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ABREVIAÇÕES E TERMOS EM INGLÊS 
 

Contig:   Contíguo. Sequência produzida a partir da sobreposição de duas ou 

mais sequências para de uma mesma região genomica. 

Read:   sequência única produzida a partir de um único evento de 

seqüenciamento (clone).  

Singleton:  Sequência que não se sobrepõe com nenhuma outra. 

Primer:    Oligonucleotídeo iniciadores de replicação de DNA. 

DNA:    Ácido desoxiribonucléico 

RNA:    Ácido ribonucléico 

cDNA:   DNA obtido a partir da transcrição reversa de um mRNA. 

EST:   Expressed Sequence Tags (etiquetas de sequências expressas)  

Kb:    Milhares de pares de base 

KDa:   Milhares de daltons (unidade de massa atômica) 

PCR:   Polimerase chain reaction (reação da polimerase em cadeia) 

EDTA:   Ácido Etilennodiaminotetracético 

DTT:   Ditiotreitol 

SDS-PAGE: Doedecil sulfato de sódio 

Western Blot: Reação de anticorpo com antígeno em membrana. 

Tris:    Tris (hodróximetil)aminometano 

TLC:   Thin layer cromatography (comomatografia em camada delgagda) 

Pb:    Pares de base 

GI:   Gene Index. Número de indexação de um gene no GeneBank.  
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Resumo 

A lisina é considerada um aminoácido essencial, pois é componente fundamental 

de proteínas e não pode ser sintetizado por animais, sendo necessário ingeri-lo em 

sua forma final. Sua concentração é baixa em cereais, principal fonte de alimento 

animal e sua carência pode trazer sérios danos ao organismo, principalmente 

relacionados ao sistema nervoso. Por outro lado, seu excesso, causado pela 

deficiência na degradação, também é danoso podendo levar ao retardo no 

desenvolvimento mental. A síntese da lisina em plantas e bactérias é realizada 

principalmente pela via do ácido aspártico, que além desse aminoácido é responsável 

pela produção de treonina, metionina e isoleucina.  

A degradação da lisina em animais e plantas ocorre principalmente pela via da 

sacaropina. Essa via, por sua vez, é utilizada para a síntese de lisina em fungos. 

Assim, tanto a síntese como a degradação de lisina em diferentes organismos 

possuem arquiteturas metabólicas particulares que, durante o processo evolutivo, 

foram selecionadas para adequar-se as necessidades do metabolismo, diferenciação e 

desenvolvimento.  

Até o momento não existia indício da existência e da funcionalidade da via do 

ácido aspártico em animais e nem da via da sacaropina em bactérias. O presente 

trabalho apresenta um conjunto de resultados que sugerem a existência da via do 

ácido aspártico em insetos e a via da sacaropina em bactérias. Foram identificados em 

Anopheles gambie e Aedes aegypti, respectivamente 6 e 5 genes dos 9 que compõem 

a via do ácido aspártico em bactérias. A análise de similaridade de sequências sugere 

que os genes da via do ácido aspártico encontrados nos insetos pode ter se originado 

a partir de bactérias endosimbióticas. A necessidade da via de síntese de lisina nesses 

insetos pode estar ligada a fonte de alimentação, em alguns casos deficiente em 

aminoácidos essenciais. Quanto à degradação da lisina, os resultados sugerem a 

existência, em alguns grupos de bactérias, dos genes que codificam as enzimas lisina-

cetoglutarato redutase e sacaropina desidrogenase (lkr e sdh), responsáveis pelos 

passos iniciais da via em plantas e animais. Em alfa-proteobactérias, encontramos os 
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genes lkr e sdh ligados em tandem na forma de um operon. Em plantas e animais 

esses genes também são ligados e codificam um polipeptídio bifuncional contendo as 

atividades da LKR e de SDH. O operon da lkr e sdh encontrado em alfa-

proteobactérias contém também os genes que codificam as enzimas glutationa-S-

transferase (GST) e fosfogliceraldeído mutase (FM). Essa estrutura genômica sugere 

que a LKR e a SDH podem fazer parte de um conjunto de enzimas importantes na 

defesa contra estresse oxidativo, além da degradação da lisina como pode ser 

demonstrado pela atividade enzimática de LKR e SDH nesse organismo. A análise da 

estrutura genômica dos genes da via da sacaropina em bactérias revelou um fato 

curioso. Em plantas existe um peptídeo de aproximadamente 100 aminoácidos 

intercalando os domínios polipeptídicos da LKR e da SDH. Esse peptídeo, 

denominado de interdomínio (ID) é exclusivo de plantas, não tendo sido encontrado 

em nenhum dos genomas de eucariotos seqüenciados até o momento. Sequências 

similares ao ID foram encontradas em cianobacterias e algumas archeobacterias, 

porém em nenhum caso esses IDs puderam ser associados com sequências 

codificadoras de LKR e/ou SDH. Neste trabalho buscamos remontar uma possível 

história evolutiva da via da sacaropina e apresentamos uma hipótese evolutiva para a 

origem dos genes LKR e SDH de plantas e animais.   
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Abstract 

Lysine is an amino acid that is not synthesized by animals and therefore need to 

be ingested in its final form. Lysine concentration is low in cereals and the lack of this 

amino acid in diet can cause severe damage to the organism specially associated to 

the nervous system. On the other hand its excess, caused by the deficiency in the 

degradation of lysine, can also lead to organism disorder as mental development 

retardation. Lysine is mainly synthesized trough the aspartate pathway in plant and 

bacteria and the same pathway can also lead to synthesis of threonine, methionine and 

isoleucine. Lysine degradation occours trough the saccharopine pathway in animal and 

plant, but other pathways are known for bacteria and fungi. Until now there was not an 

evidence of the existence of any of the pathways. Here we present new data of the 

existence of the aspartate pathway in animals and the saccharopine pathway bacteria 

respectively. We were able to demonstrate the existence of most of the genes that 

compose the aspartate pathway in Anopheles gambie e Aedes aegypti and sequence 

clustering suggest a possible origin of these genes from endosymbiontic bacteria. 

Concerning the lysine degradation, we have gathered data that indicates the existence 

of genes responsible for producing the proteins for two first enzymatic steps, lysine 

ketoglutarate redutase (LKR) and saccharopine dehidrogenase (SDH), in bacteria. 

Exclusively in Proteobacteria we found these genes in the exact same structure of 

animals and plants and we were able to detected enzymatic activity for LKR and SDH. 

Curiously these genes are inside a single operon that also has glutatione s transferase 

and phosphoglyceraldehide mutase, both genes previously associated with defense 

against oxidative stress. This may suggest a possible new role for LKR/SDH in 

preventing oxidative stress. The analysis of amino acid sequence and domains of 

LKR/SDH in plant, animals and fungus, shows that there is a region of approximately 

110 aa between LKR and SDH domains that is exclusive to plants, we called this 

region the inter domain (ID). Interestedly we found only in Cyanobacterial this typical 

plant domain, the ID. After these novel results we attempted to reconstruct the 

evolutionary history of pathway, suggesting an explanation for the origin of plants and 

animals LKR and SDH.  
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Introdução Geral 

Os aminoácidos possuem participação fundamental nos sistemas biológicos, pois 

são as peças primordiais constituintes das dezenas de milhares de diferentes 

proteínas que compõem a arquitetura e o funcionamento dos organismos. Além disso, 

atuam no controle do pH intracelular, servem como reserva de nitrogênio e regulam 

diferentes aspectos do metabolismo seja agindo em suas formas finais ou provendo 

moléculas do metabolismo intermediário que atuam como efetores na regulação da 

expressão gênica (Ferreira et al., 2005). A descrição do primeiro aminoácido foi feita 

no início do século XIX por dois químicos franceses que isolaram o composto de 

aspargo e deram o nome de asparagina (Vauquelin e Robiquet, 1806). Os 

aminoácidos, como o próprio nome diz, possuem em suas estruturas químicas um 

grupamento amino e uma carboxila. Esses dois grupamentos permitem que os 

aminoácidos se liguem uns aos outros, através da ligação amina-carboxila, formando 

as ligações peptídicas. Os aminoácidos mais relevantes para os organismos são os 

alfa-aminoácidos, que apresentam formula geral H2NCHRCOOH, sendo R a cadeia 

orgânica variável que se liga ao carbono alfa e dá a especificidade de cada 

aminoácido. Os aminoácidos são comumente classificados em quatro categorias de 

acordo com a característica da cadeia lateral, eles podem ser ácidos, básicos, polares 

ou apolares, sendo essas forças as principais moldadoras das estruturas das proteínas 

(Creighton, 1993). Existem ainda isômeros óticos como L e D-aminoácidos 

dependendo do desvio ótico gerado no gliceraldeído que lhe deu origem. A grande 

maioria dos aminoácidos componentes das proteínas é L-aminoácido.  

A lisina apresenta formula molecular HO2CCH(NH2)(CH2)4NH2 e tem a cadeia 

lateral mais longa entre os aminoácidos que compõem as proteínas. A presença de 

dois radicais amino dá à lisina a característica básica. A existência de um radical 

amino lateral permite que a lisina incorporada nas proteínas sofra modificações pós-

traducionais como metilação, acetilação, ubiquitinação e carboxilação, que podem 

levar a alterações nas funções das proteínas (Sadoul et al., 2008).  
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Nove dos vinte aminoácidos naturais constituintes das proteínas não são 

sintetizados por animais (Ferreira et al., 2005). Esses aminoácidos precisam ser 

ingeridos pelos animais na sua forma final, pronta para serem incorporados nas 

proteínas ou desempenhar suas demais funções no metabolismo dos organismos. Por 

essa razão esses aminoácidos são chamados de aminoácidos essenciais (Fürst and 

Stehle, 2004). Dentre os aminoácidos essenciais, a lisina é considerada o mais 

importante sob o ponto de vista nutricional, pois está presente em baixas 

concentrações nos cereais que são a maior fonte para alimentação animal e humana 

(Shewry et al., 1981, Bright e Shewry, 1983). As sementes em geral contêm grandes 

quantidades de proteínas de reserva que, após a germinação, são utilizadas como 

fonte de nitrogênio para o desenvolvimento dos estágios iniciais do embrião. Nos 

cereais, a maior parte das proteínas de reserva pertence a uma classe de proteínas 

solúvel em soluções alcolicas chamada de prolamina (Shewry e Halford, 2002). As 

prolaminas por sua vez são classificadas em α-, β-, γ-, and δ-prolaminas de acordo 

com suas características estruturais e de solubilidade (Esen, 1987). Em sementes de 

milho, sorgo e coix as α-prolaminas são a classe mais abundante (Esen, 1987, 

DeRose et al., 1989, Ottoboni et al., 1990). Ocorre que lamentavelmente as α-

prolaminas não possuem resíduos de lisina em sua composição (Shewry et al., 1981) 

razão pela qual a alimentação com base nesses cereais é deficiente. Para uma 

alimentação nutricionalmente adequada, a lisina deve ser ingerida na concentração 

mínima 103 mg/kg/dia segundo recomendações da FAO (www.fao.org). 

A deficiência no metabolismo ou ingestão de lisina ocasiona diversos distúrbios. 

A falta de lisina na alimentação prejudica a síntese de colágeno e elastina, 

componentes fundamentais do tecido conjuntivo. Uma alimentação deficiente nesse 

aminoácido leva a queda do conteúdo total de lisina no cérebro (Mori, et al. 1991) e 

afeta a atividade do hipotálamo (Smirga et al., 2000). Pode ainda levar em última 

instância a doenças cardíacas, apoplexia, osteoporose e até câncer (Matthias-Rath, 

2003). A fortificação na alimentação com lisina foi associada à diminuição da 

ansiedade e do stress (Smirga et al., 2004). 
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A carência de lisina pode torna-se grande problema de saúde pública em locais 

onde a população depende de alimentação pouco diversificada e a base de cereais 

como milho e arroz (Jansen, 1962). O mesmo é válido para animais. Apesar de existir 

diversas fontes de alimentação dentro da biodiversidade de nosso planeta, as 

espécies são especialistas em algumas poucas fontes de alimentos. Os mosquitos, por 

exemplo, alimentam-se majoritariamente de néctar durante sua vida pré-copulatória. O 

néctar de plantas é pobre em proteínas e aminoácidos livres, especialmente em alguns 

aminoácidos essenciais, dentre eles lisina (Gardener e Gillman, 2001). Nesse contexto 

é intrigante como um animal especializado pode não sintetizar lisina sendo que sua 

principal fonte de alimentação possui baixos níveis desse aminoácido. Mosquitos 

podem ser criados durante todo seu ciclo adulto apenas com a proteína adquirida na 

fase larval e com alimentação de solução aquosa de sacarose 10%. Se o inseto passa 

pelas fases larvais, pupa e adulto necessitando de proteínas diferentes, com 

composição diferente de aminoácido, apenas a base de sacarose, como pode ele 

providenciar lisina e outros aminoácidos essenciais sem a capacidade de sintetizá-los?  

Em plantas, o metabolismo de lisina é finamente regulado tanto na via de síntese 

como na via de degradação (Galili, 1995; Arruda et al., 2000; Azevedo e Lea, 2001). A 

síntese de lisina é controlada por inibição alostérica através desse produto final sobre 

as enzimas AK e DHDPS, respectivamente, o primeiro e quarto passos de nove que 

compõem a via (Azevedo et al., 2006). Plantas super-expressando o gene bacteriano 

da Dihidropicolinato Sintase (DHDPS) tiveram grande aumento na concentração de 

lisina livre acarretando em uma germinação reduzida (Zhu e Galili, 2003). A 

degradação de lisina é estimulada pela lisina e o gene que transcreve para a enzima 

Lisina cetoglutarato reduatse/Sacaropina desidrogenase (LKR/SDH), os dois primeiros 

passos da via, tem sua expressão aumentada por um fator de transcrição conhecido 

como O2, opaco 2 (Kemper et al., 1999). Plantas super-expressando o gene de 

degradação SDH tiveram o crescimento de brotos de Arabdopsis thaliana inibido por 

falta de lisina (Zhu e Galili, 2004). 
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No presente trabalho procuramos contribuir para o entendimento do metabolismo 

de lisina em diferentes modelos biológicos. Utilizando genômica, bioinformática e 

biologia molecular investigamos a possível existência da via do ácido aspártico em 

insetos e da via da sacaropina em bactérias. Os resultados são discutidos no contexto 

da evolução dessas vias nos diferentes organismos e da possibilidade de aquisição 

dos genes através de transferência lateral. 

 

Materiais e Métodos 

Busca por homólogos, alinhamento e filogenia 

 A busca por genes homólogos aos da via de biosíntese de lisina foi feita a partir 

de sequências iscas estabelecidas a partir de genes bem descritos na literatura. 

Tomou-se como iscas os genes de E.coli e A.thaliana em todos os casos, exceto em 

THPA, ADAPAT, ADPD em A. thaliana que segundo Hudson et al, 2005 não estão 

presentes em plantas. Esses genes foram submetidos à busca utilizando o algorítimo 

tBLASTn no GenBank e nos bancos do Tigr e sequências com e-value acima de 1e-10 

foram adicionados a um banco de dados criado no programa Bioedit versão 7.0. (Hall, 

1999) As sequências foram orientadas no sentido correto e alinhadas no programa 

Clustal X (Thomson et al., 1997), utilizando o algorítimo BLOSUM 62 e valor de 

bootstrap igual 2000. Seguiu-se o corte manual da parte das sequências sem 

correspondentes em todos representantes, deixando somente a parte do gene 

representada em todos os organismos. A análise filogenética foi realizada pelo 

programa Mega 3.1 (Kumar et al., 2003) utilizando neighbor-joining e o modelo PAM 

de Dayhoff (Schwarz e Dayhoff, 1979). Foi realizada re-amostragem (bootstrap) de 

1000.  

 

 

 

 



8 

 

Busca por domínios conservados 

 

Uma vez alinhadas, as sequências dos genes possivelmente homólogos foram 

submetidas a uma busca por domínios conservados no banco CDD 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) e os resultados foram expressos 

graficamente. De forma semelhante às estruturas 3D das proteínas foram 

determinadas com o auxílio dos programas Phyre (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre) e 

Esypred3D (www.fundp.ac.be/sciences/biologie/urbm/bioinfo/esypred/), em suas 

configurações padrão. Dos resultados foram selecionadas as estruturas com 

identidade superior a 30% e essas passaram por análise visual. 

 

Manutenção da colônia de A. gambie e A. aegypti 

 

Colônias matrizes de A aegypt foram estabelecidas no ICBII-USP, laboratório de 

mosquitos transgênicos sob responsabilidade da Profa. Margareth L. Capurro, e lá são 

mantidas em estabelecimentos apropriados e certificados para portar insetos 

patogênicos. Colônias de A. gambie foram estabelecidas na UC-San Diego.  Dois 

grupos foram criados para cada um dos insetos, um tratado com antibiótico tetraciclina 

a 25µg/ml e outro controle. Todos os experimentos realizados utilizaram indivíduos de 

ambos os grupos para determinar uma possível interferência bacteriana nos 

resultados. Esses pernilongos foram à base de todos os experimentos realizados 

nesse trabalho. 

 

 

Extração de DNA e PCR 

 

O DNA dos organismos utilizados nesse trabalho foram extraído utilizando o 

reagente DNAZOL® da Invitrogen seguindo o protocolo de fabricante. A PCR foi 

realizada em 38 ciclos compostos de 40” à 94º C; 30” de 55º-65º C; 2’à 72º C. O 

resultado foi observado em gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo.  
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Extração de proteína  

As proteínas totais de milho, Silicibacter e Nostoc foram extraídas macerando-se 

1g de material em 3 ml de tampão tampão fosfato 25mM pH 7,4 contendo benzamidina 

5mM, DTT 1mM, EDTA 1mM na presença de nitrogênio líquido. O conteúdo foi 

centrifugado a 7.000 rpm por 15 minutos e ao sobrenadante teve o pH corrigido para 

5,5, o PI da LKR, então foi adicionado sulfato de amônia 60%. A solução foi deixada 

descansar por 30 minutos para que ocorresse a precipitação das proteínas. 

Centrifugou-se a solução a 15.000 rpm por 15 minutos e o precipitado foi 

ressuspendido em tampão Tris-Hcl pH 8,5 contendo DTT 1mM e EDTA 1mM. Seguiu-

se então uma diálise em membrana Quiagen com limite de exclusão de 12.000 -

14.000Da.  

 

Separação de proteínas em gel de poliacrilamida e Western blot 

O gel de poliacrilamida é composto por duas partes: o gel de separação 

(resolving gel), que fica na parte inferior e o gel de empacotamento (stacking gel), 

situado na parte superior. O gel de separação é composto por Tris-HCl 375 mmol/L, 

pH 8,8; acrilamida/bis-acrilamida (29:1) 15% (v/v); SDS (/sodium dodecyl sulfate/) 

0,1% (m/v); APS (persulfato de amônio) 0,1% (m/v) e Temed 0,08% (v/v). O gel de 

empacotamento é composto por Tris-HCl 126 mmol/L, pH 6,8; acrilamida/bis-

acrilamida (29:1) 5% (v/v); SDS 0,1% (m/v); APS 0,1% (m/v) e Temed 0,05% (v/v). 

Para a corrida no SDS-PAGE, 2 volumes  da amostra foram coletados e aos mesmos, 

foi adicionado 1 volume de tampão de amostra 3X (Tris-HCl 50 mmol/L, pH 6,8; 

glicerol 45% e SDS 2%). As amostras contendo o tampão de amostra foram então 

fervidas por 5 minutos e 20 uL das mesmas foram carregados no gel, submetido à 

diferença de potencial de 120 V por 1 hora. O gel foi então corado em solução de 

/Coomassie Blue/ R-250, Bio-Rad, (/Coomassie Blue/ R-250 0,25%; ácido acético 10 

%; etanol 50%) por 1 hora e em seguida descorado em solução de descorante (etanol 

10% e ácido acético 5% em água). 
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Quando se desejou fazer western blot o gel de poliacrilamida foi embebido em 

uma solução contendo mM Tris-base, 190 mM glicina, 3.5 mM SDS e 20% metanol por 

10 minutos. As proteínas foram então transferidas para uma membrana de 

nitrocelulose (BioRad Transfer-Blot®) em uma cuba de transferência (BioRad transfer 

blot®- SD). As membranas foram então bloqueadas “overnight” a 4°C em 20 mM Tris-

HCl, pH 7.4, 137 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 0.1% (v/v) Tween 20, e 5% (w/v) leite em pó 

desnatado. Em seguida a membrana foi encubada com Como anticorpo primário foi 

utilizado anticorpo de coelho crescido contra LKR/SDH de milho. Entre as incubações 

do anticorpo primário e secundário lavou-se por 5 minutos a membrana com tampão 

TBS-T. O anticorpo secundário foi de cabra conjugada com HRP crescido contra 

anticorpos de coelhos. Segui-se incubação com solução de Pierce (SuperSignal® 

West Pico) e aas bandas detectadas em um filme qumioluminescente.  

 

Ensaio enzimático da LKR/SDH 

O ensaio enzimático para LKR foi realizado monitorando-se o consumo do cofator 

NADPH através de seu pico de absorbância em 340nm na reação que transforma 

lisina em sacaropina. Utilizou-se Tris-HCl pH 7,4 100mM, Lisina 20mM a-cetoglutarato 

10mM, NADPH 0,1mM. A atividade de SDH foi medida monitorando-se a formação de 

NADH, também a 340nm, resultante do consumo de sacaropina. Utilizou-se Tris HCl 

pH 8,5 100mM, sacaropina 2mM e NAD 2mM.  
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Capitulo I – Síntese de lisina pela via do ácido aspártico em insetos 

Introdução 

A lisina é sintetizada em bactérias e plantas através da via do ácido aspártico. O 

ácido aspártico, precursor inicial da via, pode ser obtido a partir da transaminação do 

oxalacetato oriundo do ciclo de Krebs na mitocôndria, ou através da ação da 

fosfoenolpiruvato carboxilase no citoplasma de plantas (Lea et al., 2001). O ácido 

aspártico participa como precursor de duas vias: uma que leva a síntese de 

asparagina, composto utilizado para transporte e armazenamento de nitrogênio em 

plantas, e outra que leva a síntese de lisina treonina, isoleucina e metionina (Azevedo 

et al., 2006) (Fig. 1). A via do ácido aspártico em bactérias e plantas é finamente 

regulada pelos aminoácidos produtos finais. Os aminoácidos lisina, treonina e 

isoleucina assim como o intermediário S-adenosil metionina (AdoMet) regulam, através 

de retro inibição, pontos chaves da via catalisados pelas enzimas aspartato kinase 

(AK), dihidrodipicolinato sintase (DHDPS), homoserina desidrogenase (HSDH) e a 

treonina deaminase (TD) (Fig. 1, linhas tracejadas) (Karchi et al., 1994; Cracium et al., 

2000; Azevedo et al., 2005). Em bactérias, o ramo da via do ácido aspártico que leva a 

síntese de lisina é composto por nove enzimas, AK, aspartato-semialdeido 

desidrogenase (ASADH), DHDPS, dihidrodipicolinato redutase (DHDPR), 

tetrahidrodipicolinato acilase (THPA), N-acil-L,L-diaminopimelato aminotransferase 

(ADAPAT), N-acil-L,L-diaminopimelato deacilase (ADPD), diaminopimelato epimerase 

(DAPE) e diaminopimelato decarboxilase (DAPD),  (Umbarger, 1978; Eggling, 1993; 

Azevedo et al., 2005). Em plantas, por sua vez, foram encontrados até o momento 

somente 5 enzimas semelhantes a via de síntese de lisina em bactérias (Hudson et al., 

2005) e essas enzimas foram identificadas atuando nos cloroplastos de folhas ou em 

plastídios de órgão não fotossintéticos (Lea e Azevedo, 2003). Recentemente uma 

nova enzima, L-diaminopimelato aminotransferase, foi descoberta exclusivamente em 

vegetais e cianobactérias. Essa enzima é capaz de substituir os três passos 

enzimáticos que trasformam tetrahidrodipicolinato em diaminopimelato (THPA, 
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ADAPAT, DAPD) (Hudson et al., 2006), elucidando a maneira pela qual a lisina é 

sintetizada em plantas. 

A enzima AK catalisa o primeiro passo da via que envolve a fosforilação do ácido 

aspártico para formar β-aspartil fosfato (Fig. 1). Esse passo enzimático, assim como o 

seguinte, é comum para a síntese de todos os aminoácidos da via do ácido aspártico 

(Fig. 1). Pelo menos duas isoformas de AK são conhecidas em plantas, uma 

monofuncional sensível a lisina e responsável pela maior parte da atividade de AK 

(Rognes et al., 1980; Azevedo et al., 1997; Lugli et al., 2002) e uma bifuncional, 

aspartato quinase/homoserina desidrogenase (AK/HSDH) sensível a treonina (Wilson 

et al., 1991; Azevedo et al., 1992; Paris et at., 2003). Uma planta transgênica de alfafa 

contendo uma AK/HSDH insensível a inibição pela treonina mostrou aumento no teor 

de treonina e diminuição nas quantidades de aspartato e glutamato (Galili et al., 2000). 

Em plantas transformadas com AK/HSDH insensíveis para produtos finais lisina e 

treonina é possível identificar mais atividade de AK do que em plantas somente com 

AK insensível a lisina, comprovando que a isoenzima bifuncional regula a síntese de 

ambos os aminoácidos (Tewari-Singh et al., 2004).  

O β-aspartil fosfato formado pela atividade da AK é convertido em aspartil-

semialdeído (ASA) pela atividade da enzima aspartato semialdeído desidrogenase 

(ASADH) em uma reação dependente de NADPH (Fig. 1) (Paris et al., 2002; Azevedo 

et al., 2005). A partir desse passo a via do ácido aspártico é divida em dois ramos, um 

que leva a síntese de lisina e outro que leva a síntese de treonina, metionina e 

isoleucina (Fig. 1) (Azevedo et al., 2005; Hudson et al., 2005).  

A DHDPS é a primeira enzima do ramo da via do ácido aspártico que leva a 

síntese de lisina. A enzima catalisa a condensação de piruvato e ASA em 

dihidrodipicolinato (Fig. 1). Em plantas a DHDPS é inibida por baixas concentrações de 

lisina (Azevedo et al., 1997 ; Craciun et al., 2000; Lee et al., 2001). Isso faz com o que 

o nível de lisina seja muito baixo nos diversos órgãos das plantas, pois sua produção é 

feita em estrita conexão com a demanda (Azevedo et al., 1997 ; Lee et al., 2001). Já 

em bactérias a DHDPS só é inibida, por retro-inibição, por altas concentrações de 
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lisina (Cohen e Saint-Girons, 1987; Azevedo et al., 1997 ; Lee et al., 2001). Esse fato 

tem sido explorado para a obtenção de plantas transgênicas expressando a DHDPS 

de E. coli para acumular lisina (Perl et al., 1992; Falco et al., 1995 ; Brinch-Pedersen et 

al., 1996 ; Galili et al., 2000 ; Nancy et al., 2007 ; Frizzi et al., 2008 ; Reyes et al., 

2009).  

Uma série de 6 enzimas em bactérias (DHDPR, THPA, ADAPT, ADPD, DAPE, 

DAPD)  e 4 em plantas (DHDPR, DAPAT,DAPE, DAPD) completam o ramo da via do 

ácido aspártico que leva a síntese de lisina transformando o tetrahidropicolinato em 

lisina através de uma série de reações de redução. A enzima DAPAT, recentemente 

descoberta em plantas, é capaz de sobre passar os três passos existentes em 

bactérias formando L-diaminopimelato a partir de tetrahidropicolinato (Hudson et al., 

2006). Essa enzima é capaz de transferir o grupamento amina do glutamato para o 

tetrahidropicolinato na presença de amônia e NADPH, formando diaminopimelato. Em 

bactérias esses passos de redução e transaminação são feitos por enzimas diferentes 

com inserção e posterior retirada de um grupamento acil (Fig 1).  

A via do ácido aspártico também é regulada por retro-inibição pela treonina e 

pela isoleucina (Fig. 1). O intermediário AdoMet também age sozinho na retro inibição 

da AK e da treonina sintase (TS)  e em conjunto com a lisina na retro inibição da AK 

(Rognes et al., 1980) (Fig. 1). A inibição da AK pela lisina, pela lisina + AdoMet e pela 

treonina faz com que o nível celular desses compostos regulem o fluxo da via 

(Azevedo e Lea, 2001; Galili et al., 2002). Mutantes de várias espécies de plantas 

contendo AK insensível a retro-inibição pela lisina não mostraram um aumento 

significativo desse aminoácido sugerindo que a isoforma AK/HSDH possui atividade 

suficiente para manter o fluxo da via (Frankard et al., 1992). Além disso, a 

sensibilidade da DHDPS a retro-inibição pela lisina, poderia ser o fator limitante para o 

desbloqueio da via em direção ao acúmulo de lisina (Galili et al., 1995). Essa hipótese 

foi confirmada em plantas transgênicas contendo a enzima DHDPS insensível a retro-

inibição pela lisina. Essas plantas apresentavam acumulo significativo de lisina em 

vários órgãos (Negrutiu et al., 1984; Frankard et al., 1992; Shaul e Galili, 1992a; Ben 
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Tzvi-Tzchori et al., 1996). Por outro lado, em plantas mutantes ou transgênicas 

transformadas com AK insensível a lisina, notou-se também o acúmulo de treonina 

sugerindo que a DHDPS seria o ponto chave de controle do fluxo da via da lisina e que  

AK estaria mais relacionado a treonina. As plantas com AK insensível desviariam o 

fluxo para a síntese de treonina (Shaul e Galili, 1992b). Esses dados sugerem que a 

síntese de lisina é regulada majoritariamente pela inibição alostérica da DHDPS 

enquanto que a AK seria principalmente regulada pela treonina, apesar de também ser 

sensível a lisina (Galili, 2002; Azevedo et al., 2005). 

Até o momento a síntese de lisina foi descrita em bacterias, fungos, plantas e 

alguns protozoários. Nem todos esses grupos compartilham as mesmas vias 

metabólicas para a síntese do aminoácido. Em fungos, por exemplo, a síntese de lisina 

ocorre pela via da sacaropina, que atua no sentido da degradação desse aminoácido 

nos demais organismos (Nishida e Nishiyama, 2000; Arruda et al., 2000; Azevedo et 

al., 2005; Galilli, 2004; Stepansky et al., 2006). A via do ácido aspártico por sua vez 

está presente numa grande diversidade de plantas e bactérias, mas até o momento 

nunca foi demonstrada de forma inequívoca em animais. Alguns estudos buscaram 

detectar a síntese de lisina em animais, entretanto, somente traços dessa síntese 

puderam ser encontrados em crustáceos e cnidários, mas os trabalhos não 

descartaram a hipótese de contaminantes nos modelos estudados (Cowey e Forsters, 

1971; Lesser e Allen, 1976; Fitzgerald e Szmant, 1997). Até o momento não foi 

demonstrada a existência de genes codificadores das enzimas da via do ácido 

aspártico em animais. 

O objetivo deste capítulo foi tentar responder as seguintes questões: A via do 

ácido aspártico realmente não está presente em nenhum animal? Porque a via 

metabólica do ácido aspártico não existe em animais? A via foi perdida ou nunca 

existiu? Qual sua origem? Como uma via importante para todos os demais organismos 

pode ser perdida em animais? 
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Figura 1 - Via metabólica do ácido aspártico em plantas. AS, asparagina sintetase; ASN, 

asparaginase;  AK, aspartato quinase; ASADH, aspartato semialdeido desidrogenase; HSDH, 

homoserina desidrogenase; HK, homoserina quinase; CGS, cistationina-sintase; TS, treonina 

sintase; CBL, cistationina liase; MS, metionina sintase; SAM-S, S-adenosilmetionina sintetase; 

TD, treonina deaminase; AHAS, ácido acetohidroxi sintase; AHRI, ácido acetohidroxi 

isomeroredutase; DHAD, ácido dihidroxi dehidratase; BCAT, aminotransferase dos amino 

ácidos da cadeia ramificada; DHDPS, dihidrodipicolinato sintase; DHDPR, dihidrodipicolinato 

redutase; THPA*, tetrahidrodipicolinato acilase; ADAPAT*, N-acil-L,L-diaminopimelato 

aminotransferase; ADPD*, N-acil-L,L-diaminopimelato deacilase; DAPE, diaminopimelato 

epimerase; DAPD, diaminopimelato decarboxilase (extraído de Azevedo et al, 2005) 

 
 
 

 

 

 



16 

 

Resultados 

As sequências de aminoácidos das nove enzimas do ramo da via do ácido aspártico 

que leva a síntese de lisina em bactérias (Velasco, 2002) e das sete enzimas 

correspondentes em plantas (Hudson et al., 2006), foram utilizadas como “iscas” em 

buscas para identificar possíveis genes ortólogos, codificadores dessas enzimas, no 

genoma de Aedes egyptis e Anopheles gambie. A lista das enzimas com os 

respectivos GIs dos genes utilizados como “iscas” é mostrada na Tabela 1. As 

sequências “iscas” foram utilizadas em buscas no GenBank na seção de genomas 

específicos de cada organismo. As buscas foram feitas utilizando-se a ferramenta 

tBLASTn e, quando necessário, foram feitas buscas escalonadas como descrito por 

Kasahara e Kato (2003). A utilização de sequências “iscas” oriundas de uma planta e 

uma bactéria teve como objetivo abordar a hipótese dos genes compartilharem origem 

similar com um ou outro grupo. Essa abordagem possibilitou também capturar nos 

bancos de dados possíveis alterações de sequência devido à evolução convergente. 

 

Tabela 1 - Enzimas da via do ácido aspártico cujas sequências de aminoácidos foram 

utilizadas como ‘’iscas’’ na busca de ortólogos em insetos.  

Enzima Número 
EC 

GI 
A. thaliana1 

GI 
E. coli2 

Aspartato quinase (AK) 2.7.2.4 2257742 48994873 

Aspartato-semialdehyde dehydrogenase (ASDH) 1.2.1.11 42592260 24080789 

Dihidrodipicolinato sinthase (DHDPS) 4.2.1.52 30698031 24080789 

Dihidrodipicolinato reductase (DHDPR) 1.3.1.26 30698605 48994873 

Diaminopimelato aminotransferase (DAPAT) 2.6.1.83 18418270 * 

Tetrahidropicolinato succinilase (THPA) 2.3.1.17 # 24080789 

Succinildiaminopimelato aminotransferase (ADAPAT) 2.6.1.17 # 48994873 

Succinyi-diaminopimelate desuccinilase (ADPD) 3.5.1.18 # 24080789 

Diaminopimelato epimerase (DAPE) 5.1.1.7 16504487 91070629 

Diaminopimelate decarboxliase (DAPD) 4.1.1.20 30698537 48994873 
# Enzimas que não possuem evidencia de existirem em plantas (Hudson et al., 2005) 
* Enzima exclusiva de plantas (Hudson et al., 2006) 
1 GI’s atribuído a cada enzima de A. thaliana no GenBank 
2 GI’s atribuído a cada enzima de E. coli no GenBank 
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Identificação de possíveis genes que codificam enzimas da via do ácido aspártico em 

insetos 

Buscas utilizando tBLASTn com as sequências “iscas” nos genomas de A. 

gambie e A.aegypti retornaram um conjunto significativo de possíveis sequências 

homólogas. Sequências com mais de 50% de cobertura e identidade superior a 30% 

com as sequências “iscas” dos genes correspondentes foram separadas para análise. 

A Tabela 2 apresenta as enzimas para as quais foram identificadas sequências de 

aminoácidos com similaridade significativa e, portanto, foram considerados como 

possíveis homólogos dos genes da via de síntese de lisina em A. gambie e A.aegypti. 

Como pode ser visto, com exceção da AK, encontrada apenas em A.aegypti, as 

enzimas ASDH, DHDPS, DHDPR, DAPE, DAPD, foram encontradas em ambos os 

insetos. A maioria dos “hits” que obtiveram e-value mais significativos originaram-se de 

buscas feitas com as sequências “iscas” de E. coli. Devido ao limite de corte em 

cobertura e similaridade, não á possível afirmar que foram encontradas sequências 

possivelmente homólogas para as enzimas THPA, ADAPAT, ADPD, em A. gambie e 

A. aegypti apesar de termos obtido resultados com relativa similaridade entre as 

sequências “iscas” e sequências dos bancos dos dados genômicos dos insetos. A 

ausência dessas enzimas, típicas de bactérias, em A. gambie e A.aegypti sugere a 

possibilidade do banco de dados analisados não estarem contaminados com 

sequências de bactérias para as enzimas da via do ácido aspártico. Todavia, o gene 

exclusivo de plantas DAPAT também não foi retornou “hits” significativos dos bancos 

genômicos dos insetos, sendo assim difícil especular sobre a origem dos “hits” a partir 

dessas informações isoladas. 
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Tabela 2 - Enzimas da via do ácido aspártico cujas sequências de aminoácidos foram 

identificadas como possíveis ortólogas em insetos 

 

As sequências de aminoácidos possivelmente homólogas as enzimas do ramo da 

lisina de bactérias e plantas foram encontradas nos bancos com sequências 

genômicas de A. gambie e A.aegypti (Tabela 2). Uma avaliação preliminar da 

possibilidade de expressão desses genes foi realizada através de BLASTn das 

sequências  identificadas (Tabela 2) em bancos de ESTs de ambos os insetos 

(http://agambiae.vectorbase.org/SequenceData/EST/ 

http://aaegypti.vectorbase.org/SequenceData/EST/). Além de possibilitar a verificação 

da expressão dos genes correspondentes, a existência de ESTs possibilita, quando 

comparada coma sequência genômica, inferir a existência de introns nos genes 

identificados. Para complementar a análise dos genes encontrados nos dois insetos, 

buscamos pelo posicionamento cromossômico das sequências genômicas 

encontradas. A Tabela 3 resume os dados, de posicionamento cromossômico de 

alguns dos genes do ramo da lisina encontrados em A. gambie. O genoma de 

A.aegypti ainda não está bem curado e alguns segmentos cromossômicos ainda não 

estão resolvidos, fato esse que prejudicou a investigação do posicionamento 

Enzima Número EC A. 
gambie 

A. 
aegypti 

Aspartato Quinase (AK) 2.7.2.4 + - 

Aspartato-semialdeído desidrogenase (ASDH) 1.2.1.11 + + 

Dihidrodipicolinato sintase (DHDPS) 4.2.1.52 + + 

Dihidrodipicolinato redutase (DHDPR) 1.3.1.26 + + 

Diaminopimelato aminotransferase (DAPAT) 2.6.1.83 - - 

Tetrahidropicolinato succinilase (THPA) 2.3.1.17 - - 

Succinil-diaminopimelato aminotransferase (ADAPAT) 2.6.1.17 * * 

Succinil-diaminopimelate desuccinilase (ADPD) 3.5.1.18 * * 

Diaminopimelato epimerase (DAPE) 5.1.1.7 + + 

Diaminopimelate decarboxliase (DAPD) 4.1.1.20 + + 
+ Presença de sequências de aminoácidos ortólogas em Anopheles e Aedes  
- Ausência de sequências de aminoácidos ortólogas em Anopheles e Aedes 
* Incerteza quanto à anotação do gene 
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cromossômico e presença de introns. Em A. gambie observa-se a existência de intron 

no gene DHDPR, fato que enfraquece a hipótese de contaminação, já que bactérias 

não possuem intros. 

 

Tabela 3 - Características das sequências dos genes da via de síntese de lisina em A. 

gambie 

Enzima Posicionamento cromossômico Existência de cDNA Existência de Introns 

AK  Desconhecido Sim Não 

ASDH Desconhecido Sim Não 

DHDPS 2L Sim Não 

DHDPR Desconhecido Sim Sim 

DAPE Desconhecido Sim Não 

DAPD 3L Sim Não 
 

A possibilidade de contaminação das sequências de insetos com sequências de 

outros organismos é uma preocupação a ser levada em conta na anotação gênica 

principalmente no caso de bactérias que possuem íntima relação com esses animais 

seja habitando o trato intestinal ou colonizando o interior de células gonadais na forma 

de endosimbiontes. Visando excluir a possibilidade de contaminação foram realizadas 

buscas nos bancos de dados supracitados de transcritos que passaram por purificação 

através da calda poliA do mRNA (Tabela 4). Acredita-se que RNAs poli-adenilados 

sejam raros em bactérias já que quando um RNA é poliadenilado ele é sinalizado para 

a degradação nesse grupo de organismo (Steeg, 2000).  Os resultados obtidos 

mostram “hits” para a maioria dos genes procurados e os transcritos estão presentes 

em número variado. Esses dados constituem mais um indicativo de que esses genes 

provavelmente são genes pertencentes ao genoma desses insetos e não 

contaminantes bacterianos. 
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Tabela 4 - Número de transcritos encontrados no banco de dados do portal 

Vectorbase para os genes da via de biosíntese de lisina 

Gene A.gambie A. aegypti 

Ak 0 0 
Asdh 0 0 
Dhdps 20 7 
Dhdpr 0 1 
Dape 43 0 
Dapd 10 6 

Número total de ESTs no banco de A. gambie = 216.625  
Número total de ESTs no banco de A. aegypti = 303.409 

Ainda buscando reforçar a exclusão da possibilidade de contaminação, foi 

realizada uma busca no NCBI utilizando a ferramenta BLASTn tendo como “iscas” as 

sequências nucleotídicas dos possíveis genes da via de síntese de lisina em A. 

gambie e A.aegypti e como universo de busca todas sequências de bactérias. Essa 

busca visava identificar sequências idênticas em outros organismos que poderiam ser 

considerados contaminantes dos bancos de dados e que podem ter dado origem às 

sequências encontradas em insetos. A Tabela 5 mostra os organismos com os 

melhores resultados na busca. Nota-se que não há identidade de 100% em nenhum 

caso, o que significa que a sequência considerada homóloga as sequências dos genes 

da via do ácido aspártico não pertencem a nenhum organismo cujas sequências 

genômicas, completas ou parciais, estão depositadas no Genbank .  
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Tabela 5 - Resultado da busca por BLASTn no banco de dados de todas sequências 

nucleotídicas do NCBI   

 A. gambie A. aegypti 

Enzima Organismo e-value identidade organismo e-value identidade 

AK Flavobacterium 
johnsoniae 

2e-60 70% -   

ASDH Gluconobacter 
oxydans 

1e -115 80% Thauera sp 0 96% 

DHDPS Flavobacterium 
johnsoniae 

2e-86 70% Flavobacterium 
johnsoniae 

2e-87 72% 

DHDPR Flavobacteriaceae 
bacterium 

5e-59 76% Thauera sp 6e-126 96% 

ADPD Clavibacter 
michiganensis 

7e-120 91% Aeromonas 
hydrophila 

0 97% 

DAPE Aeromonas 
hydrophila 

7e-140 95% Thauera sp 1e-120 88% 

DAPD Azoarcus SP 1e-118 70% Dechloromonas 
aromatica 

9e-130 87% 

A inexistência de sequências idênticas às encontradas em insetos em outros organismos sugere 
ausência de contaminação. 

 

Para testar de outra forma se as sequências do ramo da lisina encontradas nos 

dois insetos poderiam ser “reads” oriundos de contaminantes bacterianos da amostra 

de ácidos nucléicos isolados dos insetos, investigamos as adjacências dos genes 

posicionados em contigs no genoma dos insetos presentes nos bancos de dados. Na 

hipótese de tratar-se de contaminação as sequências apareceriam em sua maioria 

como sequências únicas e isoladas contendo apenas um gene por contig além de 

poucos reads para esse gene. Por outro lado, no caso de uma inserção por 

transferência lateral, essas sequências estariam flanqueadas por mais sequências 

bacterianas e possivelmente já com traços de genomas eucariotos. Ainda, seria 

possível sugerir de qual grupo de bactérias essas sequências poderiam ter sido 

originadas. A Figura 2 mostra o resultado encontrado no supercontig do gene DHDPS 

de A. aegypti. Adjacentes ao gene da DHDPS foram identificados os genes 
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bacterianos que codificam as proteínas GCN5-acetiltransferase (GNAT) e flavina 

mononucleotídeo redutase (FNR) (Fig. 2).  As sequências desses dois genes parecem 

ser oriundas do grupo Flavobacteriaceae. Nota-se também, que a porção do 

nucleotídeo 1 até o início do gene DHDPS não teve similaridade com sequências 

procarióticas sugerindo serem tipicamente sequência eucariótica do próprio animal. 

Não foi possível realizar a busca para outros genes porque eles foram retirados dos 

contigs que se encontravam pelo curador do NCBI até ser resolvido se se tratam de 

genes de insetos ou contaminantes. 

 

0 Kb 5837 Kb1 Kb 2 Kb 3 Kb 4 Kb 5 Kb

1 2 3
 

Figura 2: Estrutura do supercontig 1.3837 de Aedes aegypti. 1, DHDPS; 2, GNAT- 

acetiltransferase; 3, flavine mononucleotide redutase. Todos os genes citados tem maior 

identidade com a de sequência de Flavobacterium Johnsoniae, indicando que esse pode ter 

sido o grupo de bactéria que deu origem a esses genes de Aedes aegypti.  

 

Análise das sequências de aminoácidos das enzimas do ramo da lisina encontradas 

em A. gambie e A.aegypti 

 

Uma vez identificadas nos dois insetos sequências possivelmente homólogas as 

sequências de enzimas do ramo da lisina de bactérias e plantas, foram realizados 

alinhamentos dessas sequências com as de bactérias e plantas para investigarmos a 

presença de domínios conservados e a relação filogenética entre as sequências dos 

diferentes organismos. As Figuras 3 a 8 mostram os alinhamentos das sequências de 

aminoácidos das enzimas AK, ASDH, DHDPS, DHDPR, DAPE e DAPD de plantas, 

bactérias, A. gambie e A. aegypti. Os alinhamentos apresentam padrões de motivos 
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conservados para cada uma das enzimas de planta, bactéria e insetos que sugerem 

ser plausível a anotação dessas enzimas de insetos como sendo possíveis ortólogos 

das enzimas que compõem o ramo da síntese de lisina da via do ácido aspártico em 

plantas e bactérias. As sequências com baixa similaridade foram excluídas dos 

alinhamentos.  

As relações filogenéticas entre as sequências dos diferentes organismos foram 

obtidas dos alinhamentos mostrados nas Figuras 3A a 8A utilizando o método 

“neighbor-joining” (Saitou e Nei, 1987) e modelo PAM de Dayhoff (Schwarts e Dayhoff, 

1979). As sequências identificadas em insetos foram, invariavelmente, sempre mais 

próximas aquelas de bactérias do que de plantas. Isso pode ter varias implicações, 

mas duas parecem mais pertinentes ao nosso estudo. A primeira, é que as sequências 

identificadas em A. gambie e A. aegypti sejam oriundas de contaminantes bacterianos, 

estejam estes presentes no trato intestinal dos insetos amostrados para a realização 

do seqüenciamento ou na forma de endosimbiontes, comuns em insetos (Wernegreen, 

2002). Na segunda hipótese, os genes encontrados nos dois insetos poderiam ter sido 

adquiridos através de transferência lateral a partir de bactérias, como ocorrido no caso 

demonstrado entre Wolbachia e Drosophila (Kondo et al., 2002), cenário esse que nos 

parece mais crível. 
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 Anopheles gambie

 Silicibacter sp.

 Nostoc sp.100

96

100

99
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Figura 3 - (A) Alinhamento das sequências de aminoácidos e (B) árvore filogenética das 

sequências de plantas bactérias e Anopheles para a enzima AK. 
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Figura 4 - (A) Alinhamento das sequências de aminoácidos e (B) árvore filogenética das 

sequências de plantas bactérias e A. gambie para a enzima ASDH. 
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Figura 5 - (A) Alinhamento das sequências de aminoácidos e (B) árvore filogenética das 

sequências de plantas bactérias e Anopheles para a enzima DHDPS. 
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Figura 6 - (A) Alinhamento das sequências de aminoácidos e (B) árvore filogenética das 

sequências de plantas bactérias e Anopheles para a enzima DHDPR. 
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Figura 7 - (A) Alinhamento das sequências de aminoácidos e (B) árvore filogenética das 

sequências de plantas bactérias e Anopheles para a enzima DAPE 
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Figura 8 - (A) Alinhamento das sequências de aminoácidos e (B) árvore filogenética das 

sequências de plantas bactérias e Anopheles para a enzima DAPD. 
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A análise das sequências de aminoácidos das possíveis enzimas da via do ácido 

aspártico encontradas em A. gambie e A. aegypti revelou, quando essas foram 

submetidas a buscas no banco de domínios pfam (Finn et al., 2008), que elas 

compartilham os domínios conservados comuns para essas enzimas de plantas e 

bactérias. Assim, os domínios conservados encontrados na maioria das enzimas 

corroboram os dados de alinhamento. Entretanto, verificamos que alguns domínios 

não foram identificados devido ao fato de não encontrarmos todas as sequências 

completas de todos os genes nos bancos de dados. Em outros casos mais de um 

domínio foi encontrado para uma mesma sequência de aminoácidos, dificultando a 

caracterização por introduzir imprecisão na determinação do subgrupo a que a enzima 

pertence. Por exemplo, domínios com funções generalistas tais como 

aminotransferase, redutase, decarboxilase aparecem, mas sem a identificação 

específica do substrato. Ainda assim, a análise das sequências mostrou que os 

domínios conservados possuem similaridade superior a 90% com o consenso padrão 

do banco de dados, o que reforça a anotação dessas sequências como potenciais 

homólogos das enzimas da via do acido aspártico. (Tabela 6). 

Algoritmos que predizem a estrutura tridimensional de proteínas também foram 

utilizados como ferramenta para incrementar a anotação das enzimas de insetos. 

Foram modeladas automaticamente estruturas com base em proteínas com identidade 

superior a 30%. Em alguns casos, como por exemplo, para a enzima DHDPS e 

DHDPR foi possível confirmar alta similaridade de estrutura com aquelas de A. 

thaliana e E. coli (dado não apresentado) 
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Tabela 6 - Similaridade entre os domínios de síntese de lisina com o banco de dados 

de domínios conservados cdd e pfam.    

Enzima A. thaliana E.  coli A. gambie A. aegypt 

AK 99,1 99,5 97,1 - 

AK-HSDH 99,7/94,2 95,7/100 97,0/92,1 96 

ASDH 98,8 100 100 98 

DHDPS 99,2 96,8 100 99 

DHDPR 99.2 99,2 99,2 99 

THPA # 100 - - 

ADAPAT # 93,1 100 - 

ADPD # 96,8 98,0 - 

DAPE 100 100 100 90 

DAPD 99,4 100 93,9 90 
Os números representam a porcentagem  de similaridade com o consenso  
# enzimas que não foram descritas em plantas  
- Enzimas que não forma possível identificar  
 

 

Amplificação dos genes a parir do DNA genômico dos insetos 

“Primers” específicos para cada um dos genes que codificam enzimas da via do 

ácido aspártico encontrados em A. gambie e A. aegypti foram desenhados e utilizados 

em reações de amplificação por PCR utilizando com molde o DNA genômico desses 

insetos tratados por várias gerações em meio contendo antibiótico. O tratamento com 

antibiótico tem como objetivo eliminar possíveis contaminantes bacterianos. Para 

confirmar a ausência de DNA bacteriano nas amostras de DNA genômico extraídas 

dos insetos foram utilizados “primers” para o gene ribossomal 16S bacteriano em 

reação em cadeia da polimerase. Esses primers são comumente utilizados para 

amplificação do fragmento genômico 16S de uma ampla gama de bactérias (Xiang, 

2006). As amostras de DNA genômico de bactérias e de Anopheles gambie, quando 

analisadas através de eletroforese em gel de agarose mostraram-se de boa qualidade 

sem indícios de degradação que pudessem afetar as reações de PCR com os 

“primers” específicos de cada organismo (Fig. 9A). A amplificação com primers 16S 
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resultou em uma banda típica de 180 pb observada para os DNAs extraídos das 

bactérias E. coli (canaleta 2), X. fastidiosa (canaleta 3),  Xanthomonas sp (canaleta 4) 

e Silicibacter SP (canaleta 5) (Fig. 9B). Nas canaletas 6 e 7 estão os produtos 

amplificados com primers 16S  dos DNAs genômicos de Anopheles gambie não 

tratado e tratado com antibiótico, respectivamente (Fig.9B). Como pode ser visto, 

ocorreu amplificação do 16S nas amostradas não tratadas com antibiótico, indicando a 

presença de DNA bacteriano possivelmente oriundo de bactérias presentes no trato 

intestinal ou coabitando o inseto na forma de endosimbionte (Fig.9B, canaleta 6). 

Porém, não houve produto de amplificação nas amostras tratadas com tetraciclina 

indicando que o tratamento com antibiótico possivelmente eliminou as bactérias do 

inseto (Fig. 9B, canaleta 7) 

 

 

                       

 

Figura 9 - (A) eletroforese em gel de agarose do DNA genômico de bactérias e Anopheles 

gambie. 1, padrão de peso molecular 1Kb; 2, E. coli; 3, X. fastidiosa; 4, Xanthomonas sp; 5, 

Silicibacter sp; 6, Anopheles gambie não tratado com antibiótico; 7, Anopheles gambie s 

tratado com tetraciclina por varias gerações. (B) amplificações com primers 16S bacteriano 

das amostras apresentadas em (A). 

 

     1       2      3      4      5       6       7      1      2      3      4     5     6     7 
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As amplificações utilizando DNA genômico de A. gambie como molde foram 

realizadas na Universidade da Califórnia, San Diego, já que não temos acesso a essa 

espécie no Brasil. DNA genômico dos insetos não tratados e tratados por 3 gerações 

com tetraciclina foram utilizados para amplificação com primers específicos dos genes 

que codificam as enzimas da via do ácido aspártico identificados. Foi possível 

identificar bandas com tamanhos similares ao esperado para os genes de que 

codificam as enzimas AK, ASDH, DHDPS, DHDPR e DAPD (Fig 10). O 

sequenciamento desses amplificados confirmaram a identidade dos sequências 

obtidas nos bancos de dados com exceção de AK e DAPD que apresentaram 

sequência diferente, porém ainda com alta identidade na comparação com as 

identificadas neste trabalho.  

 
 
 

Figura 10 – Eletroforese em gel de agarose com dos fragmentos amplificados dos genes que 

codificam enzimas da via do aspartato em Anopheles gambie tratado com tetraciclina. 1, 

padrão de peso molecular 100pb; 2, AK; 3, ASDH; 4, DHDPS; 5, DHDPR; 6, DAPD. 
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Em Aedes aegypti a maioria das amplificações com primers específicos das 

enzimas AK, ASDH, DHDPS, DHDPR, DAPE e DAPD a partir do DNA genômico não 

tratado e tratado com antibiótico, não produziram fragmentos amplificados. Somente 

para a enzima DHDPS foi possível observar um amplicon de ~1Kb nas duas amostras 

(Fig. 11, canaletas 3 e 4). Isso possivelmente deve-se ao fato de que as a maioria das 

sequências encontradas nos bancos de dados são cópias únicas (singletons), o que 

leva a grande imprecisão na determinação da real sequência do gene e dificuldade de 

desenhar os primers corretamente. 

 

 

         

 

 

Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos amplificados do gene que codifica 

a enzima DHDPS de Aedes aegypti. 1 e 2, padrões de peso molecular 1kb e 1 kb plus; 3, 

Aedes não tratado com tetraciclina; 4, Aedes tratado com tetraciclina por várias gerações. 

 

 

 

 

 

1 2 3 4 
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Discussão 

A genômica e a bioinformática foram utilizadas na tentativa de se identificar e 

caracterizar nos insetos A. gambie e A. aegypti sequências de genes que codificam 

enzimas potencialmente homólogas a enzimas de bactérias envolvidas na síntese de 

lisina pela via do ácido aspártico. 

Foram realizadas buscas utilizando-se como “iscas” as sequências de 

aminoácidos das enzimas da via do ácido aspártico encontradas em A. thaliana e E. 

coli. As buscas utilizaram basicamente as ferramentas de BLAST onde a sequências 

“iscas” foram confrontadas com sequências genômicas e ESTs dos dois insetos. Em 

alguns casos foram feitas buscas escalonadas, pois nem sempre buscas com nossas 

iscas traziam como resultado relevante insetos, mas sim outros organismos como 

protozoários e a partir desses com novas buscas era possível encontrar as sequências 

pretendidas. Essa estratégia, bem descrita por Kasahara e Kato em 2003, é muito 

eficaz, principalmente quando se tem sequências com alta divergência ou de 

tamanhos muito distintos.  

Sequências que apresentam similaridade superior a 30% ou e-value < e-10 têm 

sido consideradas como potenciais a homólogas apesar de valores inferiores de corte 

serem utilizados em diversos casos (Reese et al., 2000). Tomando-se esse fato como 

premissa, todas as sequências provenientes das buscas utilizando tBLASTn com 

valores iguais ou superiores aos valores de corte acima, foram consideradas como 

potencialmente homólogas das sequências “iscas” (Tabela 2).  Essas sequências 

foram analisadas uma a uma em busca de domínios conservados como sugerido por 

(Marchler-Bauer et al., 2009). Analisando os domínios das sequências de insetos 

selecionadas (Tabela 2) observamos similaridade superior a 90% quando comparados 

com domínios conservados depositados no pfam e cdd para todos os domínios, 

indicando mais uma vez tratarem-se de proteínas homólogas.  

Os alinhamentos das sequências das enzimas da via do ácido aspártico 

encontradas nos insetos com aquelas de plantas e bactérias (Fig. 3-8) observa-se que 

de fato não somente as proteínas apresentam alta similaridade em aminoácidos entre 



36 

 

elas como também esses aminoácidos estão organizados em blocos conservados. 

Esses dados também foram confirmados pela predição estrutural de proteínas (dado 

não apresentado).  

Uma vez confirmada à anotação in silico das sequências de aminoácidos a 

pergunta que surge é como esses genes estão organizados e qual sua origem? A 

tentativa de posicionamento das sequências encontradas no genoma dos respectivos 

insetos genoma foi dificultada pelo baixo número de sequências existentes, que por 

sua vez não conseguiram formar contigs situados em posições determinadas no 

genoma. 

A grande questão a ser resolvida sob o ponto de vista da origem das sequências 

dos genes que codificam enzimas da via do ácido aspártico em insetos refere-se sobre 

uma possível contaminação com sequências bacterianas que sempre colocam em 

dúvida a montagem das sequências genômicas. Muitas dessas sequências foram 

excluídas dos bancos de dados dos genomas de insetos, pois os responsáveis pelo 

seqüenciamento desses genomas tiveram dúvida na montagem e desconfiaram da 

possibilidade de contaminação. Em geral, sequências quando perfazem contigs onde 

existe grande cobertura por vários “reads”, são considerados como pouco prováveis 

contaminantes. Outro fator que permite descartar a hipótese de contaminação 

bacteriana é a existência de EST oriundos de bibliotecas de cDNA produzidos a partir 

de mRNA, pois em eucariotos, estes possuem uma cauda poliA, que em bactérias só 

existe em alguns poucos genes (Dreyfus e Régnier, 2002). Outra característica típica 

de eucariotos que pode ser observada no gene DHDPR de A. gambie foi a existência 

de introns, sugerindo que essa sequência não se trata de um contaminante bacteriano. 

Por sua vez, se as sequências dos genes que codificam as enzimas da via do ácido 

aspártico fossem oriundas de contaminação de DNA bacteriano, deveria ser possível 

encontrar por BLASTn  a sequência do gene da bactéria contaminante ou de algum 

grupo próximo no Genbank. Em nenhum dos casos citados neste trabalho foi possível 

encontrar sequências idênticas as bactérias presentes no GenBank. Além disso, 

nenhuma bactéria simbionte de insetos se posicionou entre os 5 melhores resultados 



37 

 

do tBLASTn. Assim, o conjunto de resultados apresentados neste trabalho sugere que 

as sequências dos genes que codificam enzimas da via do ácido aspártico 

encontradas em A. gambie e A. aegypti (Tabela 2) provavelmente não são oriundas de 

contaminações a partir de DNA bacterianos presentes nas amostras de DNA extraídos 

dos insetos e utilizadas no seqüenciamento genômico. Porém não é possível descartar 

por completo essa hipótese sem a realização de experimentos adicionais.  

Assumindo que as sequências dos genes que codificam enzimas da via do ácido 

aspártico em insetos não são oriundas de contaminações com DNA bacteriano, esses 

genes deveriam ter características de genes de eucariotos tais como, presença de 

introns, percentual de GC mais baixo e maior similaridade com genes de grupos 

filogenéticamente mais próximos, nesse caso com as plantas. Na realidade o que 

observamos é exatamente o oposto. Apesar da existência de introns no gene DHDPR 

(Tabela 3), seu conteúdo GC dos genes em geral é alto e as análises filogenéticas 

para todas as sequências encontradas em insetos mostram invariavelmente que elas 

são filogeneticamente mais próximas as sequências dos genes da via do ácido 

aspártico de bactérias do que de plantas (Fig. 3B-8B). As premissas acima nos levam 

a considerar algumas possibilidades. Levando-se em consideração que as sequências 

dos genes da via do ácido aspártico encontradas em insetos são mais similares as de 

bactérias, mas não são contaminantes, esses genes não podem ter sido herdados 

verticalmente e possuir origem monofilética, já que para isso plantas e insetos 

deveriam guardar maior similaridade de sequência do que insetos e bactérias, o que 

não se observa, pois ambos são eucariotos e compartilham um ancestral comum. 

Além disso, apesar de buscas exaustivas, não observamos a presença de sequências 

de genes que codificam enzimas da via do ácido aspártico em nenhum grupo 

relacionado a animais a não ser nos insetos. Esses fatos permitem considerarmos a 

possibilidade de que as sequências encontradas em insetos podem ter origem num 

processo transferência gênica lateral entre bactérias, possivelmente simbiontes, e 

seus insetos hospedeiros. Essa possibilidade é bastante plausível uma vez que 

transferência gênica lateral de bactérias para insetos e outros eucariotos tem sido 

observado com certa freqüência (Kondo et al., 2002; Hotopp et al., 2007). A 
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transferência de material genético entre bactérias e insetos é facilitada devido à 

presença de endosimbiontes bacterianos que habitam as células gonadais (Moret et 

al., 2001). A transferência gênica lateral para eucariotos a partir de procariotos 

simbiontes é considerado mecanismo potencial de aquisição de genes e funções 

(Moret et al., 2001). Em Drosophila, por exemplo, foi encontrado o genoma quase que 

completo da bactéria Wolbachia integrado no genoma do inseto (Kondo et al., 2002).   

A existência de similaridade entre uma sequência “isca” e as sequências 

genômicas de um dado organismo depositadas em bancos de dados, não podem ser 

consideradas suficiente para anotar um gene e tratá-lo como homólogos. 

Principalmente em casos de organismos que realizam simbiose com diversas 

bactérias.  Assim, é necessário a obtenção de dados experimentais que corroborem os 

dados de anotação in sílico. Em nosso estudo, para comprovar a existência das 

sequências de genes que codificam enzimas da via do ácido aspártico em insetos 

identificadas a partir de reads do genoma e de ESTs de A. gambie e A. aegypti, 

tratamos colônias desses insetos por várias gerações na presença de tetraciclina. Em 

A. gambie, foi possível amplificar por PCR utilizando primers específicos, 5 genes na 

amostras de DNA de insetos tratados com antibiótico (Fig. 10), onde não foi possível 

amplificar sequências de genes que codificam RNA ribossômico 16S nessas amostras 

sugerindo que elas não estavam contaminadas com DNA bacteriano (Fig. 9). Esses 

resultados sugerem que pelo menos A. gambie possui as sequências dos genes que 

codificam as enzimas da via do ácido aspártico, integradas no seu genoma. Os 

resultados obtidos para A. aegypti não foram conclusivos. Somente para o gene 

DHDPS foi possível amplificar um fragmento de tamanho esperado. Essa dificuldade 

em amplificar os genes de A. aegypti reside na imprecisão no momento de desenhar 

os primers pelo fato de existirem poucas sequências depositadas nos bancos de 

dados, que na sua maioria tratam-se de reads únicos.  
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Conclusão 

Foi possível demonstrar por analise computacional e experimentação a existência 

dos genes da via de síntese de lisina em Anopheles gambie. A funcionalidade da via 

ainda está sendo testada, mas dados de RNA mensageiro indicam que essa via deve 

estar ativa. O conjunto de dados de diferentes insetos dão robustez a hipótese. A 

análise das sequências desses genes indicam uma proximidade maior entre bactérias 

e insetos, sugerindo uma possível herança lateral desses genes, processo que já foi 

demonstrado anteriormente para outros genes (Kondo et al., 2002). Os dados de A. 

aegypti ainda são preliminares e necessita-se esperar que o projeto genoma esteja 

mais curado. 

 

 

Capítulo II – Presença da via da sacaropina em bactérias 

Introdução 

A via da sacaropina é utilizada em fungos para a síntese de lisina e em 

eucariotos superiores (Fig. 12) para a degradação de lisina (Zabriskie e Jackson, 2000; 

Arruda et al, 2000). Na direção da síntese em leveduras, o ácido α-amino adípico (AA) 

é transformado em amino adípico-semialdeido (AASA) pela atividade da enzima 

aminoadipato redutase (AAR). Em seguida o AASA é transformado em sacaropina 

(SAC) pela atividade da enzima sacaropina redutase (SR). Por ultimo a SAC é 

reduzida formando lisina (LIS) e ácido α-cetoglutárico (α-KG) pela enzima sacaropina 

desidrogenase (SDH) Na direção da degradação o primeiro passo da via é catalisado 

pela enzima lisina cetoglutarato redutase (LKR) que condensa lisina e α-cetoglutarato 

em sacaroppina. Em seguida a sacaropina é hidrolisada formando AASA e ácido 

glutâmico (GLU) pela enzima SDH (Fig. 12).  

A via de degradação de lisina em plantas começou a ser evidenciada pelos 

estudos da incorporação de lisina marcada com 14C em sementes em desenvolvimento 

de milho (Sodek e Wilson, 1970). Os autores verificaram que o 14C proveniente da 
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lisina era incorporado em ácido glutâmico e prolina e que havia também marcação 

significativa em ácido α-aminoadípico. Evidências da via da sacaropina para a 

degradação de lisina já haviam sido obtidas em humanos. Estudando doenças 

genéticas associadas ao metabolismo de amino ácidos, foi observado que pacientes 

com lisinúria apresentavam acumulo de lisina (Oyanagi et al., 1970) no plasma 

enquanto que pacientes com sacaropinúria apresentavam acúmulo de sacaropina 

(Carson et al. 1968). As enzimas envolvidas com essas doenças foram isoladas e 

caracterizadas primeiramente em modelos animais como sendo a lisina-cetoglutarato 

redutase (LKR) e a sacaropina desidrogenase (SDH) (Hutzler e Dancis, 1968; Hutzler 

e Dancis, 1970). Verificou-se em seguida que os pacientes com lisinúria e com 

sacaropiníuria apresentavam deficiência nas atividades da LKR e SDH, 

respectivamente (Dancis et al., 1969; Hutzler e Dancis, 1970). Mais adiante se 

verificou que em mamíferos a LKR e a SDH são atividades de um polipeptídeo 

bifuncional (Markovitz e Chuang, 1987). 

Em plantas a primeira evidência da atividade da LKR para a degradação de lisina 

foi observada em milho (Arruda  et al., 1982). Posteriormente a enzima foi purificada e 

caracterizada em milho e arroz (Brochetto-Braga et al., 1992; Gaziola et al., 1997; 

Gaziola et al., 1999). A LKR mostrou propriedades cinéticas similares à enzima de 

mamíferos (Brochetto-Braga et al., 1992). A LKR de plantas, assim como a de animais 

está associada a SDH num polipeptídio bifuncional (Gonçalves-Butruille et al., 1996) 

cujas atividades são reguladas diferencialmente por Ca+2, sais e osmólitos (Kemper et 

al., 1998). As atividades de LKR/SDH estão relacionadas com o metabolismo de 

aminoácidos durante o desenvolvimento das sementes em forte correlação com a taxa 

de síntese das proteínas de reserva (Arruda et al., 2000;  Lima et al., 2003). Existem 

evidências que em situações específicas formas monofuncionais da LKR ou SDH 

foram encontradas (Zhu et al., 2000; Tang et al., 2002).  

O papel da via da sacaropina no controle dos níveis de lisina em plantas tem sido 

evidenciado ao longo dos anos. Apesar das tentativas de se obter plantas com alto 

teor de lisina através da produção de mutantes contendo enzimas da via de síntese de 
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lisina pelo ácido aspártico menos sensíveis a retro inibição pela lisina (Azevedo et al., 

1990; Shaul e Galili, 1992; Heremans e Jacobs, 1997; Lee et al., 2001), ficou evidente 

que essa estratégia não era suficiente para manter alto os níveis de lisina. 

Experimentos com plantas transgênicas expressando as enzimas da via do ácido 

aspártico, AK e DHDPS de bactérias, que são naturalmente menos sensíveis a retro 

inibição pela lisina, revelou altas taxas de degradação da lisina pela via da sacaropina 

(Lee et al., 2001). Plantas transgênicas de milho transformadas com um gene da 

DHDPS bacteriana insensível a lisina, quando tiveram também a atividade da 

LKR/SDH reduzida por RNAi apresentaram altos níveis de acúmulo de lisina na 

semente (Huang et al., 2005; Frizzi et al., 2007; Reyes et al., 2009)  

Como citado, a degradação da lisina pela via da sacaropina tem os dois primeiros 

passos são catalisados pela LKR/SDH, uma proteína bifuncional contendo ambas as 

atividades (Arruda et al., 2000). Em plantas esses dois domínios enzimáticos são 

entremeados por um polipeptídio de cerca de 100 aminoácidos, conhecido como inter-

dominio (ID) (Kemper et al., 1999). A LKR/SDH é regulada por um complexo que 

envolve Ca2+, força iônica e osmólitos (Kemper et al., 1998). O gene que codifica a 

LKR/SDH é regulado transcricionalmente pelo fator de transcrição O2 (Kemper et al., 

1999), que regula o fluxo de carbono e nitrogênio na semente do milho (Wang e 

Larkins, 2001). 

A Degradação de lisina é fundamental para o desenvolvimento vegetal e animal. 

Há evidencias que produtos da degradação desse aminoácido possuem importante 

papel na regulação de outras vias além de participar na formação de glutamato 

neurotransmissor em cérebro de camundongos (Papes et al., 2001). A degradação da 

lisina pela via da sacaropina leva a formação de aminoadipato que pode então formar 

acetil CoA ou ácido pipecólico. Ácido pipecólico é um aminoácido não protéico que já 

foi relacionado a síndrome de Zellweger no sistema nervoso central (Peduto et al., 

2004), a desordens peroxissomais (Kerckaert et al., 2000) e a indução de apoptose em 

células neuronais (Matsumoto et al., 2003). Em plantas o excesso desse aminoácido 

funciona como um indicador do metabolismo anormal de proteínas e aminoácidos Palf 
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e Dezsi, 1968). Acredita-se que altos teores desse aminoácido estejam relacionados a 

altos teores de lisina livre e pode culminar no aumento de proteólise, o que pode ser 

uma barreira ao aumento de lisina em grãos (Moulin et al., 2006). Em plantas a 

degradação de lisina pela via da sacaropina também está associada à resposta a 

diversos tipos de stresses. Plantas submetidas a estresse osmótico apresentaram 

aumento da quantidade de mRNA da forma bifuncional do gene LKR/SDH e 

monofuncional SDH produzidos a partir do mesmo gene (Deleu et al., 1999).  

Os estudos da degradação de lisina pela via da sacaropina em diferentes 

organismos evidenciam alguns aspectos interessantes. Porque em plantas e animas a 

via é utilizada predominantemente para a degradação, enquanto que em fungos a via 

é utilizada para a síntese de lisina? Porque no polipeptídeo bifuncional de plantas 

existe um domínio (ID) intercalando os domínios de LKR e SDH que não existe nos 

animais? Existe algum outro organismo que utiliza a via da sacaropina para a 

degradação de lisina? 

O objetivo deste trabalho foi identificar a existência da via da sacaropina em 

bactérias. Para isso focamos as buscas nas enzimas LKR e SDH e comparamos as 

características das enzimas bacterianas com aquelas de plantas, animais e fungos.  

Os resultados são discutidos no contexto da evolução dessa via nos diferentes 

organismos e do possível contribuição das enzimas bacterianas na evolução das 

enzimas de plantas e animais. 
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Figura 12 - Via da sacaropina de degradação de lisina em plantas e animais. 1- lisina-

cetoglutarato redutase (LKR), (2) sacaropine desidrogenase (SDH), (3) aminoadípico 

semialdeído desidrogenase (AASDH), (4) aminoadipico aminotransferase (AAA), (5) -

aminoácido transaminase (Adaptado de Arruda et al., 2000). 

 

 

Resultados 

Identificação dos genes que codificam a LKR e a SDH em bactérias 

As sequências de aminoácidos das enzimas LKR e SDH de Arabdopsis thaliana 

e Mus musculus foram utilizadas como “iscas” para investigar a existência de 

sequências homólogas em bactérias. Sabe-se que tanto em plantas como em animais 

as atividades enzimáticas da LKR e da SDH encontram-se em um único polipeptídio 
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bifuncional (Kemper et al., 1998). Cada um dos dois domínios pôde ser identificado 

pelo alinhamento com a sequência de aminoácidos da LKR e da SDH de levedura 

(Fig. 13). Em Saccharomyces cereviseae a LKR e a SDH são codificadas pelos genes 

lys1 e lys9, respectivamente, que estão localizados em cromossomos diferentes 

(Bhattacharjee, 1985). Quando comparamos as sequências da LKR/SDH entre 

plantas, levedura e camundongo (Fig.13A, B), fica claramente evidenciada uma região, 

de aproximadamente 100 aminoácidos, encontrada exclusivamente em plantas, 

intercalando os domínios LKR e SDH (Kemper et al., 1999). Existe indicações que 

essa sequência, denominada de inter-domínio (ID), exerça algum papel regulatório 

exclusivo de plantas (Kemper et al., 1998). As sequências de aminoácidos da LKR, do 

ID e da SDH foram utilizadas em buscas para identificar sequências ortólogas em 

genomas bacterianos disponíveis no GenBank. 

 

A 
 
S.cerevisiae (LYS1)   1 ------------------------------------------------MAAVTLHLRAETKPLEARAALTPTTVKKLIAK 
C.albicans   (LYS1)   1 ----------------------------------------------MSKSPVILHLRAETKPLEARAALTPSTTKQLLDA 

Z.mays                1 -----------------------------------MGSAATEGNDTLLGNGVVGILAETCNMWERRAPLTPSHCARLLLG 
A.thaliana            1 ------------------------------------MNSNGHEEEKKLGNGVVGILAETVNKWERRTPLTPSHCARLLHG 
O.sativaI             1 MGASEVRSWGPLGHLSPRSGPSGDSMKNQRFCFVNHVGKIVLNSDTLLGNGVVGILAETANMWERRAPLTPSHCARLLLG 

C.elegans             1 --------------------MRLPHTAGGMMRQISQRFQSSKVFHGK-GTPTIGIRRETVNSWERRAPLAPTHVKRLTKS 
M.musculus            1 ------------------------MLRAQRP-R--LARLRACLSRGLHHKPVMALRREDVNAWERRAPLAPKHIKGITKL 
H.sapiens             1 ------------------------MLQVHRT-G--LGRLGVSLSKGLHHKAVLAVRREDVNAWERRAPLAPKHIKGITNL 

S.cerevisiae (LYS9)   1 -------------------------------------------------------------------------------- 
C.albicans   (LYS9)   1 -------------------------------------------------------------------------------- 
 

S.cerevisiae (LYS1)  33 GF-------KIYVEDSPQSTFNINEYRQAGAIIVPAGSWKTAPRDRIIIGLKEMPETDTFPLVHEHIQFAHCYKDQAGWQ 
C.albicans   (LYS1)  35 GF-------EIYVEESSQSTFDIKEYEAVGAKIVPEGSWKTAPKERIIFGLKELPENETFPLIHEHIQFAHCYKDQAGWQ 
Z.mays               46 GGKNGPRVNRIIVQPSTRRIHHDAQYEDAGCEISEDLS-----ECGLIIGIKQPKLQMILSDRAYAF-FSHTHKAQKENM 

A.thaliana           45 GKDR-TGISRIVVQPSAKRIHHDALYEDVGCEISDDLS-----DCGLILGIKQPELEMILPERAYAF-FSHTHKAQKENM 
O.sativaI            81 GGKRGTGVNRIIVQPSTKRIHHDAQYEDVGCEISKDLS-----ECGLIIGIKQPKLEMILPHRAYGF-FSHTHKAQKENM 
C.elegans            60 GV-------NVLIQPSNRRAYPIQDYISAGAIVREDLS-----EAHIIMSVKSVPIDQLIPNKTYAF-FSHTIKAQQDNM 

M.musculus           54 GY-------KVLIQPSNRRAIHDKEYVRAGGILQEDIT-----EACLILGVKRPPEEKLMSKKTYAF-FSHTIKAQEANM 
H.sapiens            54 GY-------KVLIQPSNRRAIHDKDYVKAGGILQEDIS-----EACLILGVKRPPEEKLMSRKTYAF-FSHTIKAQEANM 
S.cerevisiae (LYS9)   1 -------------------------------------------------------------------------------- 

C.albicans   (LYS9)   1 -------------------------------------------------------------------------------- 
 
S.cerevisiae (LYS1) 106 NVLMRFIKGHGTLYDLEFLENDQGRRVAAFGFYAGFAGAALGVRDWAFKQT----HSDDE-----DLPAVSPYPNEKALV 

C.albicans   (LYS1) 108 DVLKRFPQGNGILYDLEFLENDQGRRVAAFGFYAGFAGAAIGVLDWSFKQLNGNTKGTKGEGEGGELPGVTPYPNENELI 
Z.mays              120 PLLDKILEERVSLFDYELIVGDDGKRSLAFGKFAGRAGLIDFLHGLGQRYLSLGYSTPFL-----SLGQSHMYPSLAAAK 
A.thaliana          118 PLLDKILSERVTLCDYELIVGDHGKRLLAFGKYAGRAGLVDFLHGLGQRKLILGYSTPFL-----SLGASYMYSSLAAAK 

O.sativaI           155 PLLDEILEKRVSLFDYELIAGDDGKRLLAFGKFAGRAGLIDFLHGLGQRYLSLGYSTPFL-----SLGQSHMYPSLAAAK 
C.elegans           127 EMLDTILQRNIRLLDYEKICDDKGKRLVMFGKWAGNAGFIDILHGIGLRLLALGHNTPFL-----HMGLAHNYNDSHMAI 
M.musculus          121 NLLDEVLKQEIRLIDYEKMVDHRGSRIVAFGQWAGVAGMINILHGMGLRLLALGHHTPFM-----HLGMAHNYRNSSQAV 

H.sapiens           121 GLLDEILKQEIRLIDYEKMVDHRGVRVVAFGQWAGVAGMINILHGMGLRLLALGHHTPFM-----HIGMAHNYRNSSQAV 
S.cerevisiae (LYS9)   1 -------------------------------------------------------------------------------- 
C.albicans   (LYS9)   1 -------------------------------------------------------------------------------- 

 
S.cerevisiae (LYS1) 177 KDVTKDYK--EALAT-GARKPTVLIIGALGRCGSGAIDLLHKVGIPDANILKWDIKETSR-------------------- 
C.albicans   (LYS1) 188 KDVKIELE--KALTKNGGQYPKCLVIGALGRCGSGAIDLFKKIGIPDDNIAKWDMAETAK-------------------- 

Z.mays              195 AAVIVVAEEIATFGLPSGICPIVFVFTGVGNVSQGAQEIFKLL--PHTFVDAEKLPEIFQARNLSKQSQ-STKRVFQLYG 
A.thaliana          193 AAVISVGEEIASQGLPLGICPLVFVFTGTGNVSLGAQEIFKLL--PHTFVEPSKLPELFVKDKGISQNGISTKRVYQVYG 
O.sativaI           230 AAVIAIGEEIATFGLPSGICPIVFVFTGTGNVSASTFLFVGMI-----------------ARSLSQHPQ-SSKRVFQLYG 

C.elegans           202 NALRDIGYEIALDRMPRSLGPLIFVFTGSGNVSQGARELFEHL--PHEYVDVATLPKVAQKGQLN-----------KVYG 
M.musculus          196 QAVRDAGYEISLGLMPKSIGPLTFVFTGTGNVSKGAQEVFNEL--PCEYVEPHELREVSKTGDLR-----------KVYG 
H.sapiens           196 QAVRDAGYEISLGLMPKSIGPLTFVFTGTGNVSKGAQAIFNEL--PCEYVEPHELKEVSQTGDLR-----------KVYG 

S.cerevisiae (LYS9)   1 -------------------------------------------------------------------------------- 
C.albicans   (LYS9)   1 -------------------------------------------------------------------------------- 
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S.cerevisiae (LYS1) 234 -------------GGP-FDEI------------------PQADIFINCIYLSKPIAPFTNMEKLNNPN------------ 
C.albicans   (LYS1) 246 -------------GGP-FQEI------------------VDSDIFINCIYLSKPIPPFINKEILNNEN------------ 
Z.mays              272 CVVTSRDMVSHKDPTRQFDKGDYYAHPEHYTPVFHERIAPYASVIVNCMYWEKRFPPLLNMDQLQQLM------------ 

A.thaliana          271 CIITSQDMVEHKDPSKSFDKADYYAHPEHYNPVFHEKISPYTSVLVNCMYWEKRFPCLLSTKQLQDLT------------ 
O.sativaI           292 CVVSSRDMVTPKDPTRCFNKADYYAHPEHYKPVFHERIAPYASAIVNCMYWERRFPRLLSIDQLQQLM------------ 
C.elegans           269 CVVTRKDHFVPKHGGP-FDKKEFEQFPDRYTSKFATEIAPYASVIINGVYWDAQSPRLITIPDAKNLLTPVQRYDTP--G 

M.musculus          263 TVLSRHHHLVRKTDGV-YDPVEYEKYPERYTSRFNTDIAPYTTCLINGIYWEQNTPRLLTRQDAQSLLVPVKSSVVPVEG 
H.sapiens           263 TVLSRHHHLVRKTDAV-YDPAEYDKHPERYISRFNTDIAPYTTCLINGIYWEQNTPRLLTRQDAQSLLAPGKFSPAGVEG 
S.cerevisiae (LYS9)   1 -------------------------------------------------------------------------------- 

C.albicans   (LYS9)   1 -------------------------------------------------------------------------------- 
 
S.cerevisiae (LYS1) 270 -----RR---LRTVVDVSADTTNPHNPIPIYTVATVFN-----KPTVLVPTTA-GPKLSVISIDHLPSLLPREASEFFSH 

C.albicans   (LYS1) 282 -----RK---LTTIVDVSADTTNPHNPIPVYEIATVFN-----EPTVEVKLDK-GPKLSVCSIDHLPSLLPREASEFFAK 
Z.mays              340 -----ETGCPLVGVCDITCDIGGSIEFINKSTSIERPFFRYDPSKNSYHDDME-GAGVVCLAVDILPTEFSKEASQHFGN 
A.thaliana          339 -----KKGLPLVGICDITCDIGGSIEFVNRATLIDSPFFRFNPSNNSYYDDMD-GDGVLCMAVDILPTEFAKEASQHFGD 

O.sativaI           360 -----KNGCPLVGISDITCDIGGSIEFVNKSTSIERPFFRYDPCTNSCHDDME-GNGVICLAVDILPTEFSKEASQHFGD 
C.elegans           346 CPTLPHH---LIALCDISADPGGSVEFMRECTTIDKPFAIYDADFNTSSDSFDAASGCLVCSIDNMPAQMPIEATEQFGN 
M.musculus          342 CPELPHK---LVAICDISADTGGSIDFMTECTTIERPFCMYDADQQIIHDSVE-GSGILMCSIDNLPAQLPIEATEYFGD 

H.sapiens           342 CPALPHK---LVAICDISADTGGSIEFMTECTTIEHPFCMYDADQHIIHDSVE-GSGILMCSIDNLPAQLPIEATECFGD 
S.cerevisiae (LYS9)   1 -------------------------------------------------------------------------------- 
C.albicans   (LYS9)   1 -------------------------------------------------------------------------------- 

 
S.cerevisiae (LYS1) 336 DLLPSLELLPQRKTAPVWVRAKKLFDRHCARVKRSSRL------------------------------------------ 
C.albicans   (LYS1) 348 DLMPSLLELPNRDTSPVWVRAKQLFDKHVARLDKE--------------------------------------------- 

Z.mays              414 ILSRLVASLASVKQP-----AELPSYLRRACIAHAGRLTPLYEYIPRMRNTMIDLAPAKTNPLPD---KKYSTLVSLSGH 
A.thaliana          413 ILSGFVGSLASMTEI-----SDLPAHLKRACISYRGELTSLYEYIPRMRKSNPEEAQDNIIANGVSSQRTFNILVSLSGH 
O.sativaI           434 ILSKFVARLASAKEL-----LELPSHLRKACIAHAGRLTSLYEYIPRMRKTIIELPPAPTNLLPD---KKYNSLVSLSGH 

C.elegans           423 LLYPWLWDLLNTSNDQHFDRLQCRTEIKNAIITDQGKLTPNFEYIAQLRKDKAASASANS-------------------- 
M.musculus          418 MLYPYVEEMLLSDASQPLESQNFSPVVRDAVITSNGLLTDKYKYIQKLRESRERI------------------------- 
H.sapiens           418 MLYPYVEEMILSDATQPLESQNFSPVVRDAVITSNGTLPDKYKYIQTLRESRERA------------------------- 

S.cerevisiae (LYS9)   1 -------------------------------------------------------------------------------- 
C.albicans   (LYS9)   1 -------------------------------------------------------------------------------- 
 

 
S.cerevisiae (LYS1)     -------------------------------------------------------------------------------- 
C.albicans   (LYS1)     -------------------------------------------------------------------------------- 

Z.mays              486 LFDKFLINEALDIIETAGGSFHLVRCEVGQSTDDMSYSELEVGADDTATLDKIIDSLTSLANEHGGDHDAGQEI-ELALK 
A.thaliana          488 LFDKFLINEALDMIEAAGGSFHLAKCELGQSADAESYSELEVGADDKRVLDQIIDSLTRLANPNEDYISPHREANKISLK 
O.sativaI           506 LFDKFLINEALDIIETAGGSFHLIRCDVGQSIDDMSYSELEVGADDTATLDKIIDSLTSLANAHG-DPNARREI-ELSLK 

C.elegans           483 -------------------------------------------------------------------------------- 
M.musculus          473 -------------------------------------------------------------------------------- 
H.sapiens           473 -------------------------------------------------------------------------------- 

S.cerevisiae (LYS9)   1 -------------------------------------------------------------------------------- 
C.albicans   (LYS9)   1 -------------------------------------------------------------------------------- 
 

S.cerevisiae (LYS1)     -------------------------------------------------------------------------------- 
C.albicans   (LYS1)     -------------------------------------------------------------------------------- 
Z.mays              565 IGKVNEYETDVT----IDKGPKILILGAGRVCRPAAEFLASYPDICT-------YGVDDHDADQIHVIVASLYQKDAEET 

A.thaliana          568 IGKVQQENEIKE-KPEMTKKSGVLILGAGRVCRPAADFLASVRTISSQQWYKTYFGADSEEKTDVHVIVASLYLKDAKET 
O.sativaI           584 IGKVNECGTDDS--MAK-EGSKVLILGAGRVCRPAAEFLASYSNIFS-------SSAYDHDIDQIHVIVASLYQKDAEET 
C.elegans           483 ------------RVMGGTTDKRVLLLGAGMVSGPFADFYSKQKDVNL-------TVATESQRDGQRLCTS---------- 

M.musculus          473 ------------QFLSMSTKKKVLVLGSGYVSGPVLEYLSRDNNIEI-------TLGSDMTNQMQQLSKK---------- 
H.sapiens           473 ------------QSLSMGTRRKVLVLGSGYISEPVLEYLSRDGNIEI-------TVGSDMKNQIEQLGKK---------- 
S.cerevisiae (LYS9)   1 ------------------MGKNVLLLGSGFVAQPVIDTLAANDDINV-------TVACRTLANAQALAKP---------- 

C.albicans   (LYS9)   1 ------------------MVKKVLLLGSGFVAKPTVDILSEQPDIEV-------TVACRTLSKAKELAG----------- 
 
S.cerevisiae (LYS1)     -------------------------------------------------------------------------------- 

C.albicans   (LYS1)     -------------------------------------------------------------------------------- 
Z.mays              635 VDGIE-N-TTATQLDVA-DIGSLSDLVSQVEVVISLLPASFHAAIAGVCIELKKHMVTASYVDESMSNLSQAAKDAGVTI 
A.thaliana          647 VEGIS-D-VEAVRLDVS-DSESLLKYVSQVDVVLSLLPASCHAVVAKTCIELKKHLVTASYVDDETSMLHEKAKSAGITI 

O.sativaI           654 IDGIR-N-ATAAQLDVA-DIKNLSNLVS----------------------QMKKHLVTASYVDESMSKLEQSAEGAGVTI 
C.elegans           534 ----P-N-IQSVVVDIARESHTMERLIREHDLVVSLLPFNFHPLVAKMCISNQRDMVTSSYVSPELEALDKAAKDADVTI 
M.musculus          524 ----Y-N-INPVSLTVGKQEAKLQSLVESQDLVISLLPYVLHPVVAKACIESRVNMVTASYITPAMKELEKSVDDAGITV 

H.sapiens           524 ----Y-N-INPVSMDICKQEEKLGFLVAKQDLVISLLPYVLHPLVAKACITNKVNMVTASYITPALKELEKSVEDAGITI 
S.cerevisiae (LYS9)  46 ----S-G-SKAISLDVT-DDSALDKVLADNDVVISLIPYTFHPNVVKSAIRTKTDVVTSSYISPALRELEPEIVKAGITV 
C.albicans   (LYS9)  45 ----D-K-AQAISLDVT-DAAQLDEQVAKHDLVISLIPYTFHVNVVKSAIKNKKNVVTTSYINPQLKALEKEIEEAGITV 

 
S.cerevisiae (LYS1)     -------------------------------------------------------------------------------- 
C.albicans   (LYS1)     -------------------------------------------------------------------------------- 

Z.mays              712 LCEMGLDPGIDHLMSMKMIDEAHARKGKIKAFTSYCGGLPSPAAANNPLAYKFSWNPAGALRSGKNPAVYKFLGETIHVD 
A.thaliana          724 LGEMGLDPGIDHMMAMKMINDAHIKKGKVKSFTSYCGGLPSPAAANNPLAYKFSWNPAGAIRAGQNPAKYKSNGDIIHVD 
O.sativaI           709 LCEMGLDPGIDHMMSMKMIDEAHSRKGKIKSFTSFCGGLPSPASANNPLAYKFSWSPAGAIRAGRNPAVYKFHGEIIHVD 

C.elegans           608 MNEAGLDPGIDHMLAMECFDDIKEHGGRITSFESFCGGLPAPEWSDNPLRYKFSWSPKGVLTALMNPAKYLKNGKIVEVP 
M.musculus          598 IGELGLDPGLDHMLAMETIDTAKELGATVESYVSYCGGLPAPEHSDNPLRYKFSWSPVGVLMNIMQPASYLLNGKVVNVT 
H.sapiens           598 IGELGLDPGLDHMLAMETIDKAKEVGATIESYISYCGGLPAPEHSNNPLRYKFSWSPVGVLMNVMQSATYLLDGKVVNVA 

S.cerevisiae (LYS9) 119 MNEIGLDPGIDHLYAVKTIDEVHRAGGKLKSFLSYCGGLPAPEDSDNPLGYKFSWSSRGVLLALRNSAKYWKDGKIETVS 
C.albicans   (LYS9) 118 MNEIGLDPGIDHLYAVKTIEEVHKAGGKIVSFLSYCGGLPAPENSDNPLGYKFSWSSRGVLLALRNQAKYWLDGKVIDIS 
 

S.cerevisiae (LYS1)     -------------------------------------------------------------------------------- 
C.albicans   (LYS1)     -------------------------------------------------------------------------------- 
Z.mays              792 GH-NLYESAKRLRLRELPAFALEHLPNRNSLIYGDLYGISKEASTIYRATLRYEGFSEIMVTLSKTGFFDAANHPLLQDT 

A.thaliana          804 GK-NLYDSAARFRVPNLPAFALECFPNRDSLVYGEHYGIESEATTIFRGTLRYEGFSMIMATLSKLGFFDSEANQVLSTG 
O.sativaI           789 G------------------------------------------------------FSEIMATFAKIGFFDAASHPLLQQT 
C.elegans           688 SG-SVVDNLIDIDF--MPGLNLIGFPNRDSTKYSDVYGLGNDCKTIIRGTLRYQGFVDTVKALHSVGLLSGDNIDSFTSN 

M.musculus          678 GGVSFLNSVTPMDY--FPGLNLEGYPNRDSIKYAEIYGI-SSAHTLLRGTLRYKGYSKALNGFVKLGLINREAYPALRPE 
H.sapiens           678 GGISFLDAVTSMDF--FPGLNLEGYPNRDSTKYAEIYGI-SSAHTLLRGTLRYKGYMKALNGFVKLGLINREALPAFRPE 
S.cerevisiae (LYS9) 199 SE-DLMATAKPYFI--YPGYAFVCYPNRDSTLFKDLYHI-PEAETVIRGTLRYQGFPEFVKALVDMGMLKDDANEIFSKP 

C.albicans   (LYS9) 198 SE-DLMASAKPYFI--YPGYALVCYPNRDSTTYKELYNI-PEAQTVIRGTLRFQGFPEFIKVFVDLGFLKDEPMEIFSKP 



46 

 

 
S.cerevisiae (LYS1)     --------------------------------------------------------------------------------  
C.albicans   (LYS1)     --------------------------------------------------------------------------------  

Z.mays              871 SRP--TYKGFLDELLNNISTINTDLDIE--ASGGYDDDLIARLLKLGCCKNKEIAVKTVKTIKFLGLHEETQIPKGCSSP 
A.thaliana          883 KRI--TFGALLSNILNKDADNESEPLA-------GEEEISKRIIKLGH--SKETAAKAAKTIVFLGFNEEREVPSLCKSV 
O.sativaI           815 TRP--TYRDFLVELFNACNISTTARKEYSEVSGGQDGELISRLLSFGHCKDKEIAAKTVKTIKFLGLYEETQIPENCSSA 

C.elegans           765 IGPDLTWKELIASL------------SN--QKLDIFPDSLRHII----EEKVGGKG--LSALENLGLFS-DKVVDRHGTP 
M.musculus          755 ANP-LTWKQLLCDL------------VG--ISRSSPCEKLKEVV----FTKLGGDNTQLEAAEWLGLLG-DEQVPQAESI 
H.sapiens           755 ANP-LTWKQLLCDL------------VG--ISPSSEHDVLKEAV----LKKLGGDNTQLEAAEWLGLLG-DEQVPQAESI 

S.cerevisiae (LYS9) 275 IA----WNEALKQY------------LG--AKSTSKEDLIASIDSKATWKDDEDRERILSGFAWLGLFS-DAKITPRGNA 
C.albicans   (LYS9) 274 GP----WNKALAEL------------VG--AKSSSEQDIIDKINQLTKFKSPEDQERILAGFRWLGLFS-ENQITPRGNP 
 

S.cerevisiae (LYS1)     -------------------------------------------------------------------------------- 
C.albicans   (LYS1)     -------------------------------------------------------------------------------- 
Z.mays              947 FDVICQRMEQRMAYGHNEQDMVLLHHEVEVEYPDGQPAEKHQATLLEFGKVENGRSTTAMALTVGIPAAIGALLLLKNKV 

A.thaliana          952 FDATCYLMEEKLAYSGNEQDMVLLHHEVEVEFLESKRIEKHTATLLEFGDIKNGQTTTAMAKTVGIPAAIGALLLIEDKI 
O.sativaI           893 FDVICQRMEQRMAYIHNEQDMVLLHHEVEVEYPDGRPTEKHQATLLEFGKVENGRPTTAMALTVGIPAAIGALLLLQNKI 
C.elegans           824 IDTLAQYLAKILAFKDHESDLVVLNHDIGAQLPGGNSERH-RISLVQYGNPNGF---SAMARTVGYTTAIVSHMVLNNEI 

M.musculus          815 VDAFSKHLVSKLSYGPEEKDMIVMRDSFGIRHPSGHLENK-TIDLVVYGDFNGF---SAMAKTVGLPTAMAAKMLLDGEI 
H.sapiens           815 LDALSKHLVMKLSYGPEEKDMIVMRDSFGIRHPSGHLEHK-TIDLVAYGDINGF---SAMAKTVGLPTAMAAKMLLDGEI 
S.cerevisiae (LYS9) 336 LDTLCARLEELMQYEDNERDMVVLQHKFGIEWADGTTETR-TSTLVDYGKVGGY---SSMAATVGYPVAIATKFVLDGTI 

C.albicans   (LYS9) 335 LDTLCATLEELMQYEKGERDLVILQHKFGIEWANGTKETR-TSTLVDYGDPNGY---SSMAKLVGVPCAVATKQILSGEL 
 
 

S.cerevisiae (LYS1)     ------------------------------------ 
C.albicans   (LYS1)     ------------------------------------ 
Z.mays             1027 QTKGVIRPLQPEIYVPALEILES-SGIKLVEKVET- 

A.thaliana         1032 KTRGVLRPLEAEVYLPALDILQA-YGIKLMEKAE-- 
O.sativaI           973 QKKGVIRPLEPEIYIPALEILES-SGIKLAERVET- 
C.elegans           900 QRAGIQRPILKEVYRPALKRLRDFGIVPTHTITPM- 

M.musculus          891 EAKGLMGPFTKEIYGPILERIKAEGIVFNTQSTIKL 
H.sapiens           891 GAKGLMGPFSKEIYGPILERIKAEGIIYTTQSTIKP 
S.cerevisiae (LYS9) 412 KGPGLLAPYSPEINDPIMKELKDKYGIYLKEKTVA- 

C.aAlbicans  (LYS9) 411 SKKGLLAPMSSDINDSIMKELKDKYDIYLVEKTI—- 

 

B 

467 484110Zea Mays

474 454H. sapiens

473 453M. musculus

A. thaliana 470 486110

Lisina Cetoglutarate Reductase (LKR) Saccharopina Desidrogenase (SDH)

LKR/SDH interdomínio

337 446S. cereviseae

382 444C. albicans

 

 

Figura 13 – (A) Alinhamento das sequências de aminoácidos das enzimas LKR e SDH de 

plantas, animais e leveduras. Realçado em azul estão as sequências de ~100 aminoácidos do 

ID que intercala os domínios LKR e SDH, existente exclusivamente em plantas.(B) 

Representação esquemática da estrutura dos genes em LKR/ID/SDH em leveduras, animas e 

plantas. 
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 Através dessa busca, foi possível identificar em diferentes grupos de bactérias 

proteínas com sequências de aminoácidos similares a LKR e a SDH. Destacaram-se 

nas buscas as bactérias dos grupos CFB e Proteobactérias pela alta identidade. 

Curiosamente, exclusivamente em uma das α-proteobactérias, a Silicibacter sp., 

existem duas cópias para cada um desses genes, em uma forma os genes e 

possivelmente os domínios enzimáticos da LKR e da SDH encontram-se justapostos 

no genoma sugerindo a possível formação de um peptídeo bifuncional como ocorre em 

animais e plantas. Na outra forma os genes estão separados no genoma. Não 

encontramos nesses grupos bacterianos sequências similares ao ID. 

Surpreendentemente, sequências similares ao ID foram encontradas em outros grupos 

bacterianos, principalmente com nas cianobactérias, intercalando domínios protéicos 

de natureza desconhecida. A Tabela 7 sumariza, através de duas espécies 

representantes, os grupos de organismos onde foram encontrados os diferentes 

domínios de LKR, ID e SDH. Os domínios LKR e SDH possuem alta similaridade entre 

plantas e animais com relação tamanho dos polipeptídios tomados pelo número de 

aminoácidos. Os domínios LKR e SDH em Silicibacter e Roseobacter são menores 

que os de animais e plantas. Em Gramella e Flavobacterium os dois domínios 

possuem numero de aminoácidos similares aos de plantas e animais.  
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Tabela 7 - Estrutura dos domínios enzimáticos da LKR/SDH em plantas, animais e 

bactérias. 

Organismo Estrutura da 
enzima 

LKR 
(aa) 

ID* 
(aa) 

SDH 
(aa) 

Domínio 
desconhecido 

(aa) 

Polipeptídio 
Completo 

(aa) 
H. sapiens Bifuncional 474 - 454 - 925 

M. musculus Bifuncional 473 - 453 - 924 

Z. mays Bifuncional 467 110 484 - 1059 

A. thaliana Bifuncional 470 111 486 - 1064 

Nostoc sp Desconhecida - 110 - 587 703 

Cianothece sp Desconhecida - 110 - 587 703 

Silicibater sp Bifuncional 350 - 380 - 730 

Silicibater sp Monofuncinal 355 - 390 - 745 

Roseobacter sp Monofuncional 349 - 380 - 729 

Gramella sp Monofuncional 402 - 457 - 859 
*O inter-domínio encontrado até o momento exclusivamente em plantas, intercalando os 
domínios de LKR e SDH, foi identificado neste trabalho em diversas bactérias. Porem em 
todos os casos o ID bacteriano foi encontrado intercalando domínios com baixíssima 
similaridade com os domínios LKR e SDH. 

 

Em Roseobacter, Gramella e Flavobacterium os genes que codificam os 

domínios LKR e SDH estão posicionados em locais distantes no genoma. Sequências 

altamente similares ao ID de plantas, com aproximadamente 100 aa, foram 

encontradas em cianobactérias. A princípio pensávamos que essas bactérias tinham a 

LKR/SDH numa estrutura polipeptídica semelhante à encontrada em plantas. Mas ao 

analisarmos mais detalhadamente os polipeptídios que flanqueavam o ID nessas 

bactérias, verificamos que estes guardavam baixíssima similaridade com as 

sequências de aminoácidos da LKR e da SDH de plantas, animais e leveduras e 

mesmo com os domínios encontrados nas α-proteobactérias (Fig. 14A). A Tabela 8 

mostra uma matriz de identidade entre as sequências de aminoácidos do alinhamento 

representado na Fig. 14A. Como pode ser visto a similaridade entre as sequências de 

aminoácidos dos domínios LKR e SDH de milho e Arabidopsis gira em torno de 60 a 

70%; entre plantas, animais e leveduras gira em torno de 30 a 40%; entre plantas, 

animais e α-proteobactérias gira em torno de 20 a 25% e entre qualquer um dos os 
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organismos e cianobactérias é menor que 10%. Isso indica uma grande divergência 

nas sequências de aminoácidos dos domínios que flanqueiam o ID de cianobactérias e 

aqueles de plantas. Já o domínio semelhante ao ID encontrado em cianobactérias 

mostra uma similaridade em torno de 30% com aquelas encontradas em plantas. A 

análise filogenética das sequências de aminoácidos da LKR e da SDH de plantas, 

animais, leveduras, α-proteobactérias e dos domínios que flaqueiam o ID de 

cianobactérias mostra claramente que esses domínios de cianobactérias posicionam-

se com um “out group”; as leveduras formam um grupo próximo as α-proteobactérias e 

as plantas agrupam-se próximo aos animais (Fig. 14 B e C). Mesmo com a baixíssima 

similaridade entre as sequências de aminoácidos dos domínios que flanqueiam o ID 

em cianobactérias com aquelas da LKR e SDH dos demais organismos, não podemos 

excluir por completo a possibilidade que estes retenham atividades enzimáticas 

semelhantes a LKR e SDH, apesar de testes de atividade terem apresentado resultado 

negativo. 

 

 

 A 

 Nostoc sp         1 ---------------------MTSRIRFLMCPPDHYDVDYVINPWMEGNIHKSS--------RDRAVEQWQGLHQILKQH 
 Anabaena sp       1 ---------------------MTSRIRFLMCPPDHYDVDYVINPWMEGNIHKSS--------RDRAVEQWQGLYQILKEH 
 Z_mays            1 --------MGSAATEGNDTLLGNGVVGILAETCNMWERRAPLTPSHCARLLLGGGKNGPRVNRIIVQPSTRRIHHDAQYE 
 A_thaliana        1 --------MNSNGHE-EEKKLGNGVVGILAETVNKWERRTPLTPSHCARLLHGG-KDRTGISRIVVQPSAKRIHHDALYE 
 M_musculus        1 MLRAQRPRLARLRACLSRGLHHKPVMALRREDVNAWERRAPLAPKHIKGITKLG-------YKVLIQPSNRRAIHDKEYV 
 H_sapiens         1 MLQVHRTGLGRLGVSLSKGLHHKAVLAVRREDVNAWERRAPLAPKHIKGITNLG-------YKVLIQPSNRRAIHDKDYV 
 S_cereviseae      1 ---------------------MAAVTLHLRAETKPLEARAALTPTTVKKLIAKG-------FKIYVEDSPQSTFNINEYR 
 C_albicans        1 -------------------MSKSPVILHLRAETKPLEARAALTPSTTKQLLDAG-------FEIYVEESSQSTFDIKEYE 
 Silicibacter sp   1 -----------------------MTHLWVRAEQRLNEDRVGLTPAGAKALLEAG-------IRVTVEESSSRAIPLQGYI 
 Roseobacter sp    1 -----------------------MTHIWVRSEARAHEERVGLTPQGAAKLLAAG-------YQVTVEESTQRSLPIADYA 
  
 Nostoc sp        52 AIVDLVSPQ-----KGWPDLVFTAN-----AGLVLGENVVLSRFLHKERQGEEPFFKEWFE-------------QNGYIV 
 Anabaena sp      52 AIVDLVTPQ-----KGWPDLVFTAN-----AGLVLGDNVVLSRFLHKERQGEEPYFKEWFE-------------NNGYTV 
 Z_mays           73 DAGCEISED-----LSECGLIIGIKQPKL-QMILSDRAYAFFSHTHKAQKENMPLLDKILEERVSLFDYELIVGDDGKRS 
 A_thaliana       71 DVGCEISDD-----LSDCGLILGIKQPEL-EMILPERAYAFFSHTHKAQKENMPLLDKILSERVTLCDYELIVGDHGKRL 
 M_musculus       74 RAGGILQED-----ITEACLILGVKRPPE-EKLMSKKTYAFFSHTIKAQEANMNLLDEVLKQEIRLIDYEKMVDHRGSRI 
 H_sapiens        74 KAGGILQED-----ISEACLILGVKRPPE-EKLMSRKTYAFFSHTIKAQEANMGLLDEILKQEIRLIDYEKMVDHRGVRV 
 S_cereviseae     53 QAGAIIVPAGSWKTAPRDRIIIGLKEMPETDTFPLVHEHIQFAHCYKDQAGWQNVLMRFIKGHGTLYDLEFLENDQGRRV 
 C_albicans       55 AVGAKIVPEGSWKTAPKERIIFGLKELPENETFPLIHEHIQFAHCYKDQAGWQDVLKRFPQGNGILYDLEFLENDQGRRV 
 Silicibacter sp  51 DAGCEIAPE-----APRDAIIFGLKELPD-DGTPLPHRHIMFGHAFKGQHSGKELLRRFREGGGTLYDLEYLVDPSGRRV 
 Roseobacter sp   51 AAGCDVTPE-----APDNAIIFGLKELPE-DGTPLRHRHIMFGHAYKGQPSGKVLLNRFKAGGGTLYDLEYLTEEDGRRV 
  
 Nostoc sp       109 NELPKDLPFEGAGDALLDREGRWLWAG---------YGFRSELDSHPYLAKWLDIEVLSLRLIDERFYHLDT---CFCPL 
 Anabaena sp     109 YELPKDLPFEGAGDALLDREGRWLWAG---------YGFRSELDSHPYLAKWLDIEVLSLRLIDERFYHLDT---CFCPL 
 Z_mays          147 LAFGKFAGRAGLIDFLHGLGQRYLSLG-------YSTPFLSLGQSHMYPSLAAAKAAVIVVAEEIATFGLPSGICPIVFV 
 A_thaliana      145 LAFGKYAGRAGLVDFLHGLGQRYLSLG-------YSTPFLSLGASYMYSSLAAAKAAVISVGEEIASQGLPLGICPLVFV 
 M_musculus      148 VAFGQWAGVAGMINILHGMGLRLLALG-------HHTPFMHLGMAHNYRNSSQAVQAVRDAGYEISLGLMPKSIGPLTFV 
 H_sapiens       148 VAFGQWAGVAGMINILHGMGLRLLALG-------HHTPFMHIGMAHNYRNSSQAVQAVRDAGYEISLGLMPKSIGPLTFV 
 S_cereviseae    133 AAFGFYAGFAGAALGVRDWAFKQT-------HS----DDEDLPAVSPYPNEKALVKDVTKDYKEALATGARK---PTVLI 
 C_albicans      135 AAFGFYAGFAGAAIGVLDWSFKQL--NGNTKGTKGEGEGGELPGVTPYPNENELIKDVKIELEKALTKNGGQ--YPKCLV 
 Silicibacter sp 125 AAFGYWAGYAGAAVTLKAWAAQQ--------------RGETCGPVGVYKNKDALLADLG---RELDATGADR---PKAIV 
 Roseobacter sp  125 AAFGYWAGYAGAAVSLMCWMAQQ--------------NGKVAGPVKAYPSANHLLMELQ---QDLMALGTDR---PTALI 
  
 Nostoc sp       177 ANGYLLYYPGAFDSYSNRLIEMR--------------------------------------------------------- 
 Anabaena sp     177 ANGYLLYYPGAFDSYSNRLIEMR--------------------------------------------------------- 
 Z_mays          220 FTGVGNVSQGAQEIFKLLPHTFVDAEKLPEIFQARN-LSKQSQSTKRVFQLYGCVVTSRDMVSHKDPTRQFDKGDYYAHP 
 A_thaliana      218 FTGTGNVSLGAQEIFKLLPHTFVEPSKLPELFVKDKGISQNGISTKRVYQVYGCIITSQDMVEHKDPSKSFDKADYYAHP 
 M_musculus      221 FTGTGNVSKGAQEVFNELPCEYVEPHELREVSKTGD-----------LRKVYGTVLSRHHHLVRKTDG-VYDPVEYEKYP 
 H_sapiens       221 FTGTGNVSKGAQAIFNELPCEYVEPHELKEVSQTGD-----------LRKVYGTVLSRHHHLVRKTDA-VYDPAEYDKHP 
 S_cereviseae    199 IGALGRCGSGAIDLLHKVGIPDANI------------------------------------------------LKWDIKE 
 C_albicans      211 IGALGRCGSGAIDLFKKIGIPDDNIA------------------------------------------------KWDMAE 
 Silicibacter sp 185 IGALGRVGTGAADLCEAMGVAVT---------------------------------------------------KWDMNE 
 Roseobacter sp  185 IGALGRVGTGAADLCQAMGVGTT---------------------------------------------------KWDMAE 
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 Nostoc sp       200 --VAPEKRIAIAEADAVNFACNTVNVDSIVIMN-KASDALKTR--------------------LADVGFQ---------- 
 Anabaena sp     200 --VAPEKRIAIAEADAVNFACNTVNVENIVIMN-KASNALKQS--------------------LEDVGFQ---------- 
 Z_mays          299 EHYTPVFHERIAPYASVIVNCMYWEKRFPPLLNMDQLQQLMETG--------------CPLVGVCDITCD---IGGSIEF 
 A_thaliana      298 EHYNPVFHEKISPYTSVLVNCMYWEKRFPCLLSTKQLQDLTKKG--------------LPLVGICDITCD---IGGSIEF 
 M_musculus      289 ERYTSRFNTDIAPYTTCLINGIYWEQNTPRLLTRQDAQSLLVPVKSSVVPVEGCPELPHKLVAICDISAD---TGGSIDF 
 H_sapiens       289 ERYISRFNTDIAPYTTCLINGIYWEQNTPRLLTRQDAQSLLAPGKFSPAGVEGCPALPHKLVAICDISAD---TGGSIEF 
 S_cereviseae    231 TSRGGPFDEIPQ--ADIFINCIYLSKPIAPFTN---MEKLNNPN--------------RRLRTVVDVSADTTNPHNPIPI 
 C_albicans      243 TAKGGPFQEIVD--SDIFINCIYLSKPIPPFIN---KEILNNENRK--------------LTTIVDVSADTTNPHNPIPV 
 Silicibacter sp 214 TA-GGPFPEILD--HDLFLNCIFARPGTPVFVP---KEALTAA-----------------LTAIGDVACD---PDSPVPV 
 Roseobacter sp  214 TA-GGPFPEVLA--HNIFLNCILARPGTPVFVP---ASAKVAP-----------------LSVIGDIACD---PDSPIKV 
  
 Nostoc sp       247 -----VLETPLTEFLKAG--------GAAKCLTLRVTEPVRDEIHAN--------------------------------- 
 Anabaena sp     247 -----VLETPLTEFLKAG--------GAAKCLTLRVTEPVRDEVHANVYVESRIIRI----------------------- 
 Z_mays          362 INKSTSIERPFFRYDPSKNSYHDDMEGAGVVCLAVDILPTEFSKEASQHFGNIL-------------------------- 
 A_thaliana      361 VNRATLIDSPFFRFNPSNNSYYDDMDGDGVLCMAVDILPTEFAKEASQHFGDIL-------------------------- 
 M_musculus      366 MTECTTIERPFCMYDADQQIIHDSVEGSGILMCSIDNLPAQLPIEATEYFGDML-------------------------- 
 H_sapiens       366 MTECTTIEHPFCMYDADQHIIHDSVEGSGILMCSIDNLPAQLPIEATECFGDML-------------------------- 
 S_cereviseae    292 YTVATVFNKPTVLVPTT--------AGPKLSVISIDHLPSLLPREASEFFSHDL-------------------------- 
 C_albicans      304 YEIATVFNEPTVEVKLD--------KGPKLSVCSIDHLPSLLPREASEFFAKDLMPSLLELPNRDTSPVWVRAKQLFDKH 
 Silicibacter sp 268 YSRATTWDAPVVRVAN----------DPVLDVMAIDNLPSMLPAESSEDYADQL-------------------------- 
 Roseobacter sp  268 YDRTTTWGAPALRVHD----------RPVLDVTAIDNLPSLLPAESSEDFAEQL--------------------------  
  
       Nostoc sp       281 SRIIRMEGHLLDAGLINRALDLIIDAGGSFQVLNF-NLGEQRQSTSAAEVRVSAP-SHEVMEEIISRLIDLGA----VDL 
 Anabaena sp     294 SRIIRIEGHLLDSGLINRALDMIVDTGGSFQVLNF-NLGEQRQSTSAAEVKVSAP-SHEVMEEIISQLIDLGA----VDL 
 A_thaliana      416 NILVSLSGHLFDKFLINEALDMIEAAGGSFHLAKC-ELGQSADAESYSELEVGAD-DKRVLDQIIDSLTRLANPNEDYIS 
 Z_mays          415 STLVSLSGHLFDKFLINEALDIIETAGGSFHLVRC-EVGQSTDDMSYSELEVGAD-DTATLDKIIDSLTSLAN---EHGG 
 M_musculus      420 -------------------------------------------------------------------------------- 
 H_sapiens       420 -------------------------------------------------------------------------------- 
 S_cerevisiae    338 -------------------------------------------------------------------------------- 
 C_albicans      376 -------------------------------------------------------------------------------- 
 Silicibacter sp 314 -------------------------------------------------------------------------------- 
 Roseobacter sp  314 -------------------------------------------------------------------------------- 
  
 Nostoc sp       375 PHDER-DAILEPVIQNG-----------------------------------------------APDDFYVSTIYPTEV 
 Anabaena sp     371 PQDER-DAKLEPVTQDGV----------------------------------------------APDDFYVSTIYPTEV 
 A_thaliana      496 PHREANKISLKIGKVQQ---P--KILILGAGRVCRPAAEFLASYPDICT-------YGVDDHDADQIHVIVASLYQKDA 
 Z_mays          492 DHDAGQEIELAL-KVT----SG--VLILGAGRVCRPAADFLASVRTISSQQWYKTYFGADSEEKTDVHVIVASLYLKDA 
 M_musculus      420 -------------------KKK--VLVLGSGYVSGPVLEYLS--------------------RDNNIEITLGSDMTNQM 
 H_sapiens       420 -------------------RRK--VLVLGSGYISEPVLEYLS--------------------RDGNIEITVGSDMKNQI 
 S_cerevisiae    338 ------------------MGKN--VLLLGSGFVAQPVIDTLA--------------------ANDDINVTVACRTLANA 
 C_albicans      376 ------------------MVKK--VLLLGSGFVAKPTVDILS--------------------EQPDIEVTVACRTLSKA 
 Silicibacter sp 314 ----------------------MTIHWCGTGLSAIPGLRRLLE---------------------AGHDVAVWNRTPEKA 
 Roseobacter sp  314 ----------------------MTIHWCGTGLSAIPGLRRLLK---------------------AGHDVAVWNRTTDKA 
  
 Nostoc sp       410 ITQTPSGLVARCKILRDLEVGERVIVDVLGIR----TIRKTESREQRSTQEFSFMSAGVSSERRVELVVEQVAWELRKIR 
 Anabaena sp     406 ISQTPNGLLARCKILRDLKAGEQVIVDVLGIR----TIRKTESREQRNTQEFSFMSGGVSSERRVELVVEQVAWELRKIR 
 Z_mays          556 IGSLSDLVSQVEVVISLLPASFHAAIAGVCIELKKHMVTASYVDESMSNLSQAAKDAGVTILCEMGLDPGIDHLMSMKMI 
 A_thaliana      562 SESLLKYVSQVDVVLSLLPASCHAVVAKTCIELKKHLVTASYVDDETSMLHEKAKSAGITILGEMGLDPGIDHMMAMKMI 
 M_musculus      478 EAKLQSLVESQDLVISLLPYVLHPVVAKACIESRVNMVTASYITPAMKELEKSVDDAGITVIGELGLDPGLDHMLAMETI 
 H_sapiens       478 EEKLGFLVAKQDLVISLLPYVLHPLVAKACITNKVNMVTASYITPALKELEKSVEDAGITIIGELGLDPGLDHMLAMETI 
 S_cerevisiae    390 DSALDKVLADNDVVISLIPYTFHPNVVKSAIRTKTDVVTSSYISPALRELEPEIVKAGITVMNEIGLDPGIDHLYAVKTI 
 C_albicans      430 AAQLDEQVAKHDLVISLIPYTFHVNVVKSAIKNKKNVVTTSYINPQLKALEKEIEEAGITVMNEIGLDPGIDHLYAVKTI 
 Silicibacter sp 366 IARLSELLSPADVVVSMLPGDWHVELAELAISKGAHFVSSSYISPEMRALDQKAKDAGVALVNEVGLDPGIDHLMAHALV 
 Roseobacter sp  366 INNLAELLSPADVIVSMLPGDWHVPLAELAISKGAHFVSSSYIAPEMRALDTKAKEAGVALVNEVGLDPGIDHLMAHAL 
  
 Nostoc sp       486 DAGGK----VVVTAGPVVIHTGGG----------EHLAQLVREGYVQALLG--------GNAIAVHDIEQNIMGTSLGVD 
 Anabaena sp     482 DAGGK----VVVTAGPVVIHTGGG----------EHLSRLIREGYVQALLG--------GNAIAVHDIEQNMMGTSLGVD 
 Z_mays          636 DEAHA----RKGKIKAFTSYCGGLPSPAAANNPLAYKFSWNPAGALRSGKN-PAVYKFLGETIHVDGHNLYESAKRLRLR 
 A_thaliana      642 NDAHI----KKGKVKSFTSYCGGLPSPAAANNPLAYKFSWNPAGAIRAGQN-PAKYKSNGDIIHVDGKNLYDSAARFRVP 
 M_musculus      558 DTAKE----LGATVESYVSYCGGLPAPEHSDNPLRYKFSWSPVGVLMNIMQ-PASYLLNGKVVNVTGGVSFLNSVTP-MD 
 H_sapiens       558 DKAKE----VGATIESYISYCGGLPAPEHSNNPLRYKFSWSPVGVLMNVMQ-SATYLLDGKVVNVAGGISFLDAVTS-MD 
 S_cerevisiae    470 DEVHR----AGGKLKSFLSYCGGLPAPEDSDNPLGYKFSWSSRGVLLALRN-SAKYWKDGKIETVSS-EDLMATAKP-YF 
 C_albicans      510 EEVHK----AGGKIVSFLSYCGGLPAPENSDNPLGYKFSWSSRGVLLALRN-QAKYWLDGKVIDISS-EDLMASAKP-YF 
 Silicibacter sp 446 AEYAESPAFDADNEISFLSYCGGIPKIP---NPFRYKFSWSPLGVLKALRSPSRSIR---DFEVLDVARPWDAISSYDAP 
 Roseobacter sp  446 DEYKASEAFDTANEVSFLSYCGGIPKTP---NPFRYKFSWSPLGVLKALRSPSKSIR---DFKEFDVARPWDAISSYEAP 
 
 Nostoc sp       544 MKRGVAVRGGHRHHLKVINSIRRYGS--IPKAVEAGAIKSGVMYECVH-------------------------------- 
 Anabaena sp     540 MKRGVAVRGGHRHHLKVINTIRRYGS--IAKGVEAGIIRSGVMYECVR-------------------------------- 
 Z_mays          711 ELPAFALEHLPNRNSLIYGDLYGISK--EASTIYRATLRYEGFSEIMVTLSKTGFFDAANHPLLQDTSRP-TYKGFLDEL 
 A_thaliana      717 NLPAFALECLPNRDSLVYGEHYGIES--EATTIFRGTLRYEGFSMIMATLSKLGFFDSEANQVLSTGKRI-----TFGAL 
 M_musculus      632 YFPGLNLEGYPNRDSIKYAEIYGIS---SAHTLLRGTLRYKGYSKALNGFVKLGLINREAYPALRPEANPLTWKQLLCDL 
 H_sapiens       632 FFPGLNLEGYPNRDSTKYAEIYGIS---SAHTLLRGTLRYKGYMKALNGFVKLGLINREALPAFRPEANPLTWKQLLCDL 
 S_cerevisiae    543 IYPGYAFVCYPNRDSTLFKDLYHIP---EAETVIRGTLRYQGFPEFVKALVDMGMLKDDANEIFS---KPIAWNEALKQY 
 C_albicans      583 IYPGYALVCYPNRDSTTYKELYNIP---EAQTVIRGTLRFQGFPEFIKVFVDLGFLKDEPMEIFS---KPGPWNKALAEL 
 Silicibacter sp 520 LATPETFEVYPNRDSLPFMEQYHFDKDWKVKTFVRGTLRLNGWTEAWADVFKE--------------------------- 
 Roseobacter sp  520 LSAPESFEVYPNRDSLPFMDQYEFGSDWNVKEFVRGTLRLNGWAEAWDGVFKE--------------------------- 
  

 
Nostoc sp       747 ----------------------------------------------------------------NNVPFVLAGSIRDDGP 

 Anabaena sp     743 ----------------------------------------------------------------NQVPFVLAGSIRDDGP 
 Z_mays         1015 LNN---ISTINTDLDIEASGGYDDDLIARLLKLGCCKNKEIAVKTVKTIKFLGLHEETQIPKGCSSPFDVICQRMEQRMA 
 A_thaliana     1020 LSN---ILNKDADNESEPLAG-EEEISKRIIKLGHS--KETAAKAAKTIVFLGFNEEREVPSLCKSVFDATCYLMEEKLA 
 M_musculus      924 VG-------------ISRSSPCEKLKEVVFTKLGGDN------TQLEAAEWLGLLGDEQVPQ-AESIVDAFSKHLVSKLS 
 H_sapiens       924 VG-------------ISPSSEHDVLKEAVLKKLGGDN------TQLEAAEWLGLLGDEQVPQ-AESILDALSKHLVMKLS 
 S_cerevisiae    829 LG----------AKSTSKEDLIASIDSKATWKDDEDRE-----RILSGFAWLGLFSDAKITP-RGNALDTLCARLEELMQ 
 C_albicans      868 VG----------AKSSSEQDIIDKINQLTKFKSPEDQE-----RILAGFRWLGLFSENQITP-RGNPLDTLCATLEELMQ 
 Silicibacter sp 758 -------------------------------------------------------VETLEGPEGDARLKEMSDQFWDENA 
 Roseobacter sp  758 -------------------------------------------------------VETLEGAAGDARLKEMSDQFWDENA 
  
 Nostoc sp       763 LPDTQMDLIQAQEQYAKHLEGAEMILMLSSMLHSIG-VGNMTPAGVKMVCVDINPAVVTKLSDRGSVESVGVVTDVG-LF 
 Anabaena sp     759 LPDTQMDLIKAQEEYAKHLEGAEMILMLSSMLHSIG-VGNMTPAGVKMVCVDINPAVVTKLSDRGSIESVGVVTDVG-LF 
 Z_mays         1092 YGHNEQDMVLLHHEVEVEYPDGQPAEKHQATLLEFGKVENGRSTTAMALTVGIPAAIGALLLLKNKVQTKGVIRPLQPEI 
 A_thaliana     1094 YSGNEQDMVLLHHEVEVEFLESKRIEKHTATLLEFGDIKNGQTTTAMAKTVGIPAAIGALLLIEDKIKTRGVLRPLEAEV 
 M_musculus      984 YGPEEKDMIVMRDSFGIRHPSG-HLENKTIDLVVYGDFNG---FSAMAKTVGLPTAMAAKMLLDGEIEAKGLMGPFTKEI 
 H_sapiens       984 YGPEEKDMIVMRDSFGIRHPSG-HLEHKTIDLVAYGDING---FSAMAKTVGLPTAMAAKMLLDGEIGAKGLMGPFSKEI 
 S_cerevisiae    893 YEDNERDMVVLQHKFGIEWADG-TTETRTSTLVDYGKVGG---YSSMATTVGYPVAIATKFVLDGTIKGPGLLAPYSPEI 
 C_albicans      932 YEKGERDLVILQHKFGIEWANG-TKETRTSTLVDYGDPNG---YSSMAKLVGVPCAVATKQILSGELSKKGLLAPMSSDI 
 Silicibacter sp 783 YDEGEPDRVVLCVDLKAEKDGQ-TKWHKTYVMDAWGDERG----SAMARLVSYPVSYAIEAAMNGKIAPGVSAAPSDPAL 
 Roseobacter sp  783 YDEGEPDRVVLCVDLKAEKDGA-AVWHKTYVMDAWGDERG----TAMARLVSYPVSFAIEAVMNSQIAPGVSAAPSNAAL 
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Figura 14 - (A), Alinhamento das sequências de aminoácidos dos polipeptídios que 

flanqueiam o ID de plantas e cianobactérias conjuntamente com as sequências de 

aminoácidos da LKR e SDH de animais, leveduras e α-proteobactérias. As sequências de 

aminoácidos do ID de plantas e cianobactérias estão evidenciadas em vermelho. (B), árvore 

filogenética das sequências da LKR de plantas, animais, α-proteobactérias, levedura e da 

correspondente em cianobactérias. (C) árvore filogenética das sequências da SDH de plantas, 

animais, α-proteobactérias, levedura e da correspondente em cianobactérias. 
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Tabela 8 - Matriz de similaridade entre as sequências da LKR, SDH e ID de plantas, 
animais, leveduras, cianobactérias e α-proteobactérias 

LKR 
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Nostoc sp 0,91 0,10 0,09 0,07 0,07 0,09 0,10 0,09 0,09 
Anabaena sp 0,91 0,09 0,08 0,07 0,07 0,09 0,10 0,09 0,10 
Z. mays 0,10 0,09 0,74 0,37 0,38 0,18 0,17 0,18 0,18 
A. thaliana 0,09 0,08 0,75 0,36 0,37 0,17 0,17 0,20 0,18 
M. musculus 0,07 0,07 0,37 0,36 0,90 0,19 0,17 0,18 0,18 
H. sapines  0,07 0,07 0,38 0,37 0,90 0,19 0,17 0,19 0,19 
S. cerevisiae 0,09 0,09 0,18 0,17 0,19 0,19 0,62 0,42 0,40 
C. albicans 0,10 0,10 0,17 0,17 0,17 0,17 0,62 0,38 0,37 
Silicibacter sp 0,09 0,09 0,18 0,19 0,18 0,19 0,42 0,38 0,69 
Roseobacter sp 0,09 0,10 0,18 0,17 0,18 0,19 0,40 0,37 0,69 
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Nostoc sp 0,93 0,08 0,08 0,07 0,08 0,10 0,10 0,08 0,10 
Anabaena sp 0,93 0,08 0,08 0,07 0,08 0,10 0,10 0,08 0,10 
Z.mays 0,08 0,08 0,60 0,30 0,31 0,30 0,29 0,21 0,20 
A.thaliana  0,08 0,09 0,60 0,30 0,30 0,30 0,30 0,21 0,21 
M.musculus 0,07 0,07 0,30 0,30 0,85 0,37 0,39 0,21 0,20 
H.sapiens 0,08 0,08 0,31 0,30 0,85 0,38 0,41 0,22 0,21 
S.cerevisiae 0,10 0,10 0,30 0,30 0,37 0,38 0,71 0,25 0,24 
C.albicans  0,10 0,10 0,29 0,30 0,39 0,41 0,71 0,25 0,24 
Silicibacter.sp 0,08 0,08 0,21 0,21 0,21 0,22 0,25 0,25 0,83 
Roseobacter.sp 0,10 0,10 0,20 0,21 0,20 0,21 0,24 0,24 0,83 
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Nostoc sp. 0,85 0,30 0,31 
Anabaena sp. 0,85 0,29 0,31 
Z.mays 0,30 0,29 0,63 
A.thaliana 0,31 0,31 0,63 
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Amplificação do gene LKR/SDH de Silicibacter pomeroyi. 

 

 Utilizando primers desenhados para os extremos do gene LKR e SDH foi possível 

amplificá-los a partir de DNA genômico de Silicibacter pomeroyi DSS-3. Quando 

utilizado os dois primers das porções 5’e 3’ de LKR em uma reação da PCR, 

observou-se, após aplicação do resultado da reação em gel de agarose 1%, uma 

banda única com peso aproximado de 1100pb que se aproxima dos 1050pb que é do 

tamanho da esperado para o gene segundo dados genômicos (Fig.15). Quando os 

primers para SDH foram utilizados observou-se a amplificação de um fragmento um 

pouco maior, porém ainda próximo ao padrão de 1100pb, dado que também está de 

acordo com os 1140pb esperados segundo dados genômicos. Por fim quando os 

primers 5’ de LKR e 3’de SDH foram combinados em uma reação, uma amplificação 

de um fragmento com peso pouco superior a 2000pb foi observado, indicando que 

esses genes estão justapostos no genoma de Silicibacter pomeroyi (Fig. 15) 

 
Figura 15 - Gel de agarose 1% do resultado da amplificação dos genes LKR e SDH em 

Silicibacter pomeroyi, utilizando diferentes combinações de primers. Na canaleta LKR/SDH, 

nota-se a soma do tamanho dos fragmentos presentes nas canaletas LKR e SDH quando se 

usa os primers de 5’  de LKR e  3’ de SDH em uma mesma reação. 
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Ensaio enzimático das de LKR e da SDH de Silicibacter pomeroyi 

 

 Foi possível observar as atividades de LKR e de SDH em extrato protéico bruto 

de Silicibacter sp.  A atividade da LKR é medida através da oxidação do NADPH 

dependente de lisina e a atividade da SDH pela redução de NAD+ dependente de 

sacaropina assim como descrito em (Kemper et al.,1998) . Tanto para LKR como para 

SDH, o consumo do substrato aumentou linearmente com o tempo, assim como com a 

quantidade de proteína adicionada ao ensaio (Fig. 16). Ensaios conduzidos com 

estrato protéico bruto de Nostoc sp não mostraram atividade de LKR nem de SDH. 

Também não foi possível detectar sinal na reação de western blot utilizando anticorpos 

anti LKR/SDH de milho em nenhuma das duas espécies.  

 

       

Figura 16 - Ensaio enzimático de LKR e SDH. (A) Oxidação de NADPH em função do 

tempo indicando atividade de LKR. (B) Redução de NAD+ em função do tempo 



55 

 

indicando atividade de SDH. (C) Oxidação de NADPH em função da massa de 

proteína aplicada. (D) Redução do NAD+ em função da massa de proteína aplicada. 

 

Discussão  

Os resultados obtidos nas buscas utilizando-se  tBLASTn com as sequências 

iscas de LKR, ID e SDH de plantas e animais retornaram hits com valores altos e 

possibilitaram identificar sequências possivelmente homólogas a LKR e SDH em 

várias bactérias. Os valores mais significativos apresentados foram observados nos 

grupos CFB e proteobactérias. Já o ID, foi encontrado principalmente em 

cianobactérias e não foi encontrado em CFB e proteobactérias. Embora o ID nas 

cianobactérias estejam intercalando sequências polipeptídicas, não foi possível 

identificá-las como sendo homólogas a LKR e SDH. Esses resultados podem ser 

claramente visualizados pelo alinhamento das sequências de aminoácidos mostrando 

alta similaridade em diversas regiões entre LKR/SDH das α-proteobactérias com 

plantas, animais e fungos, mas não com as cianobactérias, que apresentam 

similaridade somente com o ID de plantas. A comprovação da presença dos genes de 

LKR/SDH no genoma de Silicibacter sp foi obtida com a amplificação dos fragmentos 

correspondentes (Fig.15). A funcionalidade das enzimas LKR e SDH em Silicibacter sp 

foi demonstrada através da atividade das duas enzimas no sentido da degradação 

encontradas em extratos protéicos brutos da bactéria (Fig. 16). Por sua vez não foi 

possível observar atividade similar em Nostoc sp, sugerindo que os domínios que 

falqueiam o ID realmente não possuem atividade de LKR/SDH. 

Entre os possíveis homólogos a LKR/SDH encontrados em bactérias, o único que 

apresentou organização que poderia gerar um polipeptídio bifuncional como o de 

animais e plantas foi o encontrado em Silicibacter sp. (Fig. 15). Nessa bactéria, os 

genes que codificam a LKR e a SDH encontram-se em um operon que possui também 

outros dois genes; um que codifica a Glutationa-S-transferase e outro que codifica a 

Fosfogliceraldeído Mutase. Essas enzimas foram diversas vezes associadas ao 

controle de espécies reativas de oxigênio quando os organismos são submetidos a 

condições de estresse oxidativo (Leiers et al., 2003, Motshwene et al., 2003) . Isso nos 
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leva a supor que em Silicibacter a LKR/SDH também pode apresentar funções 

similares principalmente por que a bactéria habita todos os tipos de ambientes graças 

a sua grande capacidade de metabolizar compostos tóxicos (Moran et al., 2001). Essa 

comprovação reforçaria um novo conceito a respeito da via de degradação de lisina  

atuando também no combate ao estresse oxidativo como já sugerido por alguns 

autores (Battur et al., 2009; Deleu et al., 1999).   

A análise filogenética utilizando os alinhamentos das sequências de aminoácidos 

da LKR e SDH dos diversos organismos reforça a anotação das sequências 

encontradas em α-proteobactérias como prováveis ortólogos da LKR/SDH de plantas e 

animais. As matrizes de identidades (Tabela 5) das sequências de aminoácidos de 

LKR, ID e SDH dos diversos organismos analisados confirmam esses dados onde fica 

evidente que α-proteobactérias são mais similares a fungos seguido de animais e 

plantas, sugerindo uma origem única a partir de um ancestral comum que teria 

passado esses genes a todos eucariotos. Mas como teria surgido o ID presente 

somente em plantas e porque ele está presente em cianobactérias intercalando 

sequências de aminoácidos aparentemente não relacionadas a LKR e SDH? 

A análise filogenética da LKR/SDH de plantas, animais e bactérias e a 

organização desses genes de forma a gerar um peptídeo bifuncional, sugere que os 

genes que codificam essas enzimas em plantas, animais e fungos podem ter se 

originado em um ancestral do grupo das α-proteobactérias ao qual pertence a bactéria 

Silicibacter sp. Levando-se em consideração que Silicibacter sp  apresenta tanto os 

genes justapostos como uma segunda cópia desses separados no genoma, é possível 

que ambas as cópias tenham sido transferias para os eucariotos, porém, em fungos a 

“versão” dos genes separados foi mantida, enquanto nos demais eucariotos a “versão” 

bifuncional foi a que perseverou. Possivelmente isso esteja relacionado com a 

propriedade de os fungos utilizarem essas enzimas para síntese de lisina, enquanto 

animais e plantas as usam para degradação.   

Analisando as possíveis explicações evolutivas para como esse cenário 

genômico possa ter surgido chegamos a uma teoria para a herança desse genes que 

é explicada a seguir e diagramada na figura 17.  
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  Acredita-se atualmente que o surgimento da mitocôndria, presente somente nos 

eucariotos, tenha ocorrido a partir de uma endosimbiose gerada após a fagocitose de 

uma α-proteobactéria por uma célula eucariótica ancestral (Searcy, 2003). A esse 

processo seguiu-se uma série de adaptações de ambos organismos, sendo uma delas 

a transferência para o genoma nuclear ou perda de mais de 95% do genoma da 

bactéria fagocitada (Martin et al., 2002). Assim sendo, é esperado que, da mesma 

forma que a maioria do genoma, a LKR e SDH do endosimbionte tenha sido 

transferida para o genoma nuclear do eucarioto. Esse cenário está de acordo com os 

dados genômicos e filogenéticos obtidos para Silicibacter sp, animais e plantas 

apresentados nesse trabalho. 

Entretanto, como explicar a existência do ID encontrado intercalando os domínios 

LKR e SDH em plantas? Sabe-se que os cloroplastos sugiram por um fenômeno de 

endosimbiose semelhante ao do ocorrido com as mitocôndrias, porém posterior e 

envolvendo procariotos pertencentes ao grupo das cianobactérias (Wang et al., 1999).  

Sabe-se também que da mesma forma, ao longo da evolução, houve grande fluxo 

gênico do genoma cloroplasto para o genoma nuclear. Da mesma forma, é esperado 

que, como a maioria do genoma, o fragmento, hoje denominado ID, tenha sido 

transferido para o genoma nuclear do vegetal ancestral.  

Levando-se em conta o que foi dito, é possível que os genes que codificam a 

LKR e a SDH dos organismos superiores tenham se originado na aquisição da 

mitocôndria, a partir da α-proteobactérias fagocitada, nesse trabalho representada por 

Silicibacter sp. Posteriormente, na aquisição do cloroplasto, aqui representado pela 

Nostoc sp, o inter-domínio foi adquirido, explicando a presença desse fragmento 

exclusivamente nas plantas. Apesar de existir baixa similaridade entre os domínios 

que flanqueiam o ID com LKR/SDH, essa similaridade pode ter sido suficiente para 

favorecer que a inserção do ID tenha ocorrido entre esses domínios por recombinação. 

Esse cenário evolutivo explica a estrutura atual desses genes, porém, não é a única 

alternativa possível. O gene completo de cianobactérias pode ter sido o ancestral dos 

genes de eucariotos e o ID pode ter sido perdido por todos os organismos menos 
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plantas. Entretanto, essa hipótese é pouco provável já que os dados de similaridade 

indicam o oposto além de esse caminho evolutivo ser menos parcimonioso.   

 

A 

 

 

B 

 

Figura 17 - Diagrama explicativo da teoria criada para explicar a distribuição atual dos 

genes LKR/SDH e do inter-domínio (ID). A – primeiro passo evolutivo, onde um 
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eucarioto fagocitou uma α-proteobactéria e essa teve seus genes, inclusive LKR/SDH 

transferido para o genoma do eucarioto; B – Segundo passo evolutivo, onde o 

eucarioto já com a mitocôndria fagocitou uma cianobactéria e essa teve seu genes, 

inclusive o ID, transferidos para o genoma do vegetal primitivo. 

  

Conclusão 

O gene de degradação LKR/SDH está presente em vários grupos de bactérias e 

ativo em Silicibacter sp. A LKR/SDH mais próxima a de animais e plantas presente no 

gênero Silicibater, pertencente à classe das α-proteobactérias, que se acredita deram 

origem as mitocôndrias. Logo uma possível origem para esse gene é a transferência 

do genoma mitocondrial para o genoma dos organismos superiores. O inter-domínio 

só está presente em cianobactérias. A esse grupo é creditado à origem do cloroplasto 

e possivelmente essa foi à origem desse peptídeo presente somente em plantas. Há 

indicativos que LKR/SDH teve origem monofilética. 
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