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ABSTRACT

Thiamine functions as a cofactor for activity of various enzymes that act on the metabolism of carbohydrates and 
amino acids. This study aimed to analyze through bioinformatic techniques the genes responsible for the biosynthesis 
of thiamine encoded by the genome of Theobroma cacao L. We found two genes, one in chromosome 6 and one in 
chromosome 7, being appointed as TcTIA6 and TcTIA7. The multiple alignment revealed a strong identity with the 
Arabidopsis thaliana protein and its direction is destined to the secretory route of the chloroplast. Conserved motifs in 
the C-terminal region were found, indicating participation in the DNA repair mechanism. Analyzing the dendrogram 
it was evident that the genes studied had a common ancestor with Gossypium raimondii. The analysis showed that the 
TcTIA6 and TcTIA7 proteins are probably bifunctional, since they are involved in the biosynthesis of thiamine and 
stability of the DNA molecule.
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RESUMO

A tiamina funciona como um cofator para atividades de várias enzimas que atuam no metabolismo de carboidratos e 
aminoácidos. Este trabalho objetivou analisar através de técnicas de bioinformática os genes responsáveis pela bios-
síntese da tiamina codificadas pelo genoma do Theobroma cacao L. Foram encontrados dois genes, um no cromosso-
mo 6 e outro no 7, sendo nomeados TcTIA6 e TcTIA7. O alinhamento múltiplo da TcTIA6 e TcTIA7 revelou alta iden-
tidade com a proteína da Arabidopis thaliana e seu direcionamento é destinado para a rota secretora do cloroplasto. 
Foram observados motifs conservados na região C-terminal, indicando participação no mecanismo de reparo de DNA. 
Analisando o dendrograma ficou evidenciado que os genes estudados tiveram um ancestral comum com Gossypium 
raimondii. As análises mostraram que as proteínas TcTIA6 e TcTIA7 provavelmente são bifuncionais, uma vez que 
estão envolvidas na biossíntese da tiamina e na estabilidade da molécula de DNA.
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INTRODUÇÃO

A vitamina B1, também conhecida como tiamina, 
é uma vitamina hidrossolúvel que atua como um cofator 
na descarboxilação do piruvato e do α-cetoglutarato, es-
sencial para o metabolismo aeróbico (1, 2). A tiamina é 
indispensável para o crescimento e desenvolvimento do 
organismo, atuando no sistema digestivo, cardiovascular, 
nervoso e ainda melhora o estado psicoemocional (3, 4).

Como um nutriente essencial, a tiamina não pode 
ser produzida pelo organismo humano e deve ser adqui-
rida a partir da dieta (5). A ingestão dessa vitamina é 
essencial para manter o metabolismo saudável, pois atua 
nos carboidratos, lipídios e proteínas. Sua deficiência 
nutricional pode ocasionar sintomas neuropsiquiátricos, 
cansaço, perturbações no sono e alterações cardíacas (6).

Somente alguns procariotas, fungos e plantas são 
capazes de realizar a síntese da tiamina (7, 8). Em Ara-
bidopis thaliana, o gene thi1 está relacionado com a via 
da biossíntese de tiamina, sendo composto por uma ORF 
de 1047 pares de bases, e codifica uma proteína de 349 
resíduos de aminoácidos (9). A dedução da sequência 
polipeptídica da proteína THI1 revelou um alto grau de 
identidade com as proteínas envolvidas na biossíntese 
de tiamina em Saccharomyces cerevisiae (51,7% de 
identidade) e Schizosaccharomyces pombe (55,1% de 
identidade) (10).

O gene thi1 também pode estar envolvido na prote-
ção do DNA nas organelas (cloroplastos e mitocôndrias) 
contra danos, por meio do mecanismo de reparo de DNA 
por excisão de bases (11). Em bactéria (Escherichia coli) 
este gene tem a capacidade de restabelecer o mecanismo 
de reparo em organismos que eram deficientes para esse 
tipo de reparo (10, 12).

Theobroma cacao L. é uma árvore da família Mal-
vaceae conhecida como cacaueiro, e seu fruto, o cacau, 
possui grande relevância industrial e alimentícia (13). 
Das amêndoas fermentadas e torradas são obtidos liquor, 
manteiga e torta, que são consideradas matérias-primas. 
A sua importância econômica é inserida principalmen-
te pelo consumo de chocolate sob as mais variadas  
formas (14).

O presente trabalho relata pela primeira vez a ca-
racterização de duas proteínas codificadas pelo genoma 
do T. cacao. Esse projeto foi executado utilizando técni-
ca de bioinformática por meio de análises in silico e pro-
põe a existência de duas proteínas que ainda não estão 
descritas e que participam no mecanismo de biossíntese 
da tiamina, como também no reparo do DNA da planta.

MÉTODO

As sequências primárias dos resíduos de aminoá-
cidos preditas para as duas proteínas codificadas pelo 
genoma do T. cacao foram obtidas no banco de dados do 
CocoaGenDB (http://cocoagendb.cirad.fr/) (15). A iden-
tificação foi realizada com a submissão da sequência da 
proteína “thi1” de Arabidopsis thaliana no Basic Local 
Alignment and Search Tool – BLAST (16), empregando 
o algoritmo de busca Programs Search Protein Databa-
ses Using a Protein Query (BLASTp).

As sequências das proteínas identificadas foram sub-
metidas a diferentes análises de bioinformática: alinha-
mento de sequências (Clustal Omega); descrição da famí-
lia (Pfam); direcionamento da proteína (TargetP 1.1) (17); 
e predição da massa molecular (Compute pI/mW) (18).

O dendrograma filogenético foi construído com o 
programa MEGA 7 (19), utilizando como método de 
agrupamento, o Neighbor-Joining (20) com bootstrap de 
1000 repetições, tendo seus valores anexados ao longo 
de cada ramo.

O programa BioEdit (Versão 7.2.1) foi utilizado 
para alinhamento das sequências primárias de aminoá-
cidos e ao mesmo tempo gerar os arquivos no formato 
“fasta” para serem processados no MEGA 7. O dendro-
grama foi construído com 15 sequências de proteínas 
homólogas, distribuídas entre sete espécies de plantas, 
sendo elas: Camelina sativa, Capsella rubella, Gos-
sypium raimondii, Populus trichocarpa, Glycine max, 
Arabidopsis thaliana e Theobroma cacao. Cada sequên-
cia de proteína foi identificada com seu número de aces-
so no banco de dados do NCBI.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Devido à importância do cacaueiro como fonte de 
matéria-prima para as indústrias de alimentos, vários 
trabalhos têm sido realizados almejando a obtenção de 
ferramentas para compreender e caracterizar as proteí-
nas codificadas pelo seu genoma e ao mesmo tempo au-
mentar a produção e melhorar o aproveitamento do fruto 
(21, 22).

As duas proteínas relacionadas com a biossíntese 
de tiamina codificadas pelo genoma do T. cacao foram 
identificadas nos loci Tc06_g018680 e Tc07_g004790 
no banco genômico do cacau – CocoaGenDB, respec-
tivamente, sendo assim nomeadas: TcTIA6 e TcTIA7. 
O gene no locus Tc06_g018680 situado no cromossomo 
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6 contém uma ORF de 1442 pb que codifica a TcTIA6 
com 357 resíduos de aminoácidos e com peso molecular 
de 38,1 kDa. O gene no locus Tc07_g004790 situado no 

cromossomo 7 contém uma ORF de 1429 pb que codi-
fica a TcTIA7 com 359 resíduos de aminoácidos e com 
peso molecular de 37,9 kDa.

Figura 1. Alinhamento das proteínas de Theobroma cacao e Arabidopsis thaliana. Em preto: sequência de ligação a dinucleotídeos; 
em azul: motivo de ligação ao DNA; e resíduos sublinhados: representa o domínio funcional da proteína.

As análises das ORF’s no Pfam indicaram que os 
genes codificam polipeptídeos característicos de proteí-
nas da família thi4 de plantas, ou seja, a família de enzi-
mas responsáveis pela síntese do anel de tiazol. Essa hi-
pótese ganha suporte ao analisar a sequência dos resíduos 
de aminoácidos das proteínas TcTIA6 e TcTIA7 com os 
resíduos de Arabidopsis thaliana já caracterizadas. Ainda 
no mesmo software, foram observados os domínios fun-
cionais das duas proteínas. Na TcTIA6 o domínio catalí-
tico foi observado entre os resíduos de aminoácidos 103 

e 336, na TcTIA7 entre os resíduos 76 e 309 (Figura 1).
O alinhamento múltiplo entre as sequências primá-

rias de aminoácidos (TcTIA6 e TcTIA7) realizado com 
a proteína Thi1 da planta modelo Arabidopsis thaliana 
revelou alta identidade entre as duas espécies (TcTIA6: 
77% e TcTIA7: 81%), com presença de vários resíduos 
de aminoácidos conservados (Figura 1). As sequências 
primárias das proteínas do cacau apresentam motivos 
conservados na região C-terminal (Figura 1), que segun-
do alguns autores, são resíduos que indicam a participa-
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ção no mecanismo de reparo de DNA (10, 12, 23). Em 
outro estudo foi demostrado que esses genes em Citrus 
sinensis (laranja) também possuem atividades durante a 
maturação e a senescência dos frutos (24).

Analisando os resultados do software TargetP, a 
predição do direcionamento celular revelou o encami-
nhamento para a rota secretora do cloroplasto. A pro-
babilidade para a TcTIA6 foi de 0.957 (cloroplasto) e 
0.095 (retículo endoplasmático rugoso); para TcTIA7, a 
probabilidade foi de 0.916 (cloroplasto) e 0.012 (retículo 
endoplasmático rugoso), onde provavelmente nessas or-
ganelas realizam a biossíntese de tiamina. Porém, exis-
tem relatos em outros trabalhos que a síntese da tiamina 
possa ocorrer também no citoplasma da célula (25, 26).

Analisando o dendrograma, três grupos foram 
formados (Figura 2). As duas proteínas do T. cacao 
fi caram agrupadas em grupos distintos, porém perma-
neceram interligadas por uma subclasse comum com 
a espécie Gossypium raimondii (algodão). Não foi 
possível obter uma correlação das proteínas TcTIA6 e 
TcTIA7 com outras espécies, pois as duas sequências 
foram incluídas em grupos onde as proteínas homólo-
gas foram apenas sequenciadas, no qual suas funções 
ainda não foram estabelecidas através de estudos em in 
vitro. Porém, foi descrito que a espécie G. raimondii e 
T. cacao pertencem à mesma subclasse, e que provavel-
mente divergiram de um ancestral comum, há cerca de 
33.700 mil anos (27).

Figura 2. Dendrograma de 15 proteínas homólogas de espécies de plantas. Três grupos foram formados e as duas proteínas de 
Theobroma cacao (triângulos: TcTIA6 e TcTIA7) permaneceram inseridas em grupos distintos.
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CONCLUSÃO

Os resultados obtidos sugerem que o genoma do T. 
cacao possui dois genes que codificam duas proteínas 
que participam na biossíntese de tiamina, sugerindo que 
o cacau e seus derivados são fontes de alimentos de vi-
tamina B1.

Alguns microrganismos e plantas possuem a habi-
lidade de realizar a síntese de tiamina, porém esse me-

canismo ainda não é compreendido, pois algumas etapas 
não estão totalmente elucidadas. Mas sabe-se que os ge-
nes exercem outras funções nas plantas como: reparo do 
DNA e maturação de frutos.

A bioinformática possibilitou, neste estudo, com-
preender a nível estrutural os genes e proteínas por meio 
de análises in silico. No entanto, ainda é necessária a carac-
terização in vitro desses genes para uma melhor compreen-
são de suas prováveis funções na fisiologia do T. cacao.
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