caso de las TermoTIM, si bien sólo son reflejo de la variación existe, el que la actividad elevada 

a baja temperatura sea recurrente para otras TIM de arqueas indica que esta característica se debe 

considerar en cuenta cuando se estudie la evolución de estas enzimas.  

 

La segunda tiene que ver con la relación entre la secuencia de aminoácidos y las otras características 

biofísicas de estas proteínas. Si la secuencia puede variar sin que se comprometa la adecuación del 

organismo, los cambios observados pueden interpretarse de la neutralidad del cambio, ya no están 

dados por procesos adaptativos vinculados a la pérdida o adquisición de una función. Además, como 

se mencionó en los antecedentes, la triosafosfato isomerasa es también muy robusta a la mutación a 

nivel de secuencia, por lo que el origen de la variación en otras características biofísicas como la 

energía de activación, la entalpía de desnaturalización, la estabilidad conformacional, la reversibilidad 

ante la desnaturalización, etc., probablemente tampoco sea adaptativo. Como regla general, parece 

ser que mientras los cambios no bajen de cierto umbral, tanto en estabilidad (Bershtein et al., 2006) 

como en actividad (Newton et al., 2015), no hay una penalización sobre el valor de adecuación. En ese 

sentido, buena parte de la variación observada entre las TermoTIM puede ser simplemente un mero 

subproducto de la neutralidad del cambio de la secuencia ante la mutación y de la actividad ante la 

temperatura.  

 

La termoestabilidad, como se mencionó, parece ser una excepción a esto porque por lo general sí está 

correlacionada con la temperatura de crecimiento del organismo en muchas familias de proteínas. 

MfoTIM-75 tiene una Tm veinte grados menor que MjaTIM-85, por lo que esa relación parece cumplirse 

también (aunque se admite que dos puntos no son suficientes para establecer una correlación). 

Reconocer cuáles de los cambios de la secuencia están vinculados con la modulación de la 

termoestabilidad, ya ambas son tetrámeras, será fundamental para establecer el origen de los cambios 

en las secuencias de las TermoTIM.    

 

Pensando en la robustez de la actividad con la temperatura, quisimos profundizar más en el análisis 

del reconocimiento molecular de las TermoTIM. Además, hasta ahora, no se han hecho estudios de 

reconocimiento en TIM tetraméricas, por lo que iniciar estudios de esta naturaleza sería una buena 

pieza de información para seguir discutiendo acerca de cuáles características cambian a partir de 

explorar la neutralidad del espacio de secuencias. Los resultados de estos ensayos se discuten en el 

siguiente capítulo.  
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Caracterización de la unión a ligando 
 
Debido a orden emitida por nuestra máxima casa de estudios al respecto de suspender las labores de 

investigación en el contexto de la contingencia sanitaria internacional por COVID-19 (Dirección General 

de Comunicación Social, 2020), en esta sección del trabajo sólo se obtuvieron resultados preliminares  

de un solo experimento de la unión de las TermoTIM con un análogo fosforilado del estado de 

transición, el ácido fosfoglicolohidroxámico (PGH) por calorimetría de titulación isotérmica (ITC). Pese 

a que presentan algunos valores numéricos, el análisis se realizó bajo una perspectiva principalmente 

cualitativa. 

 

Figura 30. ITC de unión a PGH de las MjaTIM-85 a dos temperaturas. En los paneles superiores de 
observa el termograma de unión en la temperatura especificada. En los paneles inferiores, las isotermas 
a partir de la integración de los picos, se muestran los datos observados con puntos y la línea de ajuste. 
Amortiguador de trietanolamina (TEA) 100 mM, pH 7.4 

 

El resultado más llamativo de estos experimentos fueron la isotermas de MjaTIM-85 (Figura 30), ya 

que, a bajas temperaturas, la señal de entalpía es endotérmica (ΔH > 0), mientras que a temperaturas 

elevadas la señal es exotérmica (ΔH < 0). Las isotermas para cada temperatura de las TermoTIM y los 

valores respectivos de cada ajuste se encuentran en las figuras Figura S6 y Figura S7 y en las Tabla 

S6 y Tabla S7. 
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. 

Tabla 14. Firmas termodinámicas de unión a PGH de distintas TIM a 25°C. En azul se indican 
las contribuciones favorables a la unión y en naranja las contribuciones desfavorables. 

TIMa ΔGU  
(kJ mol-1) 

ΔHU 
(kJ mol-1) 

-TΔSU 
(kJ mol-1) Referencia 

MjaTIM-85 -29.2 5.0 -34.2 Este trabajo MfoTIM-75 -27.8 -15.4 -12.4 
NpTIM -26.3 -17.1 -9.2 

Romero 
Romero, 2017 

 

GoTIM -24.3 -45.6 21.3 
CpTIM -28 -39.3 11.7 
DrTIM -27.2 -60.2 33 

ScoTIM -27.2 -54.8 27.6 

ScTIM -29.1 -61.5 32.6 Serratos et al., 
2011 

 

El resultado a 25 °C fue novedoso, porque las firmas termodinámicas de unión identificadas hasta la 

fecha para la TIM han sido siempre guiadas por entalpía, es decir, el proceso de unión siempre se 

había identificado como exotérmico. Por otro lado, salvo el caso de NpTIM, la entropía de unión 

siempre había sido desfavorable (Tabla 14). No obstante, a esta temperatura MjaTIM-85 presenta una 

firma completamente invertida, mientras que MfoTIM-75 tiene tanto una entalpía como una entropía 

favorables (Figura 31A). 

 

 

Figura 31. Firmas termodinámicas de unión a PGH de las TermoTIM. En el panel A se muestra la firma 
típica de unión de PGH a una TIM ejemplificada por ScTIM a 25 °C (Serratos et al., 2011). Junto se 
muestran las firmas de MjaTIM-85 a 25°C y MfoTIM-75 a 20 °C. En el panel B se muestra la dependencia 
del ΔHU con la temperatura. El ΔCpU se determinó como la pendiente del ajuste lineal de los valores 
presentados. MjaTIM-85 ΔCpU = -1.17 kJ mol-1 K-1; MfoTIM-75 ΔCpU = -0.796 kJ mol-1 K-1.  
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El análisis a diferentes temperaturas indica un ΔCpU negativo para ambas proteínas (Figura 31B), por 

lo que el valor del ΔH va disminuyendo conforme se incrementa la temperatura de los experimentos. 

Esto nos indica que, al intervalo de temperatura del organismo, la firma termodinámica es guiada por 

entalpía, tal como sucede con las otras TIM mesófilas. No obstante, el resultado obtenido a 25 °C (y 

en general menor a 30 °C) nos parece llamativo, ya que como describimos antes, la actividad catalítica 

a esa temperatura sigue siendo elevada. 

 

Los resultados de un experimento de ITC surgen de la contribución de distintas fuerzas moleculares 

jugando un papel simultáneo en la formación espontánea del complejo proteína-ligando. Por ejemplo, 

los grados de restricción de las cadenas laterales de residuos, del ligando, así como de las moléculas 

de agua e iones presentes dan origen a los efectos entrópicos, mientras que la ruptura de enlaces con 

el agua y la formación de enlaces entre los complejos moleculares (proteína/proteína o 

proteína/ligando, según sea el caso) ofrecen una serie de contribuciones entálpicas (Doyle, 1997). 

Debido a la suma de contribuciones de diferentes términos, la interpretación fenomenológica de los 

datos termodinámicos que la ITC nos proporciona puede ser complicada (Frasca, 2016), aunque ya se 

tienen algunas pautas delineadas para comenzar a dar razón de los datos observados.  

   

Un ΔCpU negativo se utiliza como un indicativo general de la preponderancia de las interacciones 

hidrofóbicas en el proceso. Esto se debe a que la capa de agua que rodea a las especies libres (capa 

de solvatación) se vuelve más débil conforme incrementa la temperatura, lo que tiene como 

consecuencia una disminución del ΔH mientras más elevada es la temperatura (Holdgate & Ward, 

2005; Ward & Holdgate, 2001). En cuanto al valor de entropía, se sabe que la interacción entre una 

proteína y su ligando conduce a su desolvatación, lo cual resulta energéticamente favorable. En este 

sentido, la desolvatación implica que se rompen las interacciones del agua con las especies 

involucradas. La ruptura de interacciones resulta en una entalpía desfavorable, pero su liberación 

contribuye positivamente a la entropía  (Claveria-Gimeno, Vega, Abian, & Velazquez-Campoy, 2017; 

Freire, 2008). En la unión de lectinas con carbohidratos, por ejemplo, se da una importante remoción 

de moléculas de agua en la superficie de interacción, lo que contribuye favorablemente al ΔG por la 

naturaleza entrópica del proceso (Srinivas, Bhanuprakash Reddy, & Surolia, 1999). Otro buen ejemplo 

es la unión de la GroEL con proteínas desplegadas, la cual se da completamente por la desolvatación, 

por lo que la firma termodinámica es desfavorable en cuanto a la entalpía (Lin, Schwarz, & Eisenstein, 

1995). Esta relación puede ser la clave de la firma invertida de MjaTIM-85, a diferencia de MfoTIM-75, 

es posible que la superficie de unión esté altamente solvatada por debajo de los 30 °C y la formación 

de enlaces con el ligando no es capaz de compensar la pérdida de los mismos. La obtención de 
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información estructural de ambas proteínas con y sin ligando puede ofrecernos más información al 

respecto de las moléculas de agua involucradas durante la interacción. 

 

Uno de los factores que contribuye positivamente a la entalpía son las moléculas de agua que quedan 

atrapadas en la superficie de unión y que no pueden ser liberadas al resto del agua bulto (Claveria-

Gimeno et al., 2017). Experimentalmente es posible determinar el número de moléculas de agua que 

quedan atrapadas durante la unión bajo condiciones de estrés osmótico. Esto se hace graficando el 

efecto que distintas concentraciones de osmolitos tienen sobre la KA de la proteína, de la pendiente de 

esta relación se puede obtener el número de moléculas de agua atrapadas (ΔNW) bajo la ecuación 22 

(Parsegian, Rand, & Rau, 1995): 

 
𝛿𝛿 ln𝐾𝐾𝐴𝐴

𝛿𝛿 [𝑐𝑐𝑐𝑐𝑇𝑇𝑐𝑐𝛿𝛿𝐸𝐸𝑐𝑐𝑐𝑐]
= – 55.6 ×  ∆𝑁𝑁𝑤𝑤      (22) 

 

Lo anterior se basa en que los osmolitos disminuyen la actividad de la mayor parte de las moléculas 

de agua presentes, pero no son capaces de acceder a las moléculas de agua que estén involucradas 

en los complejos proteína-ligando. En 2018, Serratos y colaboradores calcularon la cantidad de 

moléculas de agua atrapadas en la superficie de unión de la ScTIM con tres osmolitos diferentes: la 

sacarosa, la glicina betaína y el etilenglicol, con lo que confirmaron que el agua actúa como un puente 

entre la enzima y los ligandos por medio de una superficie hidratada. El número de moléculas de agua 

atrapadas depende el tipo y tamaño del osmolito, siendo la sacarosa la molécula que atrapa el mayor 

número de moléculas y el etilenglicol el menor.  

 

Con este antecedente, decidimos explorar el efecto de la sacarosa sobre la unión del PGH en las 

TermoTIM, en aras de obtener datos sobre el número de aguas atrapadas en las superficies de 

interacción a diferentes temperaturas. No obstante, por las condiciones contingentes mencionadas al 

principio de esta sección, sólo pudimos obtener datos de la unión con 0.66 molal de sacarosa de 

MjaTIM-85 (Figura 32), por lo que no se determinaron valores numéricos concretos. Las isotermas 

completas se muestran en la Figura S8 y los parámetros correspondientes en la Tabla S8. 
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Figura 32. Firma termodinámica de la MjaTIM-85 con sacarosa. Se obtuvieron firmas de unión de PGH 
en presencia de 0.66 molal de sacarosa a distintas temperaturas. En el panel A se hace la comparación 
de las firmas obtenidas con y sin el osmolito a 20 y 50 °C. En el panel B se observa la dependencia del ΔH 
con la temperatura. ΔCpU sin sacarosa = -1.17 kJ mol-1 K-1; ΔCpU con 0.66 molal de sacarosa = -0.82 kJ 
mol-1 K-1. 

 

En estos últimos datos podemos observar que la presencia de sacarosa en el medio disminuye el 

ΔCpU, por lo que los efectos de la temperatura sobre el ΔHU son menos ostensibles. A 20 °C podemos 

ver que la contribución entrópica es menor, pero a 50 °C esta señal es mayor que cuando no hay 

osmolitos, lo que representa un primer indicio de que sí hay un efecto de la capa de solvatación que 

modula la interacción con el ligando.  

 

Función, estabilidad y evolución de proteínas, parte III 
El que la firma termodinámica de unión a PGH de las TermoTIM en el intervalo de temperatura óptima 

de crecimiento del individuo sea igual que las observadas en organismos mesófilos nos podría llevar 

a considerar que, efectivamente, hay una ventaja adaptativa en este patrón para la función de la 

triosafosfato isomerasa (Tabla 14). Sin embargo, no hay que perder de vista que la actividad catalítica 

de estas TIM sigue siendo “perfecta” o casi perfecta a temperatura ambiente. En ese sentido, cabe 

preguntarse si la firma termodinámica, o más específicamente, las determinantes estructurales de la 

unión están jugando un papel en la adecuación del organismo. Lo anterior nos conduce una vez más 

a replantearnos cuáles son los aspectos del fenotipo que son sujetos de selección y cuáles pueden 

presentar variación sólo como consecuencia de la exploración neutra del espacio de secuencia.  

Un antecedente de esta noción podemos encontrarlo en el trabajo de Hart y colaboradores (2014), 

donde los autores se propusieron entender las raíces históricas de la adquisición de la termoestabilidad 

de la ribonucleasa H1 entre bacterias mesófilas y termófilas. Para ello se valieron de la reconstrucción 

de secuencias ancestrales a modo de trazar los caminos que distintos parámetros siguieron en el curso 
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de la evolución de estos organismos. Ellos pudieron identificar que había una relación estadística entre 

el incremento de la Tm con el tipo de ambiente en el que habitan los organismos. Sin embargo, los 

parámetros fisicoquímicos que describen la curva de estabilidad de una proteína, y por tanto definen 

el valor de la Tm, como son el ΔCp, el ΔH de desplegamiento y la temperatura de máxima estabilidad 

(TS), fluctúan indistintamente del ambiente en el que viven los organismos. Esto es un claro indicio de 

que la selección natural no es capaz de “sensar” los mecanismos subyacentes a la estabilización. Los 

autores comparan este fenómeno con lo que se observa en algunos procesos ontogenéticos o 

fenotipos determinados que se conservan por selección, pero cuyas bases genéticas o mecanismos 

moleculares pueden modificarse durante la evolución, denominado “deriva de sistemas del desarrollo 

[developmental system drift]” (True & Haag, 2001).15 

Nuestros datos no son suficientes para determinar si estamos ante un escenario como el anterior, o 

sobre cuáles son los efectos de la robustez mutacional en la presencia de ciertos rasgos, por lo cual 

es importante encontrar condiciones de expresión y purificación de las MesoTIM, de modo que se 

pueda finalizar el estudio por el método comparativo filogenético y determinar cuáles características 

representan plesiomorfías y cuáles apomorfías del grupo. Además, para complementar la información 

filogenética es fundamental encontrar maneras de evaluar el efecto de la adecuación sobre la 

población sobre estas arqueas o sobre un modelo de estudio pertinente.  

Además de estos experimentos, sería relevante tratar de obtener versiones diméricas de estas 

proteínas para tratar de entender la neutralidad del cambio y sus consecuencias fisicoquímicas en 

términos de termoestabilidad y actividad. Asimismo, la reconstrucción de secuencias ancestrales de 

las TIM del dominio Archaea nos ayudaría a precisar los caminos evolutivos de las modificaciones en 

el estado oligomérico que se han descrito en la literatura. 

  

 
15 En nuestra opinión, la razón por la que estos autores no encuentran correlación entre esas propiedades fisicoquímicas y 
la temperatura de crecimiento radica en el problema de atomización del fenotipo planteado por Gould & Lewontin (1979) (ver 
Introducción). Dado que hay una relación física indisoluble entre Tm, ΔCp, ΔH y TS descrita matemáticamente por la ecuación 
de Gibbs-Helmholtz, no podemos tratar a estos parámetros como “partes” independientes que pueden estar sujetas a 
selección natural. 
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RESUMEN DE RESULTADOS 

Parámetro MjaTIM-85 MfoTIM-75 MokTIM-60 MaeTIM-46 MmaTIM-38 
Espectros de dicroísmo circular 

Hélices α 38% 33% 22% 22% 20% 
Hojas β 18% 22% 30% 29% 30% 

Estructura no 
repetitiva 

45% 44% 48% 48% 49% 

Espectros de fluorescencia 
Intensidad máx (UA) 264.1 309.8 127.4 127.6 128.8 

λ máx  
(nm) 302 303 328 326 327 

Cinética enzimática a 25 °C 
Vmáx 

(µmol min-1 mg-1) 1723.4 ± 46.8 2989.8 ± 158.7 24.15 31.47 20.41 

KM  
(mM) 0.26 ± 0.03 0.21 ± 0.06 1.14 0.99 1.23 

kcat  
(min-1) (3.67 ± 0.1) x104 (7.0 ± 0.4) x104 5.67 x102 7.55 x102 4.67 x102 

Eficiencia catalítica 
(M-1 s-1) (7.5 ± 0.2) x107 (1.62 ± 0.3) x108 2.4 x105 3.69 x105 1.84 x105 

Estado oligomérico 
Radio de Stokes 

(Å) 40.72 40.95 ND ND ND 

Peso molecular 
experimental (kDa) 87.82 89.18 ND ND ND 

Estado oligomérico Tetrámero Tetrámero ND ND ND 
Desnaturalización térmica 

Tm 
(°C) 111.6 ±0.6 91.7 ± 0.8 ND ND ND 

ΔHD 
(kJ mol-1) 717.5 ± 66.5 1142.5 ± 38.7 ND ND ND 

EA 
(kJ mol-1) 829.6 ± 131.7 575.1 ± 5.3 ND ND ND 
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Parámetro MjaTIM-85 MfoTIM-75 MokTIM-60 MaeTIM-46 MmaTIM-38 
Desnaturalización química con GdnHCl 

Cm 
(M) 

3.44, 4.6,  
5.26, 5.5  4.28 ± 0.01 ND ND ND 

m 
(kJ mol-1 M-1) ND 22.8 ± 1.2 ND ND ND 

ΔGH2O 
(kJ mol-1) ND 98 ± 5.1 ND ND ND 

Unión a PGH 
ΔHU a 25 °C 
(kJ mol-1) 5.0 -15.4 ND ND ND 

-TΔSU a 25 °C 

(kJ mol-1) -34.2 -12.4 ND ND ND 

ΔGU a 25 °C 

(kJ mol-1) -29.2 -27.8 ND ND ND 

ΔCpU 
(kJ mol-1 K-1) 

-1.17 -0.796 ND ND ND 
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CONCLUSIONES 

 

 

Figura 33. Relación de las características biofísicas caracterizadas con la filogenia de la TIM de 
Methanococcales.  La topología del árbol corresponde a la obtenido en la filogenia de la TIM de arqueas 
(ver material suplementario A). En color azul se indican variables categóricas, en verde variables 
numéricas y en rojo se indica un problema compartido en la expresión heteróloga. Las flechas verdes 
indican si el valor numérico es mayor o menor respecto a la rama contigua. DQ, desnaturalización química. 
DT, desnaturalización térmica. TD, termodinámica. 

 
Para un estudio comparativo es importante determinar cuál fue la sucesión temporal con la que se 

adquirieron las características descritas experimentalmente durante la filogenia de los organismos 

estudiados. En la Figura 33 se observa la relación propuesta entre las características biofísicas 

determinadas experimentalmente exploradas en este trabajo con respecto a la filogenia de la TIM de 

Methanococcales. 

 

La actividad baja de las MesoTIM, de demostrarse que sea el caso y no un problema de plegamiento, 

resulta de gran importancia, pues tiene implicaciones evolutivas importantes. Desde el argumento 

metabólico, no se puede explicar esta diferencia en la actividad porque las TermoTIM son muy activas 

incluso a temperatura ambiente, por lo que no parece tener un origen adaptativo. Tampoco se podría 

argumentar a favor de la adaptación al ambiente mesófilo, pues MokTIM-60 es de origen termófilo y la 

actividad baja es una característica compartida con MaeTIM-46 y MmaTIM-38. Sin embargo, las 

dificultades en la expresión soluble y la purificación limitan la información que se puede obtener de 

estas proteínas. 
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En cuanto al estado oligomérico, dado que otras TIM de arqueas presentan la forma tetramérica, es 

razonable suponer que ésta es una característica simplesiomórfica. Lo anterior, por supuesto, hasta 

no tener evidencia de lo contrario. Además, MfoTIM-75 y MjaTIM-85, pese a que ambas son 

tetrámeras, poseen valores de Tm muy diferentes entre ellas, por lo que el cómo se modula la 

termoestabilidad en estas enzimas parece tener un origen estructural distinto a la tetramerización. 

Obtener información cristalográfica de MfoTIM-75 será determinante para conocer con precisión cuáles 

factores se pueden asociar a este cambio. Aunque sólo se presentan dos datos, parece haber una 

relación entre la temperatura óptima de crecimiento del organismo y el valor de la Tm de su TIM. De 

esta manera, la termoestabilidad podría presentarse como una adaptación desde el punto de vista del 

valor de la Tm, mas no así de los cambios estructurales específicos que tienen que suceder durante la 

filogenia para alcanzarlo.  

 

Sobre el tema de la termoestabilidad, en la literatura al respecto de proteínas termófilas se encuentran 

descritos dos tipos de moléculas, aquellas que no poseen actividad a baja temperatura porque 

adquieren una rigidez estructural que no les permite llevar a cabo adecuadamente su función, y 

aquellas personas que siguen realizando la catálisis de manera efectiva en estas condiciones. 

Claramente, MfoTIM-75 y MjaTIM-85 pertenecen a este último grupo. Esto tiene implicaciones 

evolutivas, ya que, como se mencionó anteriormente, se ha relacionado a la termoestabilidad con la 

evolucionabilidad. Desde el punto de vista funcional, el que tengan actividad elevada a baja 

temperatura puede implicar que, en el proceso evolutivo de los Methanococcales, estas secuencias de 

TIM no requieren pasar por muchas modificaciones que alteren su actividad o su flexibilidad, por lo que 

las diferencias observadas pueden tener un origen neutro, al menos en cuanto a temperatura se refiere. 

De ser así, se debe considerar cómo es que la neutralidad del cambio afecta la variabilidad de otras 

características biofísicas que no están relacionadas directamente con la actividad como lo es, en este 

caso, la energía de activación del desplegamiento térmico, la estabilidad ante la desnaturalización 

química, la irreversibilidad, así como las vías de plegamiento. De manera indirecta, esto también obliga 

a replantearse si estas características pueden analizarse como “partes” evolutivas independientes del 

un fenotipo de una proteína, o si cambian en consecuencia de otros factores. Desafortunadamente, la 

falta de datos de las especies mesófilas seleccionadas no permite hacer conclusiones más categóricas 

al respecto, pero se plantea que su origen no es adaptativo hasta este punto del estudio. 

 

Los datos de unión a ligando, si bien son preliminares, resultaron en una observación valiosa para el 

estudio histórico de estas proteínas, ya que el tipo de unión no afecta la actividad desde el punto de 

vista energético —sucede igual si es exotérmica o endotérmica—, pero resulta curioso que en todas 

las TIM en las cuales se tiene datos la unión es exotérmica en el intervalo de temperatura de 
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crecimiento del organismo, por lo que no es del todo claro si esto tiene una razón histórica particular  

o si es una simple coincidencia. Estudios comparativos al respecto pueden dar mucha información 

sobre el tema.   

 

La hipótesis inicial, enmarcada en una aproximación heurística, resultó adecuada para comenzar a 

aproximarse a qué otros agentes causales pueden estar implicados en la variación de algunas de las 

características exploradas en este trabajo, aunque aún pueden hacerse preguntas acerca del rol 

concreto que las fuerzas evolutivas pueden tener en los cambios históricos de las proteínas termófilas. 

Al respecto, en The Dialectical Biologist (1987), Richard Levins y Richard Lewontin argumentan:  

 

[…] cada característica tiene propiedades adicionales además de aquellas que fueron 

seleccionadas inicialmente. Estas propiedades —las consecuencias no seleccionadas de la 

selección— crean nuevas posibilidades y nuevas vulnerabilidades, y bajo condiciones 

distintas, estas mismas propiedades pueden convertirse en el objeto principal de la selección. 

Además, el significado evolutivo de una característica puede cambiar drásticamente de grupo 

en grupo o a través del tiempo. Los huesos en el oído medio de los mamíferos formaron parte 

de la mandíbula de nuestros ancestros y, más atrás, tuvieron su origen en las agallas de los 

peces (p. 41).16 

 

De manera análoga, no se puede descartar que la variación presente en algunas características 

biofísicas sea sólo una consecuencia imprevista de otros cambios en la proteína que se dan como 

una respuesta adaptativa. Del mismo modo, tampoco se puede negar que estas características 

puedan adquirir un rol adaptativo bajo otras circunstancias ambientales. En cualquier caso, este 

planteamiento recalca la importancia de realizar estudios específicos que nos permitan determinar la 

historia evolutiva —las causas últimas— del origen de la variación en proteínas. 

 
  

 
16 La traducción del inglés original y el énfasis son míos.  
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PERSPECTIVAS 
 

• Implementar otras estrategias para mejorar la purificación de las MesoTIM (v. gr. columnas de 

interacción hidrofóbica). 

• Realizar duplicados y triplicados de las curvas de desnaturalización para definir con mayor 

precisión el mecanismo de desplegamiento de MjaTIM-85 sin histidinas 

• Refinar la obtención de datos y hacer triplicados de las firmas termodinámicas de unión a PGH 

de MjaTIM-85 y MfoTIM-75.  

• Concluir los experimentos de unión a PGH con sacarosa a 20 y 50 °C para analizar el efecto 

del agua en las cavidades durante la unión 

• Obtener estructuras cristalográficas con y sin ligando de las TermoTIM. 

• Plantear experimentos que consideren el contexto poblacional para obtener información directa 

sobre el efecto que algunas características biofísicas tienen sobre la adecuación de un 

organismo.  
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MATERIAL SUPLEMENTARIO 
 

A. Detalles de la interfase de tetramerización de MjaTIM-85 

Tabla S1. Lista de pares de residuos que interactúan en la superficie del tetrámero. Adaptado de 
Gayathri et al. 2007.  

Subunidad A Subunidad C Tipo de interacción 
Arg94 Ala98 Van der Waals 
Met95 Leu96 

Leu97 
Van der Waals 

Puente de hidrógeno 
Leu96 Arg94 

Met95 
Leu96 

Van der Waals 
Van der Waals 
Van der Waals 

Leu97 Met95 
Ile100 
Lys125 

Puente de hidrógeno 
Van der Waals 
Van der Waals 

Ala98 Arg94 
Asn119 

Van der Waals 
Van der Waals 

Ile100 Leu97 Van der Waals 
Glu101 Asn120 

Asn122 
Thr123 

Van der Waals 
Puente de hidrógeno 
Puente de hidrógeno 

Asn120 Glu101 Puente de hidrógeno 
Asn122 Glu101 Puente de hidrógeno 
Thr123 Glu101 Van der Waals 
Ala126 Ala129 

Leu130 
Van der Waals 
Van der Waals 

Val127 Leu97 Van der Waals 
Ala129 Ala126 Van der Waals 
Leu130 Ala126 Van der Waals 

 

En la Tabla S1 y Figura S1 se observa el detalle de los residuos involucrados en la tetramerización de 

MjaTIM-85. Los datos provienen de Gayathri et al. (2007) donde se hizo el análisis de las interfases 

con el servidor web PISA (Krissinel & Henrick, 2007, https://www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa/). Se repitió el 

análisis con el servidor para corroborar los datos y el programa no identificó otras interacciones además 

de los puentes de hidrógeno e interacciones de van der Waals ya descritos. 



 
 
 

102 
 

 

Figura S1. Acercamiento a la superficie de tetramerización de MjaTIM-85. Se indican los aminoácidos 
involucrados en la superficie del tetrámero de MjaTIM-85. En cian los residuos de la subunidad A y en 
magenta los residuos de la subunidad C (ver Tabla S1 para la lista completa). La asociación entre 
subunidades está dada por puentes de hidrógeno y enlaces de van der Waals (Gayathri et al. 2007, código 
PDB: 2H6R). 
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B. Análisis filogenético de las TIM del dominio Archaea y selección de especies 

 

Figura S2. Árbol filogenético de máxima verosimilitud de la TIM de arqueas. Para facilitar la 
visualización se eliminaron los nombres de las secuencias y se igualaron todas las longitudes de rama. 
Los colores indican los órdenes de arqueas según se especifica en la Tabla S2. 

A partir de la base de datos compilada en el trabajo de licenciatura (Muñiz Trejo, 2017), se amplió el número de 

secuencias curadas manualmente del NCBI de 242 a 305.  El alineamiento de las secuencias se realizó en el 

servidor PROMALS3D, el cual lo construye utilizando la información de la estructura tridimensional de archivos 

de coordenadas (Pei, Kim, & Grishin, 2008). Las estructuras de las TIM de Methanocalcococcus jannaschii 

(código PDB: 2H6R), Pyrococcus woesei (código PDB: 1HG3), Thermoproteus tenax (código PDB: 1W0M) y 

Thermoplasma acidophilum (código PDB: 5CSR) depositadas en el Protein Data Bank fueron provistas al 

servidor. El alineamiento resultante, por su extensión, se anexó al final de este documento. Dicho alineamiento 

se construyó utilizando el servidor ESPript 3.0 (Robert & Gouet, 2014), indicando la estructura secundaria a partir 

de la estructura tridimensional de la TIM de Methanocalcococcus jannaschii, además de una secuencia con un 

valor consenso de 0.7. Lo residuos en casillas rojas indican una identidad completa para dicho residuo, los 

residuos con letra roja y en cajas azules indican aquellos que tienen una identidad mayor o igual a 0.7 para esa 

posición en el alineamiento, y los residuos en casillas verdes corresponden en posición a los residuos 

identificados en la superficie de tetramerización de MjaTIM.   

Para construir el árbol filogenético se determinó primero el modelo de substitución que mejor ajustara a los datos 

utilizando el programa PartitionFinderProtein 2 (Lanfear, Frandsen, Wright, Senfeld, & Calcott, 2016) con un 



 
 
 

104 
 

algoritmo de búsqueda codiciosa (Lanfear, Calcott, Ho, & Guindon, 2012) y búsqueda de esquemas de partición 

con la versión 8 de RAxML (Stamatakis, 2014). El mejor modelo de substitución fue la matriz de substitución 

mezclada LG4M+G (Le, Dang, & Gascuel, 2012) y no se encontró un esquema de partición para los datos. Con 

esta información se hizo la inferencia filogenética con la versión 8 de RAxML (Stamatakis, 2014) a través del 

servidor CIPRES (Miller, Pfeiffer, & Schwartz, 2010) y se obtuvo el árbol de máxima verosimilitud encontrado 

heurísticamente (Figura S2). El árbol se editó con el programa FigTree v 1.4.3 

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). 

Durante el trabajo de licenciatura (Muñiz Trejo, 2017) se analizaron distintas secuencias de bacterias y 

eucariontes para enraizar el árbol, pero no se observaron cambios importantes en la topología del árbol de la 

TIM de arqueas, por lo que el árbol presentado aquí se enraizó utilizando únicamente como grupo externo a la 

secuencia de la TIM de Saccharomyces cerevisiae para facilitar la visualización. Como se encontró 

anteriormente, la filogenia de las TIM de arqueas parece agrupar de manera muy consistente a las arqueas a 

nivel de orden filogenético, aunque los Halobacteriales y los Thermoplasmatales no se agrupan todos de manera 

filogenética (el código de colores utilizado se presenta en la Tabla S2). 

Tabla S2. Código de colores del árbol filogenético de la TIM de arqueas 
Orden de Archaea Color hexadecimal 

Phyllum Crenarchaeota 
Desulfurococcales #E65F00 
Sulfolobales #F28773 
Thermoproteales #E51A4C 

Phyllum Euryarchaeota 
Archaeoglobales #FFAC16 
Halobacteriales #0DC09C 
Methanobacteriales #2908F5 
Methanocellales #1E5553 
Methanococcales #4277A6 
Methanomassilococcales #A7C063 
Methanomicrobiales #6799FB 
Methanosarcinales #8C6DD3 
Thermococcales #CCB948 
Thermoplasmatales  #E9350F 

Phyllum Thaumarchaeota 
Nitrosopumilales #C4DE0F 
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Tabla S3. Resumen de características de las especies seleccionadas y secuencias solicitadas 

Especie Abreviatura y 
código de color 

Lugar de 
recolección 

Características 
celulares 

Intervalo de 
temperatura de 
crecimiento (°C) 

(óptimo) 

Intervalo de pH de 
crecimiento 

(óptimo) 
Referencia 

Methanocaldococcus 
jannaschii DSM 2661 

MjaTIM-85 
#D55E00 

Fumarola 
hidrotermal 

blanca en la dorsal 
del Pacífico Oriental. 

Cocos irregulares 
móviles flagelados. 
Diámetro de hasta 

1.5 μm. 

80 – 85 
(85) 

5.2 – 7.0 
(6.0) 

Jones, Leigh, Mayer, 
Woese, & Wolfe, 

1983 

Methanotorris 
formicicus Mc-S-70 

MfoTIM-75 
#E69F00 

 

Fumarola 
hidrotermal 

negra en el campo 
Karei en la dorsal del 

Océano Índico. 

Cocos irregulares. 
Diámetro de 0.8 a 

1.5 μm. 

55 – 83 
(75) 

6.0 – 8.5 
(6 – 7) 

Takai, Nealson, & 
Horikoshi, 2004 

Methanothermococcus 
okinawensis IH1 

MokTIM-60 
#0072B2 

Ventila hidrotermal 
profunda del Iheya 

Ridge, fosa de 
Okinawa, Japón. 

Cocos irregulares 
móviles con un 

diámetro de 1.0 a 
1.5 μm. 

40 – 75 
(60 – 65) 

4.5 – 8.5 
(6 – 7) 

Horikoshi, Takai, & 
Inoue, 2002 

Methanococcus 
aeolicus Nankai-3 

MaeTIM-46 
#009E73 

Sedimentos marinos 
de la fosa Nankai, 

Japón. 

Cocos de 1.5 a 2 
μm de diámetro. 

17 – 55 
(46) 4.3 – 7.5 Kendall et al., 2006 

Methanococcus 
maripaludis C7 

MmaTIM-38 
#00B4E9 

Sedimentos de 
marismas cerca de 
la Pawley, Carolina 

del Sur, Estados 
Unidos. 

Cocos pleomórficos 
de diámetro 1.2 a 

1.66 μm. 

18 – 47 
(38) 6.8 – 7.2 Jones, Paynter, & 

Gupta, 1983 

>Methanocaldococcus_jannaschii 
MLIVINYKTYNESIGNRGLEIAKIAEKVSEESGITIGVAPQFVDLRMIVENVNIPVYAQHIDNINPGSHTGHILAEAIKDCGCKGTLINHSEKRMLLADIEAVINKCKNLGLETIVCTNNINTSK 
AVAALSPDYIAVEPPELIGTGIPVSKANPEVVEGTVRAVKEINKDVKVLCGAGISKGEDVKAALDLGAEGVLLASGVVKAKNVEEAIRELIKFI 
>Methanotorris_formicicus 
MKPVIIINYKTYMESIGKRGLEIAKIAEKVSEESGITIGVAPQFVDLRMITESVNIPVYAQHIDAISPGSHTGHILAESIKDCGVKGTLLNHSERNILLSDIDKVIEIAKNLGLETIVCTNNINV 
SKAVAALNPNYIAIEPPELIGTGIPVSKANPDIVEGTVKEVRKINKDVKILCGAGISTGSDVKAALELGTDGVLLASGVVKAKDIEKAIRDLISEI 
>Methanothermococcus_okinawensis 
MIKPIIIINYKTYAESVGEKGLKIAKAAEKVSEESGISIGVCPQFLDLRMISENVNIPVYAQHFDAVSPGSHTGHVLAETLKDCGLNGSLLNHSEKRMILADLEKSIEIAKNYNLETIVCTNNIG 
VSKAVAALNPNMIAIEPPELIGTGIPVSKANPEVVEGTVKEVRGINKDVKILCGAGISKGEDVSSALELGACGVLLASGVVKSKDVEGSIQELIKHI 
>Methanococcus_aeolicus 
MVIIINSPIIIINYKTYSESVGKKGLNIAKACEKISEESGISIGVAPQYLDLKTVKDNVNIPVYAQHFDAVGAGSNTGYVFAETIADCGLNGSLLNHSEKRMVLADLEEAINLANKYNFESVVCT 
NNIVVSKAVAVMNPTMLAIEPPELIGSGIPVSKANPEIVENTVNEVRKLNKTVTILCGAGISKGEDVSAAMELGADGVLLASGVVKAKNVEESIRELLRNI 
>Methanococcus_maripaludis 
MIINYKTYTESIGKSGLVIAKAAEKVSDESGVTIGVAPQFLDLRMILEEVNIPVYAQHMDAVNPGSSTGHILPEVLKDAGVTGTLLNHSERRMLLADLEKCIEISIKLGLKTVVCTNNITVSKAV 
SALNPTSIAVEPPELIGSGMPVSKANPEVVSGTVREVREINKNVEILCGAGISKGEDVKSALELGTNGVLLASGVVKAKCVEDAIRELIAEI 
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C. Caracterización de la estructura secundaria 

 
Figura S3. Espectros de deconvolución de las ArqTIM. Los datos de elipticidad fueron normalizados a 

elipticidad promedio por residuo ([θ]) y fueron suavizados con el método de Savistzky-Golay (1964) del 

programa Origin (OriginLab, s/f-c). El análisis de deconvolución se llevó a cabo con el programa CDSSTR 

(Sreerama et al., 2000; Sreerama & Woody, 2000) a través del servidor en línea DichroWeb (Whitmore & 

Wallace, 2004, 2008; http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml). Las líneas continuas representan 

el ajuste del análisis de deconvolución. 
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D. Desnaturalización térmica y química 

 
Tabla S4. Resultados de las diferentes aproximaciones para el cálculo de la energía de activación 
en kJ mol-1. 

Método MfoTIM-75 MjaTIM-85  
Promedio de los ajustes 

individuales a un modelo de 
dos estados irreversible 

574 ± 9 895 ± 35 

Gráfico de Arrhenius 574 ± 9 895 ± 35 
Variación de la Tm con 

respecto a la velocidad de 
barrido 

570 ± 1 632 ± 1 

Ancho del pico a la mitad de 
la altura de la traza 

calorimétrica 
(Ancho promedio °C) 

582 ± 28 
(4.67) 

895 ± 92 
(3.71) 

Promedio de los métodos 575 ± 5 830 ± 132 
 

 

 

Figura S4. Efecto de los cationes monovalentes sobre la anisotropía de las tirosinas.  En el 
recuadro azul se observa que el cloruro de sodio tiene un efecto sobre la señal de anisotropía en el 
intervalo de 0 a 2 M al igual que el clorhidrato de guanidinio. 
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Figura S5. Estabilidad a la dilución de las TermoTIM. Se grafica la actividad catalítica normalizada con 
respecto a la concentración de las proteínas después de incubar por 48 horas a 25°C. Las medidas de 
actividad se realizaron con 5 ng de proteína finales. Los ajustes corresponden a una curva logística. 

 

Tabla S5. Valores de la constante de disociación (KD) observados para la dilución de las TermoTIM. 

TIM KD  
(µM) 

KD  
(µg mL-1) 

MfoTIM-75 0.0965 2.27 
MjaTIM-85 0.4525 10.55 

 
 
Para estos análisis es importante reiterar que se desconoce, hasta este punto, si la disociación de los 
tetrámeros por dilución concluye con monómeros, dímeros o pasa por ambos (esto que podría ocurrir 
si tanto los dímeros como los monómeros son inactivos, pero no se observaría en la gráfica), por lo 
que no se ofrece un análisis más detallado sobre la estabilidad a la dilución.  
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E. Caracterización de la unión a ligando 
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Figura S6. Isotermas de unión de MjaTIM-85 con PGH a varias temperaturas. 
 

Tabla S6.  Parámetros de las isotermas de unión de MjaTIM-85 bajo un modelo de unión 1:1 

Temperatura (°C) 15 20 25 50 60 
n 0.847 0.807 0.897 0.832 0.868 

KA (M-1) 5.83 ×104 1.65 ×105 1.29 ×105 3.38 ×104 2.17 ×104 

KD (M) 1.72 ×10-5 6.08 ×10-6 7.73 ×10-6 2.96 ×10-5 4.61 ×10-5 

ΔG (cal mol-1) -6283.17 -6996.95 -6973.90 -6695.73 -6609.61 

ΔH (cal mol-1) 3478.10 2432.8 1195.6 -5162.9 -9424.9 

-TΔS (cal mol-1) -9761.27 -9429.75 -8169.50 -1532.83 2815.29 

ΔS (cal mol-1 K-1) 33.88 32.17 27.40 4.74 -8.45 

Valor c 25 71 56 15 9 
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Figura S7. Isotermas de unión de MfoTIM-75 con PGH a varias temperaturas. 
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Tabla S7. Parámetros de las isotermas de unión de MfoTIM-75 bajo un modelo de unión 1:1 

Temperatura (°C) 10 20 40 50 
n 0.609 0.757 0.622 0.702 

KA (M-1) 3.14 ×104 8.91 ×104 5.80 ×104 2.80 ×104 

KD (M) 3.19 ×10-5 1.12×10-5 1.73 ×10-5 3.57 ×10-5 

ΔG (cal mol-1) -5825.58 -6639.65 -6824.93 -6576.67 

ΔH (cal mol-1) -2804.80 -3679.7 -6447.7 -10933 

-TΔS (cal mol-1) -3020.78 -2959.95 -377.23 4356.33 

ΔS (cal mol-1 K-1) -10.67 -10.10 -1.20 13.48 

Valor c 13 37 24 12 
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Figura S8. Isotermas de unión de MjaTIM-85 con PGH a varias temperaturas en 0.66 molal de 
sacarosa. 

 

Tabla S8. Parámetros de las isotermas de unión de MfoTIM-75 con sacarosa bajo un modelo de 
unión 1:1 

Temperatura (°C) 10 20 40 50 
n 0.839 0.808 0.684 0.851 

KA (M-1) 4.12 ×104 4.54 ×104 1.13 ×104 3.55 ×104 

KD (M) 2.43 ×10-5 2.20 ×10-5 8.86 ×10-5 2.81 ×10-5 

ΔG (cal mol-1) -5979.03 -6246.52 -5807.04 -6728.95 

ΔH (cal mol-1) 3926.4 2286.4 -1847.8 -3790 

-TΔS (cal mol-1) -9905.43 -8532.92 -3959.24 -2938.95 

ΔS (cal mol-1 K-1) 34.98 29.11 12.64 9.09 

Valor c 13 14 4 11 

 



                                           jjjk    ll l  i  iiiiiiiiiiiiiii  i   jjjk     iiiiiii        jk                                                           T T    .     . .                . .                                          Methanocaldococcus_jannas
                                  1               1 0            2 0         3 0           4 0         5 0            6 0                                            X               X            X         X           X         X            X         

Methanocaldococcus_jannas                                               c c                                                                                                                DEEF A A           A DF DF  A      DF DEEEEF   A  A        A DEEEEEF A    A                                              N  K                                                                                                                 I V I     Y            L  I A  I A   V       G I  I  V A P Q    L   I         I  V Y A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M L . . . . . . .     Y  T  N E . S I G N . . R G  E   K   E K  S E E . . S   T  G     F V D  R M  V E N V . . . N  P        N  N . . P  

Aeropyrum_pernix                                                       c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L A V     Y              L A   A   V        V  V I L V      A   L           V Y I Q H A D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K P V . . . . . . .     M  T  S S . A F G E . . G A R R   R D  A R  A R E . . V D  R     A P L I N  S S  A G V . . . . Y G D        P  D . . L  

Aeropyrum_camini                                                       c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L A V     Y              L A   A   V        V  V I L V      A   I           V Y I Q H A D  L     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K P V . . . . . . .     M  T  R S . A F G P . . E G R S   R D  G R  A Q E . . A D  R     A P L V N  S S  A G V . . . . Y G D        P  D . . L  

Staphylothermus_marinus                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V A V     Y            L  I A   A   V       G V  I I L A P     L   V         I  V F A Q H A D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S L K P I . . . . . . .     Y  A  Y P Y S F G E . . H A  R   R D  V K  W K E . . T   D      P Y T E  Y R  L K E V E G T D  K        P  E . . P  

Staphylothermus_hellenicu                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V A V     Y            V  I A   A   V       G V  I I L A P     L   V         I  V F A Q H A D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S L K P I . . . . . . .     Y  A  Y P Y S F G E . . H A  Q   R D  V K  W K E . . T   D      P Y T E  Y R  L K E V E G T D  K        P  E . . P  

Ignicoccus_hospitalis                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L A V     Y            L  L A  A I   V        I   I I A P     L   V           V Y A Q H L D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M I . . . . . . .     A  V  Y P Y S F G A . . R L  R   R   D K  A K E . . Y S  T T     P H T E  K E  K D I V . . E V T K        P  E . . P  

Desulfurococcus_kamchatke                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L A V     Y              L A   A   V       G V  V I L A P     L   V         V  V F A Q H A D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M V K P V . . . . . . .     F  A  Y P H S F G E . . N A Y R   K D  V R  W R E . . T   E      P F T E  K S  I E A V K D T G  K        P  E . . P  

Desulfurococcus_mucosus                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L A V     Y              I A   A   V       G V  V I L A P     L   I         V  V Y A Q H A D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M V K P I . . . . . . .     F  A  Y P H S F G G . . N A Y R   L D  V R  W R E . . T   E      P F T E  R R  L E A V S G T E  K        P  E . . P  

Desulfurococcus_fermentan                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L A V     Y              L A   A   V       G V  V I L A P     L   V         V  V F A Q H A D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M V K P V . . . . . . .     F  A  Y P H S F G E . . N A Y R   K D  V R  W R E . . T   E      P F T E  K S  I E A V N G T G  K        P  E . . P  

Thermosphaera_aggregans                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A V     Y            L  I A   A   V       G V  V I L A P     I   V         V  V F A Q H A D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K P I . . . . . . .     Y  A  Y P Y S F G E . . N A  R   R D  K R  W E E . . T   E      P F T E  Y R  L K E V E G S G  K        P  E . . P  

Ignisphaera_aggregans                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L A I     Y            L  I A  A A   V       G V  V I V I P     L   I         I  V Y A Q H A D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K H L K V P V . . . . . . .     F  A  P T . S F G V . . K A  E   K   E K  A Q E . . Y   E      P A T E  R K  V E S V . . . S  P        P Y E . . Y  

Hyperthermus_butylicus                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L A I     Y            L  I A  A A   V        L  V I V A      I   V         V  V Y  Q H A D  V     G. . . . . . M G T V L L S G L F A R Y T V K R E K G D A M T S R R T P I . . . . . . .     F  A  P T . A F G E . . K G  A   L   D H  A A E Y G G S  E     V P A T E  V R  S D A V . . E H  K   S     A  E . . P  

Pyrolobus_fumarii                                                      c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L A V     Y            L  V V  A A   V        V  V I I A P     I   I         V  V Y A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M R D V Y I . . . . . . .     F  V  P S . A F G R . . R A  E   K   E R  A R E F E G T  S      P H T E  A R  S S S V . . E R  I        P  E . . P  

Pyrobaculum_aerophilum                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L I I     Y            V  I A  A A   V       G V  I A V A P N    L   V         I  V Y A Q  A D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K F P I . . . . . . .     F  A  Y E . A S G R . . R A  H   K   E R  A K E . . L   N       H L E  A L  A Q S V . . . E  P     G   V E S . . P  

Pyrobaculum_islandicum                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L I I     Y            L  I A  A A   V       G V  I A V A P N    L   V         I  V Y A Q  A D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K F P I . . . . . . .     L  A  G E . A A G K . . K A  E   K   E K  A K E . . L   N       H L E  A L  A Q S V . . . E  P     G   V E T . . P  

Pyrobaculum_arsenaticum                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L I L     Y            V  I A  A A   V       G V  I A V A P N    L   V         I  V Y A Q  V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K F P V . . . . . . .     F  A  A E . A A G R . . R A  E   K   E R  A K E . . L   N       H L E  A L  A Q S V . . . E  P     G   V E S . . P  

Pyrobaculum_calidifontis                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L I I     Y            V  L A  A A   V       G V  I A V A P N    L   V         I  V Y A Q  V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M R L P I . . . . . . .     F  A  R E . A A G K . . R A  E   K   E K  A K E . . L   S       H L E  A L  A A S V . . . D  P     G   V E K . . A  

Thermoproteus_neutrophilu                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L I I     Y            L  I A  A A   A       G V  I A V A P N    L   V         I  V Y A Q  A D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M R L P I . . . . . . .     F  A  A E . A A G R . . R A  E   K   E R  A R E . . L   N       H L E  A L  A Q S V . . . D  P     G   V E T . . P  

Pyrobaculum_oguniense                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L I L     Y            V  I A  A A   V       G V  I A V A P N    L   V         I  V Y A Q  V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K F P V . . . . . . .     F  A  A E . A A G R . . R A  E   K   E R  A K E . . L   N       H L E  A L  A Q S V . . . E  P     G   V E S . . P  

Thermoproteus_tenax                                                    c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L I I     Y            V  L A  A A   A       G V  I V V A P N    L   V         I  V Y A Q  A D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M R L P I . . . . . . .     F  A  G E . A A G K . . R A  E   K   E R  A R E . . L   N       H L E  G L  S Q S V . . . D  P     G   V E A . . G  

Thermoproteus_uzoniensis                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L I I     Y            V  I A  A A   V       G V  V A V A P S    L   V         I  V Y A Q  A D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K L P I . . . . . . .     F  A  G E . A A G R . . R A  D   K   E R  S R E . . L   N       H L E  A L  A Q S V . . . G  P     G   V E S . . P  

Caldivirga_maguilingensis                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L I I     Y            V  L A  V A   V       G A  I I V A P     L   V         I  V Y A Q  A D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K V P V . . . . . . .     M  A  P E . L L G G . . G A  K   Q   E K  A N N . . L   S      P H T Y  R Q  A E S V . . . N  P     S   P  D . . P  

Vulcanisaeta_distributa                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L I I     Y            L  L A  V A   V       G V  I A V A P     L   V         I  V Y A Q  A D  V      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K L P I . . . . . . .     M  V  P E . V L G K . . R A  E   K   E A  S R E . . L   S      P I T E  R L  A E N V . . . G  P     G   P  E P . G A

Vulcanisaeta_moutnovskia                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L I I     Y            L  L A  V A   V       G V  I A V A P     L   V         I  V Y A Q  A D  V      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M R L P V . . . . . . .     M  V  P E . V L G K . . R A  E   K   E A  S R E . . L   S      P V T E  R L  A E S V . . . G  P     G   S  E . P G A

Thermofilum_pendens                                                    c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L I     Y            L  L A  V A   V       G I  I A V A P Q    L   I         I  V F  Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K I G Y P L . . . . . . .     F  A  S E . A S G K . . R G  Q   K   E K  S K E . . T   T       L T D  A F  A S Q V . . . E  P   S     D  P . . P  

Sulfolobus_solfataricus                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I I     Y            V  L    I   I        V  I I L       I   M         L  I Y A  H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K P P I . . . . . . .     F  A  E N . S F G D . . K A  N  G K K  E K  S K E . . Y S  E    S T P A T M  Y R  S Q E V . . . D  P    E    P  P . . L  

Sulfolobus_tokodaii                                                    c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L I     Y            V  I    I   V       G V  I I I       I   L         I  V Y A Q H V D  L     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K P P I . . . . . . .     Y  A  E N . S Y G E . . K G  E  S K K  E K  S K D . . Y   P    S V P A T M  Y K  S Q I L . . . E  P        A  R . . H  

Sulfolobus_acidocaldaruis                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L I     Y            I  I    I   V       G   I I V       I   I         L  V F A Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K P P V . . . . . . .     Y  A  E N . S Y G K . . K S  E  T K K  E K  S K E . . Y  T E    S V P A T M  H R  S E E S . . . E  T        S G E . . Q  

Metallosphaera_sedula                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            L  M A  I V   V          I I I A      I   V         I  V Y A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K V P I . . . . . . .     F  V  E T . S Y G R . . R G  E   K   E K  A L E . . T S T E     V P A T M  T R  A E S V . . . T  P        G  P . . E  

Metallosphaera_cuprina                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L I     Y            V  L A  M I   V          I I I A      I   I         I  V Y A Q H V D  L     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M R V P I . . . . . . .     F  A  E T . S Y G R . . K A  Q   K   E K  S I D . . T S T E     V P S T M  T R  S E Q V . . . S  P        G  P . . E  

Metallosphaera_yellowston                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L I I     Y            L  L    I   V       G I  I V V A      I   I         I  V F A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K F P I . . . . . . .     F  A  E N . S Y G E . . K A  Q  S K S  D K  A R E . . S   E     V P S T M  H R  S K E V . . . S  P        A  P . . E  

Acidianus_hospitalis                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L I     Y            V  I A   I   I          V I L       I   L         L  I Y A Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K K P I . . . . . . .     F  A  E N . S F G K . . K G  D   K R  E K  S I E . . Y S T E    S V P A T M  P I  S Q E V . . . S  P        S Y P . . L  

Acidolobus_saccharovorans                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                  A V     Y            L  I A   A   A       G    V I L      I              V Y I  H A D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M P R L V . . . . . . . F    F  A  E T . A F N E . . K S  E   R E  S K  S S R . . Y  N V R    I V P A A  A S K V L Q I . . . Y D D    E    P  D . . Y  

Fervidicoccus_fontis                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                  V I     Y            L  I A  A    A        I   I I A      I   I         I  V  A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M L P A N K P I . . . . . . . F    Y  A  E T . S Y G H . . Q A  L   K  S E K  E L E . . F S  K T    V P F T E  W R  S K E V . . . S  D  I      P  I . . P  

Caldisphaera_lagunensis                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                  A I     Y            L  I A   A   L        V  I I L       I   I           I Y L Q H I D  L     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A I E M K Y . . . . . . V F    F  S  E T . A Y N N . . V A  E   K T  N Q  S S K . Y S N  R    S V P S V M  S K  I N I . . . . Y D D        P  D . . Y  

Archaeoglobus_fulgidus                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I I     Y            L  L A  I A   V          V  I A  S    L   I         I  V Y A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M R K M G V . . . . . . .     F  A  K E . G F G K . . R A  E   K   E N  A S R . . C D E Y  G   V  F L D  P V  A R E V . . . S  D        A  G . . F  

Archaeoglobus_profundus                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I I     Y            M  I A  A V   V          I A V A P N    L   I         V  V Y A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M G V . . . . . . .     F  A  A E . G S G K . . K A  E   R   L E  S D K . . V D D Y       F L D  A E  A R I . . . . G  D        P  E . . F  

Archaeoglobus_veneficus                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I I     Y            L  L A  I A   V          I A I A P     L   I         I  V Y A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . M L S V V C S F F H G D N P N W G L E K I K F P T K K R K I M G V     F  A  R E . G S G K . . Q A  E   K   E N  A S R . . V D D Y      P T I D  A E  I N A V . . . S  D        A  D . . F  

Ferroglobus_placidus                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I I     Y            L  L A  A V   V            V A P N    L   I         I  V Y A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M E K K V . . . . . . .     F  A  R E . G A G K . . N A  E   K   E K  A E K . . S D F Y F G     F L D  A E  V K S V . . . G  D        A  E . . F  

Archaeoglobus_sulfaticall                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V I     Y            L  L A  I V   I          I A I A P N    M   I         V  V Y A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M G I . . . . . . .     F  A  K E . G S G K . . K A  E   K   E E  S S K . . V D D Y       F L D  S E  M K A V . . . D  D        A  E . . Y  

Halobacterium_salinarum                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  I A  A A   V       P A  I A V A P Q    I   V         A   Y A Q H V        G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  A   E   A D  A E T . . T   T       P A D  G R  A D T . . . . G  T T      S P T E . . H  

Haloarcula_marismortui                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A A   V       G V  V A V A P Q    I   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   A D  S D D . . S   R       A A Q  S A  A E T . . . . G  E T      S A  E . . H  

Haloarcula_hispanica                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A A   V       G V  V A V A P Q    I   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   A D  S D D . . S   R       A A Q  G P  A E T . . . . G  E T      S A  E . . H  

Halorubrum_lacusprofundi                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V       G A  I A V  P Q    I   V         V   W A Q H V        G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  A E A . . S   R    S   A A D  A R  A D T . . . . G  E T      S P N A . . H  

Halomicrobium_mukohataei                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            I  V A  A A   V       G V  V A V A P Q    L   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M I P A S G G L C M . . . . . . F     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   A D  S D E . . T   R       A A H  D A  A E T . . . . G  E T      S P  E . . H  

Haloterrigena_turkmenica                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A V   V        A  L A V A P Q    L   V         V   W A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  T  P C . . . . . . . D P  A   D   R D  D E S . . T D  R       A A D  A R  A E T . . . . G  E T       P  E . . H  

Halalkalicoccus_jeotgali                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  I A  A A   V       G   I A V A P Q    L   V         V   W A Q H  D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     C  A  P C . . . . . . . D P  E   A   H E  S E E . . S  T R       T A R  E S  A G T . . . . G  E T     T  G N E . . T  

Halogeometricum_borinquen                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            L  V A  A A   V       G V  I A V A P Q    V   V         V   W A Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   H E  A E E . . S   R       A A D  R R  A D T . . . . G  E T       P N G . . Y  

Haladaptatus_paucihalophi                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  I A  A A   V       G V  I A V A P Q    L   V         V   W  Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   D   R D  S D D . . Y   D       T A H  S R  A D T . . . . G  E T  G    S P  E . . H  

Halopiger_xanaduensis                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            L  V A  A V   V        A  I A V A P Q    L   V         A   W A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  T  P C . . . . . . . D P  E   A   R D  D E E . . T D  R       A A H  E R  A E T . . . . G  E T       P  D . . Y  

Natronobacterium_gregoryi                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            L  I A  A V   V        A  L A V A P Q    I   V         V   W A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  T  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  D E T . . T D  R       A I H  E R  A E T . . . . G  E T       P  E . . H  

Natronococcus_occultus                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            I  V A  A V   V        A  L A V A P Q    L   V         V   W A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  T  P C . . . . . . . D P  E   E   R D  D D R . . T D  R       A A H  E R  A E T . . . . G  E T       P  E . . H  

Haloferax_mediterranei                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V       G V  I A V  P Q    I   V         V   W A Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  A E E . . S   R    S   A A D  S R  A D T . . . . G  E T       P N G . . H  

Halostagnicola_larsenii                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            V  V A  A V   V        A  V A V A P Q    I   V         V   W A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M L . . . . . . .     L  T  P C . . . . . . . D P  A   E   R D  D E E . . T D  R       A A H  E R  A A T . . . . G  E T       P  D . . Y  

Natronorubrum_tibetense                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            I  V A  A V   V        A  V A V A P Q    I   V         A   W A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  T  P C . . . . . . . D P  E   E   R D  N E S . . T D  R       A T N  A Q  A E T . . . . G  E T       P  D . . Y  

Natrinema_versiforme                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            I  V A  A V   V        A  L A V A P Q    L   V         A   W A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  T  P C . . . . . . . D P  E   E   R D  N E R . . T D  R       A A H  E Q  A E T . . . . G  E T       A  D . . H  

Natrialba_magadii                                                      c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A V   V        A  L A V A P Q    L   V         A   W A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  T  P C . . . . . . . D P  A   E   R D  N E T . . T D  R       A A H  E R  A D T . . . . G  E T       P  E . . H  

Halorubrum_kocurii                                                     c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V       G A  I A V  P Q    I   V         V   W A Q H V        G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  A E A . . S   R    S   A A D  A R  A D T . . . . G  E T      S P N A . . H  

Natrialba_chahannaoensis                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A V   V        A  L A V A P Q    L   V         A   W A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  T  P C . . . . . . . D P  A   E   R D  N E N . . T D  R       A A H  E R  A E T . . . . G  E T       P  E . . H  

Natronococcus_amylolyticu                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            I  V A  A V   V        A  L A V A P Q    L   V         V   W A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  T  P C . . . . . . . D P  E   E   S D  D D R . . T D  R       A A H  E R  A E T . . . . G  E T       P  D . . H  

Natrinema_altunense                                                    c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A V   V        A  L A V A P Q    I   V         A   W A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  T  P C . . . . . . . D P  E   E   R D  N D A . . T D  R       A A H  E R  A E T . . . . G  E T       A  E . . H  

Haloferax_alexandrinus                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V       G V  I A V  P Q    I   V         V   W A Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  A E A . . S   R    S   A A D  S R  A D T . . . . G  E T       P N G . . H  

Halorubrum_aidingense                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V       G A  I A V  P Q    I   V         V   W A Q H V        G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  A E A . . S   R    S   A A D  A R  A D T . . . . G  E T      S P N A . . H  

Haloterrigena_thermotoler                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A V   V        A  L A V A P     I   V         A   W A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  T  P C . . . . . . . D P  A   E   R D  D E T . . T D  R      A A T H  E R  A E T . . . . G  E T       P  D . . H  

Halococcus_morrhuae                                                    c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  I A   A   V       G V  I A V A P Q    L   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  A A . . . . . . . D A  G   T T  R E  S E E . . S   R       A A R  A A  A D T . . . . G  E T      S P  E . . H  

Natronolimnobius_innermon                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A V   V        A  L A V A P Q    L   V         V   W A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  T  P C . . . . . . . E P  A   E   R D  D E S . . T D  R       A A H  E R  A E T . . . . G  E T       P  E . . H  

Haloquadratum_walsbyi                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L I     Y            L  I A  A A   V       G V  V A V  P Q    I   V         V   W A Q H V        G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   N   R D  A D D . . S   R    S   A A D  A R  S D T . . . . G  E T      S P N N . . Y  

Haloferax_volcanii                                                     c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V       G V  I A V  P Q    I   V         V   W A Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  A E A . . S   R    S   A A D  S R  A D T . . . . G  E T       P N G . . H  

Methanosarcina_acetivoran                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L L     Y            V  I A  A    V       G I  I A V A P Q    I   V         L  I F  Q H M D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M G S P F . . . . . . .     Y  T  N Q . G T G Q . . G A  E   R  C R A  S E E . . S   E       L P D  Y R  A S E V . . . E  P   S     G  G . . A  

Methanosarcina_mazei                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L L     Y            V  I A  A    V       G I  I A V A P Q    I   V         L  V F  Q H M D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M G S P F . . . . . . .     Y  T  I Q . G T G K . . G A  D   K  C K T  S E E . . S   E       L P D  Y R  A S E V . . . E  S   S     G  G . . A  

Methanosarcina_barkeri                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V L     Y            M  I A  A    V       G V  I A V A P Q    I   V         L  V F  Q H L D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M G L P F . . . . . . .     Y  T  L Q . G T G Q . . G A  E   K  C K A  S E E . . S   E       L P D  Y R  A S E V . . . A  P   S     G  G . . A  

Ca_Methanoperedens_nitror                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V L     Y            V  M A      V       G V  I I A V P Q    I   V         I  V F A Q H I D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M G K K P L . . . . . . .     F  T  T E . G M G E . . N A  K   K Y C E E  S A D . . S   K       A P D  Y R  A C S V . . . K  P        G  V . . A  

Methanococcoides_burtonii                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V L     Y            V  I A  A    V       G I  I A I A P Q    I   V         V  V Y  Q H L D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K P . L . . . . . . .     L  T  L E . G T G E . . G A  R   R  C K E  G E A . . S   E       F C D  Y R  A S Q V . . . D  P   S     G  G . . A  

Methanococcoides_methylut                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V L     Y            V  I A  A    V       G I  I A V A P Q    V   V         V  V Y  Q H I D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K P L . . . . . . . .     L  T  L E . G T G E . . G A  R   E  C R A  G E E . . S   E       L C D  Y R  A S Q V . . . D  P   S     G  G . . A  

Methanohalophilus_mahii                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V V     Y            V  I A  A    V       G V  I  V A P Q    I   V         V  V Y A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M D S P L . . . . . . .     F  T  A Q . G T G E . . A A  G   T  C R D  A E E . . A   T  G     L C D  Y R  S S Q V . . . D  P        G  S . . P  

Methanohalobium_evestigat                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V V     Y            V  I A  A    V        V  I  V  P Q    I   V         V  V Y  Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M N S S K S P L . . . . . . .     L  T  L Q . G T G E . . K A  T   K  C K N  S E K . . Y N  D  G  S   F C D  Y Q  A S Q V . . . D  P   S     G  D . . G  

Methanosalsum_zhilinae                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V V     Y            V  I A  A    V       G V  I A V A P Q    I   V         I  V Y  Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M G S P L . . . . . . .     F  T  L E . G T G E . . R S  D   R  C R D  A E D . . S   D       M C D  Y R  A S M V . . . D  P   S     G  G . . A  

Methanosaeta_thermophila                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V L     Y            V  L   I    I       G V  I A V A P Q    I   V         I  V Y A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M R W S Q S L G G M A L T L     F  T  R E . A T G D . . S A  A  S K  C E S  A S E . . Y   D       A A D  R A  A S A V . . . S  P        G  G . . F  

Methanosaeta_concilii                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V L     Y            L  L A  I    I        V  M I V A P Q    I   I         I  V Y A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M T I . . . . . . .     F  T  R E . S T G P . . E A  R   E  C E D  A R D . . Y S  Q       T A D  H A  S R E V . . . K  P        G  G . . Y  

Methanosaeta_harundinacea                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V V L     Y            L  L   I    A        V  I A V A  Q    I   I         I  V Y A Q H V D  V     GM V D E D H S R P S K N L A P I D G D Q A A R S S K L A V G H R R L R P S V M I M T K     F  T  S E . A T G A . . E A  K  S R  C E E  K D Q . . Y D  E     V  A P D  R L  S E N V . . . S  P        G  G . . F  

Methanolobus_tindarius                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V L     Y            V  V A  A    V       G I  I  V A P Q    I   V         L  V Y  Q  L D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S S T L . . . . . . .     L  T  L E . G T G E . . G A  K   Q  C K E  A D E . . C   E  G     F C D  Y R  A S Q V . . . D  P   S  S   P  G . . A  

Methanolobus_psychrophilu                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V L     Y            V  I A  A    V       G I  I A V A P Q    I   V         I  V Y A Q H L D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S S T L . . . . . . .     L  T  L E . G T G E . . G A  K   Q  C R Q  A E D . . S   D       F C D  Y R  S S Q V . . . D  P        S  G . . A  

Methanomethylovorans_holl                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V L     Y            V  I A  A    V       G I  I A V A P Q    I   V         I  V Y  Q H L D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M H T P F S G G V K I S . . S I L     L  T  L E . G T G E . . N S  R   Q  C K D  A D D . . S   D       F C D  Y R  A S Q V . . . D  P   S     S  G . . A  

Methanospirillum_hungatei                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y              I A  A A   I       G V  I A L A P     I   I         I  V F A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K Q Q S L K T P L . . . . . . .     L  C  T E . S I G N . . G A H R   R   R E  M D E . . S   T      L Y T D  H P  N H H Y . . . D  P        P  D . . P  

Methanocorpusculum_labrea                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y              I A  A A   V       G V  I  I A P Q    L            I  V Y A Q H I D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S S P L . . . . . . .     F  S  R E . G A G N . . A A G Q   S   E L  M Q E . . S   T  G     F V E  H P F C K H Y . . . E  P        A  . . . E  

Methanoculleus_marisnigri                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y              I A  A A   V       G A  I  I A P     L   M         I  V Y A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M D S P F . . . . . . .     L  T  Q E . G M G S . . N A H R   A   E T  A K E . . S   V  G    A F T E  H P  S H H Y . . . A  P        A  T . . P  

Methanolacinia_petroleari                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I M I     Y              I A  A A   V       G I  I V I  P     I   M         L  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M P E E K P V . . . . . . .     F  T  N E . S Y G F . . R A H D   E   E T  A E E . . S   E    C  G F M D  H P  S N H Y . . . R  P        G  S . . P  

Methanoplanus_limicola                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I I     Y              I A  A A   V       G V  I  I A P     L   M         L  V Y A Q H I D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A K R F P E . . . . . . .     F  I  T E . G F G K . . A G H R   E   E T  M N E . . T   I  G    G Y M D  H P  S M H Y . . . S  P        P  K . . P  

Methanoregula_formicica                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y              I A  A A   V       G V  I  V A P     L   L         I  V Y A Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S S P L . . . . . . .     L  T  K E . G M G N . . R A H M   Q   Q A  S Q E . . S   T  G    G Y I D  H P  C H H F . . . S  P        G C E . . P  

Methanoregula_boonei                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y              I A  A A   V       G A  I  I A P     L   I         I  V Y A Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M H E E H F H M T A P L . . . . . . .     L  T  K E . G M G N . . R A H Q   T   Q L  A R E . . S   V  G    G Y I D  H P  C H H F . . . A  P        G Y E . . P  

Methanosphaerula_palustri                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y              I A  A A   V       G I  I  V A P S    L   L         I  V F A Q H L D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S S Q F . . . . . . .     L  A  K E . G M G P . . R A H M   R   E E  S E E . . S   Q  G     F F D  H P  S K H F . . . E  P        G  V . . P  

Methanolinea_tarda                                                     c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L I     Y              I A  A A   V       G V  I  I A P S    I   L         L  V Y  Q H V D  A     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M P K P F . . . . . . .     L  T  M E . A S G Q . . R A H S   G   Q Q  A E E . . S   E  G     Y M N  H P  S M H Y . . . S  P   S     A  M . . P  

Methanoculleus_bourgensis                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y              I A  A A   V       G V  I  I A P     I   M         I  V Y A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M V S P L . . . . . . .     L  T  H E . G M G Q . . N A H R   A   E T  G R E . . S   V  G    V F T E  R P  S Q H Y . . . A  P        A  T . . P  

Methanofollis_liminatans                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I V     Y              I A  A A   I       G V  I  V A P     L   I         V  V Y A Q H I D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A E P L . . . . . . .     L  A  A E . G M G E . . G A G I   A   E E  G E E . . S   A  G    A Y T D  H P  A M H Y . . . A  P        G  A . . P  

Methanocella_paludicola                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I L     Y              L    A   V       G I  I I V  P Q    L            I  V F A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M Q K P I . . . . . . .     Y  T  L E . S S G D . . K G R Q  T W D  R D  M Q E . . T   R    C   T P E  F H H K G Y . . . . G  E        P  E . . P  

Methanocella_conradii                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I L     Y              L   A A   V       G V  I I V  P Q    L            I  V F  Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M Q K P I . . . . . . .     Y  T  L E . S T G D . . R G R E  T W   R D  M Q E . . T   R    C   T P E  F H H K G Y . . . . G  E   S     P  E . . P  

Methanocella_arvoryzae                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I L     Y              L   M A   V       G V  I V A  P Q    M            I  I F A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M P A K E P V . . . . . . .     Y  T  T E . S M G E . . Q G R K  T W   M E  M K E . . T   R    C   L P E  Y H H K N L . . . . D  E        P  E . . P  

Methanobacterium_bryantii                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I L     Y            L  L A      V       G V  I M V  P Q    I   I         I  V  A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M N E I K E T P I . . . . . . .     F  T  L E . S T G E . . N A  K   K G S E M  A E E . . T   N    H   Y A D  Y R  A H E V . . . N  P  L      T  D . . A  

Methanobacterium_formicic                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I L     Y            L  L A  A L   V       G V  M V A A P Q    L   L         I  V  A Q H I D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K I T Q T P L . . . . . . .     F  T  L E . S T G E . . K A  Q   R   E Q  A E E . . T   N       G A D  W R  S Q E V . . . K  P  L      P  D . . A  

Methanothermobacter_therm                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I L     Y            L  L A  I    V       G V  M A V A P Q    L   V         I  V  A Q H I D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M L E D L E L K D T P I . . . . . . .     F  T  L E . S T G E . . R A  E   S  C G D  A D E . . T   N       H M D  H R  S D A V . . . E  P  L      A  D . . A  

Methanothermobacter_marbu                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I L     Y            L  L A  A    V       G V  I A V A P Q    L   V         I  V  A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . E T P I . . . . . . .     F  T  T E . S T G K . . R A  E   G  C Q E  A D E . . T   N       H M D  Q P  A E A V . . . D  P  L      P  D . . A  

Methanosphaera_stadtmanae                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I L     Y            V  L    V   A       G I  M A I A P Q    L   I         I  V Y A Q H M D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S K N K T P I . . . . . . .     Y  T  T E . S T G K . . N A  K  S Q Y  Q E  S D E . . T   N       A V D  Y P  I E S V . . . D  P        A  T . . P  

Methanobrevibacter_rumina                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I L     Y            L  L A  A L   A       G I  M V A V P Q    I   I         I  V  A Q H I D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S L K T P V . . . . . . .     F  T  L E . S S G Q . . K A  D   N   E S  G E E . . S   T       A I D  Y R  K E E T . . . S  P  L      A  S . . P  

Methanothermus_fervidus                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V L     Y            L  L A      V       G V  I I V A P Q    L   V         I  V  A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M D R P I . . . . . . .     F  T  K E . S T G E . . N A  K   K K C E Q  S E E . . Y   K       H M D  R Y  S E N V . . . N  P  I      P  D . . A  

Methanobacterium_lacus                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I L     Y            V  L A  A    V       G I  M V V A P Q    I   L         I  V F A Q H I D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M N N T K R T P I . . . . . . .     F  T  L E . S T G I . . N A  N   T  S E M  A E E . . T   N       S S D  Y Q  S N K V . . . N  P        A  D . . A  

Methanobacterium_paludis                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I L     Y            L  L A  I    V       G M  I A V A P Q    V   I         I  V  A Q H I D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K Q I T R T P I . . . . . . .     F  T  L E . S T G E . . K A  K   K  S E E  A N E . . T   N       H A D  W R  A G E V . . . N  P  L      P  D . . A  

Methanobrevibacter_smithi                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I L     Y            L  L A  A L   A       G I  M V A A P Q    I   I         L  I F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M N T P I . . . . . . .     Y  T  L E . S S G E . . N A  E   R   K S  S E E . . S   T       A A D  Y R  Q D Q I . . . S  P        P  T . . P  

Ca_Methanomassiliicoccus_                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I V     Y            L  L A      V       G I  I  I  P     L   I         I  V   Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S E L K T P A . . . . . . .     F  A  S E . V E G G . . K A  K   E S C L E  S E E . . S   K  S  C  P M P E  S L  A S A I . . . S  P  L S     A K K . . P  

Methanomassiliicoccus_lum                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I V     Y            V  L A  I    V       G I  V  V  P     L   V         V  V  A Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S K L R T P V . . . . . . .     F  A  A E . V E G P . . Q A  R   D  C Q E  S D A . . S   T  G  C  P T T E  S A  A K A V . . . T  P  L      A R S . . P  

Methanocaldococcus_ferven                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V I     Y            L  I A  A A   V       G V  I  V A P Q    L   I         I  V Y A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M L . . . . . . .     Y  T  K E . S I G K . . R G  E   K   E K  S E E . . S   T  G     F V D  R I  V E N V . . . N  P        N  N . . P  

Methanocaldococcus_vulcan                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V I     Y            L  I A  I A   I       G I  I  V A P Q    L   I         I  V Y  Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M L . . . . . . .     Y  T  A E . S I G K . . K G  E   K   E K  S E E . . S   V  G     F V D  R S  V E S V . . . E  P   S     N  S . . P  

Methanocaldococcus_infern                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I I     Y              I A  I A   V       G V  I A V A P Q    L   I            Y A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M I . . . . . . .     Y  T  K E . G L G E . . R G K E   E   K K  S E E . . S   E       Y V D  R E  A K I T . . . . . K C       N  K . . P  

Methanotorris_formicicus                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I I     Y            L  I A  I A   V       G I  I  V A P Q    L   I         I  V Y A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K P V . . . . . . .     Y  T  M E . S I G K . . R G  E   K   E K  S E E . . S   T  G     F V D  R M  T E S V . . . N  P        A  S . . P  

Methanococcus_maripaludis                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 M I I     Y            L  I A  A A   V       G V  I  V A P Q    L   I         I  V Y A Q H M D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     Y  T  T E . S I G K . . S G  V   K   E K  S D E . . S   T  G     F L D  R M  L E E V . . . N  P        A  N . . P  

Methanococcus_vannielii                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 M I I     Y            L  I A  A A   V       G I  I A V A P Q    L   I         I  V Y A Q H M D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     Y  T  S E . S T G K . . N G  K   K   E K  S D E . . S   T       F L D  K T  L N E V . . . S  P        P  V . . S  

Methanococcus_aeolicus                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I I     Y            L  I A  A    I       G I  I  V A P Q    L   V         I  V Y A Q H  D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M V I I I N S P . . . . . I     Y  T  S E . S V G K . . K G  N   K  C E K  S E E . . S   S  G     Y L D  K T  K D N V . . . N  P      F  A  G . . A  

Methanococcus_voltae                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I I     Y            L  I A   A   V       G I  I  V A P Q    L   I         V  V Y  Q H M D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M I K P V . . . . . . .     Y  T  M E . S I S D . . K G  N   K C  E K  S E E . . S   E  S     F T D  K T  V E Q T . . . N  K   S     A  K . . P  

Methanothermococcus_okina                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I I     Y            L  I A  A A   V       G I  I  V  P Q    L   I         I  V Y A Q H  D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M I K P I . . . . . . .     Y  T  A E . S V G E . . K G  K   K   E K  S E E . . S   S  G  C   F L D  R M  S E N V . . . N  P      F  A  S . . P  

Methanotorris_igneus                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I I     Y            L  I A  I A   V       G I  I  V A P Q    L   V         I  V Y A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K P V . . . . . . .     Y  T  K E . S I G K . . R G  E   K   E K  S E E . . S   T  G     F V D  R I  A E N V . . . N  P        A  T . . P  

Methanocaldococcus_villos                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I I     Y            L  I A  I A   V       G V  I A V A P Q    L   I         I  V Y A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M I . . . . . . .     Y  T  K E . S L G K . . R G  E   K   E K  S E E . . S   N       Y V D  R M  A E N V . . . N  P        N  K . . P  

Methanothermococcus_therm                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I I     Y            L  I A  A A   V       G I  I  V A P Q    L   I         I  V Y A Q H  D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K P I . . . . . . .     Y  T  L E . S V G K . . K G  E   K   E K  A E E . . S   T  G     F M D  R M  A E D V . . . S  P      F  S  S . . P  

Methanopyrus_kandleri                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I V     Y            L  L A  V A   V       G V  V  I  P     L   V         V  V  A Q  V D  A     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M L R V P P . . . . . . .     F  A  S E . A V G E . . N A  R   R   A E  S E E . . T   E  G  C  P H V D  R D  V R E V G . D E  T  L   A   A  E . . P  

Pyrococcus_abyssi                                                      c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A I     Y            L  I A  A A   V       G V  I V V A P Q    L   I         I  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M E L K E P I . . . . . . .     F  T  I E . A T G K . . R A  E   K   E R  W K D . . T   T       L V D  R M  A E N V . . . E  P        P  K . . P  

Pyrococcus_horikoshii                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A I     Y            L  I A  A A   V       G V  I V V A P Q    L   I         I  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K L D E P I . . . . . . .     F  T  I E . A T G K . . R A  E   K   E R  Y K E . . T   T       L V D  R M  A E N V . . . E  P        P  K . . P  

Pyrococcus_furiosus                                                    c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A I     Y            L  I A  A A   V       G V  I V V A P Q    L   I         I  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A K L K E P I . . . . . . .     F  T  I E . A T G K . . R A  E   K   E K  Y K E . . T   T       L V D  R M  A E S V . . . E  P        P  K . . P  

Pyrococcus_yayanosii                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V I     Y            L  I A  A A   V       G I  I V V A P Q    L   I         I  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S L K E P I . . . . . . .     F  T  I E . A T G K . . R A  E   K   E R  H K E . . T   T       L A D  R M  A E S V . . . E  P        P  K . . P  

Pyrococcus_kodakaraensis                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A I     Y            L  I A  A A   V       G I  I V V A P Q    L   I         I  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A K L K E P I . . . . . . .     F  T  I E . A T G K . . R A  E   K   E R  W K E . . T   T       L A D  R M  A E S V . . . E  P        P  K . . P  

Thermococcus_onnurineus                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A I     Y            L  I A  A A   V       G I  I V V A P Q    L   I         I  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M T K L K E P I . . . . . . .     F  T  I E . A T G E . . R A  E   K   E K  W K E . . T   T       L A D  Y R  A Q E V . . . E  P        P  K . . P  

Thermococcus_gammatoleran                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A I     Y            L  I A  A A   V       G I  I V V A P Q    L   V         I  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M T K L K E P I . . . . . . .     F  T  I E . A T G K . . R A  A   K   E K  Y K E . . T   T       L A D  R M  A E S V . . . E  P        P  K . . P  

Thermococcus_sibiricus                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A I     Y            L  I A  A A   V       G V  I V V A P Q    L   I         I  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M L E E P V . . . . . . .     F  T  I E . A T G K . . R A  K   K   E E  Y K E . . T   T       L A D  Y R  A Q E V . . . E  P        P  K . . P  

Thermococcus_barophilus                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A I     Y            L  I A  A A   V       G I  I V V A P Q    L   I         I  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K L K E P I . . . . . . .     F  T  A Q . A T G E . . G A  R   K   E K  Y K E . . T   T       L A D  Y R  A Q E V . . . E  P        P  K . . P  

Thermococcus_litoralis                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A I     Y            L  I A  A A   V       G I  I V V A P Q    L   I         I  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . L V E P I . . . . . . .     F  T  I D . A T G E . . R A  K   K   E K  Y K E . . T   T       L V D  Y R  A Q E V . . . E  P        P  K . . P  

Palaeococcus_pacificus                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A I     Y            L  I A  A A   V       G I   V V A P Q    L   V         I  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K L K E P I . . . . . . .     F  T  I Q . A T G E . . G A  R   K   E K  W K E . . T   T F      L A D  Y R  A Q E V . . . E  P        P  T . . P  

Thermoplasma_acidophilum                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 A I V     Y               M      V        L                          F A Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M Y T . . . . . . .     L  T  R E . A T G A . . N F T R F  E K F E P  Q G K . . F E  I F S P S L L D L E K A . . A K C G . . . K F R F       A E P . . Y  

β1 η1 α1 β2 α2 β3 



Thermoplasma_volcanium                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I V     Y            V   V   L           L  I A  A                  V   F  Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F T . . . . . . .     L  N  A E . A N G K . . N F  E F  S K  . P K Y D S . . V R  I   P  I L D L H N A . . H E F R . . . N  E F  S     D  G . . Y  

Picrophilus_torridus                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I  I     Y              L L      I        I    L  P     L            L  I Y  Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K P L . . . . . . .  F   F  H  E N . A T G R . . N A E L   N E F R K  K D Q . . K N  Y Y C  G  G D L R  S . . L E F P . . . D  N   S     Y N G . . Y  

Ferroplasma_acidarmanus                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I  I     Y              L L      I       G L    M A  T    L            L  I Y  Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M E P E . . . . . . .  F   F  H  D N . A V G T . . N S E K   T D F K S  K K Q . . N   Y Y C   E  D L Y  Q . . K S F P . . . G  H   G     S N G . . Y  

Korarchaeum_cryptofilum                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L L I     Y            V  I    A   I       G V  I  V  P N    L   I         I  V F A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M H I P R . . . . . . .     F  A  M E . S S G D . . R A  E  S K S  E R  W R E . . M   L  G  S   I V D  R L  S S S V . . . E  P        P  P . . A  

Nitrososphaera_viennensis                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L I I     Y            L  L A  A A   V        V  V V L A P     L   V         I  V   Q H V D  A     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K L L N R P . . . . . . .     F  N  G E A S S A E . . K T  E   R   Q E  A R K . . L E  E      P Q P S  A L  C K N V . . . D  P  I S     D  Q . . E  

Nitrosopumilus_maritimus                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                  V I     Y               V   A   V        V  I A I  P     I   V         I  I F A Q H I D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . . . . F    C  N  E E . I S G E . . K I T K F  K T  E K  S K K . . F K  K    C  P Q H L  G V  A N S . . . . S  P        D S K . . V  

Ca_Nitrosopumilus_koreens                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                  V I     Y            I   V  I A   I        I  I A I  P     I   V         I  I F A Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . . . . F    C  N  E E . I S G D . . K I  K F  K   E K  S K K . . F K  K    C  P Q H L  G V  A N S . . . . S  P        D S N . . V  

Ca_Nitrosoarchaeum_limnia                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                  I I     Y               V  I V   I        I  I A I A P     I   V         I  I  A Q H I D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . . . . F    C  N  E E . I A G S . . K I T E F  K   E K  S K K . . Y K  K      P Q H L  G L  T N S . . . . T  P  L      N S K . . V  

Ca_Nitrosopumilus_salaria                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                  V I     Y            I   I  I A   I        I  I A V  P     I   V         I  I  A Q H I D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . . . . F    C  N  E E . I A G D . . K I  K F  K   E K  S K K . . F K  K    S  P Q H L  G V  S N S . . . . S  P  L      D S K . . V  

Cenarchaeum_symbiosum                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L I I     Y              L A  A A   A       G V  I A L A P     L   V         L  V  A Q H I D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A R S P V . . . . . . .     C  N  K E . A A G G . . R I D S   A   A G  A A K . . Y   R      P Q H L  G A  K G E . . . . D  T  L      D K G . . V  

Ca_Methanomethylophilus_a                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 M I V     Y            V  L A      V       G A  I A V  P     L   V         I  V   Q  V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     F  A  R E . V D G A . . A A  E   K K C Q Q  S E E . . T   C    C  P V V S  A A  A A A V . . . D  P  L S  N   P R A . . P  

Ca_Parvarchaeum_acidiphil                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L I I     Y            I  I A      L       G V  I V V  P     L            A    A Q  V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M N M K T . . . . . . .     Y  A  E E . . A F T . . K G  E   K Y S G E  S K S . . S   S    S  P F T I  K E T V K F . . . . .  K T I   G  N D  D . . P  

Ca_Parvarchaeum_acidophil                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L I I     Y            I  I A   A   V        I  V I V  P     I   L         A    A Q  V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M G N K I . . . . . . .     Y  A  K E . . A F S . . K G  D   K Y  A Q  S A S . . K N  S    S  P F T I  N E  S K I . . . . .  K T I   G   E  D . . P  

Ca_Caldiarchaeum_subterra                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V L     F            L  L A  I A   A       G V  V A V  P S    L   V         V  V F A Q H  D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M N I R Y P L . . . . . . .     F  T  R E . S I G K . . K A  E   K   E R  A E E . . T   S    C   L V D  A T  A A N V . . . S  H      C  P Y M . . P  

Thermofilum_carboxyditrop                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L I     Y            L  L A  V A   L       G V  I A V A P Q    L   I         I  V F  Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A A T K I E Y P L . . . . . . .     F  A  A E . A S G K . . K G  Q   K   E K  S K E . . Y   T       L T D  M F  A Q Q V . . . D  P   S     D  S . . P  

Halanaeroarchaeum_sulfuri                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A A   V       G V  V A V A P Q    I   V         A   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P A . . . . . . . D P  S   E   A T  D G T . . A   D       A A D  A R  A Q T . . . . G  E T      S P  S . . H  

Haloferax_gibbonsii                                                    c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V       G V  I A V  P Q    I   V         V   W A Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  A E E . . S   R    S   A A D  S R  A D T . . . . G  E T       P N G . . H  

Haloterrigena_jeotgali                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A V   V        A  L A V A P     I   V         A   W A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  T  P C . . . . . . . D P  A   E   R D  D E T . . T D  R      A A T H  E R  A E T . . . . G  E T       P  D . . H  

Halolamina_rubra                                                       c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            V  V A   A   V       G A  I A V A P Q    L   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  D C . . . . . . . N P  S   R T  A E  A D D . . T   R       A A R  G A  A A T . . . . G  E T      S P  D . . H  

Halobellus_rufus                                                       c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V        V  I A V  P Q    V   V         V   W A Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  A E D . . S D  R    S   A A D  A R  A D T . . . . G  E T       P N G . . H  

Halopiger_salifodinae                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            I  V A  A V   V        A  L A V A P     I   V         A   W A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  T  P C . . . . . . . D P  E   E   R D  D E T . . T D  R      E A T H  E R  A E T . . . . G  E T       P  E . . H  

Halapricum_salinum                                                     c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            I  V A  A A   V       G V  V  V A P Q    I   V         V   W A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  T  P C . . . . . . . D P  D   A   A D  A D D . . S   R  G     A T H  E A  A Q T . . . . G  E T       P  D . . Y  

Halococcus_sediminicola                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  I A  A A   V       G A  I A V A P Q    L   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  A T . . . . . . . D P  E   A   R E  A D E . . S   R       A A R  A A  A D T . . . . G  E T      S A  E . . H  

Thermococcus_eurythermali                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A I     Y            L  I A  A A   V       G I  I V V A P Q    L   I         I  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A K L K E P I . . . . . . .     F  T  I E . A T G K . . R A  E   K   E K  W K E . . T   T       L A D  R M  A E S V . . . E  P        P  K . . P  

Halorubrum_halophilum                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V       G A  I A V  P Q    V   V         V   W A Q H V        G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  D   T   R D  A E A . . S   R    S   A A D  A R  A D T . . . . G  E T      S P N A . . H  

Halorubrum_ezzemoulense                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V       G A  I A V  P Q    L   V         V   W A Q H V        G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  A E A . . S   R    S   A A D  A R  A E T . . . . G  E T      S P N E . . H  

Haloplanus_natans                                                      c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A A   V       G V  I A V A P Q    L   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  D   E   H A  A D A . . S   R       A A H  E R  A A T . . . . G  E T      A P  A . . H  

Palaeococcus_ferrophilus                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A I     Y            L  I A  A A   V       G I  L V V A P Q    L   I         I  V F A Q H I D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K L K E P I . . . . . . .     F  T  I E . A T G D . . G A  R   K   E K  W K E . . T   T       P A D  Y R  A S E V . . . E  P        P  K . . P  

Methanolacinia_paynteri                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I M I     Y              I A  A A   V       G I  I V I  P     I   M         L  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M P E E K P V . . . . . . .     F  T  N E . S Y G F . . R A H D   E   E T  A E E . . S   E    C  G F M D  H P  S N H Y . . . R  P        G  S . . P  

Thermogladius_cellulolyti                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V V     Y            L  I A   A   V       G V  I V L A P     I   V         V  V F A Q H A D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K P I . . . . . . .     Y  A  Y P Q S F G E . . H A  R   R D  V R  M K E L G G   E      P Y T E  R R  V E E V T G S G  R        P  E . . P  

Methanosarcina_thermophil                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L L     Y            V  I A  A    V       G I  I A V A P Q    I   V         I  V F  Q H L D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S S P F . . . . . . .     Y  T  L Q . G T G Q . . G A  E   K  C K E  S E E . . S   E       L P D  Y R  A S E V . . . E  P   S     G  G . . A  

Methanosarcina_siciliae                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L L     Y            V  I A  A    V       G I  I A V A P Q    I   V         L  I F  Q H M D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M G S P F . . . . . . .     Y  T  N Q . G T G Q . . G A  E   R  C R N  S E E . . S   E       L P D  Y R  A S E V . . . E  P   S     G  G . . A  

Geoglobus_acetivorans                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I I     Y            V  L A  A V   V          M A I A P N    V   I         I  V F A Q H A D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A T . . . . . . .     F  A  R E . G S G E . . R A  A   K   R E  A E K . . V D F Y       F L D  S S  L R N V . . . E  D        A  G . . Y  

Geoglobus_ahangari                                                     c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I I     Y            L  L A  A V   I          M A I A P N    I   I         I  V F A Q H A D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K A . . . . . . .     F  A  G E . G S G E . . R A  A   K   K E  S E K . . V D F Y       F L D  P E  V K S V . . . D  D        A  S . . Y  

Ca_Nitrosopelagicus_brevi                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                  I I     Y            I  I A  I    I        V  I A I A P     I   I         I  V  A Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . . . . F    C  N  D E . I A G D . . K I  K   K  S E K  S K K . . Y K  P      P H H L  P L  T K F . . . . K  T  L      D K K . . V  

Ca_Acidianus_copahuensis                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I I     Y            I  I A   I   V          I I V       I   L         I  V F A  H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K K P I . . . . . . .     F  A  D T . S F G K . . K G  E   K K  Q N  S K Q . . Y S T E    S V P A T M  Y Q  S S E L . . . E  P    E    G  P . . L  

Ca_Methanoplasma_termitum                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V V     Y            M  L A  A    V       G I  I  I  P     L   I         I  V   Q  V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K R I S K P A . . . . . . .     F  A  G E . V E K E . . G A  E   R  C E S  S E E . . T   A  S  C  P T V D  S Y  A R T V . . . S  P  L S  N   P R A . . P  

Methanosarcina_lacustris                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L L     Y            V  I A  A    V       G I  I A V A P Q    I   V         L  V F  Q H L D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M G S P F . . . . . . .     Y  T  L Q . G T G H . . G A  E   K  C R T  S E E . . S   E       L P D  Y R  A S E V . . . E  P   S     G  G . . A  

Methanosarcina_horonobens                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L L     Y            V  I A  A    V       G I  I A V A P Q    I   V         L  V F  Q H L D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S S P F . . . . . . .     Y  T  I Q . G T G Q . . G A  E   K  C K A  S E E . . S   E       L P D  Y R  A S E V . . . E  P   S     G  G . . A  

Methanosarcina_vacuolata_                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V L     Y            V  I A  A    V       G I  I A V A P Q    I   V         L  V F  Q H L D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M G L P F . . . . . . .     Y  T  L Q . G T G Q . . G A  E   K  C K A  S E E . . S   E       L P D  Y R  A S E V . . . E  P   S     G  G . . A  

Thermococcus_paralvinella                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A I     Y            L  I A  A A   V       G I  I V V A P Q    L   I         I  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K L K E P I . . . . . . .     F  T  A Q . A T G E . . G A  R   K   E K  Y K E . . T   T       L A D  Y R  A Q E V . . . E  P        P  K . . P  

Methermicoccus_shengliens                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I V     Y            L  L A  V    V       G L  I V A A P Q    L   V           A Y A Q H M D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K P I . . . . . . .     F  T  L E . A T G E . . R A  K   E  C A R  S E E . . S   S       S A D  H R  A Q L T . . . . . R        P  T . . P  

Methanobrevibacter_oralis                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I L     Y            L  L A   L   A       G I  M V A A P Q    I   I         I  I F A Q H I D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M D R P I . . . . . . .     Y  T  L E . S S G I . . K A  E   H D  E S  A N E . . S   T       A I D  Y R  S E E T . . . S  P        P  S . . P  

Thermococcus_nautili                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A I     Y            L  I A  A A   V       G I  I V V A P Q    L   I         I  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A K L K E P I . . . . . . .     F  T  I E . A T G K . . R A  E   K   E K  Y K E . . T   T       L A D  R M  A E N V . . . E  P        P  K . . P  

Methanocorpusculum_bavari                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y              I   A A   V       G V  I  V A P Q    L            I  V Y A Q H I D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S S P L . . . . . . .     F  S  R E . G A G N . . S A G Q  G S   E L  M Q E . . S   T  G     F V E  H P F C R H Y . . . E  P        A  . . . E  

Methanomicrobium_mobile                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I I     Y              I A  A A   V       G V  I  V A P     M   I         I  V Y A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M P D E F P K . . . . . . .     F  T  T E . G Y G G . . Y A H N   G   E E  S E E . . S   L  G    G Y M D  H P  S H H Y . . . E  P        A  T . . A  

Methanobrevibacter_wolini                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I L     Y            L  L A  M L   A       G I  M M A V P Q    I   I         I  V   Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K T P V . . . . . . .     F  T  L E . A S G E . . N A  K   K   E S  A D E . . S   Q       A C D  Y R  K E E T . . . S  P  L S     N  S . . P  

Desulfurococcus_amylolyti                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L A V     Y              L A   A   V       G V  V I L A P     L   V         V  V F A Q H A D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M V K P V . . . . . . .     F  A  Y P H S F G E . . N A Y R   K D  V R  W R E . . T   E      P F T E  K S  I E A V K D T G  K        P  E . . P  

Ca_Nitrososphaera_evergla                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                  I I     Y            L  L A  A A   V       G V  V V V A P     L   V         I  V   Q H I D  A     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M N R P . . . . . . . F    F  N  G E A S S A E . . K T  E   M   Q D  A K R . . L   E      P Q P A  A L  C K S V . . . D  P  V S     D  Q . . Q  

Ca_Halobonum_tyrrellensis                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  I A  A A   V       G   I A V A P Q    L   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  D C . . . . . . . D P  A   E   A E  A D A . . S  E R       A A R  S A  A D A . . . . G  E T      S P  E . . H  

Halorhabdus_tiamatea                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                   I     Y            L  L A   I   V       G A   V V  P Q    V   I         L  V F A   V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S L S Y P H . . . . . . . F Q   F  I  P E . T W G E . . G G  A   E T  E R  G Q E . . T   N F   T   I P D  R L  A R E T . . . D  P    P A   P  E . . P  

Halomicrobium_katesii                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            I  V A  A A   V       G V  V A V A P Q    L   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . . . F     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   A D  S D E . . T   R       A A H  D A  A E T . . . . G  E T      S P  E . . H  

Thermococcus_cleftensis                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A I     Y            L  I A  A A   V       G I  I V V A P Q    L   I         I  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A K L R E P I . . . . . . .     F  T  A Q . A T G E . . G A  R   K   E K  W K E . . T   T       L A D  Y R  A Q E V . . . E  P        P  K . . P  

Natronomonas_moolapensis                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L I     Y            I  I A  I A   V       G V  I A V A P Q    L   V         V   W A Q H V   I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  D   S   A E  A A N . . T   R       A A D  A A  A E T . . . . G  E T      S S  E . . H  

Natronomonas_pharaonis                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                  L V     Y            L  L A   I   V       G A   A V A P Q    I   I         L  V  A Q  V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S L T Y P . . . . . C F    Y  T  E G . T A G T . . D G  E   T T  D A  R Q Q . . T   S F      T P D  Y R  A E A T . . . D  P  V   S   S T A . . A  

Thermococcus_zilligii                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A I     Y            L  I A  A A   V       G I  I V V A P Q    L   I         I  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M G K L K E P I . . . . . . .     F  A  M E . A T G K . . G A  G   K   E K  W K E . . T   T       L A D  R M  A E S V . . . E  P        P  K . . P  

Halogeometricum_pallidum                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V        V  I A V  P Q    L   V         V   W A Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  A E D . . S D  R    S   A A D  R R  A D T . . . . G  E T       P N D . . Y  

Ca_Nanopusillus_sp                                                     c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L V I     Y              L L  A A   V       G I  I V I A P Q    I   L         V  I F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . . . .     L  S  I E . T I G K . . G G S E   E   E K  A E E . . Y   N       F T D  Y L  A K N A . . K K  K        P  E . . P  

Natrinema_pellirubrum                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A V   V        A  L A V A P     I   V         A   W A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  T  P C . . . . . . . D P  A   E   R D  D E T . . T D  R      A A T H  E R  A E T . . . . G  E T       P  D . . H  

Halorhabdus_utahensis                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                   I     Y            L  L A   V   V       G A   V L  P Q    I   V         L  V  A   V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M N L P Y P H . . . . . . . F Q   Y  V  P G . T W G A . . D G  A   E K  E Q  S D E . . T   N F   T   V P D  R L  A R E T . . . D  P  T  P A   P  E . . P  

Halovivax_ruber                                                        c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A A   V        A  L A V A P     L   V         I   W A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     T  T  P C . . . . . . . D P  A   E   R A  E P S . . T D  R      E P T A  A A  A E T . . . . G  E T       P  E . . P  

Salinarchaeum_sp                                                       c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  I   A A   V       G A  I A V A P Q    L   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  D C . . . . . . . D P  A  G R   A E  A D D . . A   R       A A D  R A  A E T . . . . G  E T      S P  E . . H  

Halorubrum_arcis                                                       c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V       G A  I A V  P Q    V   V         V   W  Q H V        G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  A E A . . S   R    S   A A D  A R  A D T . . . . G  E T  G    S P N A . . H  

Halorubrum_lipolyticum                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V       G A  I A V  P Q    V   V         V   W A Q H V        G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  A E S . . S   R    S   A A D  A R  A D T . . . . G  E T      S P N A . . H  

Halorubrum_litoreum                                                    c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V       G A  I A V  P Q    V   V         V   W  Q H V        G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  A E A . . S   R    S   A A D  A R  A D T . . . . G  E T  G    S P N A . . H  

Halococcus_thailandensis                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  I A  A A   V       G V  I A V A P Q    L   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  A A . . . . . . . D A  G   T   R E  G E E . . S   R       A A R  A A  A D T . . . . G  E T      S P  E . . H  

Halococcus_saccharolyticu                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  I A  A A   I       G V  I A V A P Q    L   V         V   W A Q H I   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P S . . . . . . . D P  A   T   H E  A D E . . S   R       A A H  E R  A E T . . . . G  E T      S S  E . . H  

Halococcus_hamelinensis                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  I A  V A   V       G V  I A V A P Q    L   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  A A . . . . . . . D P  E   T   H D  A D E . . S   R       T A H  E R  A E T . . . . G  E T      S P  E . . H  

Halobiforma_lacisalsi                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A V   V        A  L V V A P Q    L   V         V   W A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  T  P C . . . . . . . D P  D   T   R D  D E A . . T D  R       A A H  E R  A E T . . . . G  E T       P  D . . Y  

Haloarcula_japonica                                                    c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A A   V       G V  V A V A P Q    I   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   A D  S D D . . S   R       A A Q  S A  A E T . . . . G  E T      S A  E . . H  

Haloarcula_californiae                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A A   V       G V  V A V A P Q    I   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   A D  S D D . . S   R       A A Q  S A  A E T . . . . G  E T      S A  E . . H  

Haloarcula_argentinensis                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A A   V       G V  V A V A P Q    I   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   A D  S D D . . S   R       A A Q  S A  A E T . . . . G  E T      S A  E . . H  

Haloarcula_amylolytica                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A A   V       G V  V A V A P Q    I   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   A D  S D D . . S   R       A A Q  G A  A E T . . . . G  E T      S A  E . . H  

Haloarcula_sinaiiensis                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A A   V       G V  V A V A P Q    I   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   A D  S D D . . S   R       A A Q  S A  A E T . . . . G  E T      S A  E . . H  

Haloarcula_vallismortis                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A A   V       G V  V A V A P Q    I   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   A D  S D D . . S   R       A A Q  G A  A E T . . . . G  E T      S A  E . . H  

Halorubrum_coriense                                                    c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V       G A  I A V  P Q    L   V         A   W A Q H V        G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  A E A . . S   R    S   A A D  A R  A E T . . . . G  E T      S P N E . . H  

Halorubrum_distributum                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V       G A  I A V  P Q    V   V         V   W  Q H V        G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  A E A . . S   R    S   A A D  A R  A D T . . . . G  E T  G    S P N A . . H  

Halosimplex_carlsbadense                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  I A  A A   V       G V  V A V A P Q    L   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   E   A D  S D E . . T   R       A A H  S A  A E T . . . . G  E T      S P  E . . H  

Ca_Nanopusillus_acidilobi                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L L I     Y            L  L L  A A   V        I  I  I A P Q    I   L         V  I F  Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . . . .     L  S  I E . T I G K . . R G  E   E   E K  S E E . . Y N  D  G     F T D  Y L  S R N A . . K K  K   S     P  E . . P  

Ca_Nitrosopumilus_adriati                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                  V I     Y            I   V   A   I        V  I A I  P     I   V         I  I F A Q H I D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . . . . F    C  N  E E . I S G D . . K I  K F  K T  E K  S K K . . Y K  K    S  P Q H L  G L  A S S . . . . T  P        D S K . . I  

Ca_Nitrosotenuis_cloacae                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                  V I     Y              L A   A   I        I  I A I  P     L              I   Q H  D  A     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . . . . F    F  N  D E . I S G V . . K T Q K   T T  Q R  A K K . . Y K  K    C  P H H L  G V K Y S G . . . . . . P  L S   T  N  K . . V  

Ca_Nitrosotalea_devanater                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                  I I     Y            A  L A   A   I        L  I V V  P     L   V           V Y A Q H L D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M I Y G Q V Q D F L N S N L F    F  N  D E . I S G T . . K S  R   K S  A K  A K K . . H K  K    C  P Q H L  A E  A R S . . . . S S D        N S K . . V  

Halobacterium_hubeiense                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A A   V        A  I A V A P Q    L   V         A   Y A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  A   E   A D  A E Q . . T D  T       S A D  A R  A E T . . . . G  T T      S P  E . . H  

Thermococcus_guaymasensis                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A I     Y            L  I A  A A   V       G I  I V V A P Q    L   I         I  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A K L K E P I . . . . . . .     F  T  I E . A T G K . . R A  E   K   E K  W K E . . T   T       L A D  R M  A E S V . . . E  P        P  T . . P  

Methanocaldococcus_bathoa                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V I     Y            L  I A  V A   V       G V  I  V A P Q    L   I         I  V Y A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M L . . . . . . .     Y  T  K E . S I G K . . R G  E   K   E K  S E E . . S   T  G     F V D  R M  V E N V . . . N  P        N  N . . P  

Pyrobaculum_ferrireducens                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L I I     Y            V  I A  A A   A       G V  I A V A P N    L   V         I  V Y A Q  V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K F P I . . . . . . .     F  S  K E . A A G P . . R A  E   K   E R  A K E . . L   N       H F E  A L  A Q S V . . . E  P     G   V E S . . A  

Thermococcus_celericresce                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A I     Y            L  I A  A A   V       G I  I V V A P Q    L   I         I  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S K L K E P I . . . . . . .     F  T  A Q . A T G E . . G A  R   K   E K  W K E . . T   T       L A D  Y R  A Q E V . . . E  P        P  T . . P  

Thermococcus_thioreducens                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A I     Y            L  I A  A A   V       G I  I V V A P Q    L   I         I  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S K L R E P I . . . . . . .     F  T  A Q . A T G D . . G A  K   K   E K  W K E . . T   T       L A D  Y R  A Q E V . . . E  P        P  T . . P  

Pyrodictium_delaneyi                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L A V     Y            L  I A   A   L        V   I L A      I   I         V  V Y A Q H A D  I     G. . . . . . . . M G T V L L S S L H A Y Y T S R R E A S R N Y K G V P V . . . . . . .     Y  A  P S . A F G E . . T G  A   L T  E K  A E E Y N G I  R F    V P A T E  T R  S E S T . . D K  V        P  E . . P  

Acidiplasma_cupricumulans                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I  V     Y              L L      L        I    L  P     L            L  I F  Q  V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M E P E . . . . . . .  F   F  H  E N . A V G K . . S C E E   K D F N T  K N K . . . N  Y Y C  S  I D L R  K . . T E F T . . . S  N   S  T   A N G . . Y  

Acidiplasma_aeolicum                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I  V     Y              L L      L        I    L  P     L            L  I F  Q  V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M E P E . . . . . . .  F   F  H  E N . A V G K . . S C E E   K D F N T  K N K . . . N  Y Y C  S  I D L R  K . . T E F T . . . S  N   S  T   A N G . . Y  

Halolamina_pelagica                                                    c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            V  V A   A   V       G A  I A V A P Q    L   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  D C . . . . . . . N P  S   E T  A R  A D D . . T   R       A A R  G A  A E T . . . . G  E T      S P  D . . H  

Methanosarcina_flavescens                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L L     Y            V  I A  A    V       G I  I A V A P Q    I   V         I  V F  Q H L D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M G L P F . . . . . . .     Y  T  L Q . G T G Q . . G A  E   K  C K E  S E G . . S   E       L P D  Y R  A S E V . . . E  P   S     G  G . . A  

Methanoculleus_sediminis                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y              I A  A A   V       G A  I  I A P     L   M         I  V Y A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M D S P F . . . . . . .     L  T  Q E . G M G S . . N A H R   A   E I  A K E . . S   V  G    A F T E  H P  S H H Y . . . A  P        A  T . . P  

Ca_Nitrososphaera_gargens                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L I I     Y            I  L A  A A   V        V  I V V A P     L   I         M  V   Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K R P . . . . . . .     F  N  A E . V S G D . . K A  K   K   Q A  A K K . . L K  E      P Q P A  A V  A K S V . . . R  P  I S     D E K . . V  

Methanobrevibacter_filifo                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I L     Y            L  L A   L   V       G I   V A A  Q    I   I         I  I F A Q  I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S L I K E P I . . . . . . .     F  T  L E . S T G L . . N A  N   K S  E S  A D E . . S   T F    V  D A D  Y R  N E E T . . . N  P     N   P  S . . P  

Methanobrevibacter_curvat                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I L     Y            L  L A  A L   V       G I  M I A A  Q    I   I         I  I  A Q  I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S K I K T P I . . . . . . .     F  T  L E . S S G S . . K A  N   K   E S  S D E . . T   S     V  T V D  N R  V E E T . . . N  P  L   S   A  S . . P  

Methanobrevibacter_cuticu                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I L     Y            L  L A   L   V       G I  M A V A P Q    I   I         I  I  A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S K V K T P I . . . . . . .     F  T  L E . S S G E . . K A  E   K T  E S  S Y E . . S   T       T A D  F R  N D E T . . . N  P  L      P  S . . P  

Ca_Nitrosopumilus_piranen                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                  V I     Y            I   V   A   I        I  I A I  P     I   V         I  I F A Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . . . . F    C  N  E E . I S G D . . K I  K F  K T  E K  S K K . . F K  K    C  P Q H L  G V  A T S . . . . S  P        N S K . . V  

Thermococcus_chitonophagu                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A I     Y            L  I A  A A   V       G V  I V V A P Q    L   I         I  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A K L K E P I . . . . . . .     F  T  I E . A T G K . . R A  E   K   E K  Y K E . . T   T       L A D  R M  A E A V . . . E  P        P  K . . P  

Ca_Thalassoarchaea_marina                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V V     Y              L A  I M   L          V A V V         V         L  V W  Q H L D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S R S S . M N D . . . T L     F  T  Q E . A H G V . . A A E E   V   Q D  E T . . . N A R M     S A F D L S S V  S A A P . . . N  E   T     P  N . . F  

Methanobrevibacter_olleya                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I L     Y            L  L A  A L   A       G I  M V A V P Q    V   I         I  V  A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S L K T P V . . . . . . .     F  T  L E . S S G K . . K A  D   K   E S  G E E . . S   A       A I D  Y R  K N K T . . . N  P  L      A  S . . A  

Methanogenium_cariaci                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L I     Y              I A   A   I        V  I  L A P     I   L         L  V F A Q H I D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A V P F . . . . . . .     L  S  T E . G F G H . . N A Q R   Q S  E R  A Y E . . N D  R  G    G Y M D  H P  H V H N . . . S  P        G  T . P G  

Thermococcus_peptonophilu                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I A I     Y            L  I A  A A   V       G I  I V V A P Q    L   I         I  V F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A K L K E P I . . . . . . .     F  T  I E . A T G K . . R A  E   K   E R  W K E . . T   T       L A D  R M  A E S V . . . E  P        P  K . . P  

Methanobrevibacter_miller                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I L     Y            L  L A   L   A       G I  M V A V P Q    I   I         L  I F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M N T P I . . . . . . .     Y  T  L E . S S G L . . N A  N   R D  E S  S A E . . S   P       A A D  Y R  S E E T . . . S  P        S  T . . P  

Pyrodictium_occultum                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L A V     Y            L  I A   A   L        V   I L A      I   I         V  V Y A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M P V . . . . . . .     Y  A  P T . A F G S . . A G  A   L S  E K  A E Q Y D G I  R F    V P A T E  A R  S E A L . . D K  V        P  E . . P  

Vulcanisaeta_souniana                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L I I     Y            L  L A  V    V       G M  I A V A P     L   V         I  V Y A Q  A D  V      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K I P I . . . . . . .     M  V  P E . V L G R . . R A  E   K  T E A  S R E . . L   S      P T T E  R L  A E N V . . . E  P     G   P  E P G G A

Sulfolobus_metallicus                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L I     Y            I  I A   I   I          I I I       I   I         I  V Y A  H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K K P V . . . . . . .     F  A  D T . S F G K . . K G  D   K K  E K  S L E . . Y S T E    S V P P T E  Y R  S N E V . . . S  P    E    A N P . . L  

Methanobrevibacter_arbori                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I L     Y            L  L A   L   A       G I  M A A A P Q    I   I         V  I  A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K T P I . . . . . . .     F  T  L E . S S G E . . N A  N   K D  E S  A I E . . S   T       A T D  F R  T Q E T . . . D  P  L      P  N . . P  

Halobellus_limi                                                        c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                  L I     Y            L  L A   I   V          L A V A P Q    L   I         L  V  A Q  V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A L E Y P T . . . . . . . F    F  R  E G . T A G E . . A G  E   K T  E G  Q D R . . T D T S       T P D  Y R  V S E T . . . D  T  V   A   A  E . . P  

Natronorubrum_bangense                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                  L I                 L   A   V   V       G    A V A P Q    L   V         L  V  A   A   L      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M V L E Y P Y . . . . . . . F    F  T A T E . T V G E . . D G  A F  R T  E R  R D D . . T  R Q F      L T D  R L  A E R T . . . A  P  V  . Q  A T  A . . E N

Halorhabdus_rudnickae                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                   V     Y            L  L A   I   I       G    V L  P Q    L   I         L  V F A   V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S L P Y P H . . . . . . . F Q   Y  L  P G . T W G S . . D G  A   K T  E R  G K Q . . T  G N F   T   V P D  R L  A S E T . . . D  P    P A   S  S . . P  

Ca_Nitrosocosmicus_frankl                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                  I I     Y            L      A   V       G   I V I  P     I   V         L  I   Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S V T K G P . . . . . . . F    L  N  L E . I S G D . . K A  A F T K E  E R  S Q K . . L  T R    S  P Q P L  A W  A R N T . . . S  E  V S     F S P . . V  

Methanimicrococcus_blatti                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L L     Y            V  L A  A    V       G V  I A I A P Q    I   V         V  V Y  Q H I D  A     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S V F . . . . . . .     C  T  D E . G T G A . . N A  K   E  C R D  A E S . . A   E       I P D  F R  A S V T . . . D  P   S     G  G . . P  

Methanohalophilus_euhalob                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V V     Y            V  I A  A    V       G V  I  V A P Q    I   V         I  V Y A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M D S P L . . . . . . .     F  T  S Q . S T G E . . A A  K   A  C R D  A A D . . A   T  G     L C D  Y R  S S Q V . . . D  P        G  S . . P  

Haloterrigena_hispanica                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A V   V        A  L A V A P S    I   V         A   W A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  T  P C . . . . . . . D P  A   E   R D  N E T . . T D  R       A A H  E R  A E T . . . . G  E T       P  D . . H  

Methanoculleus_taiwanensi                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L I     Y              I A  A A   V       G V  I  I A P S    I   L         I  V Y A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M E S P L . . . . . . .     L  T  K E . G I G D . . R A H R   A   E T  S A E . . S   T  G     F M E  H P  S R H Y . . . A  P        G  S . . P  

Ca_Methanosuratus_sp                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            L  L A  A A   A       G V  I A V A P Q    L   I         I  V F  Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M R V G F P I . . . . . . .     F  T  R E . S M G H . . K G  E   K   E R  S G E . . T   C       T P D  F R  A S G V . . . G  P   S     P E E . . P  

Methanohalophilus_sp                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V V     Y            V  I A  A    V       G V  I  V A P Q    I   V         I  V Y A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M D S P L . . . . . . .     F  T  S Q . S T G E . . A A  K   A  C R D  A A D . . A   T  G     L C D  Y R  S S Q V . . . D  P        G  S . . P  

Natrarchaeobius_chitinivo                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                   V     Y            L  L A  I V   V       G    V V  P Q    V   V         V  V    H V D  A     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M N H T Y P Y . . . . . . . F G   F  V  P K . T I G T . . Q G  E   K   E R  Q N E . . T  T N F   T   I P D  R M  A T E T . . . D  T  S S P    A  S . . P  

Natrarchaeobius_halalkali                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                   V     Y            L  L A   V   V       G A   V V  P Q    L   I         L  V    H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M T H T Y P Y . . . . . . . F G   F  V  P N . T I G E . . G G  E   K T  E R  H E E . . T   N F   T   I P D  R L  T S E T . . . D  T  S S P    P  S . . P  

Eury_archaeon_TMED85                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V V V     Y            I  L A  A I   A          V  V V  S                L  V W  Q H L D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M E P L . . . . . . .     H  T  E T . A Q S S . . A A  S   K   F A  Q K S . . G V Q M  S   S  F D L F A V S N N V Q . . . G  S   T     P  G . . F  

Eury_archaeon_TMED248                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V V     Y              L A   M             I A V V                  L  V W  Q H L D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M Q N A K F M D K P L . . . . . . .     F  T  E S . A S G Q . . S A E I   A S  E N Y S S R . . N F R M     S A F D L F S I S S K S E . . . S  E   S     P  G . . K  

Eury_archaeon_TMED117                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V V     Y            V  L A  A M   A          V A V V         V         L  V W  Q H L D  V     G. . . M A L Y S M V P N G Q S S E P C R G R T Q E E H H T R N T M Q P L . . . . . . .     F  T  A S . A L G L . . N A  K   K   E K  S Q D . . H L R M     S A F D L S S V  Q A A P . . . S  E   T     P  G . . F  

Methanoregulaceae_archaeo                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y              I A  A A   V       G A  I  V A P T    L   I         I  V Y A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M P S P L . . . . . . .     L  T  K E . G T G S . . R A H M   Q   E L  A R E . . S   T  G     L I D  H P  A H H F . . . A  P        G  E . . P  

Nitrosopumilales_archaeon                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L I I     Y            L  I A   A   V          I I I A P     I   L         V  I   Q H V D  A     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F T F A N P . . . . . . .     L  N  N E . I S G D . . N S  K   E D  R N  L L S . . N H K D      P S S S  M A  S R T . . . . K  P  V S     D  P . . L  

Methanobrevibacter_gottsc                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I L     Y            L  L A   L   A       G I  M V A V P Q    I   V         L  I F A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M D T P I . . . . . . .     Y  T  L E . S S G I . . K A  E   N D  E S  A S E . . S   T       A A D  Y R  S Q E T . . . S  P        S  S . . P  

Halorubrum_sp                                                          c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V       G A  I A V  P Q    V   V         V   W A Q H V        G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  A E A . . S   R    S   A A D  A R  A D T . . . . G  E T      S P N A . . H  

Halosimplex_sp                                                         c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  I A  A A   V       G V  V A V A P Q    L   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   E   H E  S E D . . S   R       A A H  G A  A D T . . . . G  E T      S P  E . . H  

Natronomonas_sp                                                        c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  I A  A A   V        A  I A V A P Q    L   V         V   F A Q H V        G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  D C . . . . . . . D A  A   E   A E  A T D . . A D  R       A V D  A A  A E T . . . . G  E T      S P N G . . H  

Methanohalophilus_sp_RSK                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V V     Y            V  I A  A    V       G V  I  V A P Q    I   V         V  V Y A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M D S P L . . . . . . .     F  T  S Q . G T G D . . A A  K   A  C R D  A A E . . A   T  G     L C D  Y R  S S Q V . . . D  P        G  S . . P  

Thauma_archaeon_S13                                                    c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L V L     Y            A  L   A A          G A  I A I A P     V   A         V    A Q H A D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . . . .     C  N  A E . A T G S . . R L  R  Y R   E A S S R R . . H   R      P P H L  S A  R S R . . . . R  A T L      D R G . . P  

Thauma_archaeon_S14                                                    c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L V L     Y            A  L   A A          G A  I A I A P     V   A         V    A Q H A D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . . . .     C  N  A E . A T G S . . R L  R  Y R   E A S S R R . . H   R      P P H L  S A  R S R . . . . R  A T L      D R G . . P  

Nitrosopumilus_sp_H13                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                  V I     Y            A   L  I V   V        V  I A V A P     L   A         V  I  A Q H A D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . . . . F    C  N  E E . I S G D . . K M  G F  K   H R  A K K . . Y K  K      P Q H L  G V  A K S . . . . P  L  L      C H M . . P  



Nitrosopumilus_sp_H8                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                  V I     Y            A   L  I V   V        V  I A V A P     L   A         V  I  A Q H A D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . . . . F    C  N  E E . I S G D . . K M  G F  K   H R  A K K . . Y K  K      P Q H L  G V  A K S . . . . P  L  L      C H M . . P  

Halarchaeum_sp_CBA1220                                                 c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A A   V       G V  I A I A P Q    I   V         V   W A Q H V        G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  A   K   H D  A E E . . S   R       A A D  A A  A D T . . . . G  E T      S P N D . . Y  

Halorubrum_sp_CBA1229                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V       G A  I A V  P Q    L   V         V   W A Q H V        G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  A E A . . S   R    S   A A D  A R  A D T . . . . G  E T      S P N E . . H  

Methanohalophilus_halophi                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V V     Y            V  I A  A    V       G V  I  V A P Q    I   V         V  V Y A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M D S P L . . . . . . .     F  T  S Q . G T G E . . A A  K   A  C R D  A A E . . A   T  G     L C D  Y R  A S Q V . . . D  P        G  S . . P  

Methanohalophilus_portuca                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I V V     Y            V  I A  A    V       G V  I  V A P Q    I   V         V  V Y A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M D S P L . . . . . . .     F  T  S Q . G T G E . . A A  K   A  C R D  A A D . . A   T  G     L C D  Y R  S S Q V . . . D  P        G  S . . P  

Halalkalicoccus_sp_GSM28                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  I A  A A   V       G   I A V A P Q    L   V         V   W A Q H I D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     C  A  P C . . . . . . . D P  E   E   H E  S E S . . S  T R       T A R  E S  A E T . . . . G  E T       G N E . . A  

Halorubrum_sp_ZY8                                                      c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V       G A  I  V A P Q    L   V         V   W A Q H V        G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  A E A . . S   R  G     A A D  A R  A E T . . . . G  E T      S P N A . . H  

Ca_Woesearchaeota_archaeo                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I V     Y            L  L A  L    V       G I  I A V A P Q    L   I         I  V  A Q  A D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . . . .     F  T  R Q . A L G K . . G A  R   L  C E K  S K K . . S   S       S V D  R A  A A R V . . . D  P  L   T   P  G . . F  

Haloplanus_aerogenes                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A A   V       G V  I A V A P Q    L   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   E   R D  A D A . . S   R       A A H  D R  A A T . . . . G  E T      A P  A . . H  

Halostella_sp_LT12                                                     c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A A   V        A  I A I A P Q    L   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  A   E   A E  N D T . . T D  E       A A H  P A  A E T . . . . G  E T      S P  E . . H  

Halobellus_sp_Atlit-31R                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V       G A  I A V A P Q    I   V         V   W A Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  A D A . . S   R       A A D  A R  A D T . . . . G  E T       P N D . . Y  

Ca_Korarchaeota_archaeon                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I V     Y            V  I A  L A   V       G V    I A P S    A   V         I  V F A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M I L P D . . . . . . .     L  L  R E . A V G Q . . R A  Q   R   E E  G K E . . T   A F G     L M D  W A  A R E V . . . D  P        P  E . . P  

Ca_Thorarchaeota_archaeon                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V A I     Y            V  L A      V       G V  I V V A P Q    L   V         I  V F A Q H M D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M V Q I E L P V . . . . . . .     L  T  P Q . A T G E . . R A  L   Q H C E S  A K E . . Y   S       T P D  Y R  S R A V . . . D  P        P G A . . P  

Ca_Lokiarchaeota_archaeon                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L                   A   L   A           V  V  I A P S    L   V         L  L   Q  M        G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M N R F V . . . . . . .  G G  W  M Q I V . E V E S A V K I  K E  S F  L D D L N L . . K N  E  F     Y T A  Y A  G Q A I K G T K  K  A G  N  Y F R D . . K  

Ca_Heimdallarchaeota_arch                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I V     Y            L  L A  I    V        V  I V V A  Q    I   I         I  V F A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K S I H Y P L . . . . . . .     F  T  T Q . G T G Q . . K G  Q   K  C D E  A R E . . F N  S     V  M A D  R W  A S E I . . . E  P        A  Y . . P  

Ca_Altiarchaeales_archaeo                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I I     Y            L  L A  I    V        A  I  I A P Q    I   I         I  I F A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M E D K I . . . . . . .     F  T  K E . A T G E . . N A  N   R  C D D  A T E . . T N  N  F     F T D  F R  F S E T . . . N  P        N  E . . Y  

Ca_Aenigmarchaeota_archae                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I V     Y              L A  L    V       G A  V M V A  Q    I   V         I  V  A Q H A D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K P T . . . . . . .     F  T  E Q . A T G S . . R A E S   K  H E K  R E E . . S   D     V  N A D  H R  S S S V . . . S  P  L      P  S . . Y  

Halonotius_pteroides                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V       G V  I A V  P Q    L   V         V   W A Q H V        G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  A E D . . A   R    S   A A H  E S  A D T . . . . G  E T      S P N G . . Y  

Halonotius_sp_F13-13                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V       G V  I A V  P Q    L   V         V   W A Q H V        G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R D  A E D . . A   R    S   A A H  E S  A D T . . . . G  E T      S P N G . . Y  

Halopiger_aswanensis                                                   c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            L  V A  A V   V        A  I A V A P Q    L   V         A   W A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  T  P C . . . . . . . D P  E   E   R D  D D E . . T D  R       A T H  E R  A E T . . . . G  E T       P  D . . Y  

Ca_Nanoclepta_minutus                                                  c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L L I     Y            I  V L  A A   V       G I  I  I A P Q    I   L         V  I F A Q H I D  V      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . . . .     L  A  K R . T I G R . . G A  E   E   E R  S E E . . T   E  G     P T D  Y L  S K N A . . K R  K        P  R . . N E

Natronolimnobius_sp_AArc1                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            V  V A  A V   V        A  V A V A P Q    L   V         A   W A Q H V D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  T  P C . . . . . . . D P  A   D   A A  D E T . . T D  R       A A H  E R  A E T . . . . G  E T       P  D . . Y  

Methanobrevibacter_woesei                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I L     Y            L  L   A L   A       G I  M I  A P Q    L   I         I  I F A Q  I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S K N S K P I . . . . . . .     Y  T  L E . S S G L . . N A  K  S Q   E S  A E E . . S   E   G    A A D  Y R  H Q E T . . . S  P     N   P  S . . P  

Methanothermobacter_deflu                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I L     Y            L  L A  I    V       G V  M A V A P Q    L   V         I  V  A Q H I D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K D T P I . . . . . . .     F  T  L E . S T G E . . R A  E   S  C Q D  A D E . . T   N       H M D  H R  S E A V . . . E  Q  L      P  D . . A  

Halorussus_rarus                                                       c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V V V     Y            V  V A   A   V       G A  I A V A P Q    L   V         V   W A Q H V   V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  D   S T  S E  A D E . . T   D       A A H  D R  A D T . . . . G  E T      S S  E . . H  

Halopelagius_longus                                                    c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L V     Y            I  V A  A A   V       G V  I A V  P Q    I   V         V   W A Q H V D       G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  E   T   R E  S E E . . S   R    S   A A D  A R  A E T . . . . G  E T       P N G . . H  

Haloplanus_salinus                                                     c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y            V  V A  A A   V       G V  I A V A P Q    L   V         V   W A Q H V   I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F . . . . . . .     L  A  P C . . . . . . . D P  A   E   H D  A A E . . S   R       A A H  E R  A E T . . . . G  E T      A P  S . . Y  

Methanothermobacter_teneb                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I L     Y            V  L A  A    V       G V  I V V A P Q    L   V         I  V  A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K Y D T P I . . . . . . .     F  T  I E . S T G E . . N A  N   R  C E Q  A D E . . S   N       H M D  F R  A Q R V . . . K  P  V      P  D . . A  

Acidianus_brierleyi                                                    c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I L I     Y            I  M A  I I   V          I I I       I   I         I  V F A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K K P I . . . . . . .     F  A  E N . S F G E . . K G  Q   K   E K  S R E . . Y S T D    S V P A T M  Y K  A Q E V . . . S  P        S  S . . L  

Metallosphaera_hakonensis                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I V     Y            L  M A  I L   V          I I I       I   L         I  V Y A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K P P I . . . . . . .     F  A  E T . S Y G K . . R G  E   K   E K  S I E . . T S T E    S V P A T M  S R  A Q E V . . . T  P        G  S . . E  

Acidianus_sulfidivorans_J                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I I     Y            I  I A   I   I          V I L       I   L         L  I Y A Q H I D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K K P I . . . . . . .     F  A  D N . A F G K . . K G  D   K R  E K  S I E . . Y S T E    S V P A T M  P V  A N E V . . . T  P        S  D . . L  

Methanospirillum_stamsii                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y              I A  A A   V       G V  I  L A P     I   I         I  V F A Q H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K P N S L N T P L . . . . . . .     L  C  T E . S I G N . . G A H R   R   R E  T D E . . S   T  G    L Y P D  H P  N H H Y . . . D  P        P  E . . P  

Methanospirillum_lacunae                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V L V     Y              I A  A A   V       G V  I A L A P     I   I         I  V F A Q H  D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A H H T I K S P V . . . . . . .     L  C  Q E . S V G H . . G A H R   Q   Q E  A E E . . S   S      M Y M D  H P  K H H F . . . G  P      F  P  S . . P  

Methanosphaera_cuniculi                                                c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 I I I     Y              L A   A   V       G V  I A I A P Q    L   I         I  V Y A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A D S P K . . . . . . .     F  T  S E . S S G E . . K A K Q   I H  E E  H D L . . S   D       A V D  K A  R D V V . . . N  P        P  S . . P  

Methanobrevibacter_thauer                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 V I L     Y            L  L A   L   A       G I  M V A A P Q    I   I         I  I F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M D T P I . . . . . . .     Y  T  L E . S S G A . . N A  K   H D  E S  A S E . . S   T       A A D  Y R  S D E A . . . S  P        P  S . . P  

Ca_Nanobsidianus_stetteri                                               c c                                                                                                                KddG B B           B KG KG  B      KG KddddG   B  B        B KdddddG B    B                                              N  K                                                                                                                 L V I     Y            L  L L  A A   V       G I  I V I A P Q    I   L         V  I F A Q H I D  I     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . . . .     L  S  I E . T I G R . . R G  E   E   E K  A E E . . Y   N       F T D  Y L  A K N A . . K K  K        P  E . . P  

Sulfolobus_islandicus                                                  c c                                                                                                                JIIH C C           C JH JH  C      JH JIIIIH   C  C        C JIIIIIH C    C                                              N  K                                                                                                                 I V I     Y            I  L    I   I        V  I I L       I   M         L  I Y A  H V D  V     G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K P P I . . . . . . .     F  A  E N . S F G N . . K A  E  G K K  E K  S K E . . H S  E    S V P A T M  Y R  V Q E V . . . D  P    E    P  P . . L  

consensus>70 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . i . v N . K . y . . . . . . . . . . . . . . a . . . . . v . . e . . . g . . i . v a p . . . d . . . v . . . . . . . . i . v . a q h v d . v . . . . g 




       iiiiiii   jjjk        iii        iiii    iiiiiii  jjjjjk   iiiii                    i      jjjk                  T T                    T T        . . . . . . . .     . . . .                        . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .                            Methanocaldococcus_jannas
 7 0         8 0         9 0                1 0 0            1 1 0        1 2 0                            1 3 0         1 4 0        1 5 0     X         X         X                 X             X         X                             X          X         X  

Methanocaldococcus_jannas                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           DF    A A  DEF DEEEEEEF DF A A        DF      A  A  A A DEEF  A     A                    DEEF DF DEEF DEEEEEEF  DF                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I    G   G T L I N  S E  R M  L  D         I E       I      L  L  T I V    N      A                     V A A L  P D  I A V   P P E L  G T G   V S   S H   H I L A  A  K D C  C K         K   L  A  . . . . . . . .   A V . . . .  N K C K N  G  E     T N  I N T S K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     S   Y     .         I P   . .

Aeropyrum_pernix                              cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A    G L  G  M V N  S E  K V             L        V   A   L  L   L A    T      A                     A A L L  P   V A L   P P E L  G T G   V S   A H   Y T P V  A  A A E   R  V       H   T Y R H . . . . . . . .  Q A V . . . .  S K  R S  G  E V    A D  P E E A A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     R  S M     .         I P   . .

Aeropyrum_camini                              cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A    G   G  M V N  S E  K V             L        V   A   L  L   L A    T      A                     A A L L  P   V A L   P P E L  G T G   V S   A H   Y T P V  A  A L E  F K  V       H   T Y R H . . . . . . . .  Q A V . . . .  E R  R E  G  E V    A D  P E E A A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     K  A M     .         I P   . .

Staphylothermus_marinus                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   L G V  G  I L N  S E  R L  L  D         I        I   A   L  L  T L V          A                     V A V L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   A K   Y I P L  A  K E    H  V       H   K  A  . . . . . . . .  N W L . . . .  K K  K K  G  Q     A D V P E T G A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     E   M     .         I P   . .

Staphylothermus_hellenicu                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   L G V  G  I L N  S E  R L  L  D         I        V   A   L  L  T L V          A                     V A V L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   A K   Y I P L  A  K E    H  V       H   K  A  . . . . . . . .  N W L . . . .  K K  K K  G  Q     A D V P E T G A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     E   M     .         I P   . .

Ignicoccus_hospitalis                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I   I  I  G S I I N  S E  R M  L  E         I E       V   L   A    S L V    T      A                     V A A L  P   I A M   P P E L  G T G   V S   A H   S V I L  G  K E  .  D         K   R  D  . . . . . . . .   L V . . . .  S K  R R  G K E     A P  P N T A A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     R  S M     .         V S   . .

Desulfurococcus_kamchatke                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   L G A  G  I L N  S E  R L  I  D         I        V   A   L  I  T L V    T      A                     V A V L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   A I   F I P L  G  K N    H  V       H   K  S  . . . . . . . .  N Y L . . . .  K K  R R  G  E     A D  P E T G A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   M     .         V S   . .

Desulfurococcus_mucosus                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   A G I  G  I L N  S E  K L  V  E         V        V   A   L  L  T L V    T      A                     V A V L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   A V   F I P L  G  K D    H  V       H   R  S  . . . . . . . .  N Y L . . . .  K K  K S  G  K     A D  P E T G A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     E   M     .         V S   . .

Desulfurococcus_fermentan                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   L G V  G  I L N  S E  R L  I  D         I        V   A   L  I  T L V    T      A                     V A V L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   A V   F I P L  G  K N    H  V       H   K  S  . . . . . . . .  N Y L . . . .  K K  R K  S  E     A D  P E T G A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   M     .         V S   . .

Thermosphaera_aggregans                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   A G V  G  I L N  S E  R L  I  D         I        I   A   L  L  T L A          A                     I A L L  P D  I A V   P P E L  G T G   V S   A V   Y I P V  G  K E    H  V       H   K  A  . . . . . . . .  N A L . . . .  I K  R R  G  K     A D V P E T G A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     K   M     .         V S   . .

Ignisphaera_aggregans                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       L   I G V  G  L V N  S E  R L  L  E         I        V   A     L  T L V    T      A                     I A A I  P   L A V   P P E L  G T G   V S   A Y   W L P V V A  K D    R  I       H   R  D  . . . . . . . .  V A I . . . .  E A  K K Y G  E     A D  P I A A A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     K  V A     .         I A   . .

Hyperthermus_butylicus                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   A G A  G T I I N  S E  R V  L  D         I D       I   A   L  M   L V    T      A                     A A A L  P   I A I   P P E L  G T G   V S   P H   F L P L  A  R E    R         H   G  N  . . . . . . . .   F V . . . .  R R  T S  G  E V    A D  P T A A A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     S  T M     .         I P   . .

Pyrolobus_fumarii                             cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G S L V N  S E  K L  L  E         I E       V   L   V  L  Q L V    T      A                     I A V   P   V A V   P P E L  G T G   V S   A H   S V P V  A  K E    R         R   R  D  . . . . . . . .   R V . . . .  E R  K V  G  E     A D  P R A A A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    F E  T Y     .         I A   . .

Pyrobaculum_aerophilum                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T      D  I   A G A  G  I L N  S E   L  L  E         I           A   A  L   V I          A                     A A A L  P   V A V   P P E L  G T G   V S   A H  A H V A V  N  K E    S  L       A P  R  N  . . . . . . . .  A K L . . . . T A R  K A  G  D V    A P D P R T S L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     S  H A     .         R A   . .

Pyrobaculum_islandicum                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T      D  I   V G A  G  I L N  S E   L  L           L        A   A   I  L   V I          A                     A A A L  P   V A V   P P E L  G T G   V S   A Y  A H I A V  N  K A    S  L       A P  A  N Q . . . . . . . .  S K L . . . .  A R  K S  G  D V    A P D P V T S L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G  H A     .         K A   . .

Pyrobaculum_arsenaticum                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T        L   A G A  G  I L N  S E   L  L  E         L        V   A   L  L   V V          A                     A A A L  P   V A V   P P E L  G T G   V S   A H  A H V A L G N  K E    A  V       A P  R  N  . . . . . . . .  A R Y . . . .  G K  R E  G  D V    A P D P T T S L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G  H A     .         R A   . .

Pyrobaculum_calidifontis                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T      E  L   A G A  G  I L N  S E   L  L  D         L        V      M  L   V V          A                     A A A L  P   V A V   P P E L  G T G   V S   A Y  A H V A L  N  R E    V  V       A P  K  N  . . . . . . . .  A K Y . . . .  E G G K A  G  D V    A P D P L T S L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G  H A     .         R A   . .

Thermoproteus_neutrophilu                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T      D  V   A G A  G  I L N  S E   L  L           L        A   A   V  L   V I          A                     A A A L  P   V A V   P P E L  G T G   V S   A H  A H V A V  N  K E    A  L       A P  A  S Q . . . . . . . .  S R L . . . .  A R  K A  G  D L    A P D P D T S L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     K  H A     .         R A   . .

Pyrobaculum_oguniense                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T        L   A G A  G  I L N  S E   L  L  E         L        V   A   L  L   V V          A                     A A A L  P   V A V   P P E L  G T G   V S   A H  A H V A L G N  K E    A  V       A P  R  N  . . . . . . . .  A R Y . . . .  G R  R E  G  D V    A P D P T T S L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G  H A     .         R A   . .

Thermoproteus_tenax                           cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T      E  I   A G   G  I L N  S E   L  L  D         L        V   A   L  L   V V          A                     A A A L  P   V A V   P P E L  G T G   V S   A H  A H V S L  N  K E   G S  V       A P  K  N  . . . . . . . .  A R L . . . .  A K  K S  G  D V    A P D P R T S L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G  H A     .         R A   . .

Thermoproteus_uzoniensis                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T      D  V   A G A  G  I L N  S E   L  L  D         L        V   A   A  L   V V          A                     A A A L  P   V A V   P P E L  G T G   V S   A Y  A H V A V  N  K E    S  I       A P  R  N  . . . . . . . .  A R L . . . .  A R  R A  G  D V    A P D P K T S L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G  H A     .         R A   . .

Caldivirga_maguilingensis                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I   A G A  G  I I N  S E  R L  L  D         I        V   A   L  L  T V V          A                     A A A L  P   V A M   P P E L  G T G   V S   A R   H I P L  F  K D    S  V       H   L  N  . . . . . . . .  A M L . . . .  N K  K A  N  E     S P D P L S S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     A  T A     .         K S   . .

Vulcanisaeta_distributa                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I             G     E  I   A G A  G  I L N  S E  R L  L  D         L        V   A   L  L  T L V          A                     A A A L  P   V A V   P P E L  G T G   V S   R T .  H V P P  F  K E    S  V       N   L  N  . . . . . . . .  G W L . . . .  N R  K N  G  E     A P D P Y T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     E  T A     .         K A   . .

Vulcanisaeta_moutnovskia                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I             G     E  V    G A  G  I L N  S E  R L  L  D         L        V   A   L  L  T L V          A                     A A A L  P   V A V   P P E L  G T G   V S   R T .  H V P L  F  K E T   S  V       N   L  N  . . . . . . . .  G W L . . . .  S R  K S  G  E     A P D P Y T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     E  T A     .         K A   . .

Thermofilum_pendens                           cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T M V N  S E  R V  A           V D       V   A   L  L  T V V    T      A                     M A A L  P D  V A I   P P E L  G T G   V S   S Y   H V T L  A  K D    V         R   R  D Q . . . . . . . .   V I . . . .  K R  R S  G  T     T N  P E V T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   M     .         I P   . .

Sulfolobus_solfataricus                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  A  E         I D       L      L  L  S I L                                 L L  P D  I L I   P P E L  G T G   V S   A F   A I L P  M  K D    K         R   R  D  . . . . . . . .   D V . . . .  K R T K K  G  K     V D R Y E L V Y P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . F S   K   A     .         V S   . .

Sulfolobus_tokodaii                           cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I   A G A  G S L L N  S E  K I  L  E         I        V   I   L  L  S V V    S                           L A L L  P   I L I   P P E L  G S G   V S   A H   A I L P  M  K D    K         R   R  D  . . . . . . . .  H E A . . . .  T R  R D  G  E     A D  Y E L V H P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     K  N A     .         R A   . .

Sulfolobus_acidocaldaruis                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I   A G A  G S L L N  S E  R I  L  E         M        L   I   L  L  S V V                               V A L L  P   V L I   P P E L  G T G   V S   A R   A I L P  M  K D    R         R   R  D  . . . . . . . .  A E S . . . .  E R  R V  N  E     V D R Y E L V L P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     R  N A     .         I P   . .

Metallosphaera_sedula                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I   A G A  G S L L N  S E  R V  M  E         M D       L   M   L  L  S V I                               M A L L  P   V L V   P P E L  G T G   V S   A H   A V T P  L  K D    K         R   R  D  . . . . . . . .   D A . . . .  K R  K K  G  E     V D R Y E L V A P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     K  T A     .         V S   . .

Metallosphaera_cuprina                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I   A G A  G S L L N  S E  R V  L  E         M D       L   M   L  L  S V I                               I  M L  P   V L I   P P E L  G S G   V S   P H   A I T P  L  K D    R         R   R  D  . . . . . . . .   D A . . . .  R R  K K  G  E     V D R Y E L V V P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  G   K  T A     .         V S   . .

Metallosphaera_yellowston                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I   A G A  G T L V N  S E  R V  A  E         I D       I      L  L  T I V                               I  L L  P D  I L V   P P E L  G T G   V S   A H   A V T P  M  K E    A         R   R  D  . . . . . . . .   D V . . . .  K R S R R  G  E     V D R Y E L V V P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  G   G   A     .         V S   . .

Acidianus_hospitalis                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I   A G A  G T L L N  S E  R I  A  E         I        L   L   L  L  S V V                               M A I L  P   I L I   P P E L  G S G   V S   A H   S L L P  M  K E    K         K   R  D  . . . . . . . .  H D A . . . .  L R  N K  G  E     V D R Y E L V E P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     R  T A     .         I S   . .

Acidolobus_saccharovorans                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       A   L G V  G  L V N  S E  K M    D         V        V   A     I  T M A    T                           L A  L  P   I A I   P P E L  G T G   V S   A Y   Y L P A K A  R L    R  I       H   I Y R  . . . . . . . .  A K V . . . .  E T  S K D G  E     A D  P G E A A G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   Y  R  T Y     .         V S   . .

Fervidicoccus_fontis                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I    G   G S I L N  S E  K L  I  E         I E       I   L     L  S I V    T      A                     V A  L   D  V A M   P P D L  G T G   V S   Q G   F I T A  M  A G S  G K         H   K  F  . . . . . . . .   K G . . . .  E R  K L N N  Y     A E  P R S S L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   N  G A  I     .         V S   . .

Caldisphaera_lagunensis                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     D  L   L  V  G S L I N  S E  K I    D         I E       V   M   L    S L V    T                           I A  L  P   I A V   P P E L  G S G   V S   A Y   F L S V  S  K Y  E  K         H   I Y R  . . . . . . . .   K I . . . .  K K  K E  N K E     A D  P G E A A G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   Y  N  S M     .         I P   . .

Archaeoglobus_fulgidus                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     D  I    G A  G S L V N  S E  R L  L  D         I E       V   L   L  L  S V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G S G   V S   S H   R I N A  M  A E Y   K         R   K  A  . . . . . . . .   F N . . . .  S R  R E  G  T     T N  V P T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     N   F     .         I P   . .

Archaeoglobus_profundus                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I    G A  G S L I N  S E  R L  L  D         I D       I      V  L  S I V    N      A                     V A V L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S Y   R I T A  M  K E K   K         R   K  A  . . . . . . . .   F L . . . .  Q K F K K  G  V     T N  V N T T K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     D   Y     .         I P   . .

Archaeoglobus_veneficus                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V    G A  G S L I N  S E  R L  L  D         I D       V      L  L  S I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G S G   V S   S H   R I T A  M  K E K   K         R   R  A  . . . . . . . .   F L . . . .  S K F K E  G  V     T N  V A T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     N   Y     .         I P   . .

Ferroglobus_placidus                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I    G A  G S L I N  S E  R L  L  D         I D       V      L  L  S V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G S G   V S   S H   R I T A  M  K E K   K         R   R  A  . . . . . . . .   F L . . . .  S K F K E  G  I     T N  V S T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     S   F     .         I P   . .

Archaeoglobus_sulfaticall                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   I G L  G S L I N  S E  R L  L  D         I D       I      L  L  S I V    N      A                     A A A L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   S H   R I V P  M  K D    K         R   K  A  . . . . . . . .   F V . . . .  E K F R N  G  T     T N  V A T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   F     .         I P   . .

Halobacterium_salinarum                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V    G A  G T L L N  S E  R   L  D         I D       V   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P  L  G T G   V S   S H   S V L A  S  A D N   V         H  R R  A  . . . . . . . .   G S . . . .  A A  E R  G  D     A N  P A Q V A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .   A      T P   . .

Haloarcula_marismortui                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L L N  S E  R L  L  D         I D       L   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   S T L A  A  A D    V         N   K  A  . . . . . . . .   G A . . . .  D A  D R  D  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     D   G     .         T P   . .

Haloarcula_hispanica                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L L N  S E  R L  L  D         I D       L   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   S T L A  A  A D    V         N   K  A  . . . . . . . .   G A . . . .  D A  D R  D  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     D   G     .         T P   . .

Halorubrum_lacusprofundi                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V    G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A     L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V S   S H   S T L A  A  A D N   E         N   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  H A  E R T E  E     A N  P A Q V G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .       G D V S   . .

Halomicrobium_mukohataei                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L L N  S E  R L  L  D         I D       L   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P  L  G T G   V S   S H   S T L A  A  V D    T         N   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  D A  D R  D  E     A N  P E Q I A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .   A      T P   . .

Haloterrigena_turkmenica                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H T L A  S  A D    V         R   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  R A  E R  G  E     A N  P E Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .         T P   . .

Halalkalicoccus_jeotgali                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   A G A  G T M I N  S E  R L  L  D         I D       I   A   A  L  T V V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G S G   V S   S H   S A L A  S  A A    S         K   T  A  . . . . . . . .   A G . . . .  G A  E R  G  E     A N  P E Q V K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   S     .         T P   . .

Halogeometricum_borinquen                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T  V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G     V    S H   S T L A  A  A E    D         K   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  Q A  A R  G  E  C   A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   S     .       G D D S  A . .

Haladaptatus_paucihalophi                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T M I N  S E  R   L  D         I D       L   A   V  L  T  V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   S T L A  A  T D    T         C  Q K  A  . . . . . . . .   A G . . . .  D A  E R  G  D  T   A N  P E Q V G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     S   A     .         T P   . .

Halopiger_xanaduensis                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H T L A  T  A D    D         Q   K  A  . . . . . . . .   G A . . . .  R A  Q R  D  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .         T P   . .

Natronobacterium_gregoryi                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L V N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T V V    N      A                      A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H T L A  S  A D    V         R   K  A  . . . . . . . .   G A . . . .  R A  E R  D  E     A N  P E Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G    G   A     .         T P   . .

Natronococcus_occultus                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   Q T L A  S  A D    D         Q   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  R A  E R  G  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .         T P   . .

Haloferax_mediterranei                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T  V    N      A                     V  A L  P D  V A V   P P E L  G     V    S H   S T L A  A  A E    E         K   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  Q A  E R  G  E  C   A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S   G   S     .       G D V S  A . .

Halostagnicola_larsenii                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T I V    N      A                      A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H T L A  S  A E    V         Q   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  R A  E R  G  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S    G   A     .         T P   . .

Natronorubrum_tibetense                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H T L A  T  A D    V         Q   K  A  . . . . . . . .   G T . . . .  Q A  E R  D  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .         T P   . .

Natrinema_versiforme                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H A L A  T  A D    V         R   K  A  . . . . . . . .   G A . . . .  R A  E R  D  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .         T P   . .

Natrialba_magadii                             cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P  L  G T G   V S   S N   H T L A  S  A N    V         Q   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  Q A  E R  G  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .   A      T P   . .

Halorubrum_kocurii                            cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V    G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V S   S H   S T L A  A  A D N   E         N   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  R A  E R  D  E     A N  P A Q V G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .       G D V S   . .

Natrialba_chahannaoensis                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T V V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H T L A  S  A D    A         Q   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  Q A  E R  G  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .         T P   . .

Natronococcus_amylolyticu                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H T L A  S  A D    D         Q   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  R A  E R  D  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .         T P   . .

Natrinema_altunense                           cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P  L  G T G   V S   S N   H A L A  S  A D    V         R   K  A  . . . . . . . .   G A . . . .  R A  E R  D  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .   A      T P   . .

Haloferax_alexandrinus                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T  V    N      A                     V  A L  P D  V A V   P P E L  G     V    S H   S T L A  A  A E    V         K   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  Q A  E R  G  E  C   A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S   G   S     .       G D V S  A . .

Halorubrum_aidingense                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V    G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V S   S H   S T L A  A  A D N   E         N   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  R A  E R  D  E     A N  P A Q V G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .       G D V S   . .

Haloterrigena_thermotoler                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L V N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H A L A  H  A D    V         R   K  A  . . . . . . . .   G T . . . .  R A  Q R  D  E     A N  P S Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .         T P   . .

Halococcus_morrhuae                           cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       L   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V S   S H   S T L A  A  A M    D         R   R  A  . . . . . . . .   G A . . . .  D A  E R  E  E     A N  P A Q V G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .       G D V S   . .

Natronolimnobius_innermon                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H T L A  S  A D    V         Q   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  R A  E R  G  E     A N  P E Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .         T P   . .

Haloquadratum_walsbyi                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   V  L  T  V    N      A                     V  A L  P D  V A V   P P  L  G     V    S Y   S T L A  A  A N    T         R   T  A  . . . . . . . .   T A . . . .  N A  S R  D  D  C   A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  T   S   S     .   A    G D A S  A . .

Haloferax_volcanii                            cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T  V    N      A                     V  A L  P D  V A V   P P E L  G     V    S H   S T L A  A  A E    V         K   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  Q A  E R  G  E  C   A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S   G   S     .       G D V S  A . .

Methanosarcina_acetivoran                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       I   A G A  G T L I N  S E  R L  L  E         I E       L   A     L   V I    N      A                     A A A L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   S F   H V F G K C  K E    V         R   T  A  . . . . . . . .   A S . . . .  K A  K E F G  R A    T N  V P T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     E   Y     .         I P   . .

Methanosarcina_mazei                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       I   A G A  G T L I N  S E  R L  L  E         I E       L   A     L   I I    N      A                     A A A L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   S F   H V F G K C  K E    F         R   T  A  . . . . . . . .   A S . . . .  K A  K E F G  R A    T N  V P T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     V   Y     .         I P   . .

Methanosarcina_barkeri                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       I   A G A  G T L I N  S E  R L  L  E         I E       L   A     L  S I I    N      A                     A A V L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   S F   H V F G K C  K E    V         K   T  A  . . . . . . . .   A S . . . .  K A  K E F G  R     T N  V P T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         I P   . .

Ca_Methanoperedens_nitror                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     D  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       I   A     L  T I V    N      A                     V A    P E  V A I   P P E L  G S G   V S   S H   H I T A  C  R S    T         R   L  A  . . . . . . . .   S A . . . .  Q S  R R S E  I     T N  V A V T L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   T F A   F     .         I P   . .

Methanococcoides_burtonii                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       I   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I E       V   A     L  T I I    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G S G   V S   S F   H A F A K C  K D    V         C   K  A  . . . . . . . .   A S . . . .  T A  K G E G  R     T N  I A T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         I P   . .

Methanococcoides_methylut                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I E       I   A   I  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G S G   V S   S F   H V F A R C  R D    V         R   N  A  . . . . . . . .   A S . . . .  T A  K D  G  R     T N  I A T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   F     .         I P   . .

Methanohalophilus_mahii                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V   A G A  G S L I N  S E  R L  L  D         I E       V   A     L  T I V    N      A                     A A A L  P E  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H V M A S C  Q Q    V         R   N  A  . . . . . . . .   A S . . . .  R A  R A E G  T     T N  I P T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     D   Y     .         V P   . .

Methanohalobium_evestigat                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V   A G A  G T L V N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T I V    N                           A A  L  P D  I A I   P P E L  G T G   V S   S H   Q I L A Q C  K D    I         R   T  A  . . . . . . . .   S S . . . .  K A  G K  G  S     T N  V N T S A S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   S  G   Y     .         V P   . .

Methanosalsum_zhilinae                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       I   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I E       I      V  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G S G   V S   S F   H A F A P A  K E    S         N   T  A  . . . . . . . .   A A . . . .  Q A S K A  G  K     T N  I P T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     S   Y     .         I P   . .

Methanosaeta_thermophila                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V   A G A  G S L I N  S E  R L  L  D         I E       L        L  S I I    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G S G   V S   S F   H I T A A S  K A    S         R   R  A  . . . . . . . .   A S . . . .  R A C R S E G  T     T N  V A T T R  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     R   Y     .         I P   . .

Methanosaeta_concilii                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       I   A G A  G S L I N  S E  R I  L  D         M E       L      L  L  S I I    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G S G   V S   G F   H V T A A S  K A    R         R   K  A  . . . . . . . .   A S . . . .  S A C R D  G  A     T N  V A T T R  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     E   Y     .         I P   . .

Methanosaeta_harundinacea                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  E         I E       I      A  I   I V    N      A                     A A  L  P D  V A V   P P E L  G S G   V S   G F   S I T A A A  K A    T         R   R  A  . . . . . . . .   A S . . . .  S A C R A  G  S A    T N  V P T T R  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   S  K   Y     .         I P   . .

Methanolobus_tindarius                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       I   A G A  G T L I N  S E  R L  L           I D       I   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G S G   V S   S F   H A F V Q S  K D    V         C   T  A N . . . . . . . .   A S . . . .  T T  R D  A  K     T N  V A T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         I P   . .

Methanolobus_psychrophilu                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       I   A G A  G T L I N  S E  R L  L           I D       V   V     L  S I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G S G   V S   G F   H A F A Q C  K D    V         Y   T  A N . . . . . . . .   A S . . . .  S R  K E T G  T     T N  V P T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         I P   . .

Methanomethylovorans_holl                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       I   A G A  G T L I N  S E  R L  L  E         I D       V   A     L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G S G   V S   S F   H A F S R C  K D    V         R   T  A  . . . . . . . .   A S . . . .  Q A  K K S G  A     T N  V P T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     S   Y     .         I P   . .

Methanospirillum_hungatei                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       I   A G A  G S L V N  S E  R L  V  D         I E       V   L   A  L  S  V    N      A                     L A A L  P   V A I   P P E L  G     V S   A H   R M P L A A  K S    I         Y   N  A  . . . . . . . .   K N . . . .  S A  K G  G  L  C   S N  V A T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     N  N Y     .       G K I S   . .

Methanocorpusculum_labrea                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V   A G   G S L I N  S E  R L  I  E         I E       V   A     L  S V V    N      A                     A A A   P   V A V   P P E L  G S G   V    A F   R I P A F T  R A   C V         R   T  A  . . . . . . . .   A C . . . .  E A  K F N H  E     T N  V G V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    F S  T Y     .         I S  A . .

Methanoculleus_marisnigri                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I        V   A   L  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   A H   H I L P  A  R S    R         R   T  A  . . . . . . . .  G A C . . . .  E S  R R  H  E     T N  D A T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     R   Y     .         V S   . .

Methanolacinia_petroleari                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I        V   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A I   P P E L  G S G   V    A H   H I L A  A  R A    T         R   T  A  . . . . . . . .  S A A . . . .  D A  K R  N  K     T N  T A T S G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     S   Y     .         I S  A . .

Methanoplanus_limicola                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     D  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I        V   A   V  L  T I V          A                     A A A   P E  I A I   P P E L  G S G   V S   A G   H I L A  A  V S    C         K   T  A  . . . . . . . .  S L A . . . .  E I  K S  H  E     T N D V F T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    F S   F     .         V S   . .

Methanoregula_formicica                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I   A G A  G S L V N  S E  R L  I  D         I E       I   L     L  S V V    N                           A A A L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   A N   H T T V  A  R A    A         R   T  A  . . . . . . . .   A S . . . .  R G  R N Q K  I     S N  E S T S A G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     A   Y     .         V S   . .

Methanoregula_boonei                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I   A G A  G S L V N  S E  R L  L  E         I E       V   I     L  S V V    N      A                     A A A L  P D  V A I   P P E L  G S G   V    A R   H M P V  A  K L    A         R   T  A  . . . . . . . .   L A . . . .  R G  Q T Q K  S     T N  D I T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         V S  A . .

Methanosphaerula_palustri                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V    G A  G T L I N  S E  R L  L  E         I E       V   A   A  L  T V I    N      A                     A A A L  P   V A I   P P E L  G S G   V    A F   H V T A A A  R Q T   V         R   T  A  . . . . . . . .   A S . . . .  R A  T E  G  V     S N  D M T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     S  T Y     .         V S  A . .

Methanolinea_tarda                            cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I   A G A  G S L V N  S E  R L  L  D         I E       V   L   A  L  S V V    N      A                     A A A L  P D  V A I   P P E L  G     V S   A N   A V T V  A  R E    T         R   T  A  . . . . . . . .   A V . . . .  S R  R E  D  V     T N  V A T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   F     .       G N V S   . .

Methanoculleus_bourgensis                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V      L  L  S V V    N      A                     A A A L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   A H   H I L P  E  R A    H         R   T  A  . . . . . . . .   A C . . . .  Q A S R R  R  E     T N  D S T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     R   Y     .         V S   . .

Methanofollis_liminatans                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L           I E          A     L  T V I    N      A                     A A A L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   A Y   H V T A  Q  R A    F         R   T  A A . . . . . . . .   A S . . . . C A A  R K S D  Q     T N  A A T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     S   Y     .         I S   . .

Methanocella_paludicola                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       L    G V  G S L I N  S E  R   L  E         I        V   L     M  S V V    S                           V     P D  V A I   P P E L  G S G   V S   S H   H V L P Q S  Q F C   T         D  R P  E  . . . . . . . .  K K C . . . .  E V  R K H G  T     A E  I E K V K E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S Q F K   Y     .         I P   . .

Methanocella_conradii                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       L    G V  G S L I N  S E  R M  L  D         I        V        L  S V V    S                           V   L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   S H   H V L A Q A  I H C   T         D   P  P  . . . . . . . .  K K C . . . .  E I C R K N G  T     A E  I E K V R E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S Q  K   F     .         I P   . .

Methanocella_arvoryzae                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   A G A  G T L I N  S E  R M  A           I        V        L  S V V    S                           V A A   P D  I A I   P P E L  G S G   V S   G H   H I L P  A  K C    T         D   P  D Q . . . . . . . .  R K C . . . .  E L C R K H G  T     A E  V E K V K E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    F K   Y     .         I P   . .

Methanobacterium_bryantii                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R V  L  E         I D       I   A   L  L  T V V    N      A                     A A  L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   G H   S I L P  C  K E    V         R   E  F  . . . . . . . .   A A . . . .  K K  D S  G  S     T N  I E T S S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   T  N   F     .         I P   . .

Methanobacterium_formicic                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L I N  S E  R M  L  D         I D       I   V   A  M  S V V    N      A                     A A A L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   G H   S M L I  C  K E    S         Q   Q  A  . . . . . . . .   T V . . . .  S K  T A  D  I     T N  V E T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     K   F     .         I P   . .

Methanothermobacter_therm                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L I N  S E  R M  L  D         I E       I   M   L  M  S V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G S G   V S   G H   S I L A  C  R D    A         K   Q  A  . . . . . . . .   W V . . . .  S R  K E  E  M     T N  V M T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   F     .         I P   . .

Methanothermobacter_marbu                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L I N  S E  R M  L  D         I E       I      L  M  S V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G S G   V S   G H   G V L A  C  L E    A         K   K  A  . . . . . . . .   N V . . . .  S R T R K  N  A     T N  V S T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     K   F     .         I P   . .

Methanosphaera_stadtmanae                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L    G I  G S L I N  S E  R L  L  D         I D       V      L  L  S V L    N      A                      A    P D  I A I   P P E L  G T G   V S   G H   S A L P  A  Y E T   E         K   T  A  . . . . . . . .   V V . . . .  E K T R Q  D  T     T N  V K T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C  S F N   F     .         I P   . .

Methanobrevibacter_rumina                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E      G V  G T L L N  S E  R M  L  D         I        V      A  L  S  V    N      A                     A A  L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   G H   S N L F  S F V A N   D         C   T  A  . . . . . . . .  A E V . . . .  Q K T K G  D  I  C   T N  I E T S M  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   T  A   F     .         I P   . .

Methanothermus_fervidus                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G S L V N  S E  R M  L  D         I        V   L     M  S I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G S G   V S   G H   S V L L  C  K E    K         K   K  A  . . . . . . . .  S K V . . . .  K K  S E N D  I     T N  V E T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     S   F     .         I P   . .

Methanobacterium_lacus                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G S L I N  S E  R M  L  D         I D       V   L     M  S V L    N      A                     V A  L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   G H   S T L I  C  K E    D         Q   K  A  . . . . . . . .   V A . . . .  K K  A Q K N  V     T N  I E T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   T  K   F     .         I P   . .

Methanobacterium_paludis                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G  L I N  S E  R I  L  D         I D       V   A   A  M  S V V    N      A                     A A  L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   G H   S V L I  S  K E    S  A       Q   K  A  . . . . . . . .   V V . . . .  K K  K N  G  M     T N  V E T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   T  K   F     .         I P   . .

Methanobrevibacter_smithi                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   A G I  G S L I N  S E  R M  L  D         I D       I        I  S  V    N      A                     I A    P D  V A V   P P E L  G T G   V S   G H   S N L I  T  I E    S         N   K  A  . . . . . . . .   E V . . . .  Q L C K Q N D  E  C   T N  I A T S K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   T F S   A     .         I P   . .

Ca_Methanomassiliicoccus_                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V    G A  G S L L N  S E  R M  L  D         I        V      L  L  T V V    T      A                     A A  L  P D  I A V   P P E L  G     V T   S A   W V T P Q M  A A S   V         H   M  A  . . . . . . . .  A A A . . . .  E S C R S  D  V     T D  A V T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   S  S   F     .       G D V S   . .

Methanomassiliicoccus_lum                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       A   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L        I      A  L  T V V    T      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V T   A A   W V T P Q L  A G    A         H   V  A  . . . . . . . .  A Q A . . . .  Q M C K G  G  A     T D  E A T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     D   M     .       G N I S   . .

Methanocaldococcus_ferven                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I    G   G S L I N  S E  R M  L  D         I E       I      L  L  T I V    N      A                     V A  L  P D  I A V   P P E L  G T G   V S   S H   H I L A  A  K D C  C K         K   L  A  . . . . . . . .   A V . . . .  N K C K D  G  E     T N  I N T S K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   T  N   Y     .         I P   . .

Methanocaldococcus_vulcan                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V    G   G T L I N  S E  R M  L  D         I E       I      L  L  T I V    N      A                     V   L  P D  I A V   P P E L  G T G   V S   S H   H I L P  A  K D C  C T         R   L  A  . . . . . . . .   A V . . . .  N K C K N  E  E     T N  V N T S K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S T  S   Y     .         I P   . .

Methanocaldococcus_infern                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I E       I      L  L  T V V    N      A                     V A  L  P D  I A V   P P E L  G T G   V S   S F   H I L P  S  K D    V         R   L  S  . . . . . . . .   E I . . . .  K R C R E  S  E     T N  I N T S R  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   T  K   Y     .         I P   . .

Methanotorris_formicicus                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I    G V  G T L L N  S E   I  L  D         I D       I   A   L  L  T I V    N      A                     V A A L  P   I A I   P P E L  G T G   V S   S H   H I L A  S  K D C   K         R N  L  S  . . . . . . . .   K V . . . .  E I  K N  G  E     T N  I N V S K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     N  N Y     .         I P   . .

Methanococcus_maripaludis                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   A G V  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I      L  L  T V V    N      A                     V  A L  P   I A V   P P E L  G S G   V S   S S   H I L P  V  K D    T         R   L  A  . . . . . . . .   K C . . . .  E I S I K  G  K     T N  I T V S K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S   N  T S     .         M P   . .

Methanococcus_vannielii                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   A G V  G T L L N  S E  R M  L  D         I E       I      L  L  T V V    N      A                     V  A L  P   I A V   P P E L  G S G   V S   S S   H I S S  S  K D    F         K   Q  F  . . . . . . . .   K C . . . .  E I S N K  D  K     T N  I P V S K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S   N  T S     .         I P   . .

Methanococcus_aeolicus                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I    G L  G S L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A       S V V    N      A                     V A V M  P   L A I   P P E L  G S G   V S   S N   Y V F A  T  A D C   N         K   V  A  . . . . . . . .   E A . . . .  N L  N K Y N F E     T N  I V V S K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     N  T M     .         I P   . .

Methanococcus_voltae                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V    G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I E       I      L  L  S V V    N      A                     V  A L  P D  I A V   P P E L  G S G   V S   S N   K I L P  A  K S T   F         K   L  S  . . . . . . . .   E I . . . .  N K S K E  K  E     T N  I G V S K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S   S   Y     .         I P   . .

Methanothermococcus_okina                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L    G L  G S L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A     L  T I V    N      A                     V A A L  P   I A I   P P E L  G T G   V S   S H   H V L A  T  K D C   N         K   I  A  . . . . . . . .   K S . . . .  E I  K N Y N  E     T N  I G V S K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     N  N M     .         I P   . .

Methanotorris_igneus                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I    G V  G T L L N  S E   M  L  D         I D       I   A   L  L  T I V    N      A                     V A A L  P   I A I   P P E L  G T G   V S   S H   H V L A  A  K D C   K         R N  L  S  . . . . . . . .   K A . . . .  E I  K S  E  E     T N  I N V S K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     N  T Y     .         I P   . .

Methanocaldococcus_villos                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I   I    G T L L N  S E  R L  L  D         I E       I      L  L  T V V    N      A                     V A A L  P D  I A V   P P E L  G T G   V S   S H   H I L P  S  K D  . C I         K   L  S  . . . . . . . .   E L . . . .  N R C R E  K  E     T N  I N T S K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     N   Y     .         I P   . .

Methanothermococcus_therm                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L     L  G T L L N  S E  R M  L  D         I E       I   A   L  L  T V V    N      A                     V A A L  P   I A I   P P E L  G S G   V S   S H   H I L P  A  K D C N  R         K   L  A  . . . . . . . .   N C . . . .  E T  K K  D  E     T N  I N V S K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     E  Y S     .         I P   . .

Methanopyrus_kandleri                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L                L  T I V          A                     A  A L  P   V A V   P P E L  G T G   V S   G R   H V T P  M  V E    D         R   L  E  . . . . . . . .  K D V . . . . C R A C I N E G  L     A S D A L A A R  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  G   S  H A     .         T P   . .

Pyrococcus_abyssi                             cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A   V  L  T M V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H V L P  A  K E    V         N   I  A  . . . . . . . .   A A . . . .  S R  K E  G  I     S N  P A V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     D   Y     .         I P   . .

Pyrococcus_horikoshii                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A   V  L  T M V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H V L P  A  K E    V         N   I  A  . . . . . . . .   A A . . . .  S R  K E  G  I     S N  P A V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     E   Y     .         I P   . .

Pyrococcus_furiosus                           cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A   V  L  T M V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H V L P  A  K E    V         N   I  A  . . . . . . . .   A A . . . .  R R  E E  G  M     S N  P A V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     N   Y     .         I P   . .

Pyrococcus_yayanosii                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A   V  L  T I V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H V L P  A  K E    A         N   I  A  . . . . . . . .   A A . . . .  R R  E E  G  I     S N  P A V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     D   Y     .         I P   . .

Pyrococcus_kodakaraensis                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   V G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A   V  L  T M V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H V L P  A  K E    V         N   I  A  . . . . . . . .   A A . . . .  R R  E E  G  M     S N  P A V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         I P   . .

Thermococcus_onnurineus                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A   V  L  T M V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H V L P  A  K E    V         N   I  A  . . . . . . . .   A A . . . .  R R  E E  G  M     S N  P A V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         I P   . .

Thermococcus_gammatoleran                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A   V  L  T M V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H V L P  A  K E    V         N   I  A  . . . . . . . .   A S . . . .  R R  E E  G  M     S N  P A V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         I P   . .

Thermococcus_sibiricus                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A   V  L  T M I    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H V L P  A  K E    V         N   I  A  . . . . . . . .   A A . . . .  R R  E E  G  M     S N  P K V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     S   Y     .         I P   . .

Thermococcus_barophilus                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I      V  L  T M V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H V L P  A  K E    V         N   I  A  . . . . . . . .   A A . . . .  R R S E E  G  M     S N  P K V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     D   Y     .         I P   . .

Thermococcus_litoralis                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A   V  L  T M V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H V L P  A  K E    V         N   I  A  . . . . . . . .   A A . . . .  R R  E E  G  M     S N  P A V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     N   Y     .         I P   . .

Palaeococcus_pacificus                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L           L E       I   A   L  L  T M V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H V L P  A  K E    V         N   I  A N . . . . . . . .   A S . . . .  A R  K E  G  M     T N  P K V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     E   Y     .         I P   . .

Thermoplasma_acidophilum                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     D  M   L G I  G S I L N  S E  R L             I        L   A   L     V L    N                                P D  I A    P  D L  G     V S   A Y   H V P M  M  I D    T         R   P R D T . . . . . . . .  I N T . . . .  K K  S K  D F T I    V E  A E E A K Y . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . F R E Y E   F   Y  .  R     G D V S   . .

α3 β4 α4 β5 α5 β6 



Thermoplasma_volcanium                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L    G I  G S L L N  S E  R L             I        V   A   L     A L    S                             A L  P   I A    P  E L  G     V S   P Y   H I A I  S  M N Y   I         R   G E D K . . . . . . . .  I S T . . . .  K K  Q M  G F E I    V E  M E E A K R . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Y S   K  S F   Y  .  K     G N V S   . .

Picrophilus_torridus                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       L   I  V  G S L L N  S E  R L  I  D         I        I           V V    N                           I   L  P D  I A    P  E L  G     V S   P Y   S I S M N F  K S  N  N         K   E  D  . . . . . . . .  R K T . . . .  E Y S K S H D F K L    A E  I D E I K S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S K  R   Y   Y  .  R     G D I S   . .

Ferroplasma_acidarmanus                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   L G V  G S L L N  S E  R V             I E       V      L     I L    N                              L  P   I A    P P E L  G     V S   A F   S V S I  S  L D    K         K   D S S I . . . . . . . .   S V . . . .  K K S K E  G F K I    V E  L D E A E K . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Y S K  E  A Y   Y  .       G D I S   . .

Korarchaeum_cryptofilum                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V   A G A  G S L L N  S E   I  L           I        I   M   L  L  S I V    T      A                     V A A L  P D  I A V   P P E L  G S G   V S   A Y   H V P P I L  K E    R         K Q  P  R H . . . . . . . .  A E S . . . .  N M  R D  N  I     S P  P S E S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     L   A     .         I P   . .

Nitrososphaera_viennensis                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A    G A  G S L I N  S E  R I  I           I        A   L   L  M  S I V    T                           I   M  P D  I A I   P P E L  G S G   V S   S T   F F V P  I  K S Y   S         H   E  G V . . . . . . . .  A S L . . . .  K K  R A  K  T     A R  P D E V T R . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S E  E   F     .         R A   . .

Nitrosopumilus_maritimus                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L     V  G S L I N  S E  R I    E         I        V   L   L  M  S I V                                A  L  P   I A I   P P E L  G S G   V S   S T   F V I P  L  K K S Q  N         H   S S K  . . . . . . . .  T K L . . . .  S K  K E  K  T     V K D V A E A R K . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Y  K  N  N Y     .         K A   . .

Ca_Nitrosopumilus_koreens                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L     V  G S L I N  S E  R I    E         I        V   L   L  M  S I V                                A  L  P D  I A I   P P E L  G S G   V S   S T   F V I P  L  K K S K  N         H   L S K  . . . . . . . .  S K I . . . .  S K  K D  K  T     V R D V A E A R K . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Y  K  N   Y     .         K S   . .

Ca_Nitrosoarchaeum_limnia                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L     V  G S L I N  S E  R I    E         I        V   L   L  M  S V V                                  L  P D  I A I   P P E L  G S G   V S   S T   F I V P  L  K K S K  S         H   S S D  . . . . . . . .  S K L . . . .  S K  R G  K  I     V K D V A E A K K . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Y S K  N   Y     .         K A   . .

Ca_Nitrosopumilus_salaria                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L     V  G S L I N  S E  R I    E         I E       I   L   L  M  S I L                                A  L  P D  I A I   P P E L  G S G   V S   S T   F M I P  L  K K S K  K         H   S S K  . . . . . . . .   K L . . . .  T K  K E  K  I     V K D V A E V K K . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Y  K  N   Y     .         K A   . .

Cenarchaeum_symbiosum                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L    G V  G  L I N  S E  R V  A           V        V   L   L  M  S V V                               L     P D  I A I   P P E L  G S G   V S   S T   Y V V P  L  G E S   S  A       H   S  D Q . . . . . . . .  A S L . . . .  P R  R G  D  I     V K D S A E A A N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S R H R   Y     .         R S   . .

Ca_Methanomethylophilus_a                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V    G A  G T L I N  S E  K V  A           V        V        L  T V V    T                           L A    P D  I A V   P P E L  G     V T   S A   W V T P S M  R S C   I         H   D  E V . . . . . . . .  G E C . . . .  E L S L G C D  T     A D  V D T A V S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   R F T   F     .       G D I S   . .

Ca_Parvarchaeum_acidiphil                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       L   A  V  G  L L N  S E  R              I        V      L  L  T  V    N                           V L  M  P   I A    P P E L  G     V S   A H   H V T S F E  K Q  A  A  A       N  Y P N T K D G K L D Y A A  K V A . . . .  D K C M N  G  E  Y   V Q  L D E A R E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   K  K  T G   Y  .       G N I S   . .

Ca_Parvarchaeum_acidophil                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T        L    G V  G T L I N  S E  R              L E       V      A  L  T  V    N                           V A  M  P   V A    P P E L  G     V S   A F  A H I T W F E  K N T   S         K  Y T C S K D G P L A Y D K   E A . . . .  K K C T A  G  E  Y   V Q  L E E A R K . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   E  N  T G   Y  .       G N I S   . .

Ca_Caldiarchaeum_subterra                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L    G A  G S L L N  S E  K L  L  D         L        V   L     L  S I V          A                     A A A L  P D  L A V   P P E L  G T G   V S   A Y   S V V A  A  K E S   A         K   K  S  . . . . . . . .  S E A . . . .  N R  R A N G  V     A D D H Y A A T  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   M     .         I S   . .

Thermofilum_carboxyditrop                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T M V N  S E  R V  A           I D       V   A   L  L  T V V    T      A                     M A A L  P D  V A I   P P E L  G T G   V S   S H   H V T L  A  K D    I         R   R  D Q . . . . . . . .   V V . . . .  K R  R Q  N  V     T N  P E V T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   M     .         I P   . .

Halanaeroarchaeum_sulfuri                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V    G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       I   A   A  L  T V V    T      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   S T L A  S  A A N   V         R   T  A  . . . . . . . .   D S . . . .  A A  D R  G  E     A N  P E Q I A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .         T P   . .

Haloferax_gibbonsii                           cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T  V    N      A                     V  A L  P D  V A V   P P E L  G     V    S H   S T L A  A  A E    V         K   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  Q A  E R  D  E  C   A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S   G   S     .       G D V S  A . .

Haloterrigena_jeotgali                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L V N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P   V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H A L A  H  A D    V         R   K  A  . . . . . . . .   G T . . . .  R A  Q R  D  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G  Y A     .         T P   . .

Halolamina_rubra                              cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V   A G A  G T L L N  S E  R L  L  D         I D       L   A   A  L  T V V    N      A                     A  A L  P D  V A V   P P E L  G     V    S H   S T H A A A  E R    V         R   K  A  . . . . . . . .   A S . . . .  D A  D A  S  E     A N  P D Q I A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  T   A   A     .       G D E S  A . .

Halobellus_rufus                              cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T  V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V    S H   S T L A  S  A E    V         K   K  A  . . . . . . . .   G A . . . .  R A  E R  G  E  C   A N  P T Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   S     .       G D V S  A . .

Halopiger_salifodinae                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H A L A  S  A D    V         R   K  A  . . . . . . . .   G A . . . .  R A  E R  D  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .         T P   . .

Halapricum_salinum                            cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T  V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V    S N   H T L A  T  A E    E         H   K  A  . . . . . . . .   A S . . . .  Q A  E R  G  E  C   A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   S     .       G D V S  A . .

Halococcus_sediminicola                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         V D       L   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V S   S H   S T L A  A  A E    T         H   R  A  . . . . . . . .   G A . . . .  A A  D R  G  E     A N  P A Q V G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .       G D Q S   . .

Thermococcus_eurythermali                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A   V  L  T M V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H V L P  A  K E    V         N   I  A  . . . . . . . .   A A . . . .  R R  E E  G  M     S N  P A V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         I P   . .

Halorubrum_halophilum                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V    G A  G T L V N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V S   S H   S T L A  A  A D N   E         N   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  R A  E R  D  E     A N  P A Q V G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .       G D V S   . .

Halorubrum_ezzemoulense                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E      G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V    S H   S T L A  A T A D N   E         K   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  R A  E R  D  E     A N  P A Q V G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .       G D V S  A . .

Haloplanus_natans                             cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R L  L  D         I D       L   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V    S H   H T L A  A  A D    T         H   T  A  . . . . . . . .   G A . . . .  D A  D R  G  D     A N  P D Q V A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .       G D V S  G . .

Palaeococcus_ferrophilus                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A   L  L  T M V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H I L P  S  K E    V         R   I  A  . . . . . . . .   A S . . . .  A R  E E  G  M     T N  P A V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         I P   . .

Methanolacinia_paynteri                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I        V   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A I   P P E L  G S G   V    A H   H I L A  A  R A    T         R   T  A  . . . . . . . .  S A A . . . .  D A  K R  N  K     T N  T A T S G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     S   Y     .         I S  A . .

Thermogladius_cellulolyti                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   A G V  G  I L N  S E  R L  L  D         I        V   A   L  L  T L V          A                     V A A L  P   V A V   P P E L  G T G   V S   A V   F M P L  G  K E    S  V       H   K  A  . . . . . . . .  N S L . . . .  K K  A K  G  E     A D E P E T G A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     E  N Y     .         I S   . .

Methanosarcina_thermophil                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       I   A G A  G T L I N  S E  R L  L  E         I E       L   A     L  T V I    N      A                     A A A L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   S F   H V F G K A  K E    V         R   T  A  . . . . . . . .   A S . . . .  K S  K E F G  R     T N  V P T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         I P   . .

Methanosarcina_siciliae                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       I   A G A  G T L I N  S E  R L  L  E         I E       L   A     L   V I    N      A                     A A A L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   S F   H V F G K C  K E    V         R   T  A  . . . . . . . .   A S . . . .  K A  K E F G  K A    T N  V P T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     E   Y     .         I P   . .

Geoglobus_acetivorans                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   I G V  G S L I N  S E  R L  L  D         I E       V      L  L  S V V    N      A                     A A A L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   S N   R I P P  M  K E    R         R   K  A  . . . . . . . .   F L . . . .  S R F R E  G  T     T N  V A T T Q  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     S   Y     .         I P   . .

Geoglobus_ahangari                            cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L    G V  G S L I N  S E  R L  L  D         I D       V      L  L  S V V    N      A                     A A A L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   S H   R I T P  M  K E K   K         R   R  A  . . . . . . . .   Y L . . . .  S K F K E  G  T     T N  V S T T R  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     S   Y     .         I P   . .

Ca_Nitrosopelagicus_brevi                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V     I  G S I I N  S E  R I    E         I        V   L   L  L  T V L    N                            A  L  P   I A I   P P E L  G T G   I S   S T   F M V P  I  K K S K  N         H   S E K  . . . . . . . .  I S L . . . .  K R  K K  K  K     V K  V N E A K K . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Y  K  N  T F     .         R A   . .

Ca_Acidianus_copahuensis                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I   V G A  G S L L N  S E  R I  L  E         I D       L   L   L  L  S V V                               M  L L  P   V L I   P P E L  G S G   V S   A Y   S I M P  M  K D    K         K   R  D  . . . . . . . .   D A . . . .  K R  R G  G  E     V D R Y D L V V P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S   K  T A     .         I S   . .

Ca_Methanoplasma_termitum                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V    G A  G T L I N  S E  K V             I        V      V  L  T I V    N                           V A    P D  V A V   P P E L  G     V T   S A   W I T P S M  K G C   V         H   A K N Q . . . . . . . .  G E C . . . .  E L S K G  K  V     A D  V Q A A T Q . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   E F R   F     .       G N I S   . .

Methanosarcina_lacustris                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       I   A G A  G T L I N  S E  R L  L  E         I E       L   A     L  T V I    N      A                     A A V L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   S F   H V F G K S  K D    V         R   T  A  . . . . . . . .   A S . . . .  K A  K E F G  R     T N  V L T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         I P   . .

Methanosarcina_horonobens                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  E         I E       L   A     L   V I    N      A                     A A A L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   S F   H V F G K C  K E    V         R   T  A  . . . . . . . .   A S . . . .  K A  K E F G  R A    T N  V P T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     E   Y     .         I P   . .

Methanosarcina_vacuolata_                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       I   A G A  G T L I N  S E  R L  L  E         I E       L   A     L  S I I    N      A                     A A A L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   S F   H V F G K S  K E    V         K   T  A  . . . . . . . .   A S . . . .  K A  K E F G  R     T N  V P T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         I P   . .

Thermococcus_paralvinella                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A   V  L  T M V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H V L P  A  K E    V         N   L  A  . . . . . . . .   A A . . . .  R R  E E  G  M     S N  P K V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     D   Y     .         I P   . .

Methermicoccus_shengliens                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       L   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   L  L  S V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   W M L P H A  K Q    T         R   T  A  . . . . . . . .   A C . . . .  H M  R E  E  T     T N  I A T T R  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     E   Y     .         I A   . .

Methanobrevibacter_oralis                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     D      G I  G S L I N  S E  R M  L  D         I        I        I  S  V    N      A                     I   L  P E  V A V   P P E L  G T G   V S   G N   H N L I  P F I E S   S         N   K  A  . . . . . . . .  Y E A . . . .  K L C K E H E  D  C   T N  I A T S K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S C  S   A     .         I P   . .

Thermococcus_nautili                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A   V  L  T M V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H V L P  A  K E    V         N   I  A  . . . . . . . .   A S . . . .  R R  E E  G  M     S N  P A V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         I P   . .

Methanocorpusculum_bavari                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V   A G   G S L I N  S E  R L  I  E         I E       V   A     L  S V V    N      A                     A A A   P   V A V   P P E L  G S G   V T   A F   R I P A F T  R A   C V         R   T  A  . . . . . . . .   A C . . . .  E A  K F N H  E     T N  V G V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    F S  T Y     .         I S   . .

Methanomicrobium_mobile                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         V        V   A   A  L  T V V          A                     A A    P D  V A I   P P E L  G S G   V    A H   H I L A  A  R S    T         R   T  A  . . . . . . . .  S G S . . . .  A A  K R  H  Q     T N D I S T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   T F A   F     .         I S  A . .

Methanobrevibacter_wolini                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       L    G I  G S L L N  S E  R L  L  D         I           L     L  S  I    N      A                     A A    P D  V A I   P P  L  G T G   V S   S H   S T L L N A  M D N   D         K   T  A  . . . . . . . .  Q E I . . . . N Q K  K D N D  I  C   T N  V E T S V  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   S F N   I     .   Q      I S   . .

Desulfurococcus_amylolyti                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   L G A  G  I L N  S E  R L  I  D         I        V   A   L  I  T L V    T      A                     V A V L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   A I   F I P L  G  K N    H  V       H   K  S  . . . . . . . .  N Y L . . . .  K K  R R  S  E     A D  P E T G A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   M     .         V S   . .

Ca_Nitrososphaera_evergla                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A    G A  G S L I N  S E  R I  V           I        V   L   L  M  S I V    T      A                     I   M  P D  I A I   P P E L  G S G   V S   S T   F F V P  I  K L Y   S         H   G  D I . . . . . . . .  A S L . . . .  K R  R S  Q  T     A R  P D E V A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S K  E   F     .         R A   . .

Ca_Halobonum_tyrrellensis                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L L N  S E  R I  L           A D       L   A   A  L  T V L    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V    S H   S T L A  A  A D    V         R   T  A N . . . . . . . .   D G . . . .  G A  D R  G  D     A N  P A Q A A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .       G D E S  A . .

Halorhabdus_tiamatea                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I             G     E  L   A G A  G  I I N   E  R   L  D         I E       I      V  L  S V V    S      A                     V A A   P D  L L     P     T    I S   R G M  T L L P  A  T A    V  A     A  N  D T  A  . . . . . . . .   T K . . . .  D R C E G  G  E     V D  V E M G R  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    F E   Q   F  . R  G D  A  D R A   . .

Halomicrobium_katesii                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L L N  S E  R L  L  D         I D       L   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P  L  G T G   V S   S H   S T L A  A  A D    T         N   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  D A  E R  D  E     A N  P E Q I A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .   A      T P   . .

Thermococcus_cleftensis                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A   V  L  T M V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H V L P  A  K E    V         N   V  A  . . . . . . . .   A A . . . .  R R  E E  G  M     S N  P T V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         I P   . .

Natronomonas_moolapensis                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L L N  S E  R L  L  D         I D       L   A   A  L  T I V    N      A                     A   L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   S T L A  A  S R    E         H   R  A  . . . . . . . .   G S . . . .  R A  E R  G  E     A N  P K Q I A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S R  D   S     .         T P   . .

Natronomonas_pharaonis                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            N G       V   A G A  G  L I N   E       D         V        V        L  S I V    S      A                     A V A   P D  L L     P     S    L    R G   N I S L A S  A E    S  A     P  S Q D A F G  . . . . . . . .  G D I . . . .  A G C A E H G  E     V D  V E L G R  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    F D   C   F  . N  A D  A  D R A  A . .

Thermococcus_zilligii                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A   V  L  T M V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H V L P  A  K E    V         R   I  A  . . . . . . . .   A S . . . .  R R  E E  G  M     S N  P A V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         I P   . .

Halogeometricum_pallidum                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L V N  S E  R M  L  D         I D       V   A   A  L  T  V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G     V    S H   S T L A  S  S E    A         K   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  R A  E R  G  E  C   A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   S     .       G D D S  A . .

Ca_Nanopusillus_sp                            cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E   M  I  D         I E       I   A   L  L  T I V          A                     V A  L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   A Y   Y I L P  A  K E    V         K P  K  I  . . . . . . . .   K A . . . .  N I  R R  G  I     A N D E I V G A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   K  N   Y     .         I S   . .

Natrinema_pellirubrum                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H A L A  H  A D    V         R   K  A  . . . . . . . .   G T . . . .  R A  Q R  D  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .         T P   . .

Halorhabdus_utahensis                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I             G     E  L   A G A  G  V I N   E  R   L  D         I E       I      V  L   I V    S      A                     V A A   P D  L L     P     T    I S   R G M  K L L P  A  A E    V  A     A  N  D T  A  . . . . . . . .   R K . . . .  D R C Q A  G  D A    V D  V A M G R  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    F E   Q   F  . R  G D  S  D R A   . .

Halovivax_ruber                               cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R   L           L D       L      A  L  T I V    T      A                     A A A L  P D  V A I   P P  L  G     V S   S N   S I L A  S  A D    A         R  Q R  D Q . . . . . . . .   E S . . . .  T A S G R  G  E     A N  P A Q A G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .   A    G D T P   . .

Salinarchaeum_sp                              cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R L  L  D         I D       I   A   A  L   V A    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   S T L A  S  A A    E         R   K  A  . . . . . . . .   A S . . . .  D A  R R  N  D V    A N  P E Q V A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     E   A     .         T P   . .

Halorubrum_arcis                              cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V    G A  G T L I N  S E  R L  L  D         V D       V   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V    S H   S T L A  A  A D N   E         N   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  R A  E R  D  E     A N  P A Q V G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .       G D V S  A . .

Halorubrum_lipolyticum                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V    G A  G T L V N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V S   S H   S T L A  A  A D N   E         N   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  R A  E R  D  E     A N  P A Q V G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .       G D V S   . .

Halorubrum_litoreum                           cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V    G A  G T L I N  S E  R L  L  D         V D       V   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V    S H   S T L A  A  A D N   E         N   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  R A  E R  D  E     A N  P A Q V G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .       G D V S  A . .

Halococcus_thailandensis                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         V D       L   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V S   S H   S T L A  A  A M    D         R   R  A  . . . . . . . .   G A . . . .  D A  E R  D  E     A N  P A Q V G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .       G D V S   . .

Halococcus_saccharolyticu                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L V N  S E  R L  L  D         I D       L   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P  L  G     V S   S H   S T L A  A  A D    V         R   R  A  . . . . . . . .   G A . . . .  D A  D R  G  E     A N  P D Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   G     .   A    G D V S   . .

Halococcus_hamelinensis                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G V  G T L I N  S E  R L  L  D         V D       V   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V S   S H   S A L A  A  A D    V         K   K  A  . . . . . . . .   G A . . . .  N A  E R  G  E     A N  P D Q V G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .       G D V S   . .

Halobiforma_lacisalsi                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H A L A  S  A D    D         R   K  A  . . . . . . . .   G A . . . .  E A  E R  G  E     A N  P E Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .         T P   . .

Haloarcula_japonica                           cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L L N  S E  R L  L  D         I D       L   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   S T L A  A  A D    V         N   K  A  . . . . . . . .   G A . . . .  D A  D R  D  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     D   G     .         T P   . .

Haloarcula_californiae                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L L N  S E  R L  L  D         V D       L   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   S T L A  A  A D    V         N   K  A  . . . . . . . .   G A . . . .  D A  D R  D  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     D   G     .         T P   . .

Haloarcula_argentinensis                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L L N  S E  R L  L  D         I D       L   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   S T L A  A  A D    V         N   K  A  . . . . . . . .   G A . . . .  D A  D R  D  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     D   G     .         T P   . .

Haloarcula_amylolytica                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L L N  S E  R L  L  D         I D       L   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   S T L A  A  A D    V         N   K  A  . . . . . . . .   G A . . . .  D A  D R  D  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     D   G     .         T P   . .

Haloarcula_sinaiiensis                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L L N  S E  R L  L  D         I D       L   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   S T L A  A  A N    V         N   K  A  . . . . . . . .   G A . . . .  D A  D R  D  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     D   G     .         T P   . .

Haloarcula_vallismortis                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L L N  S E  R L  L  D         I D       L   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   S T L A  A  A D    V         N   K  A  . . . . . . . .   G A . . . .  D A  D R  D  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     D   G     .         T P   . .

Halorubrum_coriense                           cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A    G A  G T L V N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P  L  G     V    S H   S T L A  A  A D N   E         K   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  R A  E R  G  E     G N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .   A    G D V S  A . .

Halorubrum_distributum                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V    G A  G T L I N  S E  R L  L  D         V D       V   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V    S H   S T L A  A  A D N   E         N   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  R A  E R  D  E     A N  P A Q V G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .       G D V S  A . .

Halosimplex_carlsbadense                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R   L  D         I D       L   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   S T L A  A  A D    E         A  R K  A  . . . . . . . .   A S . . . .  D A  E R  D  E     A N  P E Q V G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .         T P   . .

Ca_Nanopusillus_acidilobi                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E   M  I  D         I E       I   A   L  L  T V V          A                     V A  L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   A Y   Y I L P  A  K E    V         K P  K  I  . . . . . . . .   K A . . . .  N I  K R  G  I     A N D N I V A A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   K  N   Y     .         I S   . .

Ca_Nitrosopumilus_adriati                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L     V  G S L I N  S E  R I    E         I E       I   L   L  M  S I L                                V  L  P D  I A I   P  E L  G S G   V S   S T   F I I P  L  K K S K  K         H   S S K  . . . . . . . .   R L . . . .  L K  K E  K  V     V K D V A E V K K . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Y  K  N   Y     .  S       K A   . .

Ca_Nitrosotenuis_cloacae                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L     V  G S L I N  S E  R I    D         I        V   L   L  M  S V V                                A  L  P D  I A I   P P E L  G S G   V S   S T   F V I P  L  K K S K  T         H   P P K  . . . . . . . .  I E L . . . .  E R  R S  K  I     V Q D V S E A S K . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Y  K  N   Y     .         K A   . .

Ca_Nitrosotalea_devanater                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V     V  G  L I N  S E  R I    E         I E       V   L   L  M  S V V          V                      A  L  P D  I A I   P P E L  G S G   V S   S T   Y V I P  I  K K S R  A  A       H   P S N  . . . . . . . .   D L . . . .  K R  R E  Q  I     V Q D V S E A W  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Y  Q  N   Y     .         K A   . .

Halobacterium_hubeiense                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V    G A  G T L L N  S E  R   L  D         I D       L   A   V  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   S V L A  S  E A N   V         H  R K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  D A  D R  G  D     A N  P E Q I A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .         T P   . .

Thermococcus_guaymasensis                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A     L  T M V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H V L P  A  K E    V         N   I  A  . . . . . . . .   A A . . . .  R R  E E G G  M     S N  P A V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         I P   . .

Methanocaldococcus_bathoa                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I    G   G T L I N  S E  R M  L  D         I E       I      L  L  T I V    N      A                     V A A L  P D  I A I   P P E L  G T G   V S   S H   H I L A  A  K D C  C K         K   L  A  . . . . . . . .   A V . . . .  N K C K A  E  E     T N  I N T S K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     N   Y     .         I P   . .

Pyrobaculum_ferrireducens                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T      E  V   V G A  G  I L N  S E   L  L  D         L        I   A   L  L   V           A                     A A A L  P   V A V   P P E L  G T G   V S   A Y  A H T A L  N  K E    S  V       A P  R  N  . . . . . . . .  G R F . . . .  P K  R A  G  D V  T  A P D P R T S L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G  S A     .         K A   . .

Thermococcus_celericresce                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A   V  L  T M V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H V L P  A  K E    V         N   V  A  . . . . . . . .   A S . . . .  R R  E E  G  M     S N  P A V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         I P   . .

Thermococcus_thioreducens                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A   V  L  T M V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H V L P  A  K E    V         N   I  A  . . . . . . . .   A A . . . .  R R  E E  G  M     S N  P A V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         I P   . .

Pyrodictium_delaneyi                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   A G A  G T L L N  S E  R I  L  D         I D       V   A   L  L  T L V    T      A                     V A I L  P   I A I   P P E L  G T G   V S   A Y   Y L P L  A  K E    K         H   R  S  . . . . . . . .   V L . . . .  R R  T Q  G  E     A D  P T A A A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     S  T I     .         V S   . .

Acidiplasma_cupricumulans                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   I G V  G S L L N  S E  R M    D         I        I      L     V L    S                                P E  I A    P P E L  G     V S   A Y   S I S M  S  I D    N         R   A K S  . . . . . . . .  I K I . . . .  E K S K K  D F K I    V E  L D E V R E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Y S K Y D   Y   Y  .       G D I S   . .

Acidiplasma_aeolicum                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   I G V  G S L L N  S E  R M    D         I        I      L     V L    S                                P E  I A    P P E L  G     V S   A Y   S I S M  S  I D    N         R   A K S  . . . . . . . .  I K I . . . .  E K S K K  D F K I    V E  L D E V R E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Y S K Y D   Y   Y  .       G D I S   . .

Halolamina_pelagica                           cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V   A G A  G T L L N  S E  R L  L  D         I D       L   A   A  L  T V V    N      A                     A  A L  P D  V A V   P P  L  G     V    S H   S T H T A A  E G    V         N   K  A  . . . . . . . .   A S . . . .  D A  D A  S  E     A N  P D Q I A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  T   A   A     .   A    G D E S  A . .

Methanosarcina_flavescens                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       I   A G A  G T L I N  S E  R L  L  E         I E       L   A     L  T V I    N      A                     A A A L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   S F   H V F G K A  K E    I         R   T  A  . . . . . . . .   A S . . . .  K A  K E F G  K     T N  V P T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         I P   . .

Methanoculleus_sediminis                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I        V   A   L  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   A H   H I L P  A  R S    R         R   T  A  . . . . . . . .  G A C . . . .  E S  R R  H  E     T N  D A T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     R   Y     .         V S   . .

Ca_Nitrososphaera_gargens                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A    G A  G S L I N  S E  R M  M           I        V   L   L  M  S I V                               I  L   P D  I A I   P P E L  G T G   V S   S S   Y F L P  I  K S Y   V         H   E  K N . . . . . . . .  A N L . . . .  E R  R S  R  T     A R E P W E V M E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S  F Q   F     .         R A   . .

Methanobrevibacter_filifo                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L    G A  G T L I N  S E  R M  L  D         I        V        L  S V V    N      A                     A A  L  P   V A V   P P E L  G S G   V S   G H   S S L L  C  K E S   N         K   E  A  . . . . . . . .  G E V . . . .  D K T K D N G  F     T N  V E T S V  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   T  N  N F     .         I S   . .

Methanobrevibacter_curvat                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E      G I  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V        L  S V V    N      A                     A A V L  P   V A V   P P E L  G S G   V S   G H   S N L I  N F I E N   S         N   T  A  . . . . . . . .   V I . . . .  K S T N E K N  L     T N  V S T S M  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     N  S F     .         I S   . .

Methanobrevibacter_cuticu                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   A G I  G T L I N  S E   M  L  D         I D       I        I  S V V    N      A                     A A  L  P E  V A V   P P E L  G S G   V S   G H   S N L L  C  V E    N         I Q  K  A  . . . . . . . .   K I . . . .  K G S K S R D  F     T N  I E S S R  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   T  N   F     .         V P   . .

Ca_Nitrosopumilus_piranen                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L     V  G S L I N  S E  R I    E         I        V   L   L  M  S I V                                A  L  P D  I A I   P P E L  G S G   V S   S T   F V I P  L  K K S K  N         H   T S K  . . . . . . . .  Q K L . . . .  L K  K D  K  T     V K D V A E A K K . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Y  K  N   Y     .         K A   . .

Thermococcus_chitonophagu                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A   V  L  T M V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H V L P  A  K E    V         N   I  A  . . . . . . . .   A A . . . .  R R  E E  G  I     S N  P A V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     N   Y     .         I P   . .

Ca_Thalassoarchaea_marina                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     D  A    G A  G T L I N   E  K V  I           I                    A          A                     L  A L  P   V A V   P P E L  G     V T   S N   W L H P  T  A C R   K       A  H   S  E H . . . . . . . .  A M L . . . . . L D S V P E D F T V C   A A D I E E A R  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S   E  N Y     .       G E I S   . .

Methanobrevibacter_olleya                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E      G V  G T L L N  S E  R M  L  D         I        V      A  L  S  V    N      A                     A A  L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   G H   S N L F  S F L A S   D         C   T  A  . . . . . . . .  A E I . . . .  K K T K E  E  I  C   T N  I E T S M  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   T  A   Y     .         I P   . .

Methanogenium_cariaci                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N   E  R L  L  D         I E          A   A  L  T V I    N      A                     A A    P D  I A I   P P E L  G S G   V S   A H   H I V A  A  K A    T       A  R   T  A  . . . . . . . .   A S . . . . N R L  R T  G  E     T N  V A T S G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   F F N   Y     P         I S   . .

Thermococcus_peptonophilu                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         L E       I   A   V  L  T M V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   H V L P  A  K E    V         N   I  A  . . . . . . . .   A A . . . .  R R  E E  G  M     S N  P A V S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         I P   . .

Methanobrevibacter_miller                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   A G V  G S L I N  S E  R M  L           I D       I        I  S  V    N      A                     V A  L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   G H   G N L I  T  V E    S         K   Q  A G . . . . . . . .   E V . . . .  R L C K Q H E  E  C   T N  I A T S K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   S  N   A     .         I P   . .

Pyrodictium_occultum                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R L  L  D         I D       V   A   L  L  T L V    T      A                     A A V   P   V A V   P P E L  G T G   V S   A Y   F I P L  A  K E    K         R   R  S  . . . . . . . .   L L . . . .  R R  T S  G  E     A D  P A A A A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    F A  T M     .         L P   . .

Vulcanisaeta_souniana                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I             G     E  I    G A  G  I L N  S E  R L  L  D         L        V   A   L  L  T L V          A                     A A A L  P   V A V   P P E L  G T G   V S   R T G  H V P L  F  K E T   S  V       N   L  N  . . . . . . . .  G W L . . . .  N R  K N  G  E     A P D P Y T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     E  T A     .         K A   . .

Sulfolobus_metallicus                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R I  I  E         I        L   A   L  L  T V V          A                     I   L  P   I L I   P P E L  G S G   V S   A H   S V T P  M  K D    E         R   R  D  . . . . . . . .  A E I . . . .  S R  R K  N  D     V D R N E L V K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  G T  E  T S     .         I S   . .

Methanobrevibacter_arbori                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     D  M    G I  G T L L N  S E  R M  L           I D       I        V  S V V    N      A                     A A  L  P E  V A V   P P E L  G S G   V S   G H   S N L I  C  I E S   N         K   K  S N . . . . . . . .   E V . . . .  K L S K E R D  F     T N  I E T S V  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   T  N   F     .         I P   . .

Halobellus_limi                               cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V   A G V  G  L V N   E     L  D         V E       V        L  S I V    S      A                     A L A   P D  L L     P     S    L    R G   E V G L A A  D A    D  V     P  A P T T  A  . . . . . . . .   A V . . . .  E G C R E R G  E     V D  V E T G R  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    F D   C   F  . N  A D  A  E R A  A . .

Natronorubrum_bangense                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I             G     E  V   A G A     I N      A    D         V        V        L  S I V    S      A                     A L    P D  L L     P D    S    M    A V M  A T T Y  T  A A    D A V F    P Q N E  T F A  . . . . . . . .  A R A . . . .  D R C A D R G  E     V N  L E Q G R  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   T F D   C   F  . R   D  A  E S G  V . .

Halorhabdus_rudnickae                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I             G     E  L   A G A  G  V I N   E  R   L  D         I E       I      A  L   I V    S      A                     V A A   P D  L L     P     T    I T   R G M  K R L P  A  A D    V  A     A  N  D T  A  . . . . . . . .   T K . . . .  E R C R A  G  D A    V D  V E M G R  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    F E   Q   F  . R  G D  S  D R A   . .

Ca_Nitrosocosmicus_frankl                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I    G V  G S L I N  S E   I  I           I        L   M   L  L  S V V    N                           I   L  P D  I A I   P P E L  G T    I S   P S   F T I P  M  K E S   V         H P  D  N C . . . . . . . .  K E I . . . .  K K  R S  E  V     T K  F N E L T D . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S K  E   Y     .        K R S   . .

Methanimicrococcus_blatti                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       I   A G A  G S L I N  S E  R L  L  E         I E       A   L     M  S V I    N      A                     A A A I  P E  V A I   P P E L  G S G   V S   S H   K V Y V K S  Q E    V         R   T  A  . . . . . . . .   S A . . . .  E A  K K N G  K     T N  I A T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .         I P   . .

Methanohalophilus_euhalob                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V   A G A  G  L I N  S E  R L  L  D         I E       V   A     I  T I V    N      A                     A A A L  P E  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H V M A S C  Q Q    V  C       R   K  A  . . . . . . . .   A S . . . .  R A  R A E G  T     T N  I P T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     N   Y     .         V P   . .

Haloterrigena_hispanica                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H T L A  H  A D    V         Q   K  A  . . . . . . . .   G A . . . .  Q A  E R  D  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .         T P   . .

Methanoculleus_taiwanensi                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I E       V   A   V  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A I   P P E L  G S G   V S   T G   H I L P  A  K L    H         R   T  A  . . . . . . . .   A A . . . .  S A  K R  R  E     T N  V P T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     S   Y     .         V S   . .

Ca_Methanosuratus_sp                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   A G V  G T I L N  S E  R L  I           I E       V        L  T  V    T      A                     V A    P E  V A V   P P E L  G S G   V S   A H   S V T P  S  K E    S         R   R  D L . . . . . . . .   E A . . . .  R R C T S S G  L  C   A N  P L A G R  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   S F C   M     .         V S   . .

Methanohalophilus_sp                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V   A G A  G  L I N  S E  R L  L  D         I E       V   A     I  T I V    N      A                     A A A L  P E  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H V M A S C  Q Q    V  C       R   K  A  . . . . . . . .   A S . . . .  R A  R A E G  T     T N  I P T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     N   Y     .         V P   . .

Natrarchaeobius_chitinivo                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I             G     E  L   A G V  G   I N   E  R   L  D         I        I      A  V  S A I    S      A                     V A  L  P D  L I     P E    T    I T   R G I  K V L P  T  A D    A  A T    A  N  D T  T  . . . . . . . .  A K K . . . .  E R C A E  G  D     V D  I E M G R  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   T  D   A   Y  . K   D  S  D R A   . .

Natrarchaeobius_halalkali                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I             G     E  L   A G I  G   I N   E  R   L  D         I        I      V  L  S  V    S      A                     V A A   P D  L I     P E    T    I T   R G I  K V L P  T  A D    A  A T    A  N  D T  T  . . . . . . . .  A K K . . . .  D R C N E  G  D  S   V D  I E M G E  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    F D   A   Y  . K   D  S  D R A   . .

Eury_archaeon_TMED85                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       A    G A  G T I L N  S E  R V             V           M       T  I    T      A                     L A A L  P D  I A I   P P E L  G     V T   S N   H L S P F T  I S N   S         C   S F D H . . . . . . . .  K S V . . . . . L E  L P R D F T  C   A A  V E E A S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     N   F     .       G D I S   . .

Eury_archaeon_TMED248                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     D  A    G A  G T I I N   E  K V  M           V           M         A                               L A  L  P   I A V   P P E L  G     V T   S H   W L E P  S  I Y R   V       A  H   S  Q H . . . . . . . .  R D L . . . . . M E  L P D D F P V C   A A D V N E A I E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   K  N  T F     .       G D I S   . .

Eury_archaeon_TMED117                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     D  A    G A  G T I I N   E  K              I           A         A          A                     L A  M  P   I A V   P P E L  G     V T   S N   W L Q P  N  I E H   T       A  H  S E H S R . . . . . . . .  G K L . . . . . I D  L P D G F P I C   A I D V N E A Q  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   G  N  T F     .       G D I S   . .

Methanoregulaceae_archaeo                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     D  I   A G A  G S L V N  S E  R L  L  D         I E       V   L     L   V V    N      A                     A A A L  P E  V A I   P P E L  G S G   V S   A H   H I T A  A  R T    V         R   T  A  . . . . . . . .   A S . . . .  K A  Q A Q K  S A    T N  E A T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     S   Y     .         V S   . .

Nitrosopumilales_archaeon                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V    G A  G S I I N  S E  K I             M        L   L   L  M  S I V          A                     L     P D  L A I   P P E L  G  G   V S   A T   F A I P  I  K S H   I         H   E H S Q . . . . . . . .  C I V . . . .  K R  R E  G  I     A D D L E E V E  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S Q F S   Y     .       K  I A   . .

Methanobrevibacter_gottsc                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       L   A G I  G T L I N  S E  R M  L  D         I        I        I  S  V    N      A                     V A A L  P   V A V   P P E L  G T G   V S   G H   S N L I N T  I D    S         N   K  A  . . . . . . . .  A E V . . . .  K S C R D Y E  E  C   T N  I E T S K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     N  V A     .         I P   . .

Halorubrum_sp                                 cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V    G A  G T L V N  S E  R L  L  D         V D       V   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V S   S H   S T L A  A  A D N   E         N   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  R A  E R  D  E     A N  P A Q V G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .       G D V S   . .

Halosimplex_sp                                cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T M I N  S E  R   L  D         I D       L   A     L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   S T L A  A  A D    V         A  R K  A  . . . . . . . .   A S . . . .  D A  D R T D  D     A N  P E Q V G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .         T P   . .

Natronomonas_sp                               cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     D  V     A  G T L L N  S E  R L  L  D         I D       I   A   A  L  T V V    N      A                     V  A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V    S H   S T L A  A  A Q Y .  D         R   R  A  . . . . . . . .   A S . . . .  E A  H D  G  E     A N  P E Q I A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  T   G   A     .         V S  A . .

Methanohalophilus_sp_RSK                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V   A G A  G  L I N  S E  R L  L  D         I E       V   A     L  T I V    N      A                     A A A L  P E  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H V M A S C  K Q    V  C       R   N  A  . . . . . . . .   A S . . . .  R A  R A E G  T     T N  I P T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     A   Y     .         V P   . .

Thauma_archaeon_S13                           cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   A G V  G S I I N  S E  R L    E         I        I   L   L  M  S I A    T                           I A A L  P D  V A I   P P  L  G S G   I S   S T   H V V P  L  R A    A         H   R P A  . . . . . . . .  R A V . . . .  G R  R S  G  S     A R  A P E A A R . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .   S      T A   . .

Thauma_archaeon_S14                           cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   A G V  G S I I N  S E  R L    E         I        I   L   L  M  S I A    T                           I A A L  P D  V A I   P P  L  G S G   I S   S T   H V V P  L  R A    A         H   R P A  . . . . . . . .  R A V . . . .  G R  R S  G  S     A R  A P E A A R . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   Y     .   S      T A   . .

Nitrosopumilus_sp_H13                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L    G V  G S L I N  S E  R I    E         I        V   L   L  M  S I V    N                            A  L  P D  I A I   P P E L  G S G   V S   S T   F V V P  L  K K S   A         H   P G L  . . . . . . . .  K K T . . . .  L R  R K  K  I     V K  V A E A K K . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Y  R  G   Y     .         K A   . .



Nitrosopumilus_sp_H8                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L    G V  G S L I N  S E  R I    E         I        V   L   L  M  S I V    N                            A  L  P D  I A I   P P E L  G S G   V S   S T   F V V P  L  K K S   A         H   P G L  . . . . . . . .  K K T . . . .  L R  R K  K  I     V K  V A E A K K . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Y  R  G   Y     .         K A   . .

Halarchaeum_sp_CBA1220                        cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L L N  S E  R M  L  D         I D       V   A   A  L  T  V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G     V    S H   S T L A  R  A A    E         N   K  A  . . . . . . . .   A S . . . .  G A  E R  G  E  C   A N  P E Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   S     .       G D V S  A . .

Halorubrum_sp_CBA1229                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V    G A  G T L I N  S E  R L  L  D         V D       V   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V S   S H   S T L A  A  A A N   E         N   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  R A  E R  D  E     A N  P A Q V G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .       G D V S   . .

Methanohalophilus_halophi                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V   A G A  G  L I N  S E  R L  L  D         I E       V   A     L  T I V    N      A                     A A A L  P E  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H V M A S C  Q Q    V  C       R   N  A  . . . . . . . .   A S . . . .  S A  R A E G  T     T N  I P T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     A   Y     .         V P   . .

Methanohalophilus_portuca                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V   A G A  G S L I N  S E  R L  L  D         I E       V   A     M  T I V    N      A                     A A A L  P E  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H V M A S C  Q Q    V         R   N  A  . . . . . . . .   A S . . . .  R A  Q A E G  N     T N  I P T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     N   Y     .         V P   . .

Halalkalicoccus_sp_GSM28                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   A G A  G T M I N  S E  R L  L  D         I D       I   A   A  L  T V V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G S G   V S   S H   S A L A  S  A A    T         K   K  A  . . . . . . . .   A G . . . .  G A  E R  G  E     A N  P E Q V K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   S     .         T P   . .

Halorubrum_sp_ZY8                             cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V    G A  G T L I N  S E  R L  L  D         V D       V   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V    S H   S T L A  A  A D N   E         N   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  R A  E R  D  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     S   A     .       G D V S  A . .

Ca_Woesearchaeota_archaeo                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       I    G A  G  L I N  S E   V  L           I E       V      L  L  S I V    S                           L L    P D  L A I   P P E L  G     V S   A H   A L I P Q A  L D S   N  A       R P  P  S N . . . . . . . .   E L . . . .  K M F K K  G  I     A G  A R A E S R . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   G F S   L     .       G K V S   . .

Haloplanus_aerogenes                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R L  L  D         I D       L   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V S   S H   H T L A  A  A D    E         H   K  A  . . . . . . . .   G A . . . .  D A  D R  G  E     A N  P D Q V G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .       G D V S   . .

Halostella_sp_LT12                            cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L L N  S E  R L  L  D         V D       L   A   V    T  V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   S A L A  A  A D    T         N   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  D A  E R  G F D  C   A N  P D Q V A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   S     .         T P   . .

Halobellus_sp_Atlit-31R                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L V N  S E  R L  L  D         V D       V   A   A  L  T  V    N      A                     A A A L  P E  V A V   P P E L  G     V    S H   S T L A  S  A G    V         R   K  A  . . . . . . . .   A A . . . .  R A  E R  D  E  C   G N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     S   S     .       G D V S  A . .

Ca_Korarchaeota_archaeon                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       L    G L  G S L I N  S E  R M  L  D         V        V   L     L  S I V          A                     A A A L  P   V A    P P E L  G T G   V S   A R   H V S P R L  R E Y   K         R   R  A  . . . . . . . .  R A A . . . .  Q M  R G D G  A     A G D P E E S L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     R  T A   F  .         I S   . .

Ca_Thorarchaeota_archaeon                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   A G   G T L L N  S E  R M  L  D         L E       V   A   L  L  T I V    N      A                     A A  L  P   V A V   P P E L  G T G   V S   R H   H V L G  T  V E   C S         N   I  A  . . . . . . . .   E A . . . .  R T  E R  H  Y     T N  P T V S V  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   T  A  S A     .         I S   . .

Ca_Lokiarchaeota_archaeon                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     D  L   A G     I L   S E  R     E                 M   A     L   V L          M                        L     I A    P   A   N P       A F   E I S P  S  L N   C E Y V   G    R  R I F G  . . . . . . . . T N A Q I N Q K  K K  L E K G  K P    I G E T A Q E R  D G K M E E V N R I Q L E E S L A D I A P E Q  S Q I V   Y  .  V W   N   F L N P N V

Ca_Heimdallarchaeota_arch                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L V N  S E  K I  L  E         I        I   A     L  T  V    T      A                     I A A L  P D   A    P P E L  G S G   V S   S N   H I L L  T  K E    T         R   T  K  . . . . . . . .  A L I . . . .  Q R  R E N H  Y  C   A S  P K I A G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     S   S C  T  .         I S   . .

Ca_Altiarchaeales_archaeo                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V    G A  G S L V N  S E  R L  L  D         I E       I   L   L  M  S I V    N      A                     V A A L  P D  V A I   P P E L  G T G   V S   S N   H I L P  S  K E C   I         R   K  A  . . . . . . . .   A I . . . .  G K  N K  D  A     T N  I N T T K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     N   F     .         I P   . .

Ca_Aenigmarchaeota_archae                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L    G A  G  L I N  S E  R M  M  E         I        I      A  L  T I V    N                           I V  M  P D  I A     P E L  G T G   V S   S N   H D M P  C  K E N   W  V       D   P  E  . . . . . . . .  K K T . . . .  E R C K E  G  K     A E  T A E G K D . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   K  L   Y   F  . D        R S   . .

Halonotius_pteroides                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R   L  D         I D       V   A   A  L  T  V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P  L  G     V    S F   S T L A  A  A E    E         N  R K  A  . . . . . . . .   A A . . . .  R A  E R  G  E  C   A N  P D Q I A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     Q   S     .   A    G D V S  A . .

Halonotius_sp_F13-13                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R   L  D         I D       V   A   A  L  T  V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V    S F   S T L A  A  A E    E         N  R K  A  . . . . . . . .   A A . . . .  R A  E R  G  E  C   A N  P D Q I A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     Q   S     .       G D V S  A . .

Halopiger_aswanensis                          cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T I V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S N   H T L A  T  A D    D         Q   K  A  . . . . . . . .   G A . . . .  Q A  Q R  D  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .         T P   . .

Ca_Nanoclepta_minutus                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L L N  S E   M  L  E         I        I   A   I  L  T V V    N      V                     I A  L  P D  I A V   P P E L  G T G   V S   A S   H I L P  A  K E    V         R P  T  I  . . . . . . . .  G E A . . . .  E I  K K  G  I     V N  D K L A K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   C  S   Y     .         I S   . .

Natronolimnobius_sp_AArc1                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         V D       V   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P  L  G T G   V S   S N   H T L A  T  A D    V         H   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  R A  D R  G  E     A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .   A      T P   . .

Methanobrevibacter_woesei                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     D  L   A G V  G S L I N  S E  R M  L  D         I D       V        I  S  V    N      A                     V A  L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   G H   H D L I  T  I E    S         K   K  A  . . . . . . . .   E V . . . .  K L T K E N N  L  C   T N  I E T S K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   T  S   Y     .         I P   . .

Methanothermobacter_deflu                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A    G A  G T L I N  S E  R M  L  D         I E       V   M   L  M  S V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G S G   V S   G H   S V L A  C  R D S   D         K   Q  A  . . . . . . . .   W V . . . .  S R  R E  E  M     T N  V M T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   F     .         I P   . .

Halorussus_rarus                              cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L L N  S E  R L  L  D         I D       L   A   A  L  T  V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   S H   S T L A  A  A D    T         R   K  A  . . . . . . . .   A S . . . .  D A  E R  G  E  C   A N  P D Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .         T P   . .

Halopelagius_longus                           cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L I N  S E  R L  L  D         I D       V   A   A  L  T  V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V    S H   S T L A  A  A E    E         K   K  A  . . . . . . . .   G S . . . .  R A  E R  G  E  C   A N  P A Q I G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   S     .       G D V S  A . .

Haloplanus_salinus                            cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L L N  S E  R L  L  D         V D       L   A   A  L  T V V    N      A                     A A A L  P D  V A V   P P E L  G     V S   S H   H T L A  A  A A    T         R   T  A  . . . . . . . .   G A . . . .  D A  E R  D  E     A N  P D Q V A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   A     .       G D V S   . .

Methanothermobacter_teneb                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  A   A G A  G T L I N  S E  R M  L  D         V        I   V   A  L  S I V    N      A                     A A A M  P D  V A V   P P E L  G S G   V S   G H   S I L L  C  K E    T         K   K  A  . . . . . . . .  Q R V . . . .  E K  K E  D  I     T N  V D T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     G   F     .         I P   . .

Acidianus_brierleyi                           cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I   A G A  G S L L N  S E  R I  L  E         I D       I   L     L  S V V                               I  M L  P   I L I   P P E L  G S G   V S   A R   H T T V  M  K D    K         K   R  D  . . . . . . . .   D A . . . .  K K  N K E G  E     V D R Y S I V A P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  G   G  N S     .         I S   . .

Metallosphaera_hakonensis                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I   A G A  G S L L N  S E  R V  M  E         L D       L   M   L  L  S V I                               M  L L  P   V L V   P P E L  G S G   V S   A H   A V T P  H  K D    R         K   R  D  . . . . . . . .   D A . . . .  K R  K K  G  E     V D R Y E L V A P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  G   K  G A     .         V S   . .

Acidianus_sulfidivorans_J                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I   A G A  G S L L N  S E  R I  L           I        L   M   L  L  S V V                               I  L L  P   I L I   P P E L  G S G   V S   A H   S I T A  M  K E    K         K   R  D Q . . . . . . . .  H D S . . . .  I K  K K  G  E     V D R Y E L V N P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  G   Q  N A     .         I S   . .

Methanospirillum_stamsii                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       V   A G A  G S L V N  S E  R L  I  D         I E       V   L   A  M  S  V    N      A                     L  A L  P D  V A I   P P E L  G     V S   A H   R M P L L A  K S    I         Y   N  A  . . . . . . . .   K N . . . .  T A  R D  G  L  C   S N  I A T T A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  S   G   Y     .       G K I S   . .

Methanospirillum_lacunae                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       I   A G A  G S L I N  S E  R L  I  D         I E       V   L     M  S  V    N      A                     V A  L  P D  V A I   P P E L  G     V    A H   R I P L T A  K T    V         Y   S  A  . . . . . . . .   T N . . . .  Q A  R N E G  I  C   S N  V A T T S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   T  G   Y     .       G K I S  A . .

Methanosphaera_cuniculi                       cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  L   A G I  G T L I N  S E   L  L           I D       I        L  S I L    N      A                      A A L  P D  I A I   P P  L   S G   V S   N S   L Y L P  A  M E    N         K P  K  A A . . . . . . . .   E I . . . .  E I T K K Y D  T     S N  I R T S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C    N   F     .   A   A   Y A   . .

Methanobrevibacter_thauer                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G       L   A G I  G S L I N  S E  R M  L  D         I D       I        I  S  V    N      A                     V A A L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   G H   S S L I N T  I E    S         N   K  A  . . . . . . . .   E V . . . .  K L C R D N E  E  C   T N  I E T S K  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     A   A     .         I P   . .

Ca_Nanobsidianus_stetteri                      cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           KG    B B  KdG KddddddG KG B B        KG      B  B  B B KddG  B     B                    KddG KG KddG KddddddG  KG                        H                                       C                                         E      I            T G     E  V   A G A  G T L I N  S E   M  I  D         I E       I   A   L  L  T I V          A                     I A  L  P D  V A V   P P E L  G T G   V S   A H   Y I L P  A  K E    V         K P  K  I  . . . . . . . .   K A . . . .  N M  K R  G  T     A N D E I V G A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   K  N   Y     .         I S   . .

Sulfolobus_islandicus                         cc   cccccc        cc       c           c cc cc cc                    c cc       c     c           JH    C C  JIH JIIIIIIH JH C C        JH      C  C  C C JIIH  C     C                    JIIH JH JIIH JIIIIIIH  JH                        H                                       C                                         E      I            T G     E  I   A  A  G T L I N  S E  R L  A  E         I D       L      L  L  S I L                                 L L  P D  I L I   P P E L  G T G   V S   A Y   A V L P  M  K D  D  K         R   R  D  . . . . . . . .   D V . . . .  K R T R K  G  S     V D R Y E L V Y P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . F S   R   A     .         I S   . .

consensus>70 . . t g . . . . e . . . e . g a . g . l . n H s # . r l . l . d . . . . . . . . i d . . . . . . v . . . . . . . l . . v v C . n n . . . . . a . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . a . l . p d . v a v E . p p e l I g . g . . v s . . 




             iiiiiiii  ii        jjjk      iiiiiiii      jjk iiii    iiiiiiii                                                              . .                                                                                                Methanocaldococcus_jannas
             1 6 0              1 7 0        1 8 0        1 9 0        2 0 0        2 1 0                                                              X               X         X         X         X         X                                              

Methanocaldococcus_jannas                         c            c                                                                                       A DEEF   A DF    A       A DF DEEEEEEEEF  DEEEF  DEEEEEEEEEF DF  DF DEF  A                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D V   A L D L G   G V L L A S G V V K A      A I  E L I   I                                      . . . . . . K  N     E G T  R   K . . E  N . . . . K D  K   C      K     K A      A E            K N V E E   R    K F  . . . . . . . . . . . . .                         

Aeropyrum_pernix                                 c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  A V     V        V  V L   A G I T  G E D A   A V E L G   G V L V A S  V M K A  D P    M  E L A   M                                      . . . . . . Q  K     T R G  E   A . . R  A . . . . P G  A   A      A     R R      A Q       A     K   H G K  L    E A  . . A K P . . . . . . . .                         

Aeropyrum_camini                                 c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  A V     V        V  V L   A G I T S G E D A   A V E L G   G V L V A S  V M K A  D P    M  E L A   M                                      . . . . . . R  K     T R G  E   A . . S  D . . . . R G  A   A           K R      A R       A     K   Y R K  L    E A  . . A R V . . . . . . . .                         

Staphylothermus_marinus                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  L I     V        I  I L   A G I S  G E D V   A V  L G   G V L V A S  I V K    P   V M  D M A                                         . . . . . . K  K     T R S  E   R . . K  N . . . . K D  V   T      R     Y A   K   T L       A    S D N  Y Q   K    L N G . . L K A L E K . . . . .                         

Staphylothermus_hellenicu                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  L I     V        V  I L   A G I S  G E D V   A V  L G   G V L V A S  I V K    P   V I  D M A                                         . . . . . . K  K     T R S  E   R . . K  N . . . . K D  I   T      R     Y A   K   T L       A    S D N  Y Q   K    L N G . . L K A L E K . . . . .                         

Ignicoccus_hospitalis                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E  V    V  A V               V L   A G I S S G E D V   A I E L G   G V L V A S  V V K A  D P    L  E  A   M                                      . . . . . . R  R   T  V E T  R   K . . G T G . . . . F A G P   V           R K      A D       A     D   Y V K  K  F  E A  . . V R . . . . . . . . .                         

Desulfurococcus_kamchatke                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  M I     V        V  I L   A G I T T G E D A   A V  L G   G V L V A S G I V K A  D P   V M  E M A   M                                      . . . . . . K  K     T N S  D   R . . R  N . . . . K D  A   T           Y I   K   T I            K   Y Q   K    E A  . . L K G L A . . . . . .                         

Desulfurococcus_mucosus                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  M I     V        V  V L   A G I S N G E D A   A V  L G   G V L V A S G I V K A  D P   V M  D M A   M                                      . . . . . . R  K     T N S  N   R . . R  N . . . . E K  T   T           Y M   K   T M            K   Y Q   K    E G  . . L K A L . . . . . . .                         

Desulfurococcus_fermentan                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  V I     V        V  I L   A G I T T G E D A   A V  L G   G V L V A S G I V K A  D P   V M  E M A   M                                      . . . . . . K  K     T N S  D   R . . R  N . . . . K D  A   T           Y I   K   T I            K   Y Q   K    E A  . . L K G L A . . . . . .                         

Thermosphaera_aggregans                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  M I     V        A  I L   A G I T T G E D V   A V  L G   G V L V A S G I V K A  D P   V M  D M A   A                                      . . . . . . K  K     T N S  S   R . . S  N . . . . K E  L   T           Y Q   K   T I            K   Y S   K    L N  . . L K A V S . . . . . .                         

Ignisphaera_aggregans                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V   V     V        V  I L   A G I S T  E D V   A I  L G   G V L V A S  I M K A   P   V I  D M A   A                                      . . . . . . K  K     T N T  Q R  R . . E  N . . . . K E  I   T       A    E A   R   T A       A     Q N  E K   K    A V  . . K A A Y K . . . . . .                         

Hyperthermus_butylicus                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V  L I     I        A  V L   A G I T  G E D A   A I  L G   G V L V A S  V M K A  D P    I  E L A   L                                      . . . . . . R  K     R E T  R   R . . M  N . . . . P E  V   T      V     V A   R   T Q       A     S   E A K  R    E A  . . A R A A E K E L G . .                         

Pyrolobus_fumarii                                c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V   V     V        V  V L   A G I  S  E D A    V E L G   G V L V A S  V M K A  D P    M  E L A   L                                      . . . . . . R  K     T K A  E S  T . . R  S . . . . P N  P   V     V  R    R R S     A R       A     A   Y A K  R    E G  . . A P R R . . . . . . .                         

Pyrobaculum_aerophilum                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E  V    V  L V             V  V I   A G I  S G E D V   A L  L G   G V L L A S  A V K A  D P    I  E L A   L                                      . . . . . . K Y K   T  V E T  Q   G . . R H F . . . . P D  A   T     E      E A   K   T R       A     K   Y L K  L    K P  . . A A G P P . . . . . .                         

Pyrobaculum_islandicum                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E  I    V  L V             V  V I   A G I  T G E D V   A L  L G   G V L L A S  A V K A  D     I  E L A   L                                      . . . . . . K Y K   T  I E T  R   T . . K H F . . . . P N  V   T     E      E A   K   T K       A     K  H Y Q K  F    K P  T V A A E P P . . . . . .                         

Pyrobaculum_arsenaticum                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E  V    V  L V             V  V I   A G I  S G E D V   A L  L G   G V L L A S  A V K A  D     I  E L A   L                                      . . . . . . R Y K   T  V Q T  Q   A . . K H F . . . . A D  A   T     E      E A   R   T R       A     K  H Y Q K  M    K P  . . L K . . . . . . . . .                         

Pyrobaculum_calidifontis                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E  V    V  L V             V  V I   A G I  S G E D V   A L  L G   G V L L A S  A V K A  D P    I  E L A   L                                      . . . . . . K Y K   T  V K T  E   S . . A H F . . . . P N  A   T     E      E A   R   T R       A     K   Y Q K  M    K P  . . V A A G P P . . . . .                         

Thermoproteus_neutrophilu                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E A V    V   V             V  V I   A G I  S G E D V   A L  L G   G V L L A S  A V K A  D     I  E L A   L                                      . . . . . . R Y K     V Q T  E K  S . . R H F . . . . P D  A   T     E      A A   K   T R       A     K  H Y Q K  L    K P  . . A D . . . . . . . . .                         

Pyrobaculum_oguniense                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E  V    V  L V             V  V I   A G I  S G E D V   A L  L G   G V L L A S  A V K A  D     I  E L A   L                                      . . . . . . K Y K   T  V K T  Q   G . . K H F . . . . P D  A   T     E      E A   R   T R       A     K  H Y Q K  M    K P  . . L K . . . . . . . . .                         

Thermoproteus_tenax                              c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E A I    V  L V             V  V I   A G I  S G D D V   A L  L G   G V L L A S  A V K A  D P    I  E L A   L                                      . . . . . . R Y K     V E T  G   S . . R H F . . . . P E  S   T     E      A A   R   T R       A     K   Y A K  V    K P  . . S E L R . . . . . . .                         

Thermoproteus_uzoniensis                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E  V    V  L V             V  V I   A G I  S G E D V   A L  L G   G V L L A S  A V K A  D     I  E L A   L                                      . . . . . . K Y K   T  V E T  E   K . . R H F . . . . P D  A   T     E      E A   R   T R       A     K  H Y A K  L    R P  . . . A G R . . . . . . .                         

Caldivirga_maguilingensis                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P D V V    V  A V     V        V  V I   A G I     D V   A I E L G   G V L V A S  I V K A  D     I  E L A   L                                      . . . . . . R T K     V E T  N   K . . R  N . . . . G D  K   T     E D Y N   A K      T V       A     K  W E A K  T    K P  . . V G K . . . . . . . .                         

Vulcanisaeta_distributa                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P D V I    V  L V     V        I  V I   A G I  S  E D V   A V E L G   G V L V A S  I V K A  D     I  E L A   L                                      . . . . . . R E K     V K T  E   K . . R  N . . . . P S  P   T     E  Y    K R      T Q       A     R  W R Q K  M    K A  . . H . . . . . . . . . .                         

Vulcanisaeta_moutnovskia                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P D V I    V  L I     V        I  V I   A G I  N  E D V   A L E L G   G V L V A S  I V R A  D     I  E L A   L                                      . . . . . . R E K     V K T  G   K . . R  N . . . . P G  P   T     E  Y    K K      T Q       A     R  W R Q K  M    K A  . . H . . . . . . . . . .                         

Thermofilum_pendens                              c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  L V     V        V  V L   A G I T  G E D V   A L  L G   G V L L A S G V V K A  D    A I  D L I   I                                      . . . . . . K  K     T S S  E   K . . K  N . . . . P N  K   C      V     A A   R   T V            K  W E K   L    S P  . . I K K . . . . . . . .                         

Sulfolobus_solfataricus                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V   I             I  L I   A G I T T G E D V   A L  L G   G I  V A S  V M K A  E P   V V  D  I   A                                      . . . . . . K  K     T R A  D E  R . . K S E . . . . . G  Y   A           Y K   K   A H   G    A     K   E K   E  F  T S  . . L R A I S S . . . . .                         

Sulfolobus_tokodaii                              c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E V I    V   I     V        V  L I   A G I T T G E D V   A I E L G   G I  V A S  V M K    P   I V  D  I   A                                      . . . . . . K E K     T R A  N E  K . . K  E . . . . . G  Y   A           Y K      A D   G    A    S S T  E K   E  F  I N  . . L K A I D R K K . . .                         

Sulfolobus_acidocaldaruis                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E A I    V   I             V  L L   A G I T T G E D V   A I E L G   G I  A A S  V M K A  E P   V V  D  V   A                                      . . . . . . K  K     T K A  E E  K . . K T K . . . . . D  Y   A           F K      A D   G    A     K   E K   E  F  K N  . . I K A M E K R G E . .                         

Metallosphaera_sedula                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V   I     V        V  L I   A G I T S G E D V   A M  L G   G V  A A S  I M K A  E P   V L  D  V   A                                      . . . . . . K  R     T S A  D E  R . . K  Q . . . . . G  Y   A           Y V   K   S D   G    A     K   Q K   L  F  N G  . . I R A L E E R . . . .                         

Metallosphaera_cuprina                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V   I     V        V  L I   A G I T  G E D V   A I  L G   G V  V A S  V M K A  D P   V V  D  V   A                                      . . . . . . K  R     T N A  Q E  R . . K  D . . . . . N  Y   A      L     Y V   K   S D   G    A     K   Q K   E  F  R N  . . Q R A L D E R . . . .                         

Metallosphaera_yellowston                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  M V     V        L  L I   A G I S T G D D V    I  L G   G I  V A S  V M K   D P   V V  E  V   A                                      . . . . . . R  R     T N A  E   Q . . K  K . . . . . G  K   V           Y T S  K   A H   G    A    S K   S K   R  F  E G  . . K R A V S E R I T G T                         

Acidianus_hospitalis                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V   I     V        V  L I   A G I S N G E D V   A V  L G   G I  V A S  V M K A  E P   V V  D  I                                         . . . . . . K  K     T N A  K E  S . . K  P . . . . . G  F   A           Y T   K   A D   G    A     K   E K   E  F  K S G . . I K A M D E R N D R N                         

Acidolobus_saccharovorans                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  A V     V        I  V L   A G I T   E D V   A V  L G   G I L L A S  V M K A  D P   A L  E  V   L                                      . . . . . . K  R     T E G  K   K . . A  . . . . . A D  P   A      Y R    V R   Q   A S       A     A   D K   S  F  D A  . . S S V A . . . . . . .                         

Fervidicoccus_fontis                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E L V    V   I             I  I L   A G I    E D A   A I  L G   G I L V  S  I M K   E P    I  E L A                                         . . . . . . K S K     T K T  E K  R . N S G F . . . . K K  P   V     V D K    R K   K   A D     S  I    S K   E K K  F    E G . . . L N S L N K . . . . .                         

Caldisphaera_lagunensis                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    L  A V     V        I  V L   A G I T  P D D A   A I E L G   G V L I A S  V M K    P   V I  D  V   M                                      . . . . . . K  K     T E S  K   K . . S  . . . . . S N  P   A      I     I K      S S       A    S K N  N K   I  F  E K  . . N S V . . . . . . . .                         

Archaeoglobus_fulgidus                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A A     V        V  V L   A G I T T  E D    A L E L G   G V L L A S G V V K A  D    A L  E L V   L                                      . . . . . . K  E     E N S  K   K . . E  N . . . . K S  R   C       H   Y V K      A E            E  Q K R   E    G L  . . . . . . . . . . . . .                         

Archaeoglobus_profundus                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     L        V  V L   A G I T T  E D    A L D L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  E L V                                         . . . . . . K  E     E N S  K   K . . D  N . . . . P K  K   C       H   Y V R      A E            K   K R   E    G L R . . . . . . . . . . . . .                         

Archaeoglobus_veneficus                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E  V    V  A A     V        V  V L   A G I    E D    A L D L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  E L V                                         . . . . . . K  E   T  E N S  K   K . . D  N . . . . P N  K   C     G R H   Y V T      A D            K   K A   E    G L R . . . . . . . . . . . . .                         

Ferroglobus_placidus                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A A     V        V  V L   A G I T   E D V   A I D L G   G V L L A S G V V K A  D P   A L  E L V                                         . . . . . . K  E     E N S  R   K . . N  N . . . . E E  K   C      K Y    V A      A D            S   R K   E    G L R . . . . . . . . . . . . .                         

Archaeoglobus_sulfaticall                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V  A V     V        V  V L   A G I S   E D    A L D L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  E L V                                         . . . . . . K  D     R N S  E   K . . K  N . . . . S N  K   C      K H   Y V T      T E            K   R F   E    G L K . . . . . . . . . . . . .                         

Halobacterium_salinarum                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V    A G I T T G E D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     S D A  A   E . . A  D . . . . P S  D  Y C           V S  G    A S            D   R A   A    A P  . . . . . . . . . . . . .                         

Haloarcula_marismortui                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G E D L   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . K  D     T G A  D   A . . R  N . . . . G D  D   C           V S  S    A S            D   R A   E    E P  . . L . . . . . . . . . .                         

Haloarcula_hispanica                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G E D L   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . K  D     T G A  D   A . . R  N . . . . G D  D   C           V S  S    A S            D   R A   E    E P  . . L . . . . . . . . . .                         

Halorubrum_lacusprofundi                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G V S T G D D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   V L  D L V   I                                      . . . . . . T  D  G   E D A  A   E . . A  D . . . . P A  D  F C           V A  G    A A            D   K A   E    S G  . . . . . . . . . . . . .                         

Halomicrobium_mukohataei                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G E D V   A  E L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . K  D     T D A  S   A . . S  D . . . . E S  D   C           V S  G    A S            D   R A   E    A P  . . E . . . . . . . . . .                         

Haloterrigena_turkmenica                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G D D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E D A  E   D . . N  D . . . . S E  S   C           V A  G    A E            D   Q A   E    D P  . . . . . . . . . . . . .                         

Halalkalicoccus_jeotgali                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G E D L   A A D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     T D A  A   E . . A  D . . . . D S  D   C           T A      A E            D   K A   E    E P  . . . . . . . . . . . . .                         

Halogeometricum_borinquen                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V    A G I S S G D D V   A  D L G   G I L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . T  D     R D A  E   A . . N  D . . . . E S  E  F C           D A  G    A T            D   R A   E    E P  . . . . . . . . . . . . .                         

Haladaptatus_paucihalophi                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V    A G I S T G E D L   A   L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L   L V   L                                      . . . . . . K  D     T D A  A   E . . A  D . . . . E D  S  Y C           V A  R N   A E            D   K A   E N   E P  . . . . . . . . . . . . .                         

Halopiger_xanaduensis                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G D D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E D A  D   A . . N  D . . . . D D  D   C           V A  S    A E            D   R A   E    D P  . . . . . . . . . . . . .                         

Natronobacterium_gregoryi                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  V V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G E D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A   P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D  G   E N A  V   E . . N  D . . . . D D  S   C           T A  D    T E            D N  R A   D    E P  . . . . . . . . . . . . .                         

Natronococcus_occultus                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D V V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G E D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E D A  D   A . . G  D . . . . A D  S   C           V A  G    A E            D   T A   E    D P  . . . . . . . . . . . . .                         

Haloferax_mediterranei                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G I S T G D D V   A  E L G   G I L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . T  D  G   T D A  D   A . . N  D . . . . D A  D  Y C           V T  E    A S            D   R A   E    S G  . . . . . . . . . . . . .                         

Halostagnicola_larsenii                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D V V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G D D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E D A  D   S . . R  D . . . . D D  S   C           V S  G    A E            D   K A   E    D P  . . . . . . . . . . . . .                         

Natronorubrum_tibetense                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D V V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G D D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E D A  N   R . . N  D . . . . S D  S   C           V A  G    A E            D   T A   E    E P  . . . . . . . . . . . . .                         

Natrinema_versiforme                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G D D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E D A  E   A . . N  D . . . . S E  S   C           V A  G    A E            D   S A   A    E P  . . . . . . . . . . . . .                         

Natrialba_magadii                                c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G D D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E D A  D   E . . S  D . . . . N D  S   C           V A  S    S E            D   T A   E    D P  . . . . . . . . . . . . .                         

Halorubrum_kocurii                               c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G V S T G D D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   V L  D L V   I                                      . . . . . . T  D  G   E D A  A   E . . A  D . . . . P A  D  F C           G A  G    A A            D   E A   E    G G  . . . . . . . . . . . . .                         

Natrialba_chahannaoensis                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D V V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G D D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E D A  D   E . . S  D . . . . D S  S   C           V A  G    S E            D   T A   E    D P  . . . . . . . . . . . . .                         

Natronococcus_amylolyticu                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D V V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G D D V   A   L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E D A  D   S . . N  D . . . . S A  S   C           V A  G G   A E            D   A A   E    E P  . . . . . . . . . . . . .                         

Natrinema_altunense                              c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D V V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G D D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L   L V   L                                      . . . . . . Q  D     E N A  E   A . . N  D . . . . P T  S   C           V A  G    A E            D   Q S   E N   E P  . . . . . . . . . . . . .                         

Haloferax_alexandrinus                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G I S T G D D V   A  E L G   G I L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . T  D  G   T D A  D   A . . N  D . . . . E D  E  Y C           V T  E    A S            D   R A   E    S G  . . . . . . . . . . . . .                         

Halorubrum_aidingense                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G V S T G D D V   A  D L G   G I L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . T  D  G   E D A  A   D . . A  D . . . . P D  D  F C           A A  G    A S            D   R A   E    T G  . . . . . . . . . . . . .                         

Haloterrigena_thermotoler                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D V V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G D D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E D A  A   A . . D  D . . . . P D  S   C           V A  G    A G            D   K A   E    A P  . . . . . . . . . . . . .                         

Halococcus_morrhuae                              c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V L   A G I S S G E D L   A  E L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E D A  A   E . . A  D . . . . D S  D   C           D A  G    A E            D   R A   A    E P  . . S . . . . . . . . . .                         

Natronolimnobius_innermon                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G E D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E G A  S   E . . A  D . . . . D D  S   C           V S  D    A E            D   R A   E    D P  . . . . . . . . . . . . .                         

Haloquadratum_walsbyi                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V        I        V  V    A G I S  G  D V   A  D L G   G I L L A S G V A K A   P   A L  D L V   I                                      . . . . . . T  D     S N A  E S T N . . S  D . . . . K T  D  Y C      A  N   I A  R    A S            D N  R K   E    A P  . . . . . . . . . . . . .                         

Haloferax_volcanii                               c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G I S T G D D V   A  E L G   G I L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . T  D  G   T D A  D   A . . N  D . . . . E D  E  Y C           V T  E    A S            D   R A   E    S G  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanosarcina_acetivoran                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D L   A L D L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  D L I   V                                      . . . . . . K  D     S G S  E   A . . K  N . . . . S G  K   C      K     R A      S Q            A   K A   E    R L  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanosarcina_mazei                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D L   A L D L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  D L I   V                                      . . . . . . K  D     S G S  E   S . . K  N . . . . P D  K   C      K     R A      S Q            S   K A   E    R L  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanosarcina_barkeri                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D L   A L D L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  D L I   I                                      . . . . . . K  D     S G S  E   A . . K  N . . . . P R  K   C      K     R A      S Q            T   K A   E    R L  . . . . . . . . . . . . .                         

Ca_Methanoperedens_nitror                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G D D V   A L E L G   G V L L A S G I I R A  D P   A L  D L V   I                                      . . . . . . K  D     R G S  S   K . . R  Q . . . . P D  E   C      R     A A      A A            K   K A   I    G N  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanococcoides_burtonii                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D L   A I E L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  D L V   I                                      . . . . . . K  D     T G S  A   E . . R  D . . . . P A  K   C      K     K A      S V            K   K A   E    S L  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanococcoides_methylut                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D L   A M E L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  D L V   I                                      . . . . . . K  D     R G S  T   E . . G  D . . . . A D  K   C      K     K A      S V            K   K A   E    S L  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanohalophilus_mahii                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D L   A M E L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     R G S  E   K . . K  N . . . . P D  Q   C      R     I A      S V            E   R S   E    S Q  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanohalobium_evestigat                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  V V    V  A V     V        V  V L   A G I S  G E D L   A L E L G   G V L L A S G V V K A  D P   A L   L V   I                                      . . . . . . S  D  Q   K G S  D   K . . N  N . . . . E D  K   C      K     Q A      S A            E   E K   E H   S Q  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanosalsum_zhilinae                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G  D L   A L D L G   G V L L A S G I V K   D P   A M  D L I   I                                      . . . . . . E  D     K G S  E   M . . N  D . . . . S G  S   C      K  K   K A      S K           S E   R S   E    S L  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanosaeta_thermophila                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     I        V  V L   A G I T  G D D L   A I E L G   G V L L A S G I V K A  D    A L  D L V   V                                      . . . . . . K  D     R G S  E   R . . A  E . . . . K D  G   C      H     R A      A V            K  Q R K   E    T G  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanosaeta_concilii                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  V V    V  A V     I        V  V L   A G I T  G E D L   A L D L G   G V L L A S G I I K A  D    A L  D L V   A                                      . . . . . . K  N  N   S D S  S   K . . K  A . . . . P R  G   C      H     R S      S E            K  Q R Q   E    T G  . . K . . . . . . . . . .                         

Methanosaeta_harundinacea                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D L   A L D L G   G V L L A S G I V K A  D    A L  D L L   I                                      . . . . . . K  D  G   T G S  E   K . . R  E . . . . P S  G   C      R     R A      S E            K  Q K A   E    S G  . . R R . . . . . . . . .                         

Methanolobus_tindarius                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D L   A L E L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  D L V   V                                      . . . . . . K  D  G   T G S  D   K . . R  N . . . . P A  Q   C      K     A A      S V            A   K V   E    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanolobus_psychrophilu                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  V I    V  A V     V        V  V L   A G I S  G E D L   A L E L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  D L V   I                                      . . . . . . K  D  Q   T G S  E   K . . R  N . . . . P A  K   C      K     L A      S V            K   K V   E    S K  . . R . . . . . . . . . .                         

Methanomethylovorans_holl                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  V V    V  A I     V        V  V L   A G I S  G E D L   A L E L G   G V L L A S G I V K A   P   A L  D L V   I                                      . . . . . . K  D  A   T G S  E   L . . K  N . . . . P A  K   C      K     A A      S V            A S  K A   E    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanospirillum_hungatei                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I I    V  V V     I        V  V L   A G I  S G   V   A V D L G   G V L L A S  V V K A  D P   V L  D L V   L                                      . . . . . . E  N     T D S  D   R . . K  S . . . . P A  K   T     H   K C  K T      T D       S     E   A A   R    S L  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanocorpusculum_labrea                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I I    V  A V     I        V  V L   A G I Q S G E  V   A V D L G   G V L L A S  V V K A  D P   V L  D L V   L                                      . . . . . . K  D     R N S  A   K . . K  S . . . . S D  K   C         C  K T      A D       S     K   E A   R    S L  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanoculleus_marisnigri                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I I    V  A V     V        V  V L   A G I Q S G E  V   A V D L G   G V L L A S  V V K A  D P   V L  D L V   L                                      . . . . . . K  D  G   E R S  N   R . . A  N . . . . P D  N   T         C  K I      T C       S     D   E A   R    S L  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanolacinia_petroleari                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I I    V  A V     V        V  V L   A G I S S G   V   A V E L G   G V L L A S G V V K A  D P   V L  D L V   I                                      . . . . . . T  D     E N S  N   K . . S  N . . . . K D  K   A        S C  K R      S D            E   A V   R    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanoplanus_limicola                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I I    V  A V     V          V L   A G I  S G   I   A M D L G   G V L L A S G V V K A  D P   V L  D L A   V                                      . . . . . . S  D  G   E N S  R   K . . N  S . . . . G S T K   A     H   N C  K T      A D            K   Y A   T    G G  . . I . . . . . . . . . .                         

Methanoregula_formicica                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I I    I  A V     V        V  V L   A G I Q S G E  V   A V D L G   G V L L A S  V V K   E P   I L  D L V   L                                      . . . . . . K  N     K R S  A   H . . A  N . . . . P N  R   T         C  K I      T D       S    S K   A A   R    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanoregula_boonei                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I I    V  A V     I        V  I L   A G I Q S G E  V   A I D L G   G V L L A S  V V K A  D P   I L  D L V   L                                      . . . . . . K  N     R R S  A   R . . A  N . . . . P K  K   T         C  K I      T D       S     P   V V   R    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanosphaerula_palustri                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I I    V  A V     V        V  V L   A G I Q S G E  V   A  D L G   G V L L A S  V V K V  D P   V L  D L V   L                                      . . . . . . K  D  G   Q R S  A   H . . A  N . . . . P K  K   T         C  K I  R    T D       S     E   A I   R    S L  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanolinea_tarda                               c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I I    V  A V     V        V  I L   A G I  S G E  V   A I D L G   G V L L A S G V V K A   P   V L  D L V   L                                      . . . . . . S  N  G   T G T  E   R . . K  N . . . . P S  R   T     H    C  K T      T D            K A  I A   R    S R  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanoculleus_bourgensis                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I I    V  A V     V        V  V L   A G I Q S G E  V   A V D L G   G V L L A S  V V K A  D P   V L  D L V   I                                      . . . . . . K  D  G   E R S  N   R . . A  N . . . . P D  R   T         C  K I      T S       S     D   E A   R    S L  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanofollis_liminatans                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I I    V  A V     V        V  V L   A G I S T G E  V   A L E L G   G V L L A S G V V K A  D P   V L  D L V   I                                      . . . . . . K  D  G   E R S  L   K . . N  N . . . . P G  R   T         C  R I      T D            K   A A   R    S L  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanocella_paludicola                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A V             V  V L   A G I S  G E D V   A L E L G   G V L L A S G V V K A  D P   A L  D L V                                         . . . . . . K  D  G   R N S  K   T . . D . . . . . . P N  K   C      K     K A      T V            K   K A   R    T Y . . . . . . . . . . . . . .                         

Methanocella_conradii                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A V             V  V L   A G I S  G E D V   A L E L G   G V L L A S G V V K A  D P   A L  E L V                                         . . . . . . K  D     R D S  K   T . . D . . . . . . P E  K   C      K     K A      T V            K   K A   R    A F K . . . . . . . . . . . . .                         

Methanocella_arvoryzae                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A V             I  V L   A G I S T G D D V   A L  L G   G V L L A S G V V K A  D P   A L  D L V   I                                      . . . . . . K  N     R N S  N   T . . D . . . . . . P E  K   C           K A   A   T H            K   K K   Y    S L  . . A P K T V T G . . . .                         

Methanobacterium_bryantii                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E I V    V   I     I        V  V L   A G I S T G D D L   A I D L G   G V L L A S G I I  A  D P   A L  D L V   I                                      . . . . . . K P E     E K T  E S  H . . N  N . . . . P E  R   C           K A      S E          L  D   K K   L    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanobacterium_formicic                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V  A I     I        V  V L   A G I S T G D D M   A L E L G   G V L L A S G I I  A  D P   A L  D L V   I                                      . . . . . . Q  E     E G S  A   K . . D  N . . . . P N  R   C           K A      S E          L  S   K Q   L    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanothermobacter_therm                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  A V     V        V  V L   A G I S T G D D M   A V D L G   G V L L A S G I I  A   P   A L  D L V   V                                      . . . . . . R  E     T G S  D   K . . K  N . . . . P E  S   C           K A      A E          L  D S  R D   L    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanothermobacter_marbu                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  A V     I        V  V L   A G I S T G E D M   A L D L G   G V L L A S G I I  A   P   A L  D L V   V                                      . . . . . . K  E     T G S  S   Q . . D  N . . . . P D  S   C           R A      A E          L  E S  R D   L    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanosphaera_stadtmanae                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V   I     I        I  V L   A G I S T G E D M   A L D L G   G V L L A S G I I K A      A L  D L V   I                                      . . . . . . Q  S     E N T  E E  H . . K  N . . . . K N  S   C           K A      A Q            E N Q K E   I    S L  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanobrevibacter_rumina                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V   V     I        V  V L   A G I S T G E D M   A I D L G   G V L L A S G I I K A   P   A L  D L V   I                                      . . . . . . K  D     E G S  S K  K . . A  N . . . . K D  Q   C           A A      A E            E N  K D   L    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanothermus_fervidus                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     V        V  V L   A G I S S G E D V   A V E L G   G V L L A S G V I  A  D    A L  E L I   M                                      . . . . . . K  K     E N T  E   K . . T  N . . . . P D  R   C           K K      T E          L  K  Q K K   E    T E  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanobacterium_lacus                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V  V I     I        I  V L   A G I S T G D D M   A M D L G   G V L L A S G I I K A  D P   A L   L V   I                                      . . . . . . K  E     E G T  E   H . . K  D . . . . P E  S   C           K A      A D            D   K E   L N   S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanobacterium_paludis                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  V I     I        V  V L   A G I S T G E D M   A L  L G   G V L L A S G I I  A  D P   A L  D L V   I                                      . . . . . . K  E     E G T  D   H . . K  D . . . . P D  K   C           K A   G   A E          L  D   K K   L    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanobrevibacter_smithi                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V   V     I        I  V L   A G I S T G D D M   A M D L G   G V L L A S G I V K A   P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  Q     E D S  K G  K . . S  N . . . . K K  K   C           K A      A D            K N  K E   L    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Ca_Methanomassiliicoccus_                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     I        V  V L   A G V  T G  D V   A I E L G   G V L L A S G V V K A   P   I L  D L V   L                                      . . . . . . D  R     S E A  S   R . . N  N . . . . S S  K   C     K   K   S K      A A            A N  K E   R    Q Y  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanomassiliicoccus_lum                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V  A V     V        I  V L   A G V  T G  D V   A V E L G   G V L V A S G V V K A  D P   A V  D L I   L                                      . . . . . . E  K     S D A  K   R . . R  D . . . . E G  E   C     K   K   R K      A S            K   K A   E    K Y  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanocaldococcus_ferven                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D V   A M D L G   G V L L A S G V V K A      A I  E L I   I                                      . . . . . . K  N     E G T  N   K . . E  N . . . . K D  K   C      K     K A      A E            K N V G E   R    K F  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanocaldococcus_vulcan                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D V   A L D L G   G V L L A S G V V K A      A I  E L I   L                                      . . . . . . K  N     E G T  R   K . . E  N . . . . K D  K   C      K     K A      A E            K N V E E   R    K Y  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanocaldococcus_infern                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V  A V     I        I  V L   A G I S  G E D V   A L E L G   G V L L A S G V V K A  D P   V I  D L I   I                                      . . . . . . K  N     E G T  R   K . . E  D . . . . K D  K   C      K     K A      A E            K   E A   R    K Y  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanotorris_formicicus                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V   V     I        V  I L   A G I S T G  D V   A L E L G   G V L L A S G V V K A  D    A I  D L I   I                                      . . . . . . K  N     E G T  K E  R . . K  N . . . . K D  K   C        S   K A      T D            K  I E K   R    S E  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanococcus_maripaludis                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V   V     I        V  I L   A G I S  G E D V   A L E L G   G V L L A S G V V K A      A I  E L I   I                                      . . . . . . K  N     S G T  R E  R . . E  N . . . . K N  E   C      K     K S      T N            K C V E D   R    A E  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanococcus_vannielii                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V   V     I        V  I L   A G I S  G E D L   A I E L G   G V L L A S G I V R A      A I  E L I   I                                      . . . . . . K  N     S G T  L E  R . . S  N . . . . K S  E   C      K     K A      T N            K N V E D   R    T K  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanococcus_aeolicus                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V   V     L        V  I L   A G I S  G E D V   A M E L G   G V L L A S G V V K A       I  E L L   I                                      . . . . . . K  N     E N T  N E  R . . K  N . . . . K T  T   C      K     S A      A D            K N V E E S  R    R N  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanococcus_voltae                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D V   A L E L G   G V L L A S G V V K A  D     I  D L I   L                                      . . . . . . K  N     E G T  S   H . . D  N . . . . K D  K   C      K     K S      A E            K  V E Q S  R    S E  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanothermococcus_okina                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V   V     I        V  I L   A G I S  G E D V   A L E L G   G V L L A S G V V K   D     I  E L I   I                                      . . . . . . K  N     E G T  K E  R . . G  N . . . . K D  K   C      K     S S      A C           S K  V E G S  Q    K H  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanotorris_igneus                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V   V     I        V  I L   A G I S T G  D V   A L E L G   G V L L A S G V V K A  D    A I  D L I   I                                      . . . . . . K  N     E G T  K E  R . . K  N . . . . K D  K   C        S   K A      T D            K  V E K   R    S E  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanocaldococcus_villos                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D V   A L D L G   G V L L A S G V V K A      A I  E L I   I                                      . . . . . . K  N     E G T  K   K . . E  N . . . . K D  K   C      K     K A      A E            K N V E E   R    K Y  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanothermococcus_therm                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V   V     I        V  I L   A G I S  G E D V   A L E L G   G V L L A S G V V K A      A I  E L I   I                                      . . . . . . K  N     E G T  K E  R . . K  N . . . . K D  V   C      K     K S      T D            K N V E E   R    S E  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanopyrus_kandleri                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  V V     V          V L   A G I T  G  D V   A V E L G   G V L V A S G V V  A  D P   A L  D L I   L                                      . . . . . . K  D     E R S  E   K . . E  S . . . . E E T A   C      D  S   R A      A D          L  D   K E   L    S G  . . E . . . . . . . . . .                         

Pyrococcus_abyssi                                c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  L V     V        V  V L   A G I S T G E D V   A I E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I  D L V   I                                      . . . . . . K  K     T D T  E   R . . K  N . . . . P K  K   C           K K      T V         T   K   E K   R    S G  . . I R K D . . . . . . .                         

Pyrococcus_horikoshii                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  L V     V        V  V L   A G I S T G E D V   A I E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I  D L V   I                                      . . . . . . K  K     T N T  E   R . . K  N . . . . P K  K   C           R K      T V         T   K   E K   R    S G  . . I G K D . . . . . . .                         

Pyrococcus_furiosus                              c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  L V     V        V  V L   A G I S T G E D V   A I E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I  D L V   I                                      . . . . . . K  K     T N T  E   K . . K  N . . . . P E  K   C           K K      T V         T   K   E K   W    S G  . . I K E . . . . . . . .                         

Pyrococcus_yayanosii                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  L V     V        V  V L   A G I T T G E D V   A L E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I  D L V   I                                      . . . . . . K  K     T D T  E   K . . R  N . . . . P K  K   C           K R      T V         T   K   E K   W    S K  . . I . . . . . . . . . .                         

Pyrococcus_kodakaraensis                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  L V     V        V  V L   A G I S T G E D V   A L E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I  D L V   I                                      . . . . . . K  K     T N T  E   K . . K  N . . . . P D  G   T           K K      S V         T   K   E N   R    S L  . . I . . . . . . . . . .                         

Thermococcus_onnurineus                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  L V     V        V  V L   A G I S T G E D V   A L E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I  D L V   I                                      . . . . . . K  K     T D T  E   K . . R  N . . . . P E  K   T           K K      S V         T   K   E K   R    S L  . . V . . . . . . . . . .                         

Thermococcus_gammatoleran                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  L V     V        V  V L   A G I S T G E D V   A L E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I  D L V   I                                      . . . . . . K  K     T D T  E   K . . K  N . . . . P E  K   T           K K      S V         T   K   E K   R    S L  . . I . . . . . . . . . .                         

Thermococcus_sibiricus                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  L V     I        V  V L   A G I S T G E D V   A L E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I  D L V   I                                      . . . . . . K  K     T N T  N   K . . K  N . . . . P K  G   T           K K      T V         T   K   E K   R    S L  . . I . . . . . . . . . .                         

Thermococcus_barophilus                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  L V     V        V  V L   A G I S T G E D V   A L E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I  D L V   I                                      . . . . . . K  K     T D T  E   K . . K  N . . . . P N  K   C           K K      T V         T   K   E K   W    S L  . . V . . . . . . . . . .                         

Thermococcus_litoralis                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  L V     V        V  V L   A G I S T G E D V   A L E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I  D L V   I                                      . . . . . . K  K     T N T  E   R . . R  N . . . . P E  K   T           K K      T V         T   K   E K   R    S L  . . I . . . . . . . . . .                         

Palaeococcus_pacificus                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  L V     V        V  V L   A G I S T G E D V   A L E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I  D L V   I                                      . . . . . . K  Q     T N T  E   K . . K  N . . . . P S  G   T           K K      S V         T   K   E K   W    S L  . . V . . . . . . . . . .                         

Thermoplasma_acidophilum                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I I    V  I                V L   A G I  T G E D V    I  L G   G I L V A S G V V K   D P    L   L I                                         . . . . . . T  K     E D I  K  Y E . . . G . . . . . T G T S   V     K      R R S  G   A R           S A   T K S  N S   E L K . . . . . . . . . . . . .                         

α6 β7 α7 β8 α8 α9 



Thermoplasma_volcanium                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I I    V  I              V  V L   A G I  N   D V    L D L G   G I L V  S G V V K   D P    L   L I                                         . . . . . . T  K     S E I  D  C G . . . T . . . . . E G  P   V     K  R Q   R K S     A Q     S      S P   V R S  N S   K . . . . . . . . . . . . . . .                         

Picrophilus_torridus                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I I      I              V  L L   A G I  T   D I    I  L G   G V L I A S G V I K    P    L   L    I                                      . . . . . . N  K     R S A S L  C S . . . G . . . . . N D  K   V     K  E N   K A S  N   A S           D P K  I N K  I S  T G N  . . T G . . . . . . . . .                         

Ferroplasma_acidarmanus                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I I    A  I                L L   A G V  T  E D V    M  L G   G V L I A S G I I K    P    L   L M                                         . . . . . . S  R     G Q A  E  C K . . . . . . . . . G R T K   V     K  K    D T S  A   A A           N A K  I N R  V S   G N R . . . . . . . . . . . . .                         

Korarchaeum_cryptofilum                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    L   V     I        I  L L   A G I S S G D D V   A L E L G   G V L V A S  V  K   D P    I  E L A   I                                      . . . . . . K  K     L N S  R S  K . . A  N . . . . S A  P   C           K A      S Y       A  T  S P   Q R K  R    E P  . . A S F T R A . . . . .                         

Nitrososphaera_viennensis                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P  I I    I        A          V I   A G I T   D D V   A V E L G   G I L V A S G I I K A       I  E L A   M                                      . . . . . . K E N  A   T D S  K . . . . . A  G . . . . G K S K   C      D R    A K      S Y            K S W P D K  A    Q G  . . K K I S S . . . . . .                         

Nitrosopumilus_maritimus                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E L I    A  A V     A          L L   A G I  S G  D V   A V E L G   G I L V A S G I I K A      I I  E  A   L                                      . . . . . . T E R     T K A  N   K . . S  N . . . . N N T K   C     V   Q   S K      S K            K N W D K   S  F  K A  . . V . . . . . . . . . .                         

Ca_Nitrosopumilus_koreens                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E L I    A  A V     A          L L   A G I  S G  D V   A V E L G   G I L V A S G I I K A  D    I I  E  A   L                                      . . . . . . T H R     T K A  I   K . . D  K . . . . N N T K   C     I   K   S K      S K            K  W N K   S  F  K A  . . V . . . . . . . . . .                         

Ca_Nitrosoarchaeum_limnia                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E I I      A V               L L   A G I  S G  D V   A L E L G   G I L V A S G I I K A      I I  E  A   M                                      . . . . . . N E K     V K A S N   K . . S S K . . . . N K T K   C     V   Q   V K      S N            K N W T K   E  F  K A  . . I . . . . . . . . . .                         

Ca_Nitrosopumilus_salaria                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E L I    A  A I     A          L L   A G I  S G  D V   A I E L G   G I L V A S G I V K A  D    I M  E  A   M                                      . . . . . . K E K     E K A  K   R . . N  K . . . . N N T K   C     V   Q   A K      S K            K  W N K   S  F  K S  . . V . . . . . . . . . .                         

Cenarchaeum_symbiosum                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E L I    A  A I     A          L L   A G I T S G  D V   A L E L G   G I L V A S G V V K   D P   A I  E L A   M                                      . . . . . . S E R     G E A  E   R . . G  . . . . . D G T K   C        A   R K      S K           S S   A A   A    Q A  . . S . . . . . . . . . .                         

Ca_Methanomethylophilus_a                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V   V     V        V  V L   A G V  T G  D V   A I D L G   G V L L A S G V V K A  D    V L  D L V   L                                      . . . . . . T  N  R   E S T  E S  K . . D  N . . . . K A  R   C     K   K   A A      A D            K  Q Y A   T    S A  . . . . . . . . . . . . .                         

Ca_Parvarchaeum_acidiphil                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E I V      I I               A L   A G I    E D A    V E L G   G L L V A S G I M K   D    I I  E L V   L                                      . . . . . . N S K     K E F C S   K . . N N . . . . . S N S L   I     K G K    E K S     S D           S D  Y K S   E    K G  . . N K . . . . . . . . .                         

Ca_Parvarchaeum_acidophil                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P  I V      I I               A L   A G I    E D A    V E L G   G L L V A S G I M K V  D    V I  D L I   L                                      . . . . . . N S K  A   K E F C D   K . . S S . . . . . S H S L   I     K G K    V K S     S D            E  Y K Q   D    S G  . . S K . . . . . . . . .                         

Ca_Caldiarchaeum_subterra                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V   V     I        V  V L   A G V S T  E D V   A L E L G   G V L L A S   V K A  D P   L L   M    A                                      . . . . . . R  K     T E T  S R  K . . A  A . . . . P S  R   C       A    S K      T D       A F    S   F A   L K  C E A  . . L R . . . . . . . . .                         

Thermofilum_carboxyditrop                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  L V     I        V  V L   A G I T T G D D V   A L  L G   G V L L A S G I V K A  D    A I  D L I   I                                      . . . . . . K  K     T S S  D   K . . K  N . . . . P N  K   C           A A   R   T V            K  W E K   L    R P  . . L K . . . . . . . . .                         

Halanaeroarchaeum_sulfuri                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V  A A     V        V  V    A G I S T G E D L   A  E L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V                                         . . . . . . Q  D     E D A  T   E . . A  D . . . . P A  D  Y C           V A  E    A D            D   Q T   E    G Q Y . . . . . . . . . . . . .                         

Haloferax_gibbonsii                              c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G I S T G D D V   A  E L G   G I L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . T  D  G   T D A  D   A . . N  D . . . . D D  D  Y C           V T  E    A S            D   R A   E    S G  . . . . . . . . . . . . .                         

Haloterrigena_jeotgali                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D V V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G D D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E D A  A   A . . D  D . . . . P D  S   C           V A  G    A G            D   K A   E    A P  . . . . . . . . . . . . .                         

Halolamina_rubra                                 c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G I  S G E D V   A  D L G   G V L L A S G V A  A  D P   V L  D L V   L                                      . . . . . . T  D  G   R D A  D   A . . A  D . . . . D G  E  F C     A      A A  R    A D          L  D   E A   R    D P  . . . . . . . . . . . . .                         

Halobellus_rufus                                 c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G I S  G D D V   A  E L G   G I L L A S G V A K A  D P   A L   L V   L                                      . . . . . . T  D  G   E D A  A   G . . A  D . . . . S D  D  F C      D     A T  G    A T            D   R A   E A   E P  . . . . . . . . . . . . .                         

Halopiger_salifodinae                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D V V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G D D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E D A  D   A . . N  D . . . . D E  S   C           V A  G    A E            D   K A   E    E P  . . . . . . . . . . . . .                         

Halapricum_salinum                               c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V    A G I S T G D D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   V L  D L V   V                                      . . . . . . S  D     T D A  D   A . . N  D . . . . E S  D  F C           A A  E    A T            D   R A   E    D P  . . A . . . . . . . . . .                         

Halococcus_sediminicola                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V L   A G I S S G D D L   A  E L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  E L V   L                                      . . . . . . Q  D     T E A  T   E . . A  D . . . . D S  D   C           D A  G    A E            D   R A   A    E P  . . S . . . . . . . . . .                         

Thermococcus_eurythermali                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  L V     V        V  V L   A G I S S G E D V   A L E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I  D L V   I                                      . . . . . . K  K     T D T  E   K . . K  N . . . . P E  K   T           K K      S V         T   K   E K   R    S L  . . V . . . . . . . . . .                         

Halorubrum_halophilum                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G V S T G E D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   V L  D L V   I                                      . . . . . . T  D  G   E D A  A   E . . A  D . . . . P T  D  F C           T A  G    A A            D   E A   E    S G  . . . . . . . . . . . . .                         

Halorubrum_ezzemoulense                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G V S T G E D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   V L  D L V   I                                      . . . . . . T  D  G   E D A  A   E . . A  D . . . . P A  D  F C           S T  G    A A            D   E A   E    S G  . . . . . . . . . . . . .                         

Haloplanus_natans                                c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V    A G V S T G E D L   A A D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   V                                      . . . . . . T  D     E G A  A   A . . A  D . . . . P D  S  Y C           T A      A D            D   R A   S    S G  . . . . . . . . . . . . .                         

Palaeococcus_ferrophilus                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  L V     V        V  V L   A G I S T G E D V   A L E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I  D L V   I                                      . . . . . . K  Q     T N T  E   K . . K  N . . . . P E  G   T           K K      S V         T   K   E K   W    S L  . . I . . . . . . . . . .                         

Methanolacinia_paynteri                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I I    V  A V     V        V  V L   A G I S S G   V   A V E L G   G V L L A S G V V K A  D P   V L  D L V   I                                      . . . . . . T  D     E N S  N   K . . S  N . . . . K D  K   A        S C  K R      S D            E   A T   R    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Thermogladius_cellulolyti                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  L I     V        V  I L   A G I T  G  D V   A I   G   G V L V A S  I V K A  D P   V I  D M A   A                                      . . . . . . K  K     I R S  E   R . . R  N . . . . S R  V   T      D  Q   Y S   R Y  T S       A     K   Y S   R    V S  . . L K A V T G Q . . . .                         

Methanosarcina_thermophil                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D L   A L D L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  E L I   V                                      . . . . . . K  D     S G S  K   A . . K  D . . . . P A  K   C      K     R A      S Q            A   K A   E    S L  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanosarcina_siciliae                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D L   A L D L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  D L I   V                                      . . . . . . K  D     S G S  E   A . . K  N . . . . S G  K   C      K     R A      S Q            S   K A   E    R L  . . . . . . . . . . . . .                         

Geoglobus_acetivorans                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A A     M        I  V L   A G I  T  E D V   A M D L G   G V L L A S G V V K A  D    A L  E L V                                         . . . . . . K  E     E N S  K   K . . K  D . . . . S G  R   C     A  Y    V A      A D            K  Q K K   E    G L R . . . . . . . . . . . . .                         

Geoglobus_ahangari                               c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A A     I        V  V L   A G I  T  E D V   A I D L G   G V L L A S G V V K A  D    A L  E L V                                         . . . . . . K  E     E N S  K   K . . G  N . . . . P E  K   C     A  Y    V A      A D            S  Q K R   E    G L R . . . . . . . . . . . . .                         

Ca_Nitrosopelagicus_brevi                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P  L I    V  A V     A          L L   A G I  S G  D V   A  E L G   G I L V A S G I V K A      I I  E     L                                      . . . . . . T E K  A   T N A  K   S . . S  K . . . . N S T K   C     V   Q   S K  K    S R            K N W E K   S  F C K G  . . K S Q . . . . . . . .                         

Ca_Acidianus_copahuensis                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V   I     V        V  L V   A G I T T G E D A   A I E L G   G I  L A S  V M K A  D P   I V  E L V                                         . . . . . . K  K     T R A  N E  S . . K  K . . . . . D  Y   A           Y R      A D   G    A     R   E K   E    I N S . . L K A C D E N E . . .                         

Ca_Methanoplasma_termitum                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I I    V  A V     V        I  V L   A G I  T G E D V   A I E L G   G V L L A S G V V K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . S  N  R   E E T  D   K . . G  N . . . . G S  A   C     K      L K      T S            K   R V   M    K H  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanosarcina_lacustris                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D L   A L D L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  D L I   I                                      . . . . . . K  D     S G S  E   A . . K  N . . . . P G  K   C      K     R A      S Q            A   R A   E    S L  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanosarcina_horonobens                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D L   A L D L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  D L I   V                                      . . . . . . K  D     S G S  E   A . . K  N . . . . P D  K   C      K     R A      S Q            A   K A   E    R L  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanosarcina_vacuolata_                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D L   A L D L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  D L I   V                                      . . . . . . K  D     S G S  E   A . . K  D . . . . P R  K   C      K     R A      S Q            A   K A   E    R L  . . . . . . . . . . . . .                         

Thermococcus_paralvinella                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  L V     V        V  V L   A G I S T G E D V   A L E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I   L V   I                                      . . . . . . K  K     T D T  E   K . . K  N . . . . P N  K   C           K K      T V         T   K   E K   W N   S L  . . V . . . . . . . . . .                         

Methermicoccus_shengliens                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  A V     V        V  V L   A G I S N  D D L   A I E L G   G V L L A S G I V K A  D    A L   L V   V                                      . . . . . . R  D     S G S  D   R . . R  N . . . . P K  R   C       A    V A      A H            P  Q E E   R A   S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanobrevibacter_oralis                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V   V     I        I  V L   A G I T T G D D M   A I D L G   G V L L A S G I I K A   P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  Q     E E T  S Q  K . . D  N . . . . R N  K   C           K A      A D            K S  K K   L    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Thermococcus_nautili                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  L V     V        V  V L   A G I S T G E D V   A L E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I  D L V   I                                      . . . . . . K  K     T D T  E   K . . K  N . . . . P N  K   T           K K      S V         T   K   E K   R    S L  . . V . . . . . . . . . .                         

Methanocorpusculum_bavari                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I I    V  A V     I        V  V L   A G I Q S G E  V   A V D L G   G V L L A S  V V K A  D P   V L  D L V   L                                      . . . . . . K  N     R N S  A   K . . R  S . . . . P E  K   C         C  K T      A D       S     K   E A   R    S L  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanomicrobium_mobile                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I I    V  A V     V        V  V L   A G I S T G D  V   A L E L G   G V L L A S G V V K A   P   V L  D L V   I                                      . . . . . . T  D  A   E N S  N   K . . N  N . . . . K D  R   A         C  K R      A D            K F  K E   R    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanobrevibacter_wolini                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V   V     V        V  V L   A G I S T G E D M   A I D L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  E     K G T  D K  K . . A  N . . . . K D  K   C           R S      A E            K   R N   I    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Desulfurococcus_amylolyti                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  M I     V        V  I L   A G I T T G E D A   A V  L G   G V L V A S G I V K A  D P   V M  E M A   M                                      . . . . . . K  K     T N S  D   R . . R  N . . . . K D  A   T           Y I   K   T I            K   Y Q   K    E A  . . L K G L A . . . . . .                         

Ca_Nitrososphaera_evergla                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P  I I    I        A          V I   A G I T    D V   A V E L G   G V L V A S G I I K A       I  E L A   M                                      . . . . . . K E N  A   T D S  K . . . . . A  G . . . . G R S K   C      D E S   A K      S Y            K S W P D K  A    Q G  . . K K I S . . . . . . .                         

Ca_Halobonum_tyrrellensis                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  V V    V  A V     V        V  V    A G V S T G  D V   A A D L G   G V L L A S G V A K A  E P   V L  D L V   I                                      . . . . . . S  D  A   E E S  E   A . . D  D . . . . D S  E  F C        A   A A      A T            D   E S   R    S E  . . . . . . . . . . . . .                         

Halorhabdus_tiamatea                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P D  I    L  M      V          V     G V S T  E D V   A  E L G      A A S  I A  A  D P    L   I    L                                      . . . . . . R S H   R  E A F  E  R D . . A  A . . . . P E T K  R V  G     A    R L  F    V A A T G    A   T  K   E G R  R A  G E V  . . A D R D . . . . . . .                         

Halomicrobium_katesii                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G E D V   A  E L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . K  D     T D A  S   A . . S  D . . . . E S  E   C           V S  G    A S            D   R A   E    A P  . . E . . . . . . . . . .                         

Thermococcus_cleftensis                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  L V     V        V  V L   A G I S T G E D V   A L E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I  D L V   I                                      . . . . . . K  K     T N T  E   K . . R  N . . . . P D  K   T           K K      S V         T   K   E K   R    S L  . . L . . . . . . . . . .                         

Natronomonas_moolapensis                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A               V L   A G I S T G E D L   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L   L V   I                                      . . . . . . K  D     T D S  D   . . . . . . . . . . S G T P   C           V A  S    A E            D   R T   E S   D P  . . A . . . . . . . . . .                         

Natronomonas_pharaonis                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E  V    V  M V               V L    G I T T   D V    L E  G    A  A A S   V  A  D     L  E I A   L                                      . . . . . . R T D   R  E A F  S   Q . . A E R . . . . P D T R   L  G     A A   A A S   C  A D A  G    A F  D  S  R S A W  S    T A  . . T E A E P R . . . . .                         

Thermococcus_zilligii                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  L V     V        V  V L   A G I S T G E D V   A L E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I  D L V   I                                      . . . . . . K  R     T S T  E   R . . R  N . . . . P E  K   T           K R      S A         T   K   E K   R    S L  . . V . . . . . . . . . .                         

Halogeometricum_pallidum                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V    A G I S T G D D V   A  D L G   G I L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . S  D     R D A  E   A . . N  D . . . . E D  E  F C           A A  G    A T            D   R A   E    E P  . . . . . . . . . . . . .                         

Ca_Nanopusillus_sp                               c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V  M I     V        V  V L   A G I S N  E D V   A L E  G   G V L L A S  V  K A       I  E L A                                         . . . . . . T  K     I N S  K   K . . E  N . . . . P N  K   V       R    K K    Y  A E       A  T   K N F Y E K  K    E G F . . I R . . . . . . . . .                         

Natrinema_pellirubrum                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D V V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G D D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E D A  A   A . . D  D . . . . P D  S   C           V A  G    A G            D   K A   E    A P  . . . . . . . . . . . . .                         

Halorhabdus_utahensis                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P D  I    L  M      V          V     G I S T  E  V   A  E L G      A A S  I A  A  D P    L   I    V                                      . . . . . . R S H   R  E A F  A  R D . . E  A . . . . P D T K  R V  G     A  A  D R  F    V D A T G    A   T  D   A N Q  R K  G E V  . . A A L S . . . . . . .                         

Halovivax_ruber                                  c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A V     V        V  V L   A G I S T G D D V   A  E L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L   L V   L                                      . . . . . . Q  D  N   E D A  D   G . . A  D . . . . S A  S   C           L A  R    A D            D   A G   E S   D P  . . . . . . . . . . . . .                         

Salinarchaeum_sp                                 c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V    A G I S T G D D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E G A  A   A . . D  D . . . . P A  E  Y C           V A  G    A E            D   A A   R    S G  . . . . . . . . . . . . .                         

Halorubrum_arcis                                 c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G V S T G E D V   A  E L G   G V L L A S G V A K A  D P   V L  D L V   I                                      . . . . . . T  D  G   E D A  A   E . . A  D . . . . P A  D  F C           S T  G    A A            D   E A   E    S G  . . . . . . . . . . . . .                         

Halorubrum_lipolyticum                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G V S T G D D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   V L  D L V   I                                      . . . . . . T  D  G   E D A  A   E . . A  D . . . . P A  D  F C           G A  G    A A            D   E A   E    S G  . . . . . . . . . . . . .                         

Halorubrum_litoreum                              c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G V S T G E D V   A  E L G   G V L L A S G V A K A  D P   V L  D L V   I                                      . . . . . . T  D  G   E D A  A   E . . A  D . . . . P A  D  F C           S T  G    A A            D   E A   E    S G  . . . . . . . . . . . . .                         

Halococcus_thailandensis                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V L   A G I S S G E D L   A  E L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E D A  A   E . . A  D . . . . D S  D   C           D A  G    A T            D   R A   A    E P  . . S . . . . . . . . . .                         

Halococcus_saccharolyticu                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V  A A     V        V  V L   A G I S S G E D L   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E G A  E   T . . A  D . . . . D S  D   C           A A  G    A S            D   R A   A    E P  . . A . . . . . . . . . .                         

Halococcus_hamelinensis                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V L   A G V S T G E D L   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L   L V   L                                      . . . . . . Q  D     E D A  A   E . . A  D . . . . D S  D   C           D A  G    A E            D   R A   T S   E P  . . S . . . . . . . . . .                         

Halobiforma_lacisalsi                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G D D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E D A  E   R . . N  D . . . . P D  S   C           V A  G    A E            D   R A   E    D P  . . . . . . . . . . . . .                         

Haloarcula_japonica                              c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G E D L   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . K  D     T G A  D   A . . R  N . . . . G D  D   C           V S  S    A T            D   R A   E    E P  . . L . . . . . . . . . .                         

Haloarcula_californiae                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G E D L   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . K  D     T G A  D   A . . R  N . . . . G D  D   C           V S  S    A S            D   R A   E    E P  . . L . . . . . . . . . .                         

Haloarcula_argentinensis                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G E D L   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . K  D     T G A  D   A . . R  N . . . . G D  D   C           V S  S    A S            D   R A   E    E P  . . L . . . . . . . . . .                         

Haloarcula_amylolytica                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G E D L   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . K  D     T G A  D   A . . R  N . . . . G D  D   C           V S  S    A S            D   R A   E    E P  . . L . . . . . . . . . .                         

Haloarcula_sinaiiensis                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G E D L   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . K  D     T G A  D   A . . R  N . . . . G D  D   C           V S  S    A S            D   R A   E    E P  . . L . . . . . . . . . .                         

Haloarcula_vallismortis                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G E D L   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . K  D     T G A  D   A . . R  N . . . . G D  D   C           V S  S    A T            D   R A   E    E P  . . L . . . . . . . . . .                         

Halorubrum_coriense                              c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  L    A G V S T G E D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   V L  D L V   L                                      . . . . . . T  D  G   E D A  A   E . . A  D . . . . D D  D  F C           A A  G    A A            D   E A   E    S G  . . . . . . . . . . . . .                         

Halorubrum_distributum                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G V S T G E D V   A  E L G   G V L L A S G V A K A  D P   V L  D L V   I                                      . . . . . . T  D  G   E D A  A   E . . A  D . . . . P A  D  F C           S T  G    A A            D   E A   E    S G  . . . . . . . . . . . . .                         

Halosimplex_carlsbadense                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V    A G I S T G D D L   A A D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L   L V   L                                      . . . . . . K  D     T D A  E   A . . A  D . . . . E S  D  F C           D A      A T            D   R A   E A   E P  . . A . . . . . . . . . .                         

Ca_Nanopusillus_acidilobi                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V  M I     I        I  V L   A G I S N  E D V   A L E  G   G V L L A S  V  K A       I  E L A                                         . . . . . . T  R     I N S  K   K . . E  N . . . . S N  K   V       K    K K    F  A E       A  T   N N F Y E K  K    E G F . . I R . . . . . . . . .                         

Ca_Nitrosopumilus_adriati                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E L I    A  I I               L L   A G I  S G E D V   A I E L G   G I L V A S G I I K A  D    I I  E  A   L                                      . . . . . . K E Q     S K A  S   N . . N S K . . . . N K T K   C     V      A K      S K            K  W N K   S  F  K A  . . V . . . . . . . . . .                         

Ca_Nitrosotenuis_cloacae                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E L I    A  A V     A          L L   A G I  S G  D V   A I E L G   G I L V A S G I V K A      I V  E  A   M                                      . . . . . . T E R     T E A  K   K . . N  K . . . . N S T K   C     V   V   R K      S S            K N W G M   E  F  K A  . . L K T P T N R . . . .                         

Ca_Nitrosotalea_devanater                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E I I    V  A V     A          L L   A G I  S G  D V   A L E L G   G I L V A S G I V K A      A I  E  A                                         . . . . . . K E K     T E S  K   K . . K  N . . . . N S T Q   C     V   T   S K      A K            K N W E R   E  F  L A F . . V R K . . . . . . . .                         

Halobacterium_hubeiense                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G I S T G D D L   A  E L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D  G   E D A  A   E . . A  D . . . . P S  D  Y C           E A  R    A S            D   R A   E    E P  . . V . . . . . . . . . .                         

Thermococcus_guaymasensis                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  L V     V        V  V L   A G I S T G E D V   A L E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I  D L V   I                                      . . . . . . K  K     T N T  E   K . . K  N . . . . P D  K   T           K K      S V         T   K   E K   R    S L  . . I . . . . . . . . . .                         

Methanocaldococcus_bathoa                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V  A V     I        I  V L   A G I S  G E D V   A L D L G   G V L L A S G V V K A      A I  E L I   I                                      . . . . . . K  N     E G T  K   K . . E  N . . . . K D  K   C      K     K A      A E            K N V E E   R    K F  . . . . . . . . . . . . .                         

Pyrobaculum_ferrireducens                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E  V    V  L V             V  V I   A G I  S G E D V   A L  L G   G V L L A S  A V K A       I  E L A   L                                      . . . . . . K Y K   T  V E T  Q   S . . K H F . . . . P D  A   T     E      E A   R   T K       A     K N H Y Q K  M    K P  . . V R . . . . . . . . .                         

Thermococcus_celericresce                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  L V     V        V  V L   A G I S T G E D V   A L E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I  D L V   I                                      . . . . . . K  K     T D T  E   K . . K  N . . . . P D  K   T           K K      S V         T   K   E K   R    S L  . . L . . . . . . . . . .                         

Thermococcus_thioreducens                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  L V     V        V  V L   A G I S T G E D V   A L E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I  D L V   I                                      . . . . . . K  K     T D T  E   K . . R  N . . . . P D  K   T           K K      S V         T   K   E K   R    S L  . . L . . . . . . . . . .                         

Pyrodictium_delaneyi                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    I  L V     V        V  I L   A G I T T G E D A   A L  L G   G V L V A S  V M K A  D P    L  E L A   L                                      . . . . . . K  K     T S T  Q   R . . M  N . . . . P D  P   A           A A   K   A N       A     Q   E A K  L    E A  . . A K A A E K S . . . .                         

Acidiplasma_cupricumulans                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I I      I              I  L L   A G V  T  E D V    M  L G   G V L I A S G I I K    P    L   L    L                                      . . . . . . N  K  G   K N A S E  C N . . . D . . . . . R N  K   V     K  Y    K N S  N   A Y           N P K  I N K  I S  . G N  . . . . . . . . . . . . .                         

Acidiplasma_aeolicum                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I I      I              I  L L   A G V  T  E D V    M  L G   G V L I A S G I I K    P    L   L    L                                      . . . . . . N  K  G   K N A S E  C N . . . D . . . . . R N  K   V     K  Y    K N S  N   A Y           N P K  I N K  I S  . G N  . . . . . . . . . . . . .                         

Halolamina_pelagica                              c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V  A A     V        V  V    A G I  T G E D V   A  D L G   G V L L A S G V A  A  D P   V L  D L V   L                                      . . . . . . T  D     R D A  D   A . . A  D . . . . D G  E  F C     A      A A  R    A D          L  D   E A   R    D P  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanosarcina_flavescens                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D L   A L D L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  E L I   I                                      . . . . . . K  D     S G S  E   A . . K  D . . . . P A  K   C      K     R A      S Q            A   K A   E    S L  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanoculleus_sediminis                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I I    V  A V     V        V  V L   A G I Q S G E  V   A V D L G   G V L L A S  V V K A  D P   V L  D L V   L                                      . . . . . . K  D  G   E R S  N   R . . A  N . . . . P D  N   T         C  K I      T C       S     D   E A   R    S L  . . . . . . . . . . . . .                         

Ca_Nitrososphaera_gargens                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P  I I    I        A          V I   A G I S   D D V   A M E L G   G I L V A S G I I K A       I  E L A   M                                      . . . . . . K E N  A   T K S  E . . . . . A  A . . . . S R S K   C      G K    A K      S H            S S W P A K  A    A G  . . K . . . . . . . . . .                         

Methanobrevibacter_filifo                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V   V     I        V  V L   A G I S T G D D V   A L D L G   G V L L A S G I I  A   P   A L  D L V   I                                      . . . . . . Q  E     E G T  S R  K . . E  N . . . . K D  K   C           A A      A E          L  E N  K D   L    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanobrevibacter_curvat                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V   V     A        V  V L   A G I S T G D D M   A L D L G   G V L L A S G I I  A   P   A L  D L V   I                                      . . . . . . Q  E     E G T  L N  S . . N  N . . . . K D  K   C           K A      A E          L  E N  K T   L    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanobrevibacter_cuticu                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V   V     I        I  V L   A G I S T G D D M   A I E L G   G V L L A S G I V  A  D P   A L  D L V   V                                      . . . . . . Q  E     E G T  N E  K . . R  N . . . . K N  D   C           E A      A S          L  K   K E   L    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Ca_Nitrosopumilus_piranen                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E L I      A V     A          L L   A G I  S G  D V   A V E L G   G I L V A S G I I K A      I I  E  A   L                                      . . . . . . T E R     T E A T I   K . . S  Q . . . . N N T K   C     V   K   S K      S K            K N W D K   S  F  K A  . . V . . . . . . . . . .                         

Thermococcus_chitonophagu                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  L V     V        V  V L   A G I S T G E D V   A I E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I  D L V   I                                      . . . . . . K  K     T N T  E   K . . K  N . . . . P D  K   C           K K      T V         T   K   E K   R    S G  . . I G K D . . . . . . .                         

Ca_Thalassoarchaea_marina                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    A  A I     I        V  I L   A G V  N G D D V   A I  L G   G V L L A S G V  K V  D P   A L  D L I   I                                      . . . . . . T  D     S G T  A   R . . E  S . . . . E S  G   C     K      F A   N   T S         T   S   R S   N    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanobrevibacter_olleya                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V   V     I        V  V L   A G I S T G D D M   A I E L G   G V L L A S G I I K A   P   A L  D L V   I                                      . . . . . . Q  E     E G S  S K  K . . A  N . . . . K D  K   C           A A      A E            E S  K D   L    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanogenium_cariaci                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I I    V  A V     V        V  V L   A G I T T G E  V   A L D L G   G V L L A S G V V K A  D P   V L  D L V   I                                      . . . . . . K  D     E N S  A   H . . S  N . . . . A T  K   T         C  R T      T D            K   E A   R    S L  . . . . . . . . . . . . .                         

Thermococcus_peptonophilu                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  L V     V        V  V L   A G I S T G E D V   A L E L G   G V L L A S G V  K A  D P   A I  D L V   I                                      . . . . . . K  K     T N T  E   K . . K  N . . . . P D  G   T           K K      S V         T   K   E K   M    S L  . . I . . . . . . . . . .                         

Methanobrevibacter_miller                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V   V     I        V  V L   A G I T N G D D M   A M D L G   G V L L A S G I I K A   P   A L  D L V   I                                      . . . . . . Q  Q     E D S  N G  K . . S  N . . . . K D  K   C           K A      A D            E S  K D   L    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Pyrodictium_occultum                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    I  M V     I        V  V L   A G I T S G E D A   A L E L G   G V L V A S  V M K A  D P    M  E L A   L                                      . . . . . . K  K     T S S  R   R . . M  N . . . . P E  P   A           A R      A A       A     K   E A K  L    E A  . . A K A A E K Q G . . .                         

Vulcanisaeta_souniana                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P D V I    V  L V     V        I  V I   A G I  S  E D V   A V E L G   G V L V A S  I V K A  D     I  E L A   L                                      . . . . . . R E K     V K T  E   K . . R  N . . . . P S  P   T     E  Y    K R      T Q       A     R  W R Q K  M    K A  . . H . . . . . . . . . .                         

Sulfolobus_metallicus                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V   V             V  L I   A G I T N G E D V   A L  L G   G I  V A S  V M K A  E P   V V  E  V                                         . . . . . . K  R     T N A  E Q  K . . E F P . . . . . K  L   A           S T   K   A A   G    A     K   C K   E  F  K S S . . L G N . . . . . . . .                         

Methanobrevibacter_arbori                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V   V     I          V L   A G I S T G D D M   A L D L G   G V L L A S G I I  A   P   A L   L V   I                                      . . . . . . Q  E     E G T  S K  K . . K  N . . . . K K T E   C           R A      A S          L  D N  K E   I N   S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Halobellus_limi                                  c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E  V    V   V               V L    G I T T   D V    L D L G    A  A A S   V  A  D     L  D I A   L                                      . . . . . . E T A   R  E A F  S T  R . . E E N . . . . P R T R   L  G     A A   R A S     A D A  G    A F  D  A  R E A W  V    E S  . . A G S S V R D . . . .                         

Natronorubrum_bangense                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E  I    V  M V               V     G I  T   D V   A    G      A A S  A L  A  D     L   V A   V                                      . . . . . . R T H   R  E A F  D   A . . T E N . . . . P Q T R  F V  G   R  A A   E Q  F A C  V D A T G    A   E  T  R A A W  R S   G S  . . P H T A A S S D . . .                         

Halorhabdus_rudnickae                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E  I    I  M                V     G I S S   D V   A  E L G      A A S  I V  A  D P   L L  E I    V                                      . . . . . . R T H   Q  E R F  A  R D . . D T A . . . . P E T K  R V  G     A P   R Q  F    V D A T G    A   T  E   E R   G   G E V  . . A S A E . . . . . . .                         

Ca_Nitrosocosmicus_frankl                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P  L I       L               L I   A G I N T P E D I   A L D L G   G I L V A S  I V K        I  E L A                                         . . . . . . T E K  S   K E S S D Y  L . . S N G . . . . V R S K   C           R I      S E       S    S D N W Y E K  Y    K Q F . . K E S K . . . . . . .                         

Methanimicrococcus_blatti                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D L   A L E L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  D L V   I                                      . . . . . . K  D  G   T G S  E   K . . K  N . . . . P N  K   C      K     K A      S V            E   K A   Y    S L  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanohalophilus_euhalob                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     I        V  I L   A G I S  G E D L   A M D L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     R G S  E   K . . R  N . . . . P D  Q   C      R     T A      S V            E   R S   E    S Q  . . . . . . . . . . . . .                         

Haloterrigena_hispanica                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D V V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G D D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E D A  D   A . . S  D . . . . A D  S   C           V A  G    S E            D   K A   E    A P  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanoculleus_taiwanensi                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I I    V  A V     V        V  V L   A G I Q S G E  V   A L D L G   G V L L A S  V V K A  D P   V L  E L V   L                                      . . . . . . K  D  G   E N S  A   R . . K  H . . . . D G  K   T         C  K I      T H       S     D   E K   R    S L  . . . . . . . . . . . . .                         

Ca_Methanosuratus_sp                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  L I     V        V  V L   A G I T S G E D V   A I  L G   G V L V A S G V V K A  D P   A L  D L A                                         . . . . . . K  R     G G T  R   K . . E  S . . . . S G  H   C           S A   K   A E            K   L K   M    E H S . . I P S . . . . . . . .                         

Methanohalophilus_sp                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     I        V  I L   A G I S  G E D L   A M D L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     R G S  E   K . . R  N . . . . P D  Q   C      R     T A      S V            E   R S   E    S Q  . . . . . . . . . . . . .                         

Natrarchaeobius_chitinivo                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E  V    V  M I               V L    G I  T  E  V   A  E L G      A A S  I   A  D P    L  E I A   M                                      . . . . . . T T H   R  E R F  E   D . . E T N . . . . P R T K   V  G   R  A  H  R A  F    A D A T G    A  S T  D   Y E R  T    A A  . . P E . . . . . . . . .                         

Natrarchaeobius_halalkali                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E  V    V  M I               V L    G I  T  E  V   A  E L G      A A S  I   A  D P    L  E I A   L                                      . . . . . . T T H   R  E R F  E   E . . S T N . . . . P R T K   V  G   R  A  H  R A  F    A D A T G    A  S T  D   Y E R  T    G A  . . P E . . . . . . . . .                         

Eury_archaeon_TMED85                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A V     A        V  V L   A G V  T G E D V   A L  L G   G V L L A S G V  K A  D P   V L  D L I   L                                      . . . . . . T  D  G   S N T  E   R . . L  N . . . . P D  R   C     K      E M   Q   A H         T   E   T A   Q    S S  . . . . . . . . . . . . .                         

Eury_archaeon_TMED248                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A V     V        V  V L   A G V  N G  D V   A I E L G   G V L L A S G V  K A  D    V L  D L                                          . . . . . . T  D  S   L D T  K   K . . S  N . . . . P K  R   C     K   L   R K      A E         T   K  I D S   D   S S . . . . . . . . . . . . . . .                         

Eury_archaeon_TMED117                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A V     I        V  V L   A G V   G  D V   A V  L G   G V L L A S G V  K A  D    V L  D L V   L                                      . . . . . . S  D  A   R D T  K   Q . . N  N . . . . P N  R   C     K D  N   R T   Q   A H         T   V  V E M   N    N G  . . K . . . . . . . . . .                         

Methanoregulaceae_archaeo                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I I    V   V     V        V  V L   A G I Q S G E  V   A I D L G   G V L L A S  V V K A  D P   V L  D L V   L                                      . . . . . . K  N     Q R S  A T  R . . S  N . . . . P K  R   T         C  K I      T D       S     K   G V   R    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Nitrosopumilales_archaeon                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I I    V  M V     I        A  V L   A G I     D V   A L E L G   G V L I  S G V V K        I  E L    L                                      . . . . . . K  N  S   T N S  Q   K . . S  S . . . . P T  K   C     V D K I   Q K      A E     S      S A S W Y N K  L   S S V  . . K . . . . . . . . . .                         

Methanobrevibacter_gottsc                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V   V     I        I  V L   A G I T T G D D M   A M D L G   G V L L A S G I I K A   P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  Q     E D T  K E  K . . S  N . . . . K K  K   C           K S      A D            E S  K D   L    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Halorubrum_sp                                    c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G V S T G E D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   V L  D L V   I                                      . . . . . . T  D  G   E D A  A   E . . A  D . . . . E D  D  F C           A A  G    A A            D   E A   E    S G  . . . . . . . . . . . . .                         

Halosimplex_sp                                   c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V    A G I S T G E D L   A  E L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . K  D     T D A  E   A . . A  D . . . . E S  D  Y C           A A  R    A S            D   K A   E    A P  . . S . . . . . . . . . .                         

Natronomonas_sp                                  c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V    A G I S T G D D V   A  D L    G V L L A S G V A K A  D P   A L   L V   L                                      . . . . . . S  D     E G A  A   G . . D  D . . . . P S  D  F C           L A  R   D A R            D   R A   E A   A G  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanohalophilus_sp_RSK                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D L   A M D L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     R G S  E   K . . R  N . . . . P D  Q   C      R     T A      S V            E   R S   E    S Q  . . . . . . . . . . . . .                         

Thauma_archaeon_S13                              c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  L I    A  A V               L L   A G I  S G E D V   A  E L G   G I L V A S G V V K A   P   A L  E L A   M                                      . . . . . . R  R  G   R D A  R   S . . Q . . . . . . S R S R   C     V      A R  G    A E            R S  A R   D    S R  . . P R R R A V R G E . .                         

Thauma_archaeon_S14                              c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  L I    A  A V               L L   A G I  S G E D V   A  E L G   G I L V A S G V V K A   P   A L  E L A   M                                      . . . . . . R  R  G   R D A  R   S . . R . . . . . . S R S R   C     V      A R  G    A E            R S  A R   D    S R  . . P R R R A V R G E . .                         

Nitrosopumilus_sp_H13                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P D L I    A  A V               L L   A G I T S G E D V   A V  L G   G I L V A S G I V K       A I  E  A   M                                      . . . . . . R H R     T K A  A   . . . N P G . . . . N K T R   C           T S   R   S R           S G N W E K   S  F  S S  . . V . . . . . . . . . .                         



Nitrosopumilus_sp_H8                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P D L I    A  A V               L L   A G I T S G E D V   A V  L G   G I L V A S G I V K       A I  E  A   M                                      . . . . . . R H R     T K A  A   . . . N P G . . . . N K T R   C           A S   R   S R           S G N W E K   S  F  S S  . . V . . . . . . . . . .                         

Halarchaeum_sp_CBA1220                           c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V    A G I S T G D D L   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . S  D     T D A  A   E . . A  D . . . . D A  D  Y C           T A  D    A S            D   K A   E    A P  . . R . . . . . . . . . .                         

Halorubrum_sp_CBA1229                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G V S T G E D V   A  D L G   G I L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . T  D  G   E D A  A   E . . A  D . . . . P A  D  F C           A A  G    A S            D   R A   E    S G  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanohalophilus_halophi                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D L   A M D L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     K G S  E   K . . R  N . . . . P D  Q   C      R     T A      S V            E   R S   E    S P  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanohalophilus_portuca                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D V V    V  A V     I        V  V L   A G I S  G E D L   A M D L G   G V L L A S G I V K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     R G S  E   K . . R  N . . . . P D  Q   C      R     T A      S V            E   R S   E    S Q  . . . . . . . . . . . . .                         

Halalkalicoccus_sp_GSM28                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D V V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G E D L   A  E L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L I   L                                      . . . . . . Q  D     T D A  A   E . . A  D . . . . D S  E   C           T A  E    A E            D   Q A   E    K P  . . . . . . . . . . . . .                         

Halorubrum_sp_ZY8                                c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G V S T G D D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   V L  D L V   I                                      . . . . . . T  D  G   E D A  A   E . . D  D . . . . P A  D  F C           D A  G    A S            D   A A   E    S G  . . . . . . . . . . . . .                         

Ca_Woesearchaeota_archaeo                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D L I    V   A             V  V L   A G V  T   D V   A L  L G   G V L V A S G V V K A   P   A L   L A                                         . . . . . . K  R     E K S  K R  . . . . . . . . . . G S  P   C     H  E K   S A   K   A R            R N  E Q   Q S   R G F . . H K A R E . . . . . .                         

Haloplanus_aerogenes                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G V S T G E D L   A A D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   V                                      . . . . . . T  D  G   E G A  A   S . . A  D . . . . P D  D  Y C           A A      A E            D   R A   E    S G  . . . . . . . . . . . . .                         

Halostella_sp_LT12                               c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V    A G I S T G E D L   A  E L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . K  D     S D A  E   A . . A  D . . . . E D  D  Y C           V A  R    A D            D   A A   E    E P  . . . . . . . . . . . . .                         

Halobellus_sp_Atlit-31R                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G I S S G D D V   A A E L G   G I L L A S G V A K A  D P   A L   L V   L                                      . . . . . . T  D  G   E D A  A   G . . S  D . . . . D D  D  Y C           A T      A S            D   R A   E S   E P  . . . . . . . . . . . . .                         

Ca_Korarchaeota_archaeon                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  A V    V  A I             V  V I   A G V S T G E D V   A  E L G    V L L A S  V A K A   P    L  E L A   A                                      . . . . . . K  R  V   T R T  N   R . . S K F . . . . E D  A   C           R R  F    V D A      A     P R  R E K  L    R G  . . L A P E D . . . . . .                         

Ca_Thorarchaeota_archaeon                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I I    V   I     V        V  I L   A G I S T G E D V   A L D L G   G V L L A S  V A K    P   V L   L V   L                                      . . . . . . Q  Q     T G T  E K  R . . A  N . . . . P D  T   C           R A      A Q       A    S D R  V E   K S   E P  . . R D C . . . . . . . .                         

Ca_Lokiarchaeota_archaeon                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A   E  A    I                I  L      M         L       G  L I     L  A      I V   A I   I                                      E I K T A T P  Q A  D  H N F  R S W L N K K F G E E Y A K N  P  Q Y  G S  K P A N C K G L  E L Q N I N  G   G G A S  S  E Y F I P   K S   E L  . . D F . . . . . . . . .                         

Ca_Heimdallarchaeota_arch                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  I I             V   L   A G I T N   D V   A L E L G   G I L I A S G V V K A  D P   I L   M A   L                                      . . . . . . M  Q     T K S  K   E . . K F N . . . . P A  A P  C       S Q   E K      T K            T   K K   E K   Q V  . . L K F Q E K K . . . .                         

Ca_Altiarchaeales_archaeo                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I I    V  A V     I        L  V L   A G I T T G E D V   A I E L G   G V L V A S G V V R A   P   A L  D L V   L                                      . . . . . . K  K     E E S  K   E . . K  N . . . . P E  R   C           K R      T C            K N  R S   L    S G  . . M . . . . . . . . . .                         

Ca_Aenigmarchaeota_archae                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E  V      M V             V   L   A G I S T G D D V    I E L G   G V L V A S  I  K A   P   V L  E  V                                         . . . . . . A N A   S  K G F S D   D S F N R E E . . G K E  V P  C           R K S     M H       A  T   E N  E S   R  F  A . . . . . . . . . . . . . . .                         

Halonotius_pteroides                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V    A G I S T G D D V   A  E L G   G I L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . T  D     T D A  A   S . . G  D . . . . E D  D  Y C           T T  E    A S            D   R A   E    S G  . . . . . . . . . . . . .                         

Halonotius_sp_F13-13                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V    A G I S T G D D V   A  E L G   G I L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . T  D     T D A  A   G . . G  D . . . . E D  D  Y C           T T  E    A S            D   R A   E    S G  . . . . . . . . . . . . .                         

Halopiger_aswanensis                             c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G D D V   A  D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E D A  D   A . . N  D . . . . D D  D   C           V A  G    A E            D   R A   E    E P  . . . . . . . . . . . . .                         

Ca_Nanoclepta_minutus                            c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V   V     V        V  V L   A G I S N  E D V   A L E L G   G V L L A S  V  K A       I  E L A                                         . . . . . . K  K     K N S  K S  K . . S  N . . . . E K  K   V       K    K K      A D       A  T   N N F Y E K  R    E G F . . F Y K . . . . . . . .                         

Natronolimnobius_sp_AArc1                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A A     V        V  V L   A G I S T G D D V   A A D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  D     E G A  D   R . . N  D . . . . E D  A   C           V A      S E            D   K A   E    D P  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanobrevibacter_woesei                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V   V     I        I  V L   A G I S N G D D M   A I D L G   G V L L A S G I I K A   P   A L  E L V   L                                      . . . . . . Q  Q     E D T  K G  K . . E  D . . . . S S  K   C           K A      A E            E N  K D   L    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanothermobacter_deflu                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V  A V     V        V  V L   A G I S T G D D M   A V D L G   G V L L A S G I I  A   P   A L  D L V   V                                      . . . . . . K  E     T G S  D   K . . K  N . . . . P E  S   C           K A      A E          L  D S  R D   L    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Halorussus_rarus                                 c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D V V    V  A A     V        V  V    A G I S T G E D L   A  E L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . K  D     T D A  A   E . . A  D . . . . D S  P  Y C           T S  R    A E            D   K A   A    A P  . . . . . . . . . . . . .                         

Halopelagius_longus                              c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P D I V    V  A A     V        V  V    A G I S S G D D V   A  D L G   G I L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   L                                      . . . . . . T  D     E D A  E   A . . S  D . . . . E D  E  F C           E A  G    A T            D   R A   E    E P  . . . . . . . . . . . . .                         

Haloplanus_salinus                               c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I V    V  A A     V        V  V    A G V S T G D D L   A A D L G   G V L L A S G V A K A  D P   A L  D L V   A                                      . . . . . . T  D  G   E G A  A   G . . A  D . . . . P E  D  Y C           A A      A A            D   R A   D    S G  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanothermobacter_teneb                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V  A V     I        V  V L   A G I S T G E D    A L D L G   G V L L A S G V I  A   P   A L  D L V   I                                      . . . . . . K  E     T G T  D   K . . N  N . . . . P N  K   C          F K A      S E          L  D N  R E   L    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Acidianus_brierleyi                              c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V   I     V        V  L I   A G I S S G D D V   A I  L G   G I  V A S  V M K    P   V V  D  V   A                                      . . . . . . K  K     T K G  E E  N . . K  K . . . . . G  D   A           Y T   K   A A   G    A    S P N  E Q   E  F  K S  . . I K A M S E K . . . .                         

Metallosphaera_hakonensis                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V   I     V        V  L I   A G I T T G E D V   A I  L G   G   V A S  V M K A  D P   V I  D L V   A                                      . . . . . . K  R     T N A  N E  R . . K  E . . . . . D  Y   A           Y V   K   S D  F G    A     K   Q K   Q    L N  . . I R A M E E K . . . .                         

Acidianus_sulfidivorans_J                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V   I             I  L I   A G I S S G E D V   A I  L G   G I  V A S  V M K A  E P   V V  D  I   A                                      . . . . . . K  K     T N A  D E  K . . K T P . . . . . G  Y   A           Y T   K   S A   G    A     K   E K   E  F  K G  . . L R A I N N G . . . .                         

Methanospirillum_stamsii                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P  I I    V  I V     I        V  V L   A G I  S G   V   A I D L G   G V L L A S  V V K A  D P   V L  D L V   L                                      . . . . . . E  N  G   T G S  D   K . . K  N . . . . P A  K   T     H   K C  K T      T D       S     E   A A   R    S L  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanospirillum_lacunae                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I I    V  A A     A        V  V L   A G I  S G   V   A V D L G   G V L L A S  V V K A  D P   V L  D L V   L                                      . . . . . . E  N     T G S  Q   L . . K  N . . . . P D  K   T     H   K C  K T      T V       S     E   G A   R    S L  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanosphaera_cuniculi                          c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                          P E I V    I  A V     I        I  V L   A G I T N G D D V   A L D L G   G V L L A S G V V K A  D    V L  D L V   I                                      . . . . . . Q C E     S N T  A   H . . E  N . . . . D S  P   C           K A      A E            E  S K A   E    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Methanobrevibacter_thauer                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E V V    V   V     I        I  V L   A G I T T G D D M   A M D L G   G V L L A S G I I K A   P   A L  D L V   L                                      . . . . . . Q  Q     E D T  K E  K . . A  N . . . . K N  K   C           K A      A D            E S  K E   L    S K  . . . . . . . . . . . . .                         

Ca_Nanobsidianus_stetteri                         c            c                                                                                       B KddG   B KG    B       B KG KddddddddG  KdddG  KdddddddddG KG  KG KdG  B                                                                          G                                                                                        A  P E I V    V  M I     V        V  V L   A G I S N  E D V    L E  G   G V L L A S  V  K A       I  E L A                                         . . . . . . T  K     I N S  K   K . . E  N . . . . P N  K   V       K    K K S   Y  A E       A  T   K N F Y E K  K    E G F . . I R . . . . . . . . .                         

Sulfolobus_islandicus                            c            c                                                                                       C JIIH   C JH    C       C JH JIIIIIIIIH  JIIIH  JIIIIIIIIIH JH  JH JIH  C                                                                          G                                                                                        A  P E V I    V   I             I  L I   A G I T T G E D V   A L  L G   G I  V A S  V M K A  E P   V V  D  I   A                                      . . . . . . K  K     T K A  D E  R . . K S E . . . . . G  Y   A           Y K   K   A H   G    A     K   E K   E  F  T S  . . L K A I S S . . . . .                         

consensus>70 . . . . . . . a . p e i v . . . v . . . . . . . v n . . . . . . v . v l . G a g i . . g e d . . . a . e l g . . g v l l a s g v . k a . d p . . . . . d l v . . . . . . . . . . . . . . . . 
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