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RESUMO 
Triterpenos são produtos naturais de plantas estruturalmente complexos com 
numerosas aplicações medicinais. Como exemplo, friedelina é um triterpeno 
pentacíclico com atividade gastroprotetora, enquanto que seus derivados 
quinonametídicos maitenina e pristimerina apresentam promissoras atividades anti-
inflamatória, antitumoral, antimicrobiana, antimalárica, espermicida e antioxidante. O 
único triterpeno pentacíclico cetônico formado diretamente na ciclização do 
oxidoesqualeno é a friedelina. Sua produção se dá a partir da enzima friedelina 
sintase, uma oxidoesqueleno ciclase que se difere das demais oxidoesqualeno 
ciclases por estabilizar a ciclização promovida pelo carbocátion formado no sítio 
catalítico produzindo uma cetona. As oxidoesqualeno ciclases têm o mesmo 
substrato, porém se diferenciam pela especificidade de seus produtos formados e, 
por isto, a análise da estrutura primária da friedelina sintase permite estudar sua 
especificidade pela produção de friedelina. Desta forma, o presente trabalho teve 
como objetivo realizar o estudo da especificidade da friedelina sintase clonada de 
Maytenus ilicifolia por meio de mutantes desta enzima. Por meio de análises de 
docking da molécula de friedelina no sítio ativo da enzima foram observados 
resíduos de aminoácidos cuja interação poderia se relacionar à produção singular de 
friedelina. Os mutantes destes resíduos foram então gerados por mutagênese sítio-
dirigida para avaliar tais interações de acordo com o produto formado 
heterologamente pelos mutantes expressos em Saccharomyces cerevisiae. Os 
resíduos estudados e gerados por mutação sítio-dirigida foram: F183L, C369A, 
W417H, D484E e W612F. Os produtos assim diferencialmente produzidos foram 
avaliados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). 
Assim, foi possível observar que os resíduos D484 e W417 são essenciais para a 
atividade da enzima, enquanto que os resíduos C369, W612 e F183 são importantes 
para a especificidade de produto, uma vez que a troca levou a produção de outros 
compostos terpênicos e/ou também a friedelina. Tais resultados permitiram avaliar 
resíduos importantes para a biossíntese de friedelina, contribuindo para o 
entendimento desta singular oxidoesqualeno ciclase. 
 
 
Palavras-chave: Maytenus ilicifolia. Triterpenos. Friedelina sintase. Análise in silico. 
Sistema heterólogo 
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ABSTRACT 
Triterpenes are natural plant products structurally complex with numerous medicinal 
applications. As an example, friedelin is a pentacyclic triterpene with gastroprotective 
activity whereas its quinone methide derivates maytenin and pristimerin present 
promising anti-inflammatory, antitumor, antimicrobial, antimalarial, spermicidal and 
antioxidant activities. Friedelin is the only pentacyclic ketone triterpene obtained 
directly from ciclization of oxidosqualene. Its production occurs from the enzyme 
friedelin synthase, an oxidosquelene cyclase, which differs from the other 
oxidosqualene cyclases by stabilizing the cyclization promoted by the carbocation 
formed at the catalytic site forming a ketone. The oxidosqualene cyclases have  the 
same substrate, but are differentiated by the specificity of their products formed and, 
therefore, the analysis of the primary structure of friedelin synthase allows to study its 
specificity by the production of friedelin. Thus, the present work aimed to study the 
specificity of the friedelin synthase cloned from Maytenus ilicifolia using mutants of 
the enzyme. Through the analysis of docking of the molecule friedelin in the active 
site of the enzyme, it was observed amino acids residues whose interation could be 
related to the unique production of friedelin. Mutants of these residues were 
generated by site-directed mutagenesis to evaluate such interactions according to 
the product formed heterologously by the mutants expressed in Saccharomyces 
cerevisiae.  Residues studied and generated by site-directed mutation were: F183L, 
C369A, W417H, D484E and W612F. The products thus differentially produced were 
evaluated by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) from the 
expression and production of the mutants using the heterologous S. cerevisiae 
system. Thus, the residues D484 and W417 are essential for enzyme activity, 
whereas residues C369, W612 and F183 are important for product specificity, since 
the exchange led to the production of other terpene compounds and / or also 
friedelin. These results allowed the evaluation of important residues for the 
biosynthesis of friedelin, contributing to the understanding of this unique 
oxidoesqualene cyclase. 
 
 
 
 
Keywords: Maytenus ilicifolia. Triterpenoids. Friedelin synthase. In silico analysis. 
Heterologous system 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Triterpenos 
Os triterpenos formam um dos grupos mais numerosos e diversificados de 

produtos naturais de plantas, sendo também produzidos em outros organismos 

como bactérias, fungos e mamíferos. Os triterpenos simples e conjugados têm uma 

ampla gama de aplicações pelo homem, sendo as principais no setor de alimentos, 

de saúde e da indústria biotecnológica (THIMMAPPA et al., 2014). Entre as 

atividades biológicas dos triterpenos, podem-se destacar anti-inflamatória (ANDRE 

et al., 2012), anticâncer (SALVADOR et al., 2012) e antiplasmodial (BERO; 

FREDERICH, QUETIN-LECLERCQ, 2009). 

A via biossintética dos triterpenoides é iniciada a partir da união de seis 

unidades de isopreno para formar o esqualeno. Em procariotos, o esqualeno é 

diretamente ciclizado a triterpenos hopanoides, enquanto que em eucariotos, ele é 

primeiramente convertido a 2,3-oxidoesqualeno e, em seguida, ciclizado. As 

ciclizações são altamente regio-estereo-específicas e realizadas pelas enzimas 

oxidoesqualeno ciclases (OSCs) (WANG et al., 2010).  

O passo inicial de dobramento do substrato é um passo crítico, pois o tipo de 

conformação do substrato leva à formação de vias de diferentes produtos. Por 

exemplo, a conformação cadeira-barco-cadeira leva a um cátion protosteril 

intermediário, o qual dá origem a triterpenos esteroidais (GASPASCUAL et al., 

2014). Já a conformação do tipo cadeira-cadeira-cadeira leva a ciclização ao 

carbocátion damarenil, dando origem aos diferentes esqueletos triterpênicos (XUE et 

al., 2012), como mostrado na Figura 1.  
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Figura 1 - Cátions intermediários e produtos da ciclização de 2,3-oxidosqualeno por 

oxidoesqualeno ciclases.  

 
O dobramento do substrato dirige a ciclização do 2,3-oxidosqualeno. O substrato 2,3-oxidosqualeno 

adota padrões de dobramento distintos que, quando diretamente ciclizados por enzimas 

oxidosqualeno-ciclase (OSC), produzem produtos de cátions estereoquimicamente distintos (XUE et 

al., 2012). 

 

Desta forma, o início da reação de ciclização das enzimas oxidoesqualeno 

ciclase, ocorre pela protonação do epóxido de 2,3 oxidoesqualeno. Em seguida 

ocorre o dobramento do substrato podendo este, assumir a conformação cadeia-

barco-cadeira levando a formação do cátion protosteril, ou cadeira-cadeira-cadeira 

levando a formação do cátion damarenil, como mostrado na figura 1. Após a 

formação dos cátions, ocorre uma série de ataques eletrofílicos por ligações duplas 

próximas, resultando numa cascata de reações para formações de anel C-C. 

Seguindo-se a via do cátion protosteril produz-se os esteróis, que ocorre através da 

formação de diferentes cátions intermediáiros (C2->C6->C10->C14->C20), 

resultando no cátion intermediário C-20. Assim ocorre uma série adicional de 

migrações distintas de metilas e hidretos, conduzindo à formação de lanosterol 

(fungos e animais) pela lanosterol sintase ou cicloartenol (plantas) pela cicloartenol 

sintase (figura 2). Porém, a via do cátion protosteril pode também produzir 

cucurbitadienol, através da cucurbitadienol sintase ou de outros metabólitos 

considerados especializados porem não ligados a síntese de esteróis primários.  

A via do cátion damarenil é responsável pela mais diversa produção de 

triterpenos pentacíclicos, através da ciclizaçao inicial do cátion damarenil C-20, em 

seqüência rearranjos de diferentes cátions intermediários (C13->C14->C8->C9-> 

C10->C5->C4), expansão do anel e migração de metilas e hidretos. As enzimas 
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oxidosequaleno ciclases que seguem na via do cátion damarenil produzem os 

diferentes triterpenos pentacíclicos, por exemplo: a produção de lupeol pela lupeol 

sintase antes da expansão do anel E; a produção de β-amirina pela β-amirina 

sintase contendo no anel A uma hidroxila; e, a produção de friedelina pela friedelina 

sintase contendo no anel A uma cetona. Importante notar-se que nesta via ocorre 

também a produção da shionona, único triterpeno tetracíclico com uma cetona no 

anel A, produzido pela shionona sintase, através do cátion damarenil seguido dos 

cátion intermediários cátion bacarenil (C18) e cátion C4 (C4) (figura 2).  
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Figura 2 - Via biossintética de diferentes triterpenos a partir da molécula de 2,3-

oxidoesqualeno com os diferentes cátions intermediários e seus 

produtos. 

 
Acetil-CoA: acetil coenzima A; HMG-CoA = 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A redutase; IPP = 

isopentenila; DMAPP = pirofosfato de dimetilalila; GPP = pirofosfato de geranila; FPP = pirofosfato de 

farnesila. A numeração dos átomos de carbono nos triterpenos pentacíclicos e o sistema de 
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referência para os anéis (A-E) são mostrados na parte inferior esquerda da figura. Adaptado 

de SOUZA-MOREIRA et al. (2016). 
 

A friedelina sintase tem capacidade de produzir a friedelina através da 

realização do número máximo de rearranjos, com formação de uma cetona pela 

desprotonação do intermediário hidroxilado pelo resíduo de aspartato que iniciou o 

ciclização, sem auxílio de uma enzima oxidorredutase (ABE; PRESTWICH, 1995; 

WANG et al., 2010). A carga positiva da posição C-20 para a posição C-2 envolve o 

número máximo possível de troca 1,2 (10 no total). Quando o cátion chega a posição 

C-2 é atacado pelo grupo 3β-OH para formar uma cetona em C-3, formando assim a 

o triterpeno pentacíclico friedelina. Friedelina também é precursora dos 

quinonametídeos triterpênicos maitenina e pristimerina (CORSINO et al., 2000), para 

os quais foram descritas diversas atividades biológicas como anti-inflamatória, 

anticâncer, antimicrobiana, antimalárica, espermicida e antioxidante (DEEB et al., 

2015; HE et al., 2016; MOORE; RUBEN; ROSEN, 1993; SANTOS, V et al., 2010).  

Assim, a enzima friedelina sintase clonada de Maytenus ilicifolia (Genbank 

KX147270), também denominada como (3S)-2,3-epoxi-2,3-dihidroesqualeno mutase 

(EC 5.4.99.50) contém em sua seqüência os domínios conservados domínino da 

esqualeno ciclase subgrupo 1 (SQCY_1) e domínio da redutase de isopreno-C2 

(ISOPREN_C2), os quais estão presentes em tritepeno sintase de classe II, que 

inclui as OSC’s. Há também a presença do motif Asp-Cys-Thr-Ala-Glu (DCTAE), que 

contém o resíduo de ácido aspártico catalítico e os quatro motif QW (motivos ricos 

em aminoácidos aromáticos iniciando com Q-Gln e terminando em W-Trp), 

importantes na manutenção da estrutura enzimática. A presença dos resíduos 

característicos de Ser-Phe (SF) e o motif Met-X-Cys-Arg (MXCYCR) conservado em 

triterpenos sintase de triterpeno pentacíclicos nas posições previstas na figura 3, 

estão de acordo com a sua classificação funcional (SOUZA-MOREIRA et al., 2016). 
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Figura 3 - Sequência de aminoácidos de friedelina sintase de Maytenus ilicifolia. 

Quatro motif QW e o motif DCTAE estão sublinhados, indicando os ácidos envolvidos na 

formação do carbocátion do substrato. Outros resíduos conservados em OSC’s são: 

MXCYCR (sublinhado por uma linha tracejada) e SF (sublinhado por duas linhas). O 

alinhamento global ilustra as duas OSC’s clonadas de M.ilicifolia, sendo MiCAS1, uma 

cicloartenol sintase. (SOUZA-MOREIRA et al., 2016). 
 

Isolar OSC’s de forma que permaneçam ativas e caracterizar suas 

propriedades enzimáticas in vitro tem sido de extrema dificulade. Assim, análises 

funcionais envolvendo experimentos com mutantes tem sido conduzidos in vivo, 

porém as funções dos sítios ativos das OSC’s ainda não foram claramente 

elucidadas (HOSHINO, 2017).  

 

1.2 Estudo mutagênico da biossíntese dos triterpenos 
O entendimento da especificidade das oxidoesqualeno ciclases em formar os 

diferentes esteróides e triterpenos vem sendo realizado por estudos de mutagênese 

e com o uso de análogos do substrato, avaliando-se os rearranjos na ciclização que 

os resíduos de aminoácidos proporcionam, como demonstrado no estudo recente de 
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Hoshino (2017), em que foi realizado o mecanismo catalítico e o mecanismo de 

reconhecimento do substrato de β-amirina sintase, revelados por mutagenese sítio-

dirigida e experimentos com substratos análogos, e que serão comentados na seção 

de Resultados e Discussão desta tese.  

 Um estudo recente (SALMON et al., 2016) realizado com mutantes de β-

amirina sintase de Avena strigosa (SAD1) identificou resíduos de aminoácidos 

conservados envolvidos com a especificidade do produto e do substrato de 

triterpeno sintases de diversas plantas. Análise dos triterpenos produzidos pelo 

mutante Cys563Tyr de SAD1 na planta e utilizando o modelo de expressão 

heteróloga em Saccharomyces cerevisiae permitiu observar que houve bloqueio do 

início da ciclização (Figura 4A), sem formação de triterpenos e, que a mutação 

Ser728Phe de SAD1 favoreceu a produção dos triterpenos tetracíclicos 

epoxidamarano e damaranediol ao invés de pentacíclicos. Por meio do estudo de 

modelagem molecular de SAD1, os autores observaram que o resíduo de cisteína 

na posição 563 é importante por formar uma ligação de hidrogênio com o aspartato 

da posição 484 favorecendo a protonação do grupo epóxido do oxidoesqualeno, 

levando à perda de atividade pela enzima, enquanto que a troca de serina na 

posição 728 por fenilalanina promoveu a estabilização do carbocátion damarenil, 

produzindo os triterpenos truncados (Figura 4B). Esse estudo também fez a 

confirmação do envolvimento do resíduo de serina correspondente em lupeol sintase 

de Arabidospis thaliana pela mutação Ser728Phe, além de ter demonstrado que 

estes mutantes têm preferência pelo substrato dioxidoesqualeno ao invés de 2,3-

oxidoesqualeno, desenvolvendo assim uma nova oportunidade de síntese de novos 

triterpenos a partir de diferentes substratos (SALMON et al., 2016).  
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Figura 4 - Efeitos de mutações na estrutura e função da proteína β-amirina sintase 

de Avena strigosa (sad1).  

 
A) O mutante sad1 358 tem uma mutação em Cys563 (vermelho), um resíduo que está ligado através 

do hidrogênio do aspartato catalítico (D484). Ligações de hidrogênio são mostradas por linhas 

tracejadas. O substrato é apresentado em verde.; B) mutantes de sad1 384 e 1023 têm uma mutação 

em Ser728 (vermelho), que está na proximidade de resíduos envolvidos no substrato (laranja) e 

Phe725 (roxo), envolvidos na estabilização do cátion intermediário  tetracíclico em C-20. As 

interações de cátion-π são mostradas por linhas tracejadas em cinza. Adaptado de SALMON et al. 

(2016). 

 

Recentemente (SOUZA-MOREIRA et al., 2016), nosso grupo avaliou mutantes 

de leucina na posição 482 de friedelina sintase de Maytenus ilicifolia, realizando a 

troca por um aminoácido de cada classe. Nas duas enzimas friedelina sintases 

descritas até o momento, (uma de Kalanchoe daigremontiana, KdFRS e uma de M. 

ilicifolia, MiFRS) o resíduo de leucina nesta posição é único em comparação com as 

demais OSCs e se encontra ao lado do motivo conservado e catalítico da enzima, 

Asp-Cys-Thr-Ala-Glu (DCTAE). Foi observado que a troca de Leu482 por Thr 

resultou na produção de β-amirina, enquanto que ao realizar a troca por Val, houve a 

produção tanto de friedelina quanto de β-amirina, sendo que a troca por Ile não 

interferiu na produção de friedelina. A partir dos produtos formados, modelagem 

molecular e docking do cátion oleanil, precursor comum de β-amirina e de friedelina 

foi possível descrever que o papel da leucina e a conformação que confere ao sítio 

ativo durante a ciclização são importantes para a continuidade dos rearranjos do 

carbocátion, possibilitando a formação do composto com mais rearranjos, a 

A B 
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friedelina, ao invés de estabilizar previamente o carbocátion na formação de β-

amirina. Por outro lado, a troca do resíduo de leucina por valina, este conservado em 

β-amirina e lupeol sintases, além da produção de β-amirina, manteve a produção de 

friedelina, indicando que a troca apenas deste resíduo não foi o ponto divergente 

entre a especificidade das enzimas. 

Estudos com outras oxidoesqualeno ciclases também já demonstraram a 

importância de diferentes resíduos envolvidos com sua especificidade biossintética. 

Desta forma, sabe-se, por exemplo, que a troca do resíduo Ile481 em cicloartenol 

sintase de Arabidopsis thaliana (AthCAS1) pelo resíduo conservado de valina em 

lanosterol sintase levou à produção de lanosterol, sendo complementar 

funcionalmente à linhagem nocaute de ERG7 de S. cerevisiae (MATSUDA et al., 

2000); enquanto que o motif Met-Trp-Cys-Tyr-Cys-Arg de β-amirina sintase de 

Panax ginseng (PNY) e o Met-Leu-Cys-Tyr-Cys-Arg de lupeol sintase de Olea 

europaea (OEW) estão envolvidos na especificidade de cada enzima, levando à 

interconversão do composto triterpênico majoritário formado e/ou formação de mais 

de um composto, ou mesmo à estabilização do carbocátion com um menor número 

de rearranjos, formando intermediários da síntese de triterpenos pentacíclicos 

quando trocados entre si (KUSHIRO; SHIBUYA; EBIZUKA, 2000). 

Baseado nos estudos de mutagênese com outras OSCs, este trabalho teve 

como objetivo propor e avaliar os resíduos de aminoácidos de friedelina sintase de 

M. ilicifolia envolvidos com a sua especificidade desse triterpeno cetônico singular. 
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2  OBJETIVO 

 

Este projeto teve como objetivo realizar o estudo da especificidade da enzima 

friedelina sintase de M. ilicifolia por meio da predição da estrutura tridimensional da 

enzima e dos conseguintes mutantes gerados por meio de mutagênese sítio-dirigida. 

Para tanto, o trabalho foi realizado de acordo com as seguintes etapas: 

• Determinação de resíduos a serem mutados; 

• Obtenção dos mutantes de friedelina sintase; 

• Expressão e produção dos mutantes; 

• Avaliação da especificidade da friedelina sintase. 
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3  MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Determinação dos resíduos a serem mutados 
O estudo da especificidade da via biossintética da friedelina sintase de M. 

ilicifolia foi realizado a partir da análise dos resíduos de aminoácidos que constituem 

o sítio catalítico da enzima utilizando-se, para tanto, a estrutura primária, secundária 

e terciária desta enzima. Uma vez que ainda não foi obtido o cristal e a estrutura 

tridimensional desta enzima, a mesma foi obtida por modelagem molecular por 

homologia.   

A predição da estrutura molecular da enzima friedelina sintase clonada das 

folhas de M. ilicifolia (número de acesso Genbank KX147270) foi realizada com base 

em modelagem molecular por homologia com a estrutura cristalográfica de 

lanosterol sintase de humano (Protein Data Bank ID 1W6K). O alinhamento das 

sequências de resíduos de aminoácidos foi feito a partir da ferramenta align2D do 

software Modeller. A construção das coordenadas do modelo estrutural foi realizada 

utilizando-se os algoritmos do software Modeller empregando a ferramenta ViTaMIn, 

com os seguintes parâmetros: 50 modelos; 500 ciclos de otimização de modelo; 

refinamento lento; e perturbação aleatória das coordenadas do modelo inicial 

durante os ciclos de refinamento. O melhor modelo foi selecionado de acordo com a 

análise dos resíduos de aminoácidos por gráficos de Ramachandran e potencial 

DOPE (Discrete Optimized Protein Energy). A ultima etapa foi a realização do 

docking das moléculas de friedelina e lanosterol no sítio ativo da enzima friedelina 

sintase.  

O docking foi realizado usando-se o algoritmo genético lamarckiano (LGA) 

através do AutoDock 4.2 e o AutoDock Vina. Também foram definidos como flexíveis 

no centro do cubo a 4 Å de distância, os aminoácidos: Trp257, Tyr259, Val263, 

Val410, Trp417, Phe473, Leu482, Asp484, Cys485, Trp534, Met549, Leu552, Ile555, 

Phe278, Leu734 e Tyr736) (figura 5). As estruturas 3D dos cátions intermediários e 

da friedelina foram geradas usando parâmetros geométricos padrões disponíveis em 

MarvinSketch (Marvin 162.22), 2016, ChemAxon (http://www.chemaxon.com). A 

melhor conformação dos cátions ligantes foi energicamente minimizada utilizando os 

parâmetros pré-definidos da MarvinSketch e analisados com auxílio do programa 

PyMOL™ Molecular Graphics System (versão 1.7.2.1). Esta etapa foi realizada em 
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colaboração com o Professor Dr. Rafael Guido e com o aluno de doutorado Gustavo 

M. A. de Lima, do Instituto de Física da USP de São Carlos. 

 

Figura 5 - Análise do docking de lanosterol e friedelina no sítio ativo da enzima 

friedelina sintase e os aminoácidos considerados flexíveis. 

 
Os resíduos considerados flexíveis com distância de 4 Å no sítio ativo da friedelina sintase (amarelo), 

conforme o docking dentro do sítio ativo definido através de um cubo de aresta de 12 Å. A molécula 

de lanosterol (rosa) e de friedelina (ciano) dockados no sítio ativo utilizando-se os parâmetros 

padrões de disponíveis em MarvinSketch e, visualizados através do PyMOL™ Molecular Graphics 

System (versão 1.7.2.1). (Autora) 

  

3.2 Adição de cauda de histidina no gene da friedelina sintase  
Para expressão constitutiva da sequência de friedelina sintase, foi utilizado o 

plasmídeo pSP-GM1 (PARTOW et al., 2010). Na posição C-terminal da sequência 

codificadora de friedelina sintase foi inserida uma cauda de seis histidinas (6x-His) 

por meio de reação em cadeia da polimerase (PCR) (LIU; NIUSMITH, 2008). Essa 

reação foi realizada com a enzima Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (New 

England Biolabs) utilizando os seguintes reagentes: 1,0 μL de DNA plasmidial (20 

ng/ μL); 5,0 μL de tampão para Phusion High-Fidelity (5X; New England Biolabs); 0,2 

μL MgCl2 (25 mM); 0,6 μL dNTPs (10 mM); 0,8 μM de cada primer (Tabela 1); 0,5 μL 

da enzima Phusion® High-Fidelity DNA Polimerase (2 U/μL); e água q.s.p. volume 
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final de 25 μL. A reação foi conduzida nas seguintes condições: hotstart de 95 ºC por 

5 min, seguido de 18 ciclos de desnaturação a 95 ºC por 1 min, anelamento a 

temperatura de 56 ºC por 5 min e polimerização a 72 ºC por 17 min e um ciclo final 

de polimerização a 45 ºC por 1 min e 72 ºC por 30 min. 

 

Tabela 1 - Lista com os primers forward e reverse utilizados na PCR de inserção da 

cauda de histidina. 

Primer Sequência 5'-3' Tm (ºC) 

MiFRSaddHisf  
(VZO2375) 

GCTCATCACCATCACCATCACTGAGAGCTC

TTAATTAACAATTCTTCGCCAGAGGTTTGGT

CAAG 

68,8 

MiFRSaddHisr  
(VZO2376) 

CTCTCAGTGATGGTGATGGTGATGAGCACT

GTTTATCTTCATAGCCATACTGTTACCCTTA

GAAGG 

68 

A região sublinhada indica a região codificadora das seis histidinas adicionadas na sequência 

codificadora de friedelina sintase. As letras f e r nos primers correspondem a forward e reverse, 

respectivamente. (REMLINGER M, 2016. Esta tabela foi elaborada pela autora, assim como todas as 

tabelas deste trabalho).  

 

A reação de PCR foi submetida a digestão em uma reação contendo 1 μL da 

enzima DpnI (20 U/μL; New England Biolabs), 2,5 µL de tampão CutSmart (New 

England Biolabs) e água q.s.p volume final de 25 µL, a qual foi incubada overnight a 

37 ºC. Posteriormente, o produto reacional foi transformado em bactéria competente, 

de acordo com o protocolo descrito abaixo. 

 

3.3 Transformação em Escherichia coli 
Após a digestão, o produto plasmidial foi transformado em E. coli competente 

(DH5α) pelo método de choque térmico. Assim, preparou-se uma solução de 10 mL 

de Transfobuffer, ou seja, 1,0 mL de KCM 10X (1 M KCl; 0,3 M CaCl2; 0,5 M MgCl2), 

1,5 mL de polietilenoglicol 3350 (PEG) 10% e 7,5 mL de água esterilizada. Desta 

solução, foram utilizados 80 µL e foram adicionados 20 µL do produto plasmidial em 

um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, ao qual foram homogeneizados 100 µL da 

suspensão de E. coli competente. A mistura foi incubada por 30 min em um banho 

de gelo. Em seguida, o tubo foi colocado em banho-maria a 42 °C por 2 min. Logo 
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depois, foi adicionado 1 mL de meio Luria-Bertani (LB) ao tubo, que foi incubado por 

1 h a 37 °C com agitação de 200 rpm. Ao final da incubação, a transformação foi 

centrifugada a velocidade máxima por 1 min, o sobrenadante foi descartado, o pellet 

foi ressuspendido em 200 µL de água esterilizada e foi plaqueado em meio de 

cultura sólido LB contendo ampicilina (100 µg/mL), o qual foi e incubado a 37 °C por 

12-16 h.  

 
3.4 Sequenciamento e confirmação da inserção de 6x-His 

Após o crescimento das colônias, cinco foram retiradas para análise da 

inserção da cauda à região C-terminal da sequência de friedelina sintase. Foram 

feitos inóculos de cada colônia em 3 mL de meio líquido LB contendo ampicilina (100 

µg/mL) e estes foram inoculados overnight a 37 °C, sob agitação constante. O DNA 

plasmidial foi obtido utilizando o kit Five-Minute Plasmid Miniprep (Sigma-Aldrich), 

homogeneizando 40 µL do reagente de lise às culturas. A mistura foi deixada em 

descanso por 2 min enquanto a coluna de purificação foi preparada por lavagem 

com 500 µL da solução de preparo da coluna. À mistura contendo o inóculo foram 

adicionados 400 µL da solução de ligação e inverteu-se o tubo por 15 vezes. Todo o 

volume foi então colocado na coluna e centrifugado por 30 s, a velocidade máxima. 

O líquido que passou pela coluna foi descartado e foram adicionados 700 µL de 

solução de lavagem, centrifugando-se por 20 s, a velocidade máxima. Novamente, 

descartou-se o líquido que passou pela coluna e foram adicionados,200 µL da 

solução de lavagem centrifugando-se a coluna por 30 s, a velocidade máxima. A 

coluna foi colocada em um tubo novo e foram adicionados e centrifugados 40 µL da 

solução de eluição. A quantificação do DNA plasmidial eluído foi realizada no 

espectrofotômetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific), observando-se a razão de 

qualidade entre os comprimentos de onda 260/280 entre 1,8 a 2,0.  

O DNA plasmidial (400 ng) obtido das diferentes colônias foi então empregado 

na reação de PCR de sequenciamento utilizando o kit Big Dye®Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems), juntamente com o primer VZO2374 (a 

3,2 μM) 5’- GTTGGGTTTGTTATACGCCG -3’ e as condições de amplificação: hot 

start de 96º C por 1 min, seguida de 25 ciclos de 96º C por 10 s, 43º C por 5 s, 60º C 

por 4 min e extensão final de 60º C por 5 min. Em seguida à amplificação, as 

amostras foram purificadas com o kit Big Dye®XTerminator™ Purification Kit (Applied 

Biosytems) seguindo o protocolo do fabricante. O sequenciamento automático foi 
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realizado com 20 μL de cada amostra no sequenciador GeneticAnalyzer 3130 

(Applied Biosystems) e a confirmação da inserção de 6xHis foi observada pela 

presença da sequência CATCACCATCACCATCAC após o último resíduo de 

friedelina sintase.  

 

3.5 Reações de mutagênese sítio-dirigida 
O plasmídeo contendo a sequência codificadora de friedelina sintase com 

adição de uma cauda de seis histidinas na posição C-terminal [PTEF1-MiFRS-6xHis, 

PPGK1-tHMG1], foi preparado com o kit Five-Minute Plasmid Miniprep, da mesma 

forma como descrito no item anterior. A PCR para troca dos resíduos de interesse foi 

realizada com a enzima Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase, sendo conduzida, 

separadamente, uma reação de polimerização com o primer forward e outra com o 

reverse (Tabela 2), contendo os seguintes reagentes: 1,0 μL de DNA plasmidial (500 

ng/μL); 5,0 μL de tampão (5X); 0,25 μL MgCl2 (25 mM); 0,75 μL dNTPs (10 mM); 0,8 

μM de primer; 0,3 μL da enzima polimerase (2 U/μL); e água q.s.p. volume final de 

25 μL. A reação foi conduzida nas seguintes condições: hotstart de 98 ºC por 1 min, 

seguido de 30 ciclos de desnaturação a 98 ºC por 10 s, anelamento a temperatura 

com subtração de 15 ºC da temperatura de anelamento de cada primer por 30 s e 

polimerização a 72 ºC por 5 min e um ciclo final de polimerização a 72 ºC por 5 min. 

Após a PCR, os 20 μL do produto de cada reação sintetizados separadamente foram 

reunidos em um mesmo microtubo, elevando a temperatura da solução a 98 ºC e 

depois, o anelamento entre as fitas foi realizado pela redução gradativa de 1 °C/ min 

até 90 °C e depois, redução de 10 °C/min até 37 ºC (EDELHEIT et al., 2009).  
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Tabela 2 - Lista com os primers forward e reverse para cada reação de mutação 

sítio-dirigida.                                                                             

Primer Sequência 5'-3' Ta 
(°C) 

F183Lf 
(VZO2347) 

CTCAACTGTCTTTGCCACCGCTTTGACTTACGTCTGTAT
GAGAATTTTG 

66 

F183Lr 
(VZO2348) 

CAAAATTCTCATACAGACGTAAGTCAAAGCGGTGGCAA
AGACAGTTGAG 

66 

C369Af 
(VZO2351) 

CAGTAGATACATCACAATCGGTGCTGTTGAAAAAGCTTT
ATGCATG 

64,1 

C369Ar 
(VZO2352) 

CATGCATAAAGCTTTTTCAACAGCACCGATTGTGATGTA
TCTACTG 

64,1 

W417Hf 
(VZO2353) 

CTCTTTCGGTTCACAATTGCATGATGCTACTTTTGGTTT
CC 

64 

W417Hr 
(VZO2354) 

GGAAACCAAAAGTAGCATCATGCAATTGTGAACCGAAA
GAG 

64 

D484Ef 
(VZO2357) 

CGGTTGGCAATTAAGTGAATGCACAGCAGAAGCCTTG 66 

D484Er 
(VZO2358) 

CAAGGCTTCTGCTGTGCATTCACTTAATTGCCAACCG 66 

W612Ff 
(VZO2365) 

GTTCTTGGTACGGTAACTTTGGTATCTGTTTCATATAC 59,5 

W612Fr 
(VZO2366) 

GTATATGAAACAGATACCAAAGTTACCGTACCAAGAAC 59,5 

A região sublinhada indica as bases do respectivo resíduo de aminoácido a ser mutado. As letras f e r 

nos primers correspondem a forward e reverse, respectivamente.  
 

O DNA plasmidial molde de cada mutação foi digerido com 1 µL da enzima 

DpnI (20 U/μL), em uma reação contendo o produto de anelamento das PCRs e 5 µL 

de tampão CutSmart (New England Biolabs) e a digestão foi incubada overnight a 37 

ºC. O DNA plasmidial resultante foi transformado em E. coli competente, como 

descrito no item 3.3. 

Após crescimento das colônias, cinco foram utilizadas para confirmação dos 

mutantes obtidos de friedelina sintase. As colônias foram incubadas em meio LB 

com ampicilina, o plasmídeo foi obtido por miniprep e o sequenciamento foi realizado 

de acordo com o procedimento descrito no item 4. Os primers utilizados para a 

reação de sequenciamento das diferentes mutações estão apresentados na Tabela 

3. 
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Tabela 3 - Lista com os primers forward usados no sequenciamento para cada 

reação de mutação sítio-dirigida. 

Primer Sequência 5'-3' Mutações verificadas 
F183seq (VZO2371) CATTACCGGTCATTTGAACAG F183L 
369/484seq (VZO2372) GGGACTCTTTGTATGTTGCATC  C369A, W417H, 

D484E 
534/612seq (VZO2373) GTTGCTTGTTAGCTGCAACC W612F 
MiseqR (VZO2377) AATGTCCAACTACCCTTGG W417H, C369A 
 

O sequenciamento automático foi realizado com 20 μL das amostras no 

sequenciador GeneticAnalyzer 3130 e a confirmação de cada mutação foi feita por 

alinhamento com a sequência selvagem de friedelina sintase utilizando a ferramenta 

de alinhamento global Clustal Omega. 

 

3.6 Transformação dos mutantes em levedura 
 Após a confirmação das mutações, os plasmídeos foram transformados na 

linhagem S. cerevisiae CEN.PK113-5D (MATa MAL2-8c SUC2 ura3-52 PERG7::PKEX2) 

pelo método de acetato de lítio/polietilenoglicol (ITO H, et al. (1983). A 

transformação foi realizada a partir de um inóculo overnight da linhagem de S. 

cerevisiae CEN.PK113-5D em 3 mL de YPD (1% de extrato de levedura, 2% de 

peptona e 2% glicose). As células crescidas overnight foram recuperadas por 

centrifugação na velocidade máxima por 1 min, ressuspendidas em 1 mL de acetato 

de lítio 100 mM e incubados por 15 min a 30 °C. As células foram novamente 

centrifugadas por 10 s na velocidade máxima e o sobrenadante foi descartado. Ao 

pellet formado foram homogeneizados os seguintes reagentes: 240 µL de PEG a 

50%, 36 µL de acetato de lítio 1 M, 50 µL de solução de fita simples de DNA de 

esperma de salmão (2,0 mg/mL), 5 µL do plasmídeo com a mutação (em torno de 2 

µg) e, 20 µL de água esterilizada. As suspensões foram incubadas por 30 min, sob 

agitação, a 30 °C. Posteriormente, foi realizado o choque térmico por 10 min a 42 

°C. Ao término da incubação, a transformação foi centrifugada, o sobrenadante 

removido e o pellet ressuspendido em 200 µL de água esterilizada. Este volume foi 

então plaqueado em meio sintético completo (0,67% de base para levedura 

nitrogenada sem adição de aminoácidos - YNB, e 2% de glicose) suplementado com 

aminoácidos, bases e ácido p-aminobenzoico, sem adição de uracila (SC-URA) e 

colocado em estufa de crescimento a 30 °C por 2 a 4 dias.  
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3.7 Expressão heteróloga dos mutantes de friedelina sintase em S. cerevisiae 

Para avaliar possíveis modificações na produção de friedelina pelos mutantes 

formados, a expressão da sequência codificadora de friedelina sintase e dos 

mutantes obtidos foi realizada na linhagem de S. cerevisiae transformada com os 

respectivos plasmídeos. Inicialmente, foram realizados pré-inóculos, 

separadamente, de uma colônia de cada levedura contendo o vetor vazio como 

controle negativo, a sequência selvagem de MiFRS e as sequências mutadas em 5 

mL de SC-URA, sob agitação constante a 30°C, overnight. Posteriormente, os 

inóculos foram diluídos para uma densidade óptica a 600 nm inicial de 0,05 em 50 

mL de meio mínimo de Delft (0,75% de sulfato de amônio, 1,44% de fosfato 

monobásico de potássio, 0,05% de sulfato de magnésio heptahidratado, 2% de 

glicose, 0,2% de solução contendo traços de metais: 1,5% de EDTA, 0,045% sulfato 

de zinco heptahidratado, 0,1% de cloreto de manganês II, 0,03% de cloreto de 

cobalto II hexahidratado, 0,03% de sulfato de cobre II pentahidratado, 0,05% de 

molibdato de sódio dihidratado, 0,045% de cloreto de cálcio dihidratado, 0,03% de 

sulfato de ferro II heptahidratado, 0,01% de ácido bórico, 0,01 % de iodeto de 

potássio; e, 0,1% de solução de vitaminas: 0,005% de biotina, 0,02% de ácido p-

aminobenzoico, 0,1% de ácido nicotínico, 0,1% de ácido pantotênico, 0,1% de 

piridoxina-HCl, 0,1% de tiamina-HCl e 2,5% mio-inositol) (VERDUYN et al., 1992). A 

incubação foi realizada a 30 °C, por 72 h, a 200 rpm. Após este período, as células 

foram coletadas por centrifugação a 3000 rpm por 5 min em tubos tarados de 50 mL 

e lavadas com 10 mL de tampão fosfato salino (PBS). As células foram congeladas 

em ultrafreezer a -80 ºC por 24 h e depois foram submetidas a liofilização. 

 

3.8 Extração dos produtos gerados heterologamente em S. cerevisiae 
Após a liofilização, foram pesados cerca de 20 mg da massa de células secas 

em tubos de vidro de borosilicato (Pyrex, 16x100 mm), aos quais foram misturados 7 

mL da solução clorofórmio:metanol (2:1, v/v) para extração dos triterpenos por 

ultrassom (Elmasonic S30H, ELMA) com duração de 30 min.  

 Para separação da fase orgânica contendo os triterpenos foram adicionados 

1,7 mL de solução de NaCl 0,73%. A mistura foi agitada vigorosamente por 30 s e a 

fase apolar foi recuperada em um novo tubo de vidro após 30 min. As amostras 

foram então secas e armazenadas a -20ºC até a análise por cromatografia.  
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3.9 Análise dos produtos gerados 

As frações apolares extraídas das células de S. cerevisiae expressando 

heterologamente a sequência selvagem de MiFRS, as sequências mutantes e o 

vetor vazio foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria 

de massas (CG-EM). As amostras secas foram ressuspendidas em 200 μL de 

acetonitrila. A análise cromatográfica foi realizada em um cromatógrafo a gás 

acoplado ao espectrômetro de massas (SHIMADZU, QP2020C W/O RP230V) com 

coluna HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 μm; Agilent Technologies). Temperatura do 

injetor: 270° C; rampa de aquecimento de 200 a 290° C (10° C/min); temperatura do 

trap: 200° C por 3 min; temperatura da interface: 290 °C por 18 min; volume de 

injeção: 1 μL, com modo de injeção do tipo Split: 1:10; fluxo do gás de arraste 1,0 

mL/min; tempo total de análise de 30 min, relação massa/carga m/z de 35 a 600. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 Determinação dos resíduos a serem mutados 

Inicialmente, foi identificada a estrutura tridimensional a ser utilizada como 

molde para a modelagem molecular por homologia da friedelina sintase de M. 

ilicifolia (MiFRS). Utilizando a ferramenta Blastp, foi feita a busca de proteínas que 

apresentassem identidade local com a sequência de MiFRS no PDB, onde estão 

depositadas as estruturas tridimensionais das proteínas obtidas experimentalmente 

por cristalografia por raio-X, ressonância magnética nuclear e microscopia 

crioeletrônica. 

O melhor alinhamento obtido da sequência primária de MiFRS se deu com a 

lanosterol sintase de humano (PDB 1W6K), que apresentou 40% de identidade. A 

partir da estrutura da lanosterol sintase, pôde-se montar um modelo da estrutura 

molecular de MiFRS usando o software Modeller. Este software realiza o 

alinhamento das estruturas secundárias da proteína molde resultante do PDB com a 

sequência da proteína a ser predita. O software retornou 100 modelos e estes foram 

avaliados conforme seu potencial DOPE.  

O potencial DOPE é calculado em uma modelagem comparando a estrutura 

modelada com a estrutura cristalográfica em relação à posição atômica das 

estruturas e a energia potencial em cada átomo. Assim, entre os 100 modelos foram 

escolhidos três modelos, aqueles com menor valor de DOPE, ou seja, os modelos 

em que a proteína está na menor conformação global de energia potencial e, 

possivelmente, os modelos em que a proteína está com a melhor estrutura validada 

(SHEN; SALI, 2006). 

As interações entre os aminoácidos que formam a estrutura secundária de uma 

proteína relacionam-se entre si formando ângulos de torção e as rotações dos 

ângulos permitem que os resíduos se encontrem rotacionados de forma a melhor se 

acomodarem espacial e energicamente. Assim, o diagrama de Ramachandran 

define os resíduos que se encontram nas regiões energicamente mais favoráveis e 

desfavoráveis e orienta a avaliação da qualidade de modelos teóricos ou 

experimentais de proteínas (SANTOS; ALANCASTRO, 2003).  

Deste modo, no diagrama de Ramachandran gerado para cada resíduo de 

aminoácido da friedelina sintase predita, o modelo gerado com o mínimo de resíduos 

de aminoácidos fora da região favorável foi selecionado. Os resíduos de 
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aminoácidos leucina na posição 672 (Leu672), triptofano na posição 338 (Trp338) e 

prolina na posição 250 (Pro250) estão na região desfavorável do diagrama de 

Ramachandran (figura 6 A), porém são resíduos de aminoácidos fora do sítio 

catalítico (figura 6 B) e, assim, não interferem no estudo.  

 

Figura 6 - Resultados da predição da estrutura molecular de friedelina sintase.  

 
A) Diagrama de Ramachandran do melhor modelo de friedelina sintase mostrando os resíduos de 

aminoácidos na região desfavorável dos ângulos diédricos (Leu672, Trp338 e Pro250) B) posição dos 

aminoácidos na região desfavorável, em vermelho, na estrutura predita de friedelina sintase, 

destacando o sítio ativo em alaranjado. (Autora) 

 

O sítio ativo foi localizado em um cubo de aresta de 12 Å em torno do resíduo 

de aminoácido triptofano na posição 612, região mais central do sítio ativo e, 

portanto, permitiu avaliar o máximo possível de resíduos ao redor do centro ativo 

(Figura 7).  
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Figura 7 -   Definição do sítio de ligação para o docking. 

 
Definição do sítio ativo (vermelho) realizado centrando um cubo de aresta 12 Å em torno do resíduo 

Trp 612. (Autora) 

 

A estrutura monomérica globular de MiFRS contém 771 resíduos de 

aminoácidos e um desvio quadrático médio calculado (RMSD) de 0,3 Å com as 

coordenadas de C α alinhadas com a oxidoesqualeno ciclase 1W6K de H.sapiens. A 

topologia cilíndrica alfa de MiFRS abrange 21 alfa-hélices estando de acordo com a 

literatura de estrutura e funções de sequências genômicas CATH 1.50.10.20.  

Posteriormente, o modelo de friedelina sintase foi submetido ao programa 

AutoDock Vina para execução de docking com lanosterol e friedelina posicionados 

no sítio ativo.  

As mutações foram então selecionadas (Tabela 4) a partir da 

interação/acomodação dos resíduos no sítio ativo com a molécula de friedelina, 

como mostra a Figura 8. Para auxiliar o estudo da especificidade da friedelina 

sintase, também foi realizado um alinhamento múltiplo da sequência primária de 

várias oxidoesqualeno ciclases depositadas no Genbank (Apêndice A) versus a 

sequência de friedelina sintase de M. ilicifolia (Apêndice B). Assim, a troca dos 

aminoácidos foi orientada tanto pela comparação com outras OSCs quanto pela 

similaridade entre os aminoácidos de acordo com a matriz de substituição 

BLOSUM62 (Blocks Substitution Matrix - Anexo A), que busca regiões muito 
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conservadas de famílias de proteínas e exibe a frequência relativa de aminoácidos e 

as suas probabilidades de substituição a partir do banco de dados BLOCKS.  

 

Tabela 4 - Resíduos de aminoácidos do sítio ativo da friedelina sintase selecionados 

para mutagênese sítio dirigida.  

Resíduo Troca Posição Justificativa 

F L 183 Na maior parte de outras OSCs ao invés de F é L 

C A 369 Em friedelina sintase de K. daigremontiana, ao 

invés de C é A 

W H 417 Interação entre o resíduo W417 com Y736 

D E 484 Resíduo doador de próton 

W F 612 Interação entre os resíduos F473 e W612 

(importante a ligação H ou π stacking) 

 

Figura 8 - Docking de friedelina no sítio ativo da enzima friedelina sintase predita 

evidenciando os resíduos de aminoácidos a serem mutados.  

 
Modelo predito de friedelina sintase com os resíduos selecionados para reação de mutação sítio-

dirigida (amarelo), o motivo conservado DCTAE (vermelho) e friedelina (ciano). Imagens formadas 

com auxílio do programa PyMOL™ Molecular Graphics System (versão 1.7.2.1). (Autora) 

 

Desta forma, os resíduos de aminoácidos determinados pela análise in silico 

para as mutações podem ser importantes para a relação estrutura-atividade 

específica de MiFRS por diferentes motivos, como resumido na Tabela 4. 
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4.2 Obtenção dos mutantes do sítio ativo de MiFRS 

 Todas as mutações propostas acima foram obtidas por mutagênese sítio-

dirigida e confirmadas por alinhamento global utilizando-se a ferramenta Clustal 

Omega das sequências obtidas pela reação de sequenciamento e o gene selvagem, 

como mostrados na figura a seguir. Os alinhamentos completos estão mostrados no 

Apêndice B. 

 

Figura 9 - Alinhamento global múltiplo entre a sequência selvagem de MiFRS e as 

sequências mutadas obtidas. 

 
O códon do resíduo de MiFRS selvagem está evidenciado em cinza e a sua troca está evidenciada 

em cinza. A) mutação F183L, troca de nucleotídeos TTC por TTG; B) mutação C369A, troca de 

nucleotídeos ACA por AGC; C) mutação W417H, troca de nucleotídeos TGG por CAT; D) mutação 

D484E, troca de nucleotídeos GAT por GAA; E) mutação W612F, troca de nucleotídeos TGG por 

TTT. (Autora) 

 

Com a confirmação das mutações dos aminoácidos selecionados, foi realizada 

a transformação destes em S. cerevisiae CEN.PK113-5D, cujo promotor constitutivo 

do gene ERG7, codificador de lanosterol sintase, foi trocado por um promotor fraco, 

para redução dos níveis de sua expressão e diminuição da competição da lanosterol 

sintase pelo substrato oxidoesqualeno (Tatiana Moreira, dados não publicados). 

Assim, possibilitou-se o desvio da rota de formação de ergosterol para aumento de 

produção de triterpenos heterólogos. 

 

4.3 Análise dos produtos triterpênicos gerados heterologamente 

Os cromatogramas gerados a partir da injeção das frações apolares extraídas 

das células de S. cerevisiae expressando heterologamente as sequências de MiFRS 

mutantes foram analisados separadamente e foram também comparados com os 

cromatogramas gerados a partir da injeção das frações apolares extraídas das 



33 
 
células de S. cerevisiae expressando a sequência selvagem de MiFRS e das células 

de controle negativo, contendo apenas com o plasmídeo vazio (figura 10). 

 

Figura 10 - Cromatograma da fração apolar das células de S. cerevisiae 

expressando heterologamente a sequência de MiFRS. 

  
Pico 1 = esqualeno; Pico 2 = ergosterol; Pico 3 = lanosterol; Pico 4 = friedelina; * = picos resultantes 

de resíduos da coluna utilizada na CG-EM (oxirano e 2,2-Dimetil-3-(3,7,16,20-tetrametil-heneicosa-

3,7,11,15,19-pentaenil)-oxirano) e de metabólitos gerados pelo metabolismo de ergosterol (9,19-

ciclolanost-23-eno-3,25-diol) (Autora) 

 
Foram observados metabólitos em comum decorrentes da via do ergosterol 

(representados pelos picos 1, 2 e 3) na amostra de S. cerevisiae utilizada como 

controle negativo e nas amostras expressando MiFRS selvagem e mutantes. Assim, 

o objetivo deste trabalho foi analisar a formação de diferentes terpenos, observando 

os cromatogramas das frações apolares correspondentes às produções heterólogas 

dos mutantes de MiFRS (Apêndice C) e os espectros de massa resultantes dos 

compostos diferencialmente produzidos. Os compostos derivados da expressão 

heteróloga de MiFRS e seus mutantes, identificados neste trabalho, estão 

representados e numerados na Figura 11. 

Os cromatogramas gerados pelas amostras são apresentados a partir do 

tempo de 17 min porque esta é a região em que os compostos diferencialmente 

formadosestão presentes. Contudo, no Apêndice X, estão apresentados os 

cromatogramas completos de todas as amostras analisadas neste trabalho, bem 

como estão apresentados os espectros dos compostos da via de ergosterol que 

apareceram com maior intensidade (esqualeno, lanosterol e ergosterol) e dos 

compostos heterologamente produzidos (friedelina, β-amirina e α-amirina). 

pSP Ø 

pSP MiFRS 

1 
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Figura 11 - Metabólitos gerados pela produção heteróloga do gene selvagem de 

MiFRS (1-4), dos mutantes (1-6) e, pela linhagem de levedura contendo 

apenas o vetor vazio (1-3). 

 
Metabólitos: (1) = esqualeno; (2) = ergosterol; (3) = lanosterol; (4) = friedelina; (5) = β-amirina; (6) = α-

amirina; (disponível em: http://webbook.nist.gov/chemistry/ e https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) 

 

4.3.1 Mutantes com perda de função 
Os cromatogramas foram analisados com intuito de verificar a presença de 

friedelina, ou outro composto não derivado do metabolismo primário celular, nas 

amostras de S. cerevisiae expressando heterologamente as sequências mutantes de 
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MiFRS. Foi observada a ausência de formação de friedelina nos cromatogramas das 

células de S. cerevisiae expressando heterologamente quatro sequências de MiFRS 

mutantes: W417H e D484E (Figura 12).  

 

Figura 12 - Cromatogramas da fração apolar das células de S. cerevisiae 

expressando heterologamente a sequência selvagem de MiFRS e os 

mutantes que perderam a função de produção de friedelina: W417H e 

D484E.  

 
Pico 2= ergosterol; Pico 3= lanosterol; Pico 4= friedelina. (Autora) 

 

O resíduo de ácido aspártico na posição 484 faz parte do sítio catalítico Asp-

Cys-Thr-Ala-Glu (DCTAE), altamente conservado entre as oxidoesqualeno ciclases. 

Nele, o substrato oxidoesqualeno se ancora e, a partir da doação de próton do ácido 

aspártico ao substrato, é iniciada a sua ciclização (Ito et al, 2013). Para a formação 

de friedelina, é proposto que este mesmo resíduo seja o aceptor final do próton, 

formando assim, o grupo cetônico (Wang et al., 2010). A troca do ácido aspártico na 

posição 484 pelo ácido glutâmico impediu a enzima friedelina sintase de realizar a 

produção da friedelina porque o ácido glutâmico possui um grupo metilênico a mais 

em comparação ao ácido aspártico e essa maior cadeia carbônica influencia na 

acomodação do oxidoesqualeno no sítio ativo da friedelina sintase, impedindo a 

ciclização e consequente produção da friedelina. O grupo metileno a mais no ácido 

glutâmico, comparando com o ácido aspártico, não permite que o substrato se 

ancore. Segundo Hoshino (2017), o grupo metileno interfere no acesso do grupo 

carboxílico ao anel epóxido do substrato e assim, deve haver uma distância fixa 

entre o substrato e o aminoácido de ancoramento para que ocorra o início da 

policiclização. A distância entre o anel epóxido do substrato e a carbonila do 

aminoácido ácido aspártico na posição 484 é de 2,5 Å, enquanto que a distância 
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entre o anel epóxido do substrato com a troca do ácido aspártico pelo ácido 

glutâmico nessa posição é o dobro, 5 Å, como observado na figura 13 A , 

interferindo na formação da ligação de hidrogênio (~2,6 Å) entre o resíduo e o 

terpeno. Da mesma forma, foi visto que a mutação D485E em β-amirina sintase de 

Euphorbia tirucalli proporcionou a perda da atividade desta enzima devido à inclusão 

do grupo metilênico, em detrimento à presença do grupamento ácido do ácido 

glutâmico (Ito et al., 2013), por sua vez colaborando com a observação de que uma 

distância fixa deve existir para a doação do próton ao grupo epóxido. 

A troca do triptofano na posição 417 por uma histidina impediu a enzima 

friedelina sintase de produzir friedelina. Ao estudar a estrutura molecular da 

friedelina sintase (figura 13 B), foi observado, através da nuvem de densidade 

eletrônica, que o triptofano na posição 417 forma uma cavidade rica em elétrons-π, 

interagindo também com outros resíduos aromáticos como Y366 e Y369, como já 

previamente observado em lanosterol sintase (Wu et al., 2006). Esta densidade 

eletrônica favorece os rearranjos durante a ciclização e a desprotonação final, 

resultando na produção da friedelina. A histidina, por ser um aminoácido com um 

imidazol parcialmente carregado, de menor volume que o triptofano, interfere na 

densidade eletrônica necessária para o rearranjo dos cátions intermediários no sítio 

ativo (figura 13 C), resultando na perda da capacidade de produção de friedelina 

pela enzima. 
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Figura 13 - Análise in silico por modelagem molecular de friedelina sintase e seus 

mutantes com perda de função: W417H e D484E. 

 

 
A) mutante D484E, evidenciando os aminoácidos ácido aspártico (amarelo) e ácido glutâmico (azul), 

a friedelina sintase docada no sítio ativo e as distâncias das interações dos aminoácidos com a 

friedelina (linha pontilhada em amarelo); B) MiFRS selvagem evidenciando a densidade eletrônica 

formada pelos resíduos W417, Y736, Y739 e W534 (amarelo) no sítio ativo, com destaque para o 

posicionamento dos carbocátions intermediários em C8 e C9 (lilás); C) mutante W417H (azul), 

evidenciando a alteração da densidade eletrônica no sítio ativo (amarelo) alterando a interação  com 

os cátions intermediários de friedelina  (ciano). (Autora) 

 

Segundo Ito et al. (2016), ao realizar a troca de resíduos de aminoácidos 

envolvidos com interações cátion-π, como os resíduos Y259 e W256, por 

aminoácidos de volume pequeno e sem capacidade de interações através dos 

elétrons π, ocorre a desestabilização dos carbocátions intermediários, produzindo 

metabólitos intermediários e/ou não ocorrendo a produção de β-amirina. O mesmo é 

observado no mutante de W417 em que a troca por um aminoácido de cadeia 

pequena, interrompeu a interação do resíduo e o substrato, provocando a 

interrupção da produção da friedelina.  

A 

B C 
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Assim pode-se notar que a perda do distanciamento correto para a 

doação/aceito de próton entre a enzima e o substrato/produto, como mostrado na 

mutação D484E, bem como a perda de interação dos cátions intermediários com o 

sítio ativo, como observado no mutante W417H, foram os principais motivos de 

perda de função da enzima friedelina sintase de M. ilicifolia. 

 

4.3.2 Mutantes com manutenção da atividade da friedelina sintase 
Algumas mutações na sequência de MiFRS mantiveram a sua atividade 

formadora de friedelina, sem levar à produção de outros compostos. Tais mutantes 

foram W612F e C369A (Figura 14). 

 

Figura 14 - Cromatogramas da fração apolar das células de S. cerevisiae 

expressando heterologamente a sequência selvagem de MiFRS e os 

mutantes W612F e C369A.  

 
Pico 2 = ergosterol; pico 3 = lanosterol; pico 4 = friedelina. (Autora) 

 

O resíduo W612 tem característica de realizar interações do tipo cátion–π, 

estabilizando os últimos carbocátions intermediários no anel A (figura 15 A).  E, por 

isso, é um resíduo altamente conservado na produção de triterpenos pentacíclicos, 

como lupeol e β-amirina e tetraciclos (lanosterol e cicloartenol) (Hoshino, 2017).  

Ao realizar o estudo da modelagem de friedelina sintase, notou-se que as 

distâncias de interações entre os elétrons π do resíduo W612 e os carbocátions no 

anel A (figura 15 A) são semelhantes em relação ao resíduo mutado W612F e os 

mesmos cátions intermediários (figura 15 B). A manutenção da formação de 

friedelina pelo mutante W612F demonstrou que a troca do aminoácido manteve as 

interações cátion-π, importantes para a estabilização dos rearranjos finais de 
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carbocátion na formação de friedelina. Contudo, é interessante observar que o 

resíduo de triptofano nesta posição é conservado entre as mais diversas OSC’s, 

sendo que apenas a enzima β-amirina syntase multifuncional (AMY2) de Lottus 

japonicus possui uma alanina na posição correspondente (Apêndice B).  

 

Figura 15 - Análise in silico por modelagem molecular de friedelina sintase e seus 

mutantes que favorecem a manutenção da atividade de friedelina 

sintase. 

 

 
A) MiFRS selvagem evidenciando o resíduo W612 (amarelo) e o comprimento das interações cátion-

π com os carbocátions intermediários (lilás) de friedelina (ciano); B) mutante W612F, evidenciando a 

manutenção de comprimentos semelhantes das interações cátion-π com os carbocátions 

intermediários (lilás) de friedelina; C) MiFRS selvagem evidenciando o resíduo C369A (amarelo), o e 

o resíduo D484 (amarelo)  em que ocorre o ancoramento do substrato para formação de friedelina 

(ciano); D) estrutura da L-cisteína e L-alanina, evidenciando os átomos: hidrogênio (cinza), oxigênio 

(vermelho), enxofre (amarelo), nitrogênio (azul) e cadeia carbônica (preto) 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). (Autora)  

 

A troca da cisteína na posição 369 por uma alanina (figura 15 E), um 

aminoácido menor, também não impediu a enzima de produzir friedelina, como 

observado no cromatograma da figura 14. A partir do alinhamento múltiplo entre as 

diversas oxidoesqualeno ciclases, foi observada a presença de uma alanina na 

posição correspondente da friedelina sintase de K. daigremontiana, enquanto que na 
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maioria das outras triterpeno sintases de pentacíclicos, a cisteína é conservada 

nesta posição (Apêndice B). 

Neste mutante não foi observada a produção de nenhum outro triterpeno, 

embora tenha sido descrita a produção de β-amirina e glutinol em KdFRS, indicando 

que outros resíduos de MiFRS estão relacionados à sua especificidade.  

É interessante notar, contudo, que a cadeia lateral de tamanho e volume menor 

do aminoácido cisteína e alanina na posição 369 é importante para a atividade de 

MiFRS e de outras OSCs que formam o cátion damarenil, visto que nas OSCs que 

formam o cátion protosteril, a existência de um resíduo de prolina, um aminoácido 

com cadeia constrita, nesta posição leva à produção de triterpenos tetracíclicos. 

Não foram encontrados relatos na literatura de estudos mutagênicos pela troca 

deste resíduo de cisteína em outras OSC. Vale salientar que a enzima friedelina 

sintase de M. ilicifolia compartilha 65% de identidade com a de K. daigremontiana e 

que outro trabalho do nosso grupo, publicado recentemente, elucidou a importância 

do resíduo L482 para a produção de friedelina, um resíduo conservado somente 

nestas duas enzimas e na enzima glutinol sintase, também de K. daigremontiana, 

produtora de glutinol majoritariamente e de friedelina em menor quantidade 

(SOUZA-MOREIRA et al., 2016). No presente trabalho de Mestrado, avaliou-se, por 

outro lado, um resíduo conservado entre a maioria das triterpeno pentacíclico 

sintases, encontrado também no sítio ativo de MiFRS, porém diferente entre esta e 

KdFRS e foi demonstrado que a presença de um resíduo de pequeno volume 

favorece a produção de friedelina. Outros estudos mutacionais seriam interessantes 

a fim de avaliar a função de outros resíduos como treonina e serina, presentes em 

algumas OSCs, ou mesmo como metionina, aminoácido maior que a cisteína, mas 

também contendo enxofre em sua cadeia lateral. 

Observou-se com estas análises que a troca de alguns resíduos do sítio ativo 

favoreceu a manutenção do mesmo tipo de interação, sem alteração estrutural de 

friedelina sintase, mantendo a formação de friedelina. 

 

4.3.3 Mutante com ganho de função 
Um mutante de friedelina sintase, além de friedelina, também produziu outros 

triterpenos pentacíclicos, como apresentados na figura 16.  
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 Figura 16 - Cromatograma da fração apolar das células de S. cerevisiae 

expressando heterologamente a sequência de MiFRS e mutante com 

ganho de função. 

 
Pico 2 = ergosterol; pico 3 = lanosterol; pico 4 = friedelina; pico 5 = β-amirina; pico 6 = α-amirina. 

(Autora) 

 

O resíduo de fenilalanina na posição 183 da friedelina sintase está localizado 

em uma região entre a entrada do sítio ativo e o sítio de ancoragem ao aspartato 

catalítico. A troca de fenilalanina por leucina na posição 183 não impediu a enzima 

friedelina sintase de produzir friedelina, porém, também possibilitou a formação de 

outros triterpenos pentacíclicos, como observado no cromatograma da figura 16, 

levando à perda de especificidade da enzima. O modelo estrutural de MiFRS mostra 

que a F183 localizada numa região próxima ao sítio ativo e em que o substrato entra 

para se ancorar (figura 17 A).  Ao se realizar a troca de fenilalanina na posição 183 

por uma leucina, um aminoácido menor e não aromático, nota-se que houve a 

produção não só de friedelina, mas também de β-amirina e α-amirina (figura 11), 

assim como nas outras triterpeno sintases de pentacíclicos. Observa-se que o 

modelo de estrutura molecular utilizado para a análise dos resíduos que 

possivelmente poderiam estar envolvidos por interações com o resíduo F183 na 

produção dos diferentes produtos triterpenicos, não foi suficiente para explicar o 

porquê das produções diferenciadas tanto de β-amirina quanto de α-amirina. 

Portanto, são necessários outros estudos mais aprofundados para entender qual o 

envolvimento do resíduo F183 com a produção diferenciada dos triterpenos, já que 

este resíduo está localizado somente próximo ao sítio ativo e não diretamente sobre 

o substrato ou interagindo diretamente com outros aminoácidos do sítio ativo. 

A formação de β-amirina também ocorre pela ação da friedelina sintase de K. 

daigremontiana (KdFRS) (Wang et al., 2010), enzima que possui um resíduo de 
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leucina na posição 183. A maioria das OSCs que produzem triterpenos tetracíclicos 

ou pentacíclicos também possui leucina na posição correspondente, exceto as 

enzimas isomultiflorenol sintase (LcIMS1) de Luffa cylindrica e triterpeno sintase 

multifuncional (RsM2) de Rhizophora stylosa que também possuem uma fenilalanina 

e as enzimas arabidiol sintase (PEN1), talianol sintase (PEN4) e marneral sintase 

(PEN5) de Arabidopsis thaliana, que possuem o isômero isoleucina (Apêndice B). 

Assim, a produção de α-amirina e β-amirina pelo mutante F183L condiz com a 

função do resíduo de leucina nas outras triterpeno pentacíclico sintases, contudo, a 

produção concomitante e relativamente maior de friedelina, em relação aos outros 

triterpenos da amostra, demonstra que apenas este resíduo, não envolvido com o 

sítio ativo, mas direcionado à sua cavidade, não está envolvido na troca de atividade 

da enzima.  
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Figura 17- Análise in silico por modelagem molecular de friedelina sintase e o 

mutante com manutenção da atividade de friedelina sintase e o ganho 

de função: F183L. 
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A) entrada do sítio ativo (flecha em verde), aminoácido fenilalanina na posição 183 (amarelo) e a 

friedelina docada no sítio ativo (ciano); B) sítio ativo da friedelina sintase evidenciando o resíduo F183 

(amarelo) e os resíduos participantes das interações π (amarelo), representando também a friedelina 

em docking no sítio ativo (ciano) e o resíduo D484 onde o substrato se ancora (amarelo); C) sítio 

ativo da friedelina sintase evidenciando o resíduo de leucina do mutante F183L (azul) e os demais 

resíduos e a molécula apresentados no quadro B. (Autora)  

 

É interessante observar que diferentes resíduos presentes no sítio ativo 

exercem funções importantes para a atividade e especificidade catalítica da enzima. 

Tais aminoácidos são geralmente altamente conservados entre as OSCs e sua troca 

leva à perda de formação de qualquer triterpeno, como observado nos mutantes: 

W417H e D484E. Foi observado que os resíduos correspondentes de posição em 

lanosterol sintase de S. cerevisiae (Y510, H234, Y707, Y710 e W390) e em β-

amirina sintase de E. tirucalli (D484, Y259, W257, F728, W612) também estão 

relacionados à atividade das suas enzimas.  

Outros se mostram divergentes entre os grupos de enzimas OSCs, podendo a 

sua troca levar à formação de diferentes triterpenos e, por isso, relacionam-se com a 

especificidade da friedelina sintase estudada, como o mutante F183. Resíduos de 

aminoácidos como a mesma característica de formação de outros triterpenos, 

constituintes do sítio ativo, porém com uma distância maior do substrato já foram 

relatados, como o resíduo C393 da enzima cucurbitadienol sintase de Cucumis 

sativus e o resíduo F728 da enzima β-amirina sintase de Avena strigosa. 

Outros resíduos, contudo, podem ser considerados menos relacionados com a 

especificidade da enzima, visto que sua troca por aminoácidos com características 

semelhantes manteve a formação de friedelina (W612 e C369).  

Desta forma, é possível determinar que os resíduos W417 e D484 são 

essenciais para a atividade catalítica da friedelina sintase de M. ilicifolia, enquanto 

que os resíduos W612, C369 e F183 estão relacionados à estabilização e controle 

dos rearranjos específicos da formação de friedelina. 
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5 CONCLUSÕES 
  

A predição da enzima friedelina sintase por homologia resultou em um modelo 

dentros dos parâmetros aceitáveis e possibilitou a realização do estudo in silico dos 

aminoácidos constituintes do sítio ativo da enzima. Assim, a análise das possíveis 

interações com o sítio ativo da enzima e a comparação dos resíduos dessa enzima 

com outras oxidoesqualeno ciclases guiaram a seleção dos resíduos a serem 

mutados, sendo possível avaliar o efeito na estrutura-atividade dos mutantes por 

meio da análise dos compostos formados heterologamente em S. cerevisiae. 

Desta forma, foi possível observar resíduos do sítio ativo da enzima envolvidos 

com a sua função catalítica e especificidade. Assim, os resíduos determinantes para 

a atividade catalítica da enzima são:. Já os resíduos de aminoácidos C369, W612 e 

F183 estão envolvidos com à estabilização e controle dos rearranjos específicos da 

formação de friedelina. 

A friedelina sintase é uma OSC singular por levar à formação de um triterpeno 

cetônico, com maior número de rearranjos. A compreensão da sua atividade singular 

entre as OSC, de acordo com a sua estrutura, é ainda modesta e com este trabalho 

foram determinados resíduos essenciais para a sua função catalítica bem como 

resíduos envolvidos com a sua estabilidade. 

Tais resíduos, contudo, não são os únicos determinantes para a sua atividade 

específica de formação de friedelina e futuros estudos com outros resíduos podem 

esclarecer melhor a relação estrutura-atividade desta enzima. 
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APÊNDICE A - Sequências das enzimas oxidoesqualeno ciclases usadas no 

alinhamento múltiplo com seu número de acesso no GenBank, espécie e função. 

(continua) 

No de acesso Espécies Função 

AB257562.1 Arabidopsis thaliana Arabidiol sintase (PEN1) 

AY327541.1 Arabidopsis thaliana Talianol sintase (PEN4) 

BT020456.1 Arabidopsis thaliana Marneral sintase (PEN5) 

AB274959.1 Arabidopsis thaliana Triterpeno sintase multifuncional 

(PEN6) 

NM_179572.1 Arabidopsis thaliana Lupeol sintase 1 (LUP1) 

NM_106545.3 Arabidopsis thaliana Lupeol sintase 2 (LUP2) 

NM_126681.2 Arabidopsis thaliana Cicloartenol sintase (CAS1) 

AB263204.1 Rhizophora stylosa Triterpeno sintase multifuncional 

(RsM2) 

AB289586.1 Bruguiera gymnorhiza Lupeol sintase (BgLUS) 

AB257507.1 Kandelia candel Triterpeno sintase multifuncional 

(KcMS) 

DQ268869.1 Ricinus communis Lupeol sintase (RcLUS) 

AB058643.1 Luffa cylindrica Isomultiflorenol sintase (LcIMS1) 

AB037203.1 Glycyrrhiza glabra β-amirina sintase (GgbAS1) 

AB181244.1 Lotus japonicus β-amirina sintase (OSC1) 

AB034802.1 Pisum sativum β-amirina sintase (PSY) 

AF478453.1 Medicago truncatula β-amirina sintase (AMY1) 

AF478455.1 Lotus japonicus β-amirina sintase multifuncional 

(AMY2) 

AB034803.2 Pisum sativum amirina sintase mista (PSM) 

AB009030.1 Panax ginseng β-amirina sintase (PNY1) 

AB014057.1 Panax ginseng β-amirina sintase (PNY2) 

AB055512.1 Betula platyphylla β-amirina sintase (BPY) 

HM623868.1 Kalanchoe daigremontiana Taraxerol sintase (KdTAS) 

AB263203.1 Rhizophora stylosa Triterpeno sintase multifuncional 

(RsM1) 

AB206469.1 Medicago tirucalli β-amirina sintase (EtAS) 
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(conclusão) 

No de acesso Espécies Função 

HM623870.1 Kalanchoe daigremontiana Friedelina sintase (KdFRS) 

HM623869.1 Kalanchoe daigremontiana Glutinol sintase (KdGLS) 

HM623871.1 Kalanchoe daigremontiana Lupeol sintase (KdLUS) 

AB025343.1 Olea europaea Lupeol sintase (OEW) 

AB025345.1 Taraxacum officinale Lupeol sintase (TRW) 

AB181245.1 Lotus japonicus Lupeol sintase (OSC3) 

AB116228.1 Glycyrrhiza glabra Lupeol sintase (GgLUS1) 

AB055511.1 Betula platyphylla Lupeol sintase (BPW) 

AB181246.1 Lotus japonicus Cicloartenol sintase (OSC5) 

AB025968.1 Glycyrrhiza glabra Cicloartenol sintase (GgCAS1) 

AB009029.1 Panax ginseng Cicloartenol sintase (PNX) 

HM623872.1 Kalanchoe daigremontiana Cicloartenol sintase (KdCAS) 

AB055509.1 Betula platyphylla Cicloartenol sintase (BPX1) 

APG38073.1 Maytenus ilicifolia Friedelina sintase (MiFRS) 

AAA16975.1 Saccharomyces cerevisiae Lanosterol sintase (ScLAS) 

P48449.1 Homo sapiens Lanosterol sintase (1W6K) 

BAK52535.1 Aster tataricus Shionona sintase (SS) 
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APÊNDICE B - Alinhamento entre oxidoesqualeno ciclases e friedelina sintase de M. 

ilicifolia, cuja identificação e número de acesso estão apresentados na tabela do 

apêndice A. 

 
ScLAS     1 MTE----------------FYSDTI----------GLPKTDPRLWRLRTDELGRESWEYL 
1W6K      1 ------MTEGTCL-RRRGGPYKTEPA-------------TDLGRWR-LNCERGRQTWTYL 
BPX1      1 -------------------MWKLKIGAETARGDGGGGGGSETWLRS-LNNHLGRQIWEFH 
KdCAS     1 -------------------MWKLKIAD----------AGGSQWLRS-VNNHIGRQIWDFD 
CAS1      1 -------------------MWKLKIAE-----------GGSPWLRT-TNNHVGRQFWEFD 
PNX       1 -------------------MWKLKIAE-----------GGNPWLRT-LNDHVGRQIWEFD 
PSX       1 -------------------MWKLKVAE-----------GGTPWLRT-LNNHVGRQVWEFD 
GgCAS1    1 -------------------MWKLKIAE-----------GGSPWLRT-VNNHVGRQVWEFD 
OSC5      1 -------------------MWKLKIAE-----------GGNPWLRS-TNSHVGRQVWEFD 
BPW       1 -------------------MWKLKIAE----------GGPG--LVS-GNDFIGRQHWEFD 
GgLUS1    1 -------------------MWKLKIGE----------GGAG--LIS-VNNFIGRQHWEFD 
OSC3      1 -------------------MWKLKVAE----------GGKG--LVS-VSNFIGRQHWVFD 
TRW       1 -------------------MWKLKIAE----------GGDDEWLTT-TNNHVGRQHWQFD 
OEW       1 -------------------MWKLKIAD----------G-TGPWLTT-TNNHIGRQHWEFD 
PEN5      1 -------------------MWRLRIGA-------EAR--QDPHLFT-TNNFAGRQIWEFD 
PEN6      1 -------------------MWRLKIGA-------KGG--DETHLFT-TNNYTGRQTWEFD 
PEN4      1 -------------------MWRLRTGP-------KAG--EDTHLFT-TNNYAGRQIWEFD 
PEN1      1 -------------------MWRLRIGA-------KAG--NDTHLFT-TNNYVGRQIWEFD 
RsM2      1 -----------------MGVWRLKIGE-------GA---NNPYLTS-TNNFVGRQTWVFE 
LcIMS1    1 -------------------MWRLKVAD-------GG---NDPYIYS-MNNFIGRQIWEFD 
MiFRS     1 -------------------MWKIKIAD-------RGNCPYNEYLYT-TNDFVGRQIWEFD 
LUP2      1 -------------------MWKLKIGE-------GNG--EDPYLFS-SNNFVGRQTWEFD 
LUP1      1 -------------------MWKLKIGK-------GNG--EDPHLFS-SNNFVGRQTWKFD 
RcLUS     1 -------------------MWRIKIAE-------GG---NNPYIYS-TNNFQGRQIWVFD 
KcMS      1 -------------------MWRLKIAE-------GG---DNPYIYS-TNNFLGRQTWEFE 
BgLUS     1 -------------------MWRLKIAE-------GG---NNPYIYS-TNNFVGRQTWEFD 
SS        1 -------------------MWRLKIAD-------GG---NNPYLYS-TNNFIGRQTWEFD 
KdFRS     1 -------------------MWKLKIAE-------GG---SDPYIYT-TNNFVGRQIWEFD 
KdLUS     1 -------------------MWKLKIAD-------GG---SNPYIFT-TNNFVGRQIWEFD 
KdGLS     1 -------------------MWKLKIAD-------GG---SNPYIFT-TNNFVGRQIWEFD 
EtAS      1 -------------------MWKLKIAE-------GG---NDEYLYS-TNNYVGRQTWVFD 
RsM1      1 -------------------MWRLKIAE-------GG---NDPYLYS-TNNYVGRQIWEFD 
PNY1      1 -------------------MWKLKIAE-------GNK--NDPYLYS-TNNFVGRQTWEFD 
PNY2      1 -------------------MWRLMTAK-------GG---NDPYLYS-TNNFIGRQTWEFD 
KdTAS     1 MSFVWVEESKECSEQRKGSMWKLKIAQ-------GG---KDPYLYS-TNNYVGRQTWEFD 
BPY       1 -------------------MWRLKIAD-------GG---SDPYIYS-TNNFVGRQTWEFD 
PSM       1 -------------------MWKLKIGD-------GG---KDRNIFS-TNNFVGRQTWEFD 
AMY2      1 -------------------MWKLKVAD-------GG---KNPYIFS-INNFVGRQTWEYD 
AMY1      1 -------------------MWKLKIGE-------GK---NEPYLFS-TNNFVGRQTWEYD 
PSY       1 -------------------MWRLKIAE-------GG---NDPYLFS-TNNFVGRQTWEYD 
OSC1      1 -------------------MWKLKVAD-------GG---KDPYIFS-TNNFVGRQTWEYD 
GgbAS1    1 -------------------MWRLKIAE-------GG---KDPYIYS-TNNFVGRQTWEYD 
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ScLAS    35 TPQQAANDP-------------------PSTFTQWLL---QDPK-------FPQPNPERN 
1W6K     40 QDER-AGREQTGLEAYA-------------------LGLDTKNYFK----DLPKA----- 
BPX1     41 PELG-TQEELQQIDDARRRFWERRFERRHSSDLLMRIQFAKENPSS---ANIPQVKIKDT 
KdCAS    31 PALG-SPEELAQIEDARDNFARHRFDKKHSADLLMRFQLTKENPQS---DLLPKVNIGKI 
CAS1     30 PNLG-TPEDLAAVEEARKSFSDNRFVQKHSADLLMRLQFSRENLIS---PVLPQVKIEDT 
PNX      30 PNIG-SPEELAEVEKVRENFRNHRFEKKHSADLLMRIQFANENPGS---VVLPQVKVNDG 
PSX      30 PHSG-SPQDLDDIETARRNFHDNRFTHKHSDDLLMRLQFAKENPMN---EVLPKVKVKDV 
GgCAS1   30 PKLG-SPEDLLEIEKARQNFHDNRFTHKHSADLLMRIHFAKENPMN---EVLPKVRVKDI 
OSC5     30 PKLG-SPQDLAEIETARNNFHDNRFSHKHSSDLLMRIQFSKENPIG---EVLPKVKVKDV 
BPW      29 PDAG-TPQERAEVEKVREEFTKNRFQMKQSADLLMRMQLRKENPCQ---PIPPPVKVKET 
GgLUS1   29 PNAG-TPQEHAEIERLRREFTKNRFSIKQSADLLMRMQLRKENHYGTNNNIPAAVKLSDA 
OSC3     29 PNAG-TPQEHEEIERMRQEFTKNRFSIKQSADLLMRMQLRKENPCG---PIPPAVKLRDV 
TRW      31 PDAG-TEEERAEIEKIRLNFKLNRFQFKQSADLLMRTQLRKENPIN---KIPDAIKLNET 
OEW      30 PEAG-TPDERVEVERLREEFKKNRFRTKQSADLLMRMQLVKENQRV---QIPPAIKIKET 
PEN5     32 ANGG-SPEELAEVEEARLNFANNKSRFKASPDLFWRRQFLREKKFE---QKIPRVRIEDA 
PEN6     32 ADAC-SPEELAEVDEARQNFSINRSRFKISADLLWRMQFLREKKFE---QKIPRVEIGDA 
PEN4     32 ANAG-SPQEIAEVEDARHKFSDNTSRFKTTADLLWRMQFLREKKFE---QKIPRVIIEDA 
PEN1     32 ANAG-SPQELAEVEEARRNFSNNRSHYKASADLLWRMQFLREKGFE---QKIPRVRVEDA 
RsM2     33 PDGG-TPEERDQVEEARQNYFKNRFRVRPCSDLLWQMQFLREKNFR---QKIPQVKVRDG 
LcIMS1   31 PNAG-TPEERAEIERLRHHFTKNRHKGFPSADLLWRVQLLREKNFK---QSIPAVKVGDG 
MiFRS    34 PNSG-TPEELAEIEEARRKFTENRYEVKPASDLLWMMQFLRKNNFK---QTIPPLRIGEK 
LUP2     32 PKAG-TPEERAAVEDARRNYLDNRPRVKGCSDLLWRMQFLKEAKFE---QVIPPVKIDDG 
LUP1     32 HKAG-SPEERAAVEEARRGFLDNRFRVKGCSDLLWRMQFLREKKFE---QGIPQLKATNI 
RcLUS    31 PNAG-TPEEQAEVEEARQNFWKNRFQVKPNSDLLWQLQFLREKNFK---QKIPKVKVEDG 
KcMS     31 PEAG-TPEERAQVEEARQNFWRDRFRIKPCSDLLWRFQFLREKKFK---QIIPQGKVQDG 
BgLUS    31 PEAG-TPEERAQVEEARENFWRDRFLIKPSSDLLWRFQFLSEKKFK---QRIPQVKVQDG 
SS       31 PNYG-TPEERDEVEQARLHFWNHRHEIKPSGDTLWRMQFIREKKFK---QTIPQVKIEDD 
KdFRS    31 PQAT-DPQQLAKVEAARLNFYNHRHKIKPSSDLLWRLQFLEEKDFR---QNIAQVKVEDG 
KdLUS    31 PQAT-DPQQLAKVEAARLDFYHNRYKLKPNSDLLWRMQFLEEKAFT---QTIPQVKVEDG 
KdGLS    31 PQAT-DPQQLAKVEAARLDFYHNRYKLKPNSDLLWRMQFLEEKDFR---QNIPQVKVEDG 
EtAS     31 PQPP-TPQELAQVQQARLNFYNNRYHVKPSSDLLWRFQFLREKNFK---QTIPQAKINEG 
RsM1     31 PDAG-TPEERAKAEEARQNFYKNRYQVKPSGDLLWRLQFLREKNFK---QTIPQVRIEEG 
PNY1     32 PDYVASPGELEEVEQVRRQFWDNRYQVKPSGDLLWRMQFLREKNFR---QTIPQVKVGDD 
PNY2     31 PDYG-TPAERAEVEEARLHFWNNRYQVKPSSDVLWRMQFLKEKNFK---QIIPQVKVEDG 
KdTAS    50 PEAG-TPEERAEVEAARLNFYNNRYRVKPSADLLYRMQFLKEKNFK---QTIPPVKVEDG 
BPY      31 PQAG-SPQERAEVEEARRNFYDNRYQVKPSGDLLWRMQFLKEKNFK---QTIPPVKVEDG 
PSM      31 PDAG-TSQEKAQVEAARQHFYDNRFEVKACSDLLWRFQILKEKNFK---QTIESVKIKDE 
AMY2     31 PDAG-TPEERAQVEEARQDFYNNRYKVKTCGDRLWRFQVMRENNFK---QTIPSVKIEDG 
AMY1     31 PEAG-SEEERAQVEEARKNFYDNRFKVKPCGDLLWRFQVLRENNFM---QTIDGVKIEDG 
PSY      31 PEAG-SEEERAQVEEARRNFYNNRFEVKPCGDLLWRFQVLRENNFK---QTIGGVKIEDE 
OSC1     31 PDAG-TPEERAQVEEARQDFYNNRYKVKPCGDLLWRFQVLRENNFK---QTIPSVKIEDG 
GgbAS1   31 PDGG-TPEERAQVDAARLHFYNNRFQVKPCGDLLWRFQILRENNFK---QTIASVKIGDG 
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ScLAS    66 KHSPDFSAFDACHNGASFFKLLQEPDSGIFPCQYKGPMFMTIGYVAVNYIAGI---EIPE 
1W6K     71 -----HTAFEGALNGMTFYVGLQA-EDGHWTGDYGGPLFLLPGLLITCHVA---RIPLPA 
BPX1     97 EEVREEAVGMTLRRAINFYSTIQA-DDGHWPGDYGGPMFLIPGLVITLSITGTLNAFLSK 
KdCAS    87 EDITEDAVTNTLRRAINFHSTTQA-HDGHWPGDYGGPLFLMPGLVITLSITGALNAVLSK 
CAS1     86 DDVTEEMVETTLKRGLDFYSTIQA-HDGHWPGDYGGPMFLLPGLIITLSITGALNTVLSE 
PNX      86 EDISEDKVTVTLKRAMSFYSTLQA-HDGHWPGDYGGPMFLMPGLVITLSITGVLNVVLSK 
PSX      86 EDVTEEAVATTLRRGLNFYSTIQS-HDGHWPGDYGGPMFLMPGLVITLSVTGALNAVLTD 
GgCAS1   86 EDVTEETVKTTLRRAINFHSTLQS-HDGHWPGDYGGPMFLMPGLVITLSITGALNAVLTE 
OSC5     86 EDVTEEAVVTTLRRAISFHSTLQS-HDGHWPGDYGGPMFLMPDLVITLSITGALNAVLTD 
BPW      85 EVITEEAVITTLRRSLSFYSSIQA-HDGHWPGESAGPLFFLQPFVMALYITGDLNTIFSP 
GgLUS1   88 ENITVEALVTTITRAISFYSSIQA-HDGHWPAESAGPLFFLQPLVMALYITGSLDDVLGP 
OSC3     85 EKVTAEALITTIRRSITFYSSIQA-HDGHWPAESAGPLFFVQPLVMALYITGSLDDVLGP 
TRW      87 EEVTNDAVTTTLKRAISFYSTIQA-HDGHWPAESAGPLFFLPPLVIALYVTGAMNDILTP 
OEW      86 EGITEEAVITTLRRAISFYSTIQA-HDGHWPAESAGPLFFLPPLVLALYVTGAINVVLSR 
PEN5     88 EKITYEDAKTALRRGVLYYAACQA-NDGHWPSEVSGSMFLDAPFVICLYITGHLEKIFTL 
PEN6     88 ENITYKDAKTALRRGILYFKALQA-EDGHWPAENSGCLFFEAPFVICLYITGHLEKILTL 
PEN4     88 RKIKYEDAKTALKRGLLYFTALQA-DDGHWPAENSGPNFYTPPFLICLYITGHLEKIFTP 
PEN1     88 AKIRYEDAKTALKRGLHYFTALQA-DDGHWPADNSGPNFFIAPLVICLYITGHLEKIFTV 
RsM2     89 EEINYETVTNAIRRSAHYLSATQS-SDGFWPADASAPVFYLAPWVIGLYVIGHLNTVFPA 
LcIMS1   87 EEISYEMALDAMRRGAHFLAAIQA-SDGHWPSETSGPLFYVCPLLICMYIMGFMDKVFSP 
MiFRS    90 EQVTYEDVTTALRRASSFFSALQA-SDGHWPAENAGVSFFLPPFIFCLYITGHLNSIITP 
LUP2     88 EGITYKNATDALRRAVSFYSALQS-SDGHWPAEITGTLFFLPPLVFCFYITGHLEKIFDA 
LUP1     88 EEITYETTTNALRRGVRYFTALQA-SDGHWPGEITGPLFFLPPLIFCLYITGHLEEVFDA 
RcLUS    87 EEITSEIAAAALRRSVHLFSALQA-SDGHWCAENGGLLFFLPPLVFAVYITGHLNTVFSP 
KcMS     87 EEITRDIATTALRRSVHLLSALQA-SDGHWCAENSGPMFYVPPMVFALYITGHLTTVFSA 
BgLUS    87 EEITREIATTALRRSVHLVSALQA-SDGHWCAENSGPMFFVPPMVFSLYITGHLNAVFSA 
SS       87 EEISYDKVTATMRRSVHLLEALLA-DDGHWPAENSGPSFFIQPLVMCLYITGHLNSVFPA 
KdFRS    87 EEVSYEAATAALKRGVHFYSALQA-SDGHWPAENAGPMFFMSPLVMCLYITGHLNTIFTE 
KdLUS    87 EEVSYEAVTAALRRGVHLYSALQA-SDGHWPAENAGPMFFMPPMVMCLYITGHLNAIFTE 
KdGLS    87 EEVSYEAVTAALRRGVHLYSALQA-SDGHWPAENAGPMFFMPPMVMCLYITGHLNAIFTE 
EtAS     87 EDITYEKATTALRRAVHFFSALQA-SDGHWPAENAGPLFFLPPLVMCLYITGHLDTVFPA 
RsM1     87 EEITREKATTALRRAVQFFSALQA-SDGHWPAENAGPLFFLPPLVMCMCITGHLDTVFPA 
PNY1     89 EAVTYEAATTTLRRAVHFFSALQA-SDGHWPAENSGPLFFLPPLVMCVYITGHLDTVFPA 
PNY2     87 EEITYEAATTTLRRAVHYFSALQA-DDGHWPAENAGPLFFLPPLVMCLYITGHLNTVFPA 
KdTAS   106 EEITYETATTALKRAVHFYSALQA-SDGHWPAENSGPLFFLPPLVMCLYITGHLNTVFPA 
BPY      87 EEITYEKSTAALRRAVHFYSALQA-SDGHWPAENAGPLFFLPPLVMCMYITGHLNTVFPA 
PSM      87 EEISEENVAITLRRAVHHLSTLQS-NDGHWPALNAGPLFYFPPLVFCMYVTGHLDSIFPY 
AMY2     87 EKVTYDKVTTTVRRAAHHLAGLQT-SDGHWPAQIAGPLLFTPPLIFCMYITGHLDSVFPE 
AMY1     87 EEITYEKATTTLRRGTHHLAALQT-SDGHWPAQIAGPLFFMPPLVFCVYITGHLDSVFPR 
PSY      87 EEITYEKTTTTLRRGTHHLATLQT-SDGHWPAQIAGPLFFMPPLVFCVYITGHLDSVFPP 
OSC1     87 EEITYEKATTTLKRAAHHLAALQT-SDGHWPAQIAGPLFFQPPLVFCMYITGHLNSVFPE 
GgbAS1   87 EEITYEKATTAVRRAAHHLSALQT-SDGHWPAQIAGPLFFLPPLVFCMYITGHLDSVFPE 
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ScLAS   123 HERIELIRYIVNTAHPVDGGWGLHSVDKSTVFGTVLNYVILRLLGLPKD-----HPVCAK 
1W6K    122 GYREEIVRYLRSVQ-LPDGGWGLHIEDKSTVFGTALNYVSLRILGVGPD-----DPDLVR 
BPX1    156 EHQCEICRYLYNHQ-NEDGGWGLHIEGPSTMFGTALNYITLRLLGE-PE--DG-MGAVEK 
KdCAS   146 EHKKEMCRYLYNHQ-NEDGGWGLHIEGPSTMFGSVLNYVTLRLLGEDVN--GG-DGEIER 
CAS1    145 QHKQEMRRYLYNHQ-NEDGGWGLHIEGPSTMFGSVLNYVTLRLLGEGPN--DG-DGDMEK 
PNX     145 EHKREICRYLYNHQ-NRDGGWGLHIEGPSTMFGTVLNYVTLRLLGEGAN--DG-QGAMEK 
PSX     145 EHRKEMRRYLYNHQ-NKDGGWGLHIEGPSTMFGSVLCYVTLRLLGEGPN--DG-EGDMER 
GgCAS1  145 EHRKEICRYLYNHQ-NKDGGWGLHIEGPSTMFGSVLNYVALRLLGEGPN--DR-QGEMEK 
OSC5    145 EHRKEMCRYLYNHQ-NKDGGWGLHIEGPSTMFGSVLNYVTLRLLGEGPN--DG-QGDMEK 
BPW     144 AHQKEIIRYLYNHQ-NEDGGWGFHIEGHSTMFGSALSYIALRILGEGLE-DGE-DGAMAK 
GgLUS1  147 EHKKEIVRYLYNHQ-NEDGGWGFHIEGHSTMFGSALSYVALRILGEGP----Q-DKAMAK 
OSC3    144 QHKKEIIRYLYNHQ-NEDGGWGFHIEGHSTMFGSALSYIALRVLGQSLE-DGE-DMAVAR 
TRW     146 AHQLEIKRYIYNHQ-NEDGGWGLHIEGHSTIFGSVLSYITLRLLGEEADSVAE-DMALVK 
OEW     145 EHQKEITRYIYNHQ-NEDGGWGIHIEGHSTMFGSVLSYITLRLLGEGQE-DGE-DKAVAR 
PEN5    147 EHVKELLRYMYNTQ-NEDGGWGLDVESHSVMFCTVLNYICLRILGVEPDHDG-QKSACAR 
PEN6    147 EHRKELLRYMYNHQ-NEDGGWGIHVEGQSAMFCTVINYICLRILGVEADLDDIKGSGCAR 
PEN4    147 EHVKELLRHIYNMQ-NEDGGWGLHVESHSVMFCTVINYVCLRIVGEEVGHDD-QRNGCAK 
PEN1    147 EHRIELIRYMYNHQ-NEDGGWGLYVESPSIMFCTVINYICLRIVGVEAGHDDDQGSTCTK 
RsM2    148 EHQKEILRYIYCHQ-NEDGGWGLHYEDGGTMFGTAFNYVCMRILGEGPG--GGRDNACER 
LcIMS1  146 EHKKEMMRYIYNHQ-NEDGGWGLHVGGHSNMFCTTFNYISLRLLGEEPD-----VEAVCK 
MiFRS   149 EHRKEILRFIYNHQ-NEDGGWGIHIEGHSTVFATAFTYVCMRILGVGPD-----EDACAR 
LUP2    147 EHRKEMLRHIYCHQ-NEDGGWGLHIEGKSVMFCTVLNYICLRMLGEGPN--GGRNNACKR 
LUP1    147 EHRKEMLRHIYCHQ-NEDGGWGLHIESKSVMFCTVLNYICLRMLGENPE-----QDACKR 
RcLUS   146 EHRKEILRYIYCHQ-NEDGGWGIHIEGHSTMFCTVLNYICMRILGEARD--GGIENACER 
KcMS    146 EHCKEILRYIYCHQ-NEDGGWGLHIEGHSTMFCTVLNYICMRILGEGRD--GGKDNACER 
BgLUS   146 EHCKEILRYIYCHP-NEDGGWGLHIEGHSAMFSTVLNYNWLGKLGEGRD--GGKDNACER 
SS      146 EHRKEILRYVYSHQ-NKDGGWGLHMEGHSIMFGTTLSYICMRLLGEGPD--GGLNGACTR 
KdFRS   146 EHRRETLRYIYYHQ-NEDGGWGFHIEGQSTMFGTVLNYICMRLLGEGPE--GGQDNAVSR 
KdLUS   146 EHRSETLRYIYYHQ-NEDGGWGFHIEGHSTMFGTVLNYICMRLLGEGPE--GGQDNAVSR 
KdGLS   146 EHRSETLRYIYYHQ-NEDGGWGFHIEGHSTMFGTVLNYICMRLLGEGPE--GGQDNAVSR 
EtAS    146 PHRLEILRYIYCHQ-NEDGGWGLHIEGHSTMFCTVLSYICMRLLGEGPN--GGQDNACSR 
RsM1    146 EHRKEILRYIYYHQ-NEDGGWGLHIEGHSTMFCTALNYICMRILGEGPN--GGQDDACTR 
PNY1    148 EHRKEILRYIYCHQ-NEDGGWGLHIEGHSTMFCTTLSYICMRILGEGPD--GGVNNACAR 
PNY2    146 EHRIEILRYIYCHQ-NDDGGWGLHIEGHSTMFCTALSYICMRILGEGRD--GGENNACAR 
KdTAS   165 EHQREILRYIYYHQ-NEDGGWGLHIEGHSTMFCTALSYICMRILGEGPD--GGLDNAVAR 
BPY     146 EHQKEILRYIYYHQ-NEDGGWGLHIEGHSTMFCTALSYICMRILGEGPD--GGQDNACAR 
PSM     146 EYRKEILRYIYCHQ-NEDGGWGLHVEGHSIMFCTVLNYICMRILGEGPN--GGKEDACAR 
AMY2    146 VYRKEILRYTYVHQ-NEDGGWGLHIEGHSTMFCTVLNYICMRILGEGPD--GGQDNACAR 
AMY1    146 EHRKEILRYIYCHQ-NEDGGWGLHIEGHSTMFCTALNYICMRILGEGPD--GGQDNACAR 
PSY     146 EHRKEILRYIYCHQ-NEDGGWGLHIEGHSTMFCTALNYICMRILGEGPD--GGEDNACVR 
OSC1    146 EYRKEILRYIYVHQ-NEDGGWGLHIEGHSTMFCTALNYICMRMLGEGPD--GGQDNACAR 
GgbAS1  146 EYRKEILRYIYYHQ-NEDGGWGLHIEGHSTMFCTALNYICMRILGEGPD--GGQDNACAR 
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ScLAS   178 ARSTLLRLGGAIGSPHWGKIWLSALNLYKWEGVNPAPPETWLLPYSLPMHPGRWWVHTRG 
1W6K    176 ARNILHKKGGAVAIPSWGKFWLAVLNVYSWEGLNTLFPEMWLFPDWAPAHPSTLWCHCRQ 
BPX1    211 ARKWILDHGGATAITSWGKMWLSVLGVYEWSGNNPLPPEVWLCPYLLPCHPGRMWCHCRM 
KdCAS   202 ARKWILDHGGATAITSWGKMWLSVLGVFEWCGNNPLPPEMWLFPYYLPVHPGRMWCHCRM 
CAS1    201 GRDWILNHGGATNITSWGKMWLSVLGAFEWSGNNPLPPEIWLLPYFLPIHPGRMWCHCRM 
PNX     201 GRQWILDHGSATAITSWGKMWLSVLGVFEWSGNNPLPPETWLLPYILPIHPGRMWCHRRM 
PSX     201 GRDWILEHGGATYITSWGKMWLSVLGVFEWSGNNPMPPEIWLLPYALPVHPGRMWCHCRM 
GgCAS1  201 GRDWILGHGGATFITSWGKMWLSVLGVYEWSGNNPLPPEIWLLPYVLPIHPGRMWCHCRM 
OSC5    201 ARDWILGHGGATYITSWGKMWLSVLGVFEWSGNNPLPPEIWLLPYALPFHPGRMWCHCRM 
BPW     201 SRKWILDHGGLVAIPSWGKFWVTVLGLYEWSGCNPLPPEFWFLPDIFPIHPGKMLCYCRL 
GgLUS1  201 GRKWILDHGGLVAIPSWGKFWVTVLGAYEWSGCNPLPPELWLLPKFAPFHPGKMLCYCRL 
OSC3    201 GRKWILDHGGLVAIPSWGKFWVTVLGVYEWSGCNPLPPEFWLLPKIFPIHPGKMLCYCRL 
TRW     204 GRKWILDHGGAVGIPSWGKFWLTILGVYEWGGCNPMPPEFWLMPKFFPIHPGKMLCYCRL 
OEW     202 GRKWILDHGGAVGIPSWGKFWLTVLGVYEWDGCNPMPPEFWLLPNFSPIHPGKMLCYCRL 
PEN5    205 ARKWILDHGGATYAPMVAKAWLSVLGVYDWSGCKPLPPEIWMLPSFSPINGGTLWIYIRD 
PEN6    206 ARKWILDHGGATYTPLIGKAWLSILGVYDWSGCKPIPPEVWMLPTFSPFNGGTLWIYFRD 
PEN4    205 AHKWIMDHGGATYTPLIGKALLSVLGVYDWSGCNPIPPEFWLLPSSFPVNGGTLWIYLRD 
PEN1    206 ARKWILDHGGATYTPLIGKACLSVLGVYDWSGCKPMPPEFWFLPSSFPINGGTLWIYLRD 
RsM2    205 ARKGILDHGGVTYIPSGGKTWLAMLGVFDWSGCNPMPPEFWMLPPFFPMHPAQMWCYCRI 
LcIMS1  200 ARNWIHDHDGVTSILSWGKTWLSILNVFDWSASNPMPPEYWMLPTWVPIHPSNMMCYTRI 
MiFRS   203 ARKWILDRGGITYMASWGKTWFSVLGIFDWYGCNPMPPEFWILPSYLPIHPAKMWCYCRM 
LUP2    204 ARQWILDHGGVTYIPSWGKIWLSILGIYDWSGTNPMPPEIWLLPSFFPIHLGKTLCYTRM 
LUP1    201 ARQWILDRGGVIFIPSWGKFWLSILGVYDWSGTNPTPPELLMLPSFLPIHPGKILCYSRM 
RcLUS   203 GRKWILDHGGATGISSWGKTWLSILGVYEWDGTNPMPPEFWAFPSSFPLHPAKMFCYCRI 
KcMS    203 ARKWILDHGSATAISSWGKTWLAILGVYEWDGCNPMPPEFWVFPTFFPIHPAKMLCYCRL 
BgLUS   203 ARRRILDHGSATAISSWGKTWLAILGVYEWDGCNPMPPEFWAFPTFFPIHPARMLCYCRL 
SS      203 ARKWILDHGGAIANPSWGKVWLSILGVHEWVGCNPLPPEFWLFPSFLPMSPGKMWSYCRL 
KdFRS   203 GRKWILDHGGATAIPSWGKTWLSIMGLCDWSGCNPMPPEFWLLPSYLPMHPAKMWCYCRM 
KdLUS   203 GRKWILDHGGATSIPSWGKTWLSIMGLCDWSGCNPMPPEFWLLPSYLPMHPGKMWCYCRM 
KdGLS   203 GRKWILDHGGATSIPSWGKTWLSIMGLCDWSGCNPMPPEFWLLPSYLPMHPGKMWCYCRM 
EtAS    203 ARKWIIDHGGATYIPSWGKTWLSILGVYEWSGSNPMPPEFWILPTFLPMHPAKMWCYCRM 
RsM1    203 ARKWIHDHGSVTNIPSWGKTWLSILGVYDWSGCNPMPPEFWMLPSFLPMHPAKMWCYCRM 
PNY1    205 GRKWILDHGSVTAIPSWGKTWLSILGVYEWIGSNPMPPEFWILPSFLPMHPAKMWCYCRM 
PNY2    203 ARKWILDHGSVTAIPSWGKTWLSILGLFDWSGSNPMPPEFWILPPFLPMHPAKMWCYCRM 
KdTAS   222 GRKWILDHGTVTAMPSWGKTWLSIMGLFDWSGSNPMPPEFWLLPSFLPMYPAKMWCYCRM 
BPY     203 ARKWILDHGGVTHMPSWGKTWLSILGIFEWIGSNPMPPEFWILPSFLPMHPAKMWCYCRM 
PSM     203 ARKWIHDHGSVTHVSSWGKIWLSVLGIFDWCASNPMPPEFWMLPSFLLKHPAKMLCYCRL 
AMY2    203 ARKWIHDHGGATHIASWGKTWLSILGIFDWSGTNPMPPEFWILPSFLPMHPAKMWCYCRL 
AMY1    203 ARNWIRAHGGVTYIPSWGKTWLSILGLFDWLGSNPMPPEFWILPSFLPMHPAKMWCYCRL 
PSY     203 ARNWIRQHGGVTHIPSWGKTWLSILGVFDWLGSNPMPPEFWILPSFLPMHPAKMWCYCRL 
OSC1    203 ARKWILDHGGVTHIPSWGKTWLSILGIFDWKGSNPMPPEFWILPSFLPMHPAKMWCYCRL 
GgbAS1  203 ARKWIHDHGGVTHIPSWGKTWLSILGVFDWCGSNPMPPEFWILPSFLPMHPAKMWCYCRL 
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ScLAS   238 VYIPVSYLSLVKFSCPMTPLLEELRNEIYTKPFDKINFSKNRNTVCGVDLYYPHSTTLNI 
1W6K    236 VYLPMSYCYAVRLSAAEDPLVQSLRQELYVEDFASIDWLAQRNNVAPDELYTPHSWLLRV 
BPX1    271 VYLPMSYLYGKRFVGPITSTIQSLRKELYTVPYHEIDWNKARNDCAKEDLYYPHPLVQDI 
KdCAS   262 VYLPMSYLYGKRFVGPITPTVLSLRKELFTVPYHEIDWNEARSLCAKEDLYYPHPVVQDI 
CAS1    261 VYLPMSYLYGKRFVGPITSTVLSLRKELFTVPYHEVNWNEARNLCAKEDLYYPHPLVQDI 
PNX     261 VYLPMSYLYGKRFVGPITPTVLSLRKEVFSVPYHEIDWNQARNLCAKEDLYYPHPLIQDI 
PSX     261 VYLPMSYLYGKRFVGPITPTVLSLRKELFTVPYHDIDWNQARNLCAKEDLYYPHPLVQDI 
GgCAS1  261 VYLPMSYLYGKRFVGPITPTILSLRKELYTIPYHDIDWNQARNLCAKEDLYYPHPLVQDI 
OSC5    261 VYLPMSYLYGKRFVGPITPTILSLRKELFTIPYHDIDWNQARNLCAKEDLYYPHPLVQDI 
BPW     261 VYMPMSYLYGKRFVGPITGLIQSLRQELYNEPYHQINWNKARSTVAKEDLYYPHPLIQDL 
GgLUS1  261 VYMPMSYLYGKKFVGPITALIRSLREELYNEPYNQINWNTARNTVAKEDLYYPHPLIQDM 
OSC3    261 VYMPMSYLYGKKFVGPITALVRSLRKELYNEPYDRVDWNKARNTVAKEDLYYPHPLIQDM 
TRW     264 VYMPMSYLYGKRFVGKITELVRDLRQELYTDPYDEINWNKARNTCAKEDLYYPHPFVQDM 
OEW     262 VYMPMSYLYGKRFVGPITGLVLSLRQEIYTEPYHGINWNRARNTCAKEDLYYPHPLAQDM 
PEN5    265 LLMGMSYLYGKKFVATPTALILQLREELYPQPYSKIIWSKARNRCAKEDLLYPKSFGQDL 
PEN6    266 IFMGVSYLYGKKFVATPTPLILQLREELYPQPYDKILWSQARNQCAKEDLYYPQSFLQEM 
PEN4    265 TFMGLSYLYGKKFVAPPTPLILQLREELYPEPYAKINWTQTRNRCGKEDLYYPRSFLQDL 
PEN1    266 IFMGLSYLYGKKFVATPTPLILQLQEELYPEPYTKINWRLTRNRCAKEDLCYPSSFLQDL 
RsM2    265 VYMPMSYLYGRRFVGPITPLVQQLREELHTQPFHEIEWSKARHLCAKEDLFHRRPWIQEL 
LcIMS1  260 TYMPMSYLYGKRFQAPLTPLVLQLRDELHTQPYDQINWRKVRHMCATEDLYFPHPFVQDL 
MiFRS   263 VYMPMSYLYGKRFVAPITPLILQLREELHTQPYHEIEWRKMRHRCAEEDLYFPHSLIQNF 
LUP2    264 VYMPMSYLYGKRFVGPLTPLIMLLRKELHLQPYEEINWNKARRLCAKEDMIYPHPLVQDL 
LUP1    261 VSIPMSYLYGKRFVGPITPLILLLREELYLEPYEEINWKKSRRLYAKEDMYYAHPLVQDL 
RcLUS   263 TYMPMSYLYGKRFVGPITPLILQIREEIYNEPYNKIKWNSVRHLCAKEDNYFPHPTIQKL 
KcMS    263 TYIAMSYLYGKKFVGPITPLILQLREEIYNEPYDEINWSRMRHLCAKEDNHYPHTLTQII 
BgLUS   263 TYMAMSYLYGKKFVGPITPLILQLREEIYNEPYDQINWSRMRHLCAKEDNYYAHTLTQII 
SS      263 VFMPMSYLYGRRFVGPITPLVLQLRKELYAQPYNDIKWKSSRHVCAKEDIYYPHPLLQDL 
KdFRS   263 VYMPMSYLYGKRFTTHITPLILQLREELHTQPYDQINWKKVRHVCCKEDTYYPHPILQDL 
KdLUS   263 VYMPMSYLYGKRFTARITPLILQLREEIHIQPYDQIDWKKVRHVCCKEDMYYPHPLLQDL 
KdGLS   263 VYMPMSYLYGKRFTARITPLILQLREEIHIQPYDQIDWKKVRHVCCKEDMYYPHPLLQDL 
EtAS    263 VYMPMSYLYGKRFVGPITPLILQLRQELHTQPYHHINWTKTRHLCAHEDVYYPHPLIQDL 
RsM1    263 VYMPMSYLYGKRFVGLITPLIQQLREELFTQPYDQINWKKNCHQCAPEDLYYPHPFIQDL 
PNY1    265 VYMPMSYLYGKRFVGPITPLILQLREELYGQPYNEINWRKTRRVCAKEDIYYPHPLIQDL 
PNY2    263 VYMPMSYLYGKRFVGPITPLILQLREELYAQAYDEINWRKVRHNCAKEDLYYPHPLIQDL 
KdTAS   282 VYMPMSYLYGKRFVGPITPLILQLREELYDQPYEQVNWKQVRHECAKEDIYYPHPKIQDL 
BPY     263 VYMPMSYLYGKRFVGPITPLILQLREELYTQPYHQVNWKKVRHLCAKEDIYYPHPLIQDL 
PSM     263 VYMPMSYLYGKRFVGPITPLILMLREELLTQPYEKVNWKKTRHLCAKEDLYYPHPLIQDL 
AMY2    263 VYMPMSYLYGKRFVGPITPLILQLREELFTQPYEKVNWKKARHQCAKEDLYYPHPLIQDL 
AMY1    263 VYMPMSYLYGKRFVGPITPLILQLREELHTQPYEKINWTKSRHLCAKEDIYYPHPLIQDL 
PSY     263 VYMPMSYLYGKRFVGPITPLILQLREELHTEPYEKINWTKTRHLCAKEDIYYPHPLIQDL 
OSC1    263 VYMPMSYLYGKRFVGPITPLILQLREELFTQPYEKVNWKKARHQCAKEDIYYPHPLIQDL 
GgbAS1  263 VYMPMSYLYGKRFVGPITPLILQLREELFTEPYEKVNWKKARHQCAKEDLYYPHPLLQDL 
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ScLAS   298 ANSLVVFYEKYLR-----NRFIYSLSKKKVYDLIKTELQNTDSLCIAPVNQAFCALVTLI 
1W6K    296 VYALLNLYEHH------HSAHLRQRAVQKLYEHIVADDRFTKSISIGPISKTINMLVRWY 
BPX1    331 LWASLYYAYEPIFMYWPAKRL-REKALDTVMQHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWA 
KdCAS   322 LWATLHKVVEPVLLNWPGKKL-REKALCSAIEHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWV 
CAS1    321 LWASLHKIVEPVLMRWPGANL-REKAIRTAIEHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWV 
PNX     321 LWASLDKVWEPIFMHWPAKKL-REKSLRTVMEHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWV 
PSX     321 LWATLHKFVEPVFMNWPGKKL-REKAIKTAIEHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWV 
GgCAS1  321 LWASLHKFLEPILMHWPGKKL-REMAIKTAIEHIHYEDDNTRYLCIGPVNKVLNMLCCWV 
OSC5    321 LWASLHKVVEPVLMQWPGKKL-REKAINSVMEHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWV 
BPW     321 LWGFLHHVAEPVLTRWPFSML-REKALKAAIGHVHYEDENSKYLCIGSVEKVLCLIACWA 
GgLUS1  321 LWGFLYHVGERFLNCWPFSML-RRKALEIAINHVHYEDENSRYLCIGSVEKVLCLIARWV 
OSC3    321 LWGFLHHVGERVLNTWPFSML-RQKAIEVAINHVRYEDETTRYLCIGSVEKVLYLIARWV 
TRW     324 VWGVLHNVVEPVLTSRPISTL-REKALKVAMDHVHYEDKSSRYLCIGCVEKVLCLIATWV 
OEW     322 LWGFLHHFAEPVLTRWPFSKL-REKALKVAMEHVHYEDMNSRYLCIGCVEKVLCLIACWV 
PEN5    325 FWEGVHMLSENIINRWPLNKFVRQRALRTTMELVHYHDETTHYITGACVAKPFHMLACWV 
PEN6    326 FWKCVHILSENILNRWPCNKLIRQKALRTTMELLHYQDEASRYFTGGCVPKPFHMLACWV 
PEN4    325 FWKSVHMFSESILDRWPLNKLIRQRALQSTMALIHYHDESTRYITGGCLPKAFHMLACWI 
PEN1    326 FWKGVHIFSESILNRWPFNKLIRQAALRTTMKLLHYQDEANRYITGGSVPKAFHMLACWV 
RsM2    325 FWDCLHTFAEPLLTRWPLNNFIREKALKITMEHVHYDDKASHYINPGSVEKVICMVACWV 
LcIMS1  320 LWDTLYLLSEPLMTRWPFNKLIRQKALNETMRHIHYEDENSRYITIGCVEKPLCMLACWV 
MiFRS   323 LWDSLYVASEPLLTRWPFSKI-RERALEKAMEHIHYEDENSRYITIGCVEKALCMLCCWV 
LUP2    324 LWDTLHNFVEPILTNWPLKKLVREKALRVAMEHIHYEDENSHYITIGCVEKVLCMLACWI 
LUP1    321 LSDTLQNFVEPLLTRWPLNKLVREKALQLTMKHIHYEDENSHYITIGCVEKVLCMLACWV 
RcLUS   323 LWDALYTFSEPLFSRWPFNKL-REKALKITMDHIHYEDHNSRYITIGCVEKPLCMLACWI 
KcMS    323 LWDAIYLLSEPLLKRWPWSKL-RKKALKITIDHIHYEDENSRYITIGCVEKPLNMLACWH 
BgLUS   323 LWDAIYMLGEPLLKRWPFNKL-REKALKITMDHIHYEDENSQYITIGSVEKPLLMLACWH 
SS      323 MWDSLYILTEPLLTRWPFNKL-RKKALATTMRHIHYEDENSRYITIGSVEKILCMLACWD 
KdFRS   323 IWDTLYLTTEPLLTRWPLNKLIRERALKKTMKHIHYEDENSRYIVIGAVEKVLCMLACWV 
KdLUS   323 LWDTLYLTTEPLLTRWPLNKLIRKRALQTTMKHIHYEDENSRYITIGCVEKVLCMLACWV 
KdGLS   323 LWDTLYLTTEPLLTRWPLNKLIRQRALQKTMKHIHYEDENSRYITIGTVEKVLCMLACWV 
EtAS    323 MWDSLYIFTEPLLTRWPFNKIIRKKALEVTMKHIHYEDENSRYITIGCVEKVLCMLACWA 
RsM1    323 IWDCLYISMEPLLTRWPLNMIIRKKALELTMKHIHYEDGSSRYITIGCVEKVLCMLACWV 
PNY1    325 LWDSLYVLTEPLLTRWPFNKL-REKALQTTMKHIHYEDENSRYITIGCVEKVLCMLVCWV 
PNY2    323 MWDSLYIFTEPFLTRWPFNKL-REKALQTTMKHIHYEDENSRYITIGCVEKVLCMLACWV 
KdTAS   342 LWDTLYIAIEPLLTRWPFNKLVRERALQRTMKHIHYEDENSRYITIGCVEKVLCMLACWV 
BPY     323 LWDSLYIFTEPLLTRWPFNKLVREKALQVTMKHIHYEDENSRYITIGCVEKVLCMLACWV 
PSM     323 IWDSLYIFVEPLLTHWPFNKLLREKALQTVMKHIHYEDENSRYITIGCVEKVLCILACWV 
AMY2    323 MWDSLYLFTEPFLTRWPFNKLIRERALQVTMKHIHYEDHNSRYITIGCVEKVLCMLACWV 
AMY1    323 IWDSLYIFTEPLLTRWPFNKLVRKRALEVTMKHIHYEDENSRYLTIGCVEKVLCMLACWV 
PSY     323 IWDSLYIFTEPLLTRWPFNKLVRKRALEVTMKHIHYEDENSRYLTIGCVEKVLCMLACWV 
OSC1    323 MWDSLYLFTEPLLTRWPFNKLVREKALEVTMKHIHYEDENSRYITIGCVEKVLCMLACWV 
GgbAS1  323 IWDSLYLFTEPLLTRWPFNKLVREKALQVTMKHIHYEDETSRYITIGCVEKVLCMLACWV 
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ScLAS   353 EEGVDSEAFQRLQYRFKDALFHGPQGMTIMGTNGVQTWDCAFAIQYFFVAGL--AERPEF 
1W6K    350 VDGPASTAFQEHVSRIPDYLWMGLDGMKMQGTNGSQIWDTAFAIQALLEAGG--HHRPEF 
BPX1    390 -EDPNSEAFKLHLPRILDYLWIAEDGMKMQGYNGSQLWDTTFAVQAIIST----NIAEEY 
KdCAS   381 -EDPNSEAFKLHIPRLYDYLWIAEDGMKMQGYNGSQLWDTAFSVQAIVAT----KLVEEF 
CAS1    380 -EDPNSEAFKLHLPRIHDFLWLAEDGMKMQGYNGSQLWDTGFAIQAILAT----NLVEEY 
PNX     380 -EDPNSEAFKLHLPRLHDFLWLAEDGMKMQGYNGSQLWDTAFAVQAIIST----NLAEEY 
PSX     380 -EDPNSEAFKLHLPRIYDYLWVAEDGMKMQGYNGSQLWDTAFAAQAIIST----NLIDEF 
GgCAS1  380 -EDPNSEAFKLHLPRIYDYLWIAEDGMKMQGYNGSQLWDTAFTAQAIISS----NLIEEY 
OSC5    380 -EDPNSEAFKLHLPRIYDYLWIAEDGMKMQGYNGSQLWDTAFAAQAIIST----NLIEEY 
BPW     380 -EDPNGEAYKLHLGRIPDNYWVAEDGLKIQSF-GCQMWDAGFAIQAILSC----NLNEEY 
GgLUS1  380 -EDPNSEAYKLHLARIPDYFWLAEDGLKIQSF-GCQMWDAAFAIQAILAC----NVSEEY 
OSC3    380 -EDPNSEAYKLHLARIPDYFWLAEDGLKIQSF-GCQMWDAAFAIQAILSG----NVSEEY 
TRW     383 -EDPNGDAYKRHLARIPDYFWVAEDGMKMQSF-GCQMWDAAFAIQAIFSS----NLTEEY 
OEW     381 -EDPNSEAYKRHIARIPDYFWVAEDGLKMQSF-GCQMWDAAFAIQAILSS----NLAEEY 
PEN5    385 -EDPDGDYFKKHLARVPDFIWIAEDGLKFQLM-GMQSWNAALSLQVMLAA----NMDDEI 
PEN6    386 -EDPDGDYFKKHLARVPDYIWIGEDGLKIQSF-GSQLWDTAFSLQVMLAYQDVDDDDDEI 
PEN4    385 -EDPKSDYFKKHLARVREYIWIGEDGLKIQSF-GSQLWDTALSLHALLDGIDDHDVDDEI 
PEN1    386 -EDPEGEYFKKHLARVSDFIWIGEDGLKIQSF-GSQLWDTVMSLHFLLDGVED-DVDDEI 
RsM2    385 -EDPSGEPFQRHLARISDYVWIAEDGMRITGI-GSQTWDAALSIQALIAC----NLIEEM 
LcIMS1  380 -EDPNSEYVKKHLARIPDYLWMAEDGMKMQSF-GSQSWDAALAMQALLSC----NITREI 
MiFRS   382 -EDPNGEYFKKHLARIPDYLWVAEDGMKVVSF-GSQLWDATFGFQALVAS----NLTDEV 
LUP2    384 -ENPNGDHFKKHLARIPDFMWVAEDGLKMQSF-GSQLWDTVFAIQALLAC----DLSDET 
LUP1    381 -ENPNGDYFKKHLARIPDYMWVAEDGMKMQSF-GCQLWDTGFAIQALLAS----NLPDET 
RcLUS   382 -EDPHGEAFKKHLARIADYIWVGEDGIKMQSF-GSQTWDTSLALQALIAS----DLSHEI 
KcMS    382 -EDPNGDAFKKHLARISDYVWLAEDGMKIQSF-GSQAWDTSFVLQALIAS----NLLSET 
BgLUS   382 -EDPNGDAFKKHLARIPDYVWLGEDGIKIQSF-GSQVWDTSFVLQALIAS----NLPSET 
SS      382 -EDPNGVCFKKHLARIPDYIWVAEDGMKMQTF-GSQVWDASIGIQALLAT----ELTHDI 
KdFRS   383 -EDPNGDYFKKHLARVPDYFWVAEDGMKIQSF-GSQHWDTAFFVQALLAS----DMTDEI 
KdLUS   383 -EDPNGDYFKKHLARIPDYLWIAEDGMKMQSF-GSQHWDTAFSIQALLAS----NMAEEI 
KdGLS   383 -EDPNGDYFKKHLARVPDYFWVAEDGMKIQSF-GSQHWDTVFSAQALLAS----DMADEI 
EtAS    383 -EDPNGVPFKKHLARIPDYMWVAEDGMKMQSF-GSQQWDTGFAIQALLAS----NLTEEI 
RsM1    383 -EDPNGDYFKKHLARIPDYIWVAEDGMKMQSF-GSQQWDTGFAIQALLAT----NLTDEI 
PNY1    384 -EDPNGDYFRKHLARIPDYIWVAEDGMKMQSF-GSQEWDTGFSIQALLDS----DLTHEI 
PNY2    382 -EDPNGDYFKQHLARIPDYIWVAEDGMKMQSF-GSQEWDTGFAIQALLAS----DLIDEI 
KdTAS   402 -EDPNGDYFKKHLARVPDYIWVAEDGMKMQSF-GSQQWDTGFAIQALLAS----NMSDEI 
BPY     383 -EDPNGDYFKKHIARIPDYIWVAEDGIKMQSF-GSQEWDTGFAIQALLAS----NLTDEI 
PSM     383 -EDPNGDAFKKHLARLPDYLWVSEDGMTLHSF-GSQTWDASLIIQALLAT----NLIEDV 
AMY2    383 -EDPNGIAFKRHLARVPDYLWLAEDGMCMQSF-GSQEWDAGFAVQALLST----NLIDEL 
AMY1    383 -EDPNGDAYKKHLARVQDYLWMSEDGMTMQSF-GSQEWDAGFAVQALLAA----NLNDEI 
PSY     383 -EDPNGDAFKKHIARVPDYLWISEDGMTMQSF-GSQEWDAGFAVQALLAT----NLIEEI 
OSC1    383 -EDPNGDAFKKHLARIPDYLWVSEDGMCMQSF-GSQEWDAGFAVQALLAT----NLVDEL 
GgbAS1  383 -EDPNGDAFKKHLARVPDYLWVSEDGMTMQSF-GSQEWDAGFAVQALLAT----NLVEEI 
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ScLAS   411 YNTIVSAYKFLCHAQFDTECV---PGSYRDKRKGAWGFSTKTQGYTVADCTAEAIKAIIM 
1W6K    408 SSCLQKAHEFLRLSQVPDNPP-DYQKYYRQMRKGGFSFSTLDCGWIVSDCTAEALKAVLL 
BPX1    445 GQTLRKAHEYIKDSQVLEDCPGDLNFWYRHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAVIL 
KdCAS   436 SSTISKAHEFMKNSQVLEDYPGDLSYWYRHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKVVLK 
CAS1    435 GPVLEKAHSFVKNSQVLEDCPGDLNYWYRHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAALL 
PNX     435 GPTLRKAHTFMKNSQVLDDCPGDLDAWYRHVSKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGFKAVLQ 
PSX     435 GPTLKKAHAFIKNSQVSEDCPGDLSKWYRHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAVLL 
GgCAS1  435 GPTLRKAHTYIKNSQVLEDCPGDLSKWYRHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAVLL 
OSC5    435 GPTLRKAHTFIKNSQVLEDCPGDLNKWYRHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAILS 
BPW     434 WPTLRKAHEFVKASQVPENPSGDFKAMYRHINKGAWTFSMQDHGWQVSDCTAEGLKVAIL 
GgLUS1  434 GPTLRKAHHFVKASQVRENPSGDFNAMYRHISKGAWTFSMHDHGWQVSDCTAEGLKAALL 
OSC3    434 GPTLKKAHHFVKASQVRENPSGDFKAMYRHISKGAWTFSMHDHGWQVSDCTAEGLKVALL 
TRW     437 GPTLKKAHEFVKASQVRDNPPGDFSKMYRHTSKGAWTFSIQDHGWQVSDCTAEGLKVSLL 
OEW     435 GPTLMKAHNFVKASQVQENPSGDFNEMYRHTSKGAWTFSMQDHGWQVSDCTAEGLKAALL 
PEN5    439 RSTLIKGYDFLKQSQISENPQGDHLKMFRDITKGGWTFQDREQGLPISDGTAESIECCIH 
PEN6    444 RSTLIKGYSFLNKSQLTQNPPGDHRKMLKDIAKGGWTFSDQDQGWPVSDCTAESLECCLV 
PEN4    443 KTTLVKGYDYLKKSQITENPRGDHFKMFRHKTKGGWTFSDQDQGWPVSDCTAESLECCLF 
PEN1    443 RSTLVKGYDYLKKSQVTENPPSDHIKMFRHISKGGWTFSDKDQGWPVSDCTAEGLKCCLL 
RsM2    439 GPTLKKGYDFLKNSQAKDNPPGDFKRMYRHFGKGAWAFSSQDYGVIALDCTAESLMCCLH 
LcIMS1  434 GSVLNSGHDFIKNSQVRNNPPGDYKSMFRYMSKGSWTFSDCDHGWQVSDCTAENLKCCLL 
MiFRS   436 APTLVKAYDFIKKCQVRDNPSGNFEKMFRHISKGSWTFSDQDHGWQLSDCTAEALKCCLL 
LUP2    438 DDVLRKGHSFIKKSQVRENPSGDFKSMYRHISKGAWTLSDRDHGWQVSDCTAEALKCCML 
LUP1    435 DDALKRGHNYIKASQVRENPSGDFRSMYRHISKGAWTFSDRDHGWQVSDCTAEALKCCLL 
RcLUS   436 GPTLKQGHVFTKNSQATENPSGDFRKMFRHISKGAWTFSDKDQGWQVSDCTAESLKCCLL 
KcMS    436 APTLEKGHNFIKDSQVTENPSGDFRRMFRHISKGSWTFSDKDHGWQVSDCTAESLKCCLL 
BgLUS   436 GPTLEKGHNFIKNSQVTQNPSGDFRRMFRHISKGSWTFSDKDHGWQVSDCTAESLKCCLL 
SS      436 APILKKGHEFIKASQVRDNPSGDFKSMYRHISKGSWTFSDQDHGWQLSDCTTIGLTCCLL 
KdFRS   437 RTTLAKAHDCIKKSQVKDNPSGDFRSMYRHISKGAWTFSDQDHGWQLSDCTAEGLKCCLL 
KdLUS   437 GITLAKGHDFIKKSQVKDNPSGDFKGMYRHISKGAWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLL 
KdGLS   437 GTTLAKAHYCIKESQVKDNPSGDFRSMYRHISKGSWTFSDQDHGWQLSDCTAEGLKCCLL 
EtAS    437 GQVLKKGHDFIKKSQVKENPSGDFKSMHRHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLL 
RsM1    437 GGVLRRGHDFIKKSQVQDNPSGDFKSMYRHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLL 
PNY1    438 GPTLMKGHDFIKKSQVKDNPSGDFKSMYRHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLI 
PNY2    436 RPTLMKGHDFIKKSQVKENPSGDFKSMHRHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEALKCCLL 
KdTAS   456 GETLAKGHDFVKKSQVKDNPSGDFKSMHRHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLL 
BPY     437 GPTLARGHDFIKKSQVKDNPSGDFESMHRHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLL 
PSM     437 GPILTKAHEFIKKSQVRDNPSGDFKSMYRHISKGSWTFSDKDHGWQVSDCTAESLKCCLL 
AMY2    437 GPALAKGHDFIKNSQVKDNPSGDFKSMHRHISKGAWTFSDQDHGWQVSDCTAEGFKCCLL 
AMY1    437 EPALAKGHDFIKKSQVTENPSGDFKSMHRHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLL 
PSY     437 KPALAKGHDFIKKSQVTENPSGDFKSMHRHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLL 
OSC1    437 GPTLAKGHDFIKKSQVRDNPSGDFKNMHRHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLL 
GgbAS1  437 APTLAKGHDFIKKSQVRDNPSGDFKSMYRHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLL 
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ScLAS   468 VKNSPVFSEVHHMISSERLFEGIDVLLNLQNIGSFEYGSFATYEKIKAPLAMETLNPAEV 
1W6K    467 LQEKCPH--VTEHIPRERLCDAVAVLLNMRN----PDGGFATYETKRGGHLLELLNPSEV 
BPX1    505 LSQFPSE-TVGKSVDVKRLYDAVHVILSLQN----TDGGFATYELTRSYHWLELINPAET 
KdCAS   496 LSQFPAE-LVGAPLSAKLVYNAVNVILSLQN----IDGGFATYELTRSYSWMELLNPAET 
CAS1    495 LSKVPKA-IVGEPIDAKRLYEAVNVIISLQN----ADGGLATYELTRSYPWLELINPAET 
PNX     495 LSKLPSE-LVGEPLDAKRLYDAVNVILSLQN----SDGGYATYELTRSYSWLELVNPAET 
PSX     495 LSKIAPE-IVGEPLDSKRLYDAVNVILSLQN----ENGGLATYELTRSYTWLEIINPAET 
GgCAS1  495 LSKIAPE-IVGEPLDAKRLYDAVNVILSLQN----EDGGFATYELTRSYTWLELINPAET 
OSC5    495 LSKIAPD-IVGEPLDAKRLYDAVNVILSLQN----EDGGLATYELTRSYSWLELINPAET 
BPW     494 FSQMPPD-LVGEKIEKERLYDAVNVILSLQS----SNGGFPAWEPQRAYGWLEKFNPTEF 
GgLUS1  494 LSEMPSE-LVGGKMETERFYDAVNVILSLQS----SNGGFPAWEPQKAYRWLEKFNPTEF 
OSC3    494 LSEMSDD-LVGAKMETEQFYDAVNVILSLQS----SNGGFPAWEPQRAYQWLEKFNPTEF 
TRW     497 YSQMNPK-LVGEKVETEHLYDAVNVILSLQS----ENGGFPAWEPQRAYAWLEKFNPTEF 
OEW     495 FSQMPIE-LVGAEIETGHLYDAVNVILTLQS----ASGGFPAWEPQKAYRWLEKLNPTEF 
PEN5    499 FHRMPSE-FIGEKMDVEKLYDAVNFLIYLQS----DNGGMPVWEPAPGKKWLEWLSPVEH 
PEN6    504 FGSMPSE-LIGEKMDVERLYDAVNLLLYFQS----KNGGITVWEAARGRTWLEWLSPVEF 
PEN4    503 FESMPSE-LIGKKMDVEKLYDAVDYLLYLQS----DNGGIAAWQPVEGKAWLELLNI--- 
PEN1    503 FERMPSE-FVGQKMDVEKLFDAVDFLLYLQS----DNGGITAWEPADGKTWLEWFSPVEF 
RsM2    499 FSMMPPE-IVGEKLEPEKLYLAVDFILSLQS----KNGGLTCWEPARGGKWLEVLNPLEF 
LcIMS1  494 LSLLPPD-IVGEKMEPERFYDAVNVILNMQS----KNGGLPAWEPASSYYWMEWLNPVEF 
MiFRS   496 AATMPEE-LVGEKLDPQWIFESVNIILSLQEP---KTGGLAGWEPVRAGQWMEMLNPMEF 
LUP2    498 LSMMPAE-VVGQKIDPEQLYDSVNLLLSLQG----EKGGLTAWEPVRAQEWLELLNPTDF 
LUP1    495 LSMMSAD-IVGQKIDDEQLYDSVNLLLSLQS----GNGGVNAWEPSRAYKWLELLNPTEF 
RcLUS   496 FSMMPPE-IVGEKMEPEKVYDSVNVILSLQS----QNGGFTAWEPARAGSWMEWLNPVEF 
KcMS    496 FSMMPPE-LVGRKMEPQRVYDAVNVIISLQS----KNGGCSAWEQAGAGSWMEWLNPVEF 
BgLUS   496 FSMMPPE-LVGEKMGPQRMYDAVNVIISLQS----KNGGCSAWEPAGAGSWMEWLNPVEF 
SS      496 LSTMPPE-TVGEKMDPEQLKDAVNVILSLQS----ENGGLAAWEPAGSSNWLEMLNPIEF 
KdFRS   497 FSLMQPE-VVGEAMPPERLYDSVNVLLYLQS----KNGGMPGWEPAGESEWLELLNPTEF 
KdLUS   497 FSMMQPE-VVGESMAPESLYNSVNVLLSLQS----QNGGLPAWEPAGAPEWLELLNPTEF 
KdGLS   497 FSLMQPE-VVGEAMPPERLFDSVNILLYLQS----KNGGMPGWEPAGASEWLELLNPTEF 
EtAS    497 FSMMPPE-IVGEKMDAQHLYNAVNILISLQS----KNGGLAAWEPAGAQQWLEMLNPTEF 
RsM1    497 FSMMPPE-IVGEHMEPERLYDSVNVLLSLQS----KNGGLSAWEPAGAQDWLELLNPTEF 
PNY1    498 FSTMPEE-IVGKKIKPERLYDSVNVLLSLQR----KNGGLSAWEPAGAQEWLELLNPTEF 
PNY2    496 FSRMPTE-IVGDKMEDNQLFDAVNMLLSLQS----KNGGLAAWEPAGSSEWLELLNPTEF 
KdTAS   516 FSLMPPE-LVGEKMEPERLYDSVNILLSLQS----KNGGLAAWEPAGAPEWLELLNPTEF 
BPY     497 FSIMPPE-IVGEKMEPEQLYDSVNVLLSLQS----KNGGLAAWEPAGAQEWLELLNSTEF 
PSM     497 LSMLPPE-IVGEKMEPEMLYDSVNILLSLQG----KKGGLPAWEPSEAVEWLELFNPIEF 
AMY2    497 LSMLPPE-IVGEKIEPERLFDTVNLLLSLQS----KKGGFAVWEPAGAQEWLELLNPIEF 
AMY1    497 LSMLPPE-IVGEKMEPERLYDSVNVLLSLQS----KKGGLAAWEPAGAQEWLELLNPTEF 
PSY     497 LSLLPPE-IVGEKMEPERLFDSVNLLLSLQS----KKGGLAAWEPAGAQEWLELLNPTEF 
OSC1    497 LSMLPPD-IVGEKMEPECLFDSVNLLLSLQS----KKGGLAAWEPAGAQEWLELLNPTEF 
GgbAS1  497 LSMLPPE-IVGEKMEPERLYDSVNVLLSLQS----KKGGLSAWEPAGAQEWLELLNPTEF 
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ScLAS   528 FGNIMVEYPYVECTDSSVLGLTYFHKYF-DYRKEEIRTRIRIAIEFIKKSQLPDGSWYGS 
1W6K    521 FGDIMIDYTYVECTSAVMQALKYFHKRFPEHRAAEIRETLTQGLEFCRRQQRADGSWEGS 
BPX1    560 FGDIVIDYPYVECTSAAIQALTLFKKLHPGHRREEIENCIAKAAEFIENIQASDGSWYGS 
KdCAS   551 FGDIVIDYPYVECTSAALQSLVLFKKLHPEHRKEEVELCIKKAAAFIEKIQESDGSWYGS 
CAS1    550 FGDIVIDYPYVECTSAAIQALISFRKLYPGHRKKEVDECIEKAVKFIESIQAADGSWYGS 
PNX     550 FGDIVIDYPYVECTSAAIQALTAFKKLFPGHRREEIQHSIEKAALFIEKIQSSDGSWYGS 
PSX     550 FGDIVIDCPYVECTSAAIQALATFGKLYPGHRREEIQCCIEKAVAFIEKIQASDGSWYGS 
GgCAS1  550 FGDIVIDYPYVECTSAAIQALTSFKKLYPGHRREEIQCCIEKAASFIEKTQASDGSWYGS 
OSC5    550 FGDIVIDYPYVECTSAAIQALTSFRKLYPGHRREEIQHSIEKAAAFIEKIQSSDGSWYGS 
BPW     549 FEDTLIEREYVECTSPAVHGLALFRKFYPRHRGTEIDSSIYRGIQYIEDVQEPDGSWYGH 
GgLUS1  549 FEDTMIEREYVECTGSAMQGLALFRKQFPQHRSKEIDRCIAKAIRYIENMQNPDGSWYGC 
OSC3    549 FEETLIEREYVECTGSAMQALALFRKLYPKHRRKEIDRCISKAIRYIENTQNPDGSWYGC 
TRW     552 FEDVLIEREYVECTSSAIQGLTLFKKLHPGHRTKEIEHCISRAVKYVEDTQESDGSWYGC 
OEW     550 FEDVLIERDYVECTSSAVQALKLFKQLHPGHRRKEIASCISKAIQYIEATQNPDGSWDGS 
PEN5    554 VENTVVEQEYLECTGSVIAGLVCFKKEFPDHRPKEIEKLIKKGLKYIEDLQMPDGSWYGN 
PEN6    559 MEDTIVEHEYVECTGSAIVALARFLKEFPEHRREEVEKFIKNAVKYIESFQMPDGSWYGN 
PEN4    555 -----MIFRYVECTGSAIAALTQFNKQFPGYKNVEVKRFITKAAKYIEDMQTVDGSWYGN 
PEN1    558 VQDTVIEHEYVECTGSAIVALTQFSKQFPEFRKKEVERFITNGVKYIEDLQMKDGSWCGN 
RsM2    554 FENIVVEHEYVEVTASAINALVMFKKRYPGYREKEIEHFISKAVHYLIQTQFPNGPWYGV 
LcIMS1  549 LEDLIIEHQHVECTSSALQAILLFRKQYPGHRRKEINNFINKAVQFLQDIQLPDGSWYGN 
MiFRS   552 LENIVIEHTYIECTGSSIIAFITLKKLFPGHRTKDIDNFIVNAIRYLEDEQYPDGSWYGN 
LUP2    553 FTCVMAEREYVECTSAVIQALVLFKQLYPDHRTKEIIKSIEKGVQFIESKQTPDGSWHGN 
LUP1    550 MANTMVEREFVECTSSVIQALDLFRKLYPDHRKKEINRSIEKAVQFIQDNQTPDGSWYGN 
RcLUS   551 MEDLVVEHEYVECTSSAIQALVLFKKLYPRHRNKEIENCIINAAQFIENIQEPDGSWYGN 
KcMS    551 LEDLVIEHEYIECTSSSVQALVLFKKLYPEHRRKEIENFIVNAVRFIEEIQKPDGSWYGN 
BgLUS   551 LADLVIEHEYVECTSSSLQALVLFKKLYPEHRRKEIEIFILNAVRFTEEIQQPDGSWYGN 
SS      551 IEDIVIEHEYVECTGTGMEALVLFKKLYPKHRTKEVESFLTNAARYLDNTQMPDGSWYGE 
KdFRS   552 FENIVIEHEYVECTSSAVQALVLFKKLYPLHRRKEVERFITNGAKYLEDIQMPDGSWYGN 
KdLUS   552 FENIVIEHEYVECTSSAVQALVLFKKLYPLHRRKEVERFITNGAKYLEDIQMPDGSWYGN 
KdGLS   552 FENIVIEHEYVECTSSAVQALVLFKKLHPGHRRKEVERFITNGAKYIEDIQMPDGAWYGN 
EtAS    552 FADIVIEHEYVECTASAIHALIMFKKLYPGHRKKEIENFITNAVKYLEDVQTADGGWYGN 
RsM1    552 FADIVIEHEYVERTSSAIHALVLFKKLYPGHRKKEIEDFIAKSVRFLESIQTSDGTWYGN 
PNY1    553 FADIVIEHEYVECTSSAIQALVLFKKLYPGHRKKEIDNFITNAVRYLEDTQMPDGSWYGN 
PNY2    551 FEDIVIEHEYVECTSSAIQAMVMFKKLYPGHRKKEIEVSITNAVQYLEDIQMPDGSWYGN 
KdTAS   571 FADIVIEHEYVECTASAIQALVLFKKLYPGHRKKDIETFIKGAAQYIEDRQMPDGSWYGS 
BPY     552 FADIVIEHEYIECTASAMQTLVLFKKLYPGHRKKEIENFIKNAAQFLQVIQMPDGSWYGN 
PSM     552 LEEIVVEREYVECTSSAIQALVLFKKLYPEHRKKEVENFIANAVRFLEYKQTSDGSWYGN 
AMY2    552 FEDIVIEHELVECTGSAIGALVLFKNHYPEHRKKEIEDCIANAVRYFEDIQTADGSWYGN 
AMY1    552 FADIVVEHEYVECTGSAIQALVLFKKLYPGHRKKEIENFISEAVRFIEDIQTADGSWYGN 
PSY     552 FADIVVEHEYVECTGSAIQALVLFKKLYPGHRKKEIENFIFNAVRFLEDTQTEDGSWYGN 
OSC1    552 FADIVVEHEYVECTGSAIGALVLFKKLYPGHRKKEIENFISEAVRFLEDTQTADGSWYGN 
GgbAS1  552 FADIVVEHEYVECTGSAIQALVLFKKLYPGHRKKEIENFIANAVRFLEDTQTADGSWYGN 
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ScLAS   587 WGICFTYAGMFALEALHTVGETYE---NSSTVRKGCDFLVSKQMKDGGWGESMKSSELHS 
1W6K    581 WGVCFTYGTWFGLEAFACMGQTYRDGTACAEVSRACDFLLSRQMADGGWGEDFESCEERR 
BPX1    620 WGVCFTYAGWFGIKGLVAAGRTYK---NCSSIHKACDYLLSKELASGGWGESYLSCQDKV 
KdCAS   611 WAVCFTYGTWFGVLGLVAAGRNYK---NSPSIRKACDFLLSKQLASGGWGESYLSCQNKV 
CAS1    610 WAVCFTYGTWFGVKGLVAVGKTLK---NSPHVAKACEFLLSKQQPSGGWGESYLSCQDKV 
PNX     610 WGVCFTYGTWFGIKGLVTAGRTFS---SCASIRKACDFLLSKQVASGGWGESYLSCQNKV 
PSX     610 WGVCFTYGTWFGIKGLIAAGKNFS---NCLSIRKACEFLLSKQLPSGGWAESYLSCQNKV 
GgCAS1  610 WGVCFTYGTWFGVKGLIAAGKSFN---NCSSIRKACEFLLSKQLPSGGWGESYLSCQNKV 
OSC5    610 WGVCFTYGTWFGVKGLIAAGKSFS---NCSSIRKACEFLLSKQLPSGGWGESYLSCQNKV 
BPW     609 WGICYTYGTWFAVGALAACGRNYK---NCPALRKSCEFLLSKQLPNGGWGESYLSSQNKV 
GgLUS1  609 WGICYTYGTWFAVEGLTACGKNCH---NSLSLRKACQFLLSKQLPNAGWGESYLSSQNKV 
OSC3    609 WGICYTYGTWFAVEGLTACGKNFQ---NSVTLRRACKFLLSKQLPNGGWGESYLSSQDKV 
TRW     612 WGICYTYGTWFAVDALVACGKNYH---NCPALQKACKFLLSKQLPDGGWGESYLSSSNKV 
OEW     610 WGICFTYGTWFAVEGLVACGKNYH---NSPTLRRACEFLLSKQLPDGGWSESYLSSSNKV 
PEN5    614 WGVCFTYGTLFAVRGLAAAGKTFG---NSEAIRRAVQFILNTQNAEGGWGESALSCPNKK 
PEN6    619 WGVCFMYGTFFAVRGLVAAGKTYQ---NCEPIRKAVQFILETQNVEGGWGESYLSCPNKK 
PEN4    610 WGVCFIYGTFFAVRGLVAAGKTYS---NCEAIRKAVRFLLDTQNPEGGWGESFLSCPSKK 
PEN1    618 WGVCFIYGTLFAVRGLVAAGKTFH---NCEPIRRAVRFLLDTQNQEGGWGESYLSCLRKK 
RsM2    614 WGICFMYGTYFALKGLAAAGNTYA---NCPAIPKAVDFLLKTQCQDGGWGESYLSGTTKV 
LcIMS1  609 WGICYTYGTWFALKALSMAGKTYE---NCEAVRKGANFLRKIQNPEGGFGESYLSCPYKR 
MiFRS   612 WGICFIYSTMFALGGLAAAGRTYK---NCQAVRRGVDFLLINQSDDGGWGESYISCPRKK 
LUP2    613 WGICFIYATWFALSGLAAAGKTYK---SCLAVRKGVDFLLAIQEEDGGWGESHLSCPEQR 
LUP1    610 WGVCFIYATWFALGGLAAAGETYN---DCLAMRNGVHFLLTTQRDDGGWGESYLSCSEQR 
RcLUS   611 WGICFSYGTWFALKGLAAAGRTYE---NCSAIRKGVDFLLKSQRDDGGWAESYLSCPKKV 
KcMS    611 WGICFLFGTWFGLKGLATAGKTYY---NCTAVRKGVEFLLRTQREDSGWGESYLSCPKKV 
BgLUS   611 WGICFLSGTWFGLKGLAAAGKTYY---NCTAVRKGVEFLLQTQRDDGGWGESYLSCPKKI 
SS      611 WGICFTYGTYYALGGLAAIEKTYE---NCQSIRKAVRFLLKTQGEDGGWGESYRSCAEKI 
KdFRS   612 WGVCFTYGAWFALEGLSAAGKTYN---NCAAVRKGVDFLLNIQLEDGGWGESYQSCPDKK 
KdLUS   612 WGVCFTYGAWFALEGLSAAGKTYN---NCAAVRKGVDFLLNIQLEDGGWGESYQSCPDKK 
KdGLS   612 WGVCFTYGAWFALGGLAAAGKTYN---NCAAVRKGVDFLLRIQLEDGGWGESYQSCPDKK 
EtAS    612 WGVCFTYGTWFAVGGLAAAGKNYN---NCAAMRKAVDFLLRTQKQDGGWGESYLSCPHKK 
RsM1    612 WGVCFTYGTWFALGGLAAAGKTYN---SCLAMRKAVDFLLRIQKDDGGWGESYLSCPEKK 
PNY1    613 WGVCFTYGSWFALGGLAAAGKTYY---NCAAVRKAVEFLLKSQMDDGGWGESYLSCPKKV 
PNY2    611 WGVCFTYGTWFAMGGLTAAGKTYN---NCQTLHKAVDFLIKSQRSDGGWGESYLSCPNKE 
KdTAS   631 WGVCFTYGTWFALGGLAAAGKNYD---NCAAIRKGTEFLLNTQCENGGWGESYRSCPEKR 
BPY     612 WGVCFTYGTWFALGGLAAVGKTYN---NCLAVRRAVDFLLRAQRDNGGWGESYLSCPKKE 
PSM     612 WGICFTYGSWFALNGLVAAGKTYD---NCAAIRKGVEFLLTTQREDGGWGESHLSSSKKI 
AMY2    612 AGICFIYGTWFALGGLEAAGKTYA---NCAAIRKGVKFLLTTQSKDGGWGESYLSCPKKI 
AMY1    612 WGVCFTYGSWVALGGLAAAGKTYT---NCAAIRKAVKFLLTTQREDGGWGESYLSSPKKI 
PSY     612 WGVCFTYGSWFALGGLAAAGKTYT---NCAAIRKGVKFLLTTQREDGGWGESYLSSPKKI 
OSC1    612 WGVCFTYGSWFALGGLAAAGKTYA---NCAAIRKAVKFLLTTQRGDGGWGESYLSSPKKI 
GgbAS1  612 WGVCFTYGSWFALGGLAAAGKTFA---NCAAIRKAVKFLLTTQREDGGWGESYLSSPKKI 
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ScLAS   644 YVD--SEKSLVVQTAWALIALLFAEYPNK--EVIDRGIDLLKNRQEESGEWKFESVEGVF 
1W6K    641 YLQ--SAQSQIHNTCWAMMGLMAVRHPDI--EAQERGVRCLLEKQLPNGDWPQENIAGVF 
BPX1    677 YTNLKDNRPHIVNTGWAMLALIDAGQAERDPTPLHRAARILINSQMENGDFPQEEIMGVF 
KdCAS   668 YTNIPGGRSHVVNTGWAMLALIGAGQAERDPVPLHRAAKFLIESQLENGDFPQQEIMGVF 
CAS1    667 YSNLDGNRSHVVNTAWAMLALIGAGQAEVDRKPLHRAARYLINAQMENGDFPQQEIMGVF 
PNX     667 YTNLEGNRSHVVNTGWAMLALIDAGQAERDATPLHRAAKLLINSQMENGDFPQEEIMGVF 
PSX     667 YSNLEGNRSHVVNTGWAMLALIEAEQAKRDPTPLHRAAVCLINSQLENGDFPQEEIMGVF 
GgCAS1  667 YSNVESNRSHVVNTGWAMLALIDAEQAKRDPTPLHRAAVYLINSQMENGDFPQQEIMGVF 
OSC5    667 YSNLEGNRPHAVNTGWAMLALIEAEQAKRDPTPLHRAALYLINSQMENGDFPQQEIMGVF 
BPW     666 WTNIEGNRANLVQTAWALLSLIDARQAEIDPTPIHRGVRVLINSQMEDGDFPQQEITGVF 
GgLUS1  666 YTNLEGNRANLVQSSWALLSLTHAGQAEIDPTPIHRGMKLLINSQMEDGDFPQQEITGVF 
OSC3    666 YTNIEGKRANLVQSSWALLSLMRAGQAEIDPTPIHRGIRLLINSQMDDGDFPQQEITGVF 
TRW     669 YTNLEGNRSNLVHTSWALISLIKAGQAEIDPTPISNGVRLLINSQMEEGDFPQQEITGVF 
OEW     667 YTNLEGNRSNLVQTSWALLSLIKAGQVEIDPGPIHRGIKLLVNSQMEDGDFPQEEITGAF 
PEN5    671 YIPSKGNVTNVVNTGQAMMVLLIGGQMERDPSPVHRAAKVLINSQLDIGDFPQQERRGIY 
PEN6    676 YTLLEGNRTNVVNTGQALMVLIMGGQMERDPLPVHRAAKVLINSQLDNGDFPQEEIMGVF 
PEN4    667 YTPLKGNSTNVVQTAQALMVLIMGDQMERDPLPVHRAAQVLINSQLDNGDFPQQEIMGTF 
PEN1    675 YTPLAGNKTNIVSTGQALMVLIMGGQMERDPLPVHRAAKVVINLQLDNGDFPQQEVMGVF 
RsM2    671 YTPLEGNRSNLVQTAWALMGLIHSGQAERDPTPLHRSAKLLINSQTSDGDFPQQDSTGLL 
LcIMS1  666 YIPLDGKRSNLVQTAWGMMGLICAGQADVDPTPIHRAAKLLINSQTEDGDFPQEEITGEF 
MiFRS   669 YTPLEGRRSNVVQTAWAMLGLLYAGQAERDPTPLHRGAKLLINYQMEEGGYPQQEITGVF 
LUP2    670 YIPLEGNRSNLVQTAWAMMGLIHAGQAERDPTPLHRAAKLIITSQLENGDFPQQEILGVF 
LUP1    667 YIPSEGERSNLVQTSWAMMALIHTGQAERDLIPLHRAAKLIINSQLENGDFPQQEIVGAF 
RcLUS   668 YVPFEGNRSNLVQTAWAMMGLIYGGQAKRDPMPLHRAAKLLINSQTDLGDFPQQELTGAF 
KcMS    668 YVPLEGNQSNLIHTALAMMGLILSGQAERDPTPLHRALKLLINSQTELGDFPQQEISGCF 
BgLUS   668 YVPLEGNRSNLVQTALAMMGLILGGQGERDPTPLHRAAKLLINSQTELGDFPQQELSGCF 
SS      668 YIPLDGNRSTVVHTAWAMLGLMHSKQEERDPIPLHRAAKLLINSQMENGDFPQQDTTGAF 
KdFRS   669 YVPLEDNRSNLVQTSWALMGLIYAGQADRDPTPLHRAAKLLINSQLEDGDFPQQEIAGVF 
KdLUS   669 YVPLEDNRSNLVQTSWALMGLIYAGQADRDPTPLHRAAQLLINSQLEDGDFPQQEITGVF 
KdGLS   669 YVPLEDNRSNLVHTSWALMGLLCSGQADRDPNPLHRAAKLLINSQLEDGDFPQQEITGVF 
EtAS    669 YVPLEDNRSNLVHTSWALMGLISAGQMDRDPTPLHRAAKLLINSQLEDGDFPQQEITGVF 
RsM1    669 YVPLEANHSNLVHTAWAMMALVHAGQMDRDPTPLHRAAKLMINSQLEDGDFPQQEITGVF 
PNY1    670 YVPLEGNRSNLVHTGWALMGLIHSEQAERDPTPLHRAAKLLINSQMEDGDFPQQEISGVF 
PNY2    668 YTPLEGNRSNLVHTSWAMMGLIHSRQAERDPTPLHRAAKLLINSQMESGDFPQQEITGVF 
KdTAS   688 YVPLEENKSNLVHTAWALMGLIHSRQAERDITPLHRAAKLLINSQLENGDFPQQEITGVF 
BPY     669 YVPLEGNKSNLVHTAWAMMGLIHAGQAERDPTPLHRAAKLIINSQLEDGDFPQQEITGVF 
PSM     669 YVPLERSQSNIVQTSWAIMGLIHAGQMERDPTPLHRAVKLIINFQQEEGDWPQQELTGVF 
AMY2    669 YVPLEGNRSNVVQTAWALMGLIHAGQAERDPTPLHRAAKLLINSQLEDGDWPQQDITGVY 
AMY1    669 YVPLEGSRSNVVHTAWALMGLIHAGQAERDPTPLHRAAKLLINSQLEEGDWPQQEITGVF 
PSY     669 YVPLEGNRSNVVHTAWALMGLIHAGQSERDPTPLHRAAKLLINSQLEQGDWPQQEITGVF 
OSC1    669 YVPFEGNRSNVVHTAWALMGLIHSGQAERDPTPLHRAAKLLINSQLEEGDWPQQEITGVF 
GgbAS1  669 YVPLEGSRSNVVHTAWALMGLIHAGQAERDPAPLHRAAKLIINSQLEEGDWPQQEITGVF 
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ScLAS   700 NHSCAIEYPSYRFLFPIKALGMYSRAYETHTL------------------- 
1W6K    697 NKSCAISYTSYRNIFPIWALGRFSQLYPERALAGHP--------------- 
BPX1    737 NKNCMISYSAYRNIFPIWALGEYRCRVLKAL-------------------- 
KdCAS   728 NKNCMISYAAYRNIFPIWALGEYRCKVLNASRGQMKT-------------- 
CAS1    727 NRNCMITYAAYRNIFPIWALGEYRCQVLLQQGE------------------ 
PNX     727 DKNCMITYAAYRNIFPIWALGEYRCRVLQGPS------------------- 
PSX     727 NKNCMITYAAYRCIFPIWALGEYRRVLQAC--------------------- 
GgCAS1  727 NKNCMITYAAYRNVFPIWALGEYRHRVLQSQ-------------------- 
OSC5    727 NKNCMITYAAYRSIFPIWALGEYRCRVLQAR-------------------- 
BPW     726 MRNCTLNYSSYRNIFPIWALGEYRRRVLFA--------------------- 
GgLUS1  726 MRNCTLNYSSYRNIFPIWAMGEYRRQVLCAHSY------------------ 
OSC3    726 MRNCTLNYSSYRNIFPIWALGEYRRRVLCA--------------------- 
TRW     729 MKNCNLNYSSFRNIFPIWALGEYRRIVQNI--------------------- 
OEW     727 MKNCTLNYSSYRNIFPIWALGEYRRRILHAQT------------------- 
PEN5    731 -MNMLLHYPTYRNMFSLWALALYTNALRLLVS------------------- 
PEN6    736 KMNVMVHYATYRNIFTLWALTYYTKALRVPLC------------------- 
PEN4    727 MRTVMLHFPTYRNTFSLWALTHYTHALRRLLP------------------- 
PEN1    735 NMNVLLHYPTYRNIYSLWALTLYTQALRRLQP------------------- 
RsM2    731 KGSCAMHYAAYRNIFPLWALAAYRTHVLGLTSKAHSSAVME---------- 
LcIMS1  726 FKNCTLHFAAFREVFPVMALGEYCNKVPLPSKKK----------------- 
MiFRS   729 KMNCMLHYPIYRNAFPIWALGEYRKRVPLPSKGNSMAMKINSA-------- 
LUP2    730 MNTCMLHYATYRNIFPLWALAEYRKAAFATHQDL----------------- 
LUP1    727 MNTCMLHYATYRNTFPLWALAEYRKVVFIVN-------------------- 
RcLUS   728 MRNCMLHYALFRNTFPIWALAEYRRHVLFPSAGFGFGFTNNL--------- 
KcMS    728 MRNCMLHYSAYRDIFPMWALAEYCKLFPLPSKND----------------- 
BgLUS   728 MRNCMLHYSEYRDIFPTWALAEYCKLFPLPSKND----------------- 
SS      728 KKNCLLHYPMYRNIYTLWALAQYRKKVLRQPTGI----------------- 
KdFRS   729 KMNCTLHFAAYRNIFPIWALAVYRRFCNPNSEAISKPSK------------ 
KdLUS   729 QRNCMLHYAAYRNIFPLWALAEYRRQIQLHSEATKMV-------------- 
KdGLS   729 KMNCMLHFAAYRSIFPVWALAEYKRFCNLSSEAISKPSK------------ 
EtAS    729 MKNCMLHYAAYRNIYPLWALAEYRNRVPLPSTTL----------------- 
RsM1    729 NRNCMLHYAAYRNIYPLWALAEYCRRVPLPS-------------------- 
PNY1    730 MKNCMLHYAAYRNIYPLWALAEYRRRVPLPSLGT----------------- 
PNY2    728 MKNCMLHYAASRNIYPLWALAEYRKNVRLPSKSV----------------- 
KdTAS   748 MKNCMQHYAAYRNIYPLWGIAEYRKQIPLPLR------------------- 
BPY     729 MKNCMLHYAAYKNIYPLWALAEYRKHVPLPLGKNLNQVVNCIGQSLYKKYK 
PSM     729 MKNCMLQYAMYRDIFPTWALAEYRRRILLASPAVAI--------------- 
AMY2    729 VKNCTLHYPMYRNNFTTMALAEYRRRVPLPSIAV----------------- 
AMY1    729 MKNCMLHYPMYRDIYPLWALAEYRRRVPLPSTAV----------------- 
PSY     729 MKNCMLHYPMYRDIYPLWALAEYRRRVPLP--------------------- 
OSC1    729 MKNCMLHYPMYRDIYPMWALAEYRRRVPLPSTAV----------------- 
GgbAS1  729 MKNCMLHYPMYRDIYPMWALAEYRRRVPLPSTPVCLT-------------- 
  



66 
 
APÊNDICE C - Cromatogramas das frações apolares extraídas de S. cerevisiae e 

espectro de massas dos picos identificados no cromatograma e em sequência de 

cada pico sua identificação segundo a biblioteca NIST11. 
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ANEXO A - Matriz BLOSUM62 de substituição de aminoácidos 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


