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RESUMO

A transglutaminase ¢ uma enzima de grande importancia para a industria de alimentos,
uma vez que catalisa a formagao de reacdes de acil-transferéncia entre grupos y-carboxamida
em residuos de glutamina, provocando alteragdes nas propriedades protéicas. O Paenibacillus
sp. JDR-2 ¢ uma bactéria gram-positiva, que esta relacionada filogeneticamente com o género
Bacillus, assim como com outros microorganismos produtores de transglutaminase, portanto,
supde-se que este ¢ um possivel produtor desta enzima. O trabalhou teve o intuito de
identificar genes codificadors de transglutaminase no genoma do Paenibacillus sp. JDR-2 in
silico e expressar algumas dessas sequéncias em sistema heter6logo. Foi realizada uma busca
por genes codificadores de transglutaminase através da procura de ORFS que continham
dominio de transglutaminase, estas foram anotadas e depositadas no NCBI. Foram verificadas
a presen¢a de dez possiveis transglutaminases codificadas pelo genoma do Paenibacillus sp.
JDR-2, sendo que uma desta ndo apresentava aminodcido iniciador, e, portanto, foi
descartada. As sequéncias 4870 e 5011 foram escolhidas para utilizagdo neste trabalho, uma
vez que o peso molecular preditos, correspondem as caracteristicas encontradas nas
transglutaminases bacterianas. Primers foram desenhados para a amplificagdo destas
sequéncias e deveriam ser clonados no vetor pPICZa. Primeiramente, tentou-se clonar pelo
método de ligacdo em E. coli DHI10B, entretanto, as colonias formadas ndo apresentaram
evidéncias que continham os insertos escolhidos. Apds, foi realizada a clonagem por CPEC,
J& que esta técnica apresenta maior especificidade. Mais uma vez a clonagem nao foi efetiva,
ndo apresentando o crescimento de coldnias. Os proximos passos seriam realizar novas
tentativas e, se estas fossem positivas, realizar a transformacao dos plasmideos purificados em

Pichia pastoris, considerando este sistema mais eficiente para modificagdes pos-traducionais.

Palavras chave: transglutaminase, Paenibacillus sp. JDR-2



ABSTRACT

Transglutaminase is an important enzyme that catalyzes acyl-transfer reaction between
y-carboxamide groups of glutamine residues causing modifications in the protein proprieties.
Paenibacillus sp. JDR-2 is a gram-positive bacterium that is phylogenetically related with
Bacillus gender and to other microorganisms that produce transglutaminase. Therefore this
microorganism could be a possible producer of this enzyme. The aim of the present research
was to identify possible genes sequences encoding transglutaminase, in silico, in the
Paenibacillus sp. JDR-2 genome and to express some of them in a heterologous system. We
searched for predicted genes encoding transglutaminase domains from Paenibacillus sp. JDR-
2, which were noted and deposited in the NCBI database. There were ten observed possible
transglutaminases encoded by the genome of Paenibacillus sp. JDR-2, but one of them did
not present an essential amino acid (primer), being discharged. In this study, the sequences
4870 and 5011 were chosen, since they present the predicted molecular weight, which
corresponds to features found in bacterial transglutaminases. Primers were designed for the
amplification of these sequences, which could be cloned into the vector pPICZa. First, we
tried to clone by ligation in E. coli DH10B; however, the colonies showed no evidence of
containing the chosen inserts. Therefore, we tried the cloning by CPEC methodology, since
this technique introduces higher specificity. Again cloning was not effective, showing no
growth of colonies. The next step would be to perform new attempts at cloning, and, if
positive, performing the processing of purifying the plasmids and introduce them in Pichia

pastoris, considering this system more efficient for post-translational modifications.

Key words: transglutaminase, Paenibacillus sp. JDR-2
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1. INTRODUCAO

1.1 Transglutaminases

Transglutaminases sdo enzimas que catalisam reagdes de acil-transferéncia (entre
grupos y-carboxamida em residuos de glutamina), deamidagdes e liga¢des cruzadas intra e
intermoleculares entre proteinas e peptideos (Figura 1) (Yokoyama et al., 2004). Dessa

forma, altera as propriedades quimicas e fisicas das proteinas, além de atuar em fungdes

bioldgicas.

a

G g

?ln C—NH, 4+ RNH, —» GIn—F—NHR + NH;
1

CHy O CHy; O

C|3H3 cI:H3 (]:H3 CH;

Cl-‘»ln—ﬁ—NHz + Lysl»—NH? — ?In—IC—NH—LyS 4+ NH;

CH; O CHs CHy; O CHs

C

o G

cl;ln—ﬁ—NH2 + H0 - GIn—IC—OH + NH;
1 _

CH; O CHy O

Figura 1. Ilustracio das reacdes catalisadas pela transglutaminase. Em (a) esta
representada reacdo de acil transferéncia, (b) ligacdo cruzada entre residuos de Gln e Lys e

peptideos e (¢) reacdo de desaminagdo. Fonte: Marek Kieliszek & Anna Misiewicz, 2004.

As transglutaminases estdo presentes em vertebrados, invertebrados, plantas e diversos
microorganismos, sendo responsaveis por mecanismos de coagulacdo, cicatrizacdo,
modificacdo das proteinas do cloroplasto e por mecanismos de apoptose. (Serafini-
Fracassini et al., 2008) (Yang et al., 2011).

Esta enzima foi descoberta em 1957 por Heinrich Waelsch, sendo primeiramente
isolada do figado do porquinho-da-india, o qual possui grande quantidade de
transglutaminase. Novas fontes animais foram exploradas, entretanto, estas nao

apresentavam quantidade significativa da enzima, além de necessitarem de adicdo de
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trombina para ativa-la (Beninati et al., 2009). Portanto, microorganismos produtores de
transglutaminase foram investigados e em 1989 foi descrita a transglutaminase microbiana

(mTGQG) produzida por Streptovericillium mobaraense (Ando et al., 1989).

A transglutaminase microbiana apresenta 331 aminoacidos, peso molecular de 37,9
kDa e apresenta atividade 6tima em pH de 5 a 8. A mTG de S. mobaraense ¢ composta
por oito folhas-beta circundadas por onze alfa-hélices (Figura 2). Ela adota a forma de
disco e apresenta uma fenda, onde estd localizado seu sitio catalitico, caracterizado pelo
residuo Cys64 (Kashiwagi et al., 2002). Esta é inibida por Zn™, Cu™ Hg™ ¢ Pb"™, os

quais se ligam no cisteina do centro catalitico (Ando et al, 1989).

Figura 2. Representacio da estrutura da mTG. Imagem da esquerda visdo frontal e

da direita visdo superior da proteina. Fonte: Kashiagi et al., 2002.

Estas caracteristicas, somadas a independéncia de calcio, a maior velocidade de reagdo e
baixo peso molecular, tornam a transglutaminase microbiana muito vantajosa para uso

industrial (Kashiagi et al., 2002).

1.2 Aplicacoes de transglutaminases na industria

As reagdes catalisadas pela transglutaminase provocam modificagdes nas propriedades
quimicas e fisicas das proteinas, dentre as quais aumento da viscosidade, estabilidade térmica

e elasticidade (Kieliszek M. & Misiewicz A., 2014). Estas alteracdes aplicadas para a
13



industria de alimentos, tornaram-se muito importantes, agindo como agentes de texturizagao e
formagdo de biopolimeros (Carvajal et al. 2011). Além disso, elas tém grande potencial
biologico, atuando em diferentes cascatas metabdlicas como a coagulagdo, regulando
apoptose e crescimento celular, assim como na prevencao de alergias, despertando também o

interesse da industria farmacéutica (Lorand and Graham 2003).

Em relagdo aos alimentos, esta enzima se torna imprescindivel para o aumento da
qualidade e valor nutricional do mesmo, pela possibilidade de adi¢do de aminoacidos
essenciais (Ajinomoto, 2013; Ali et al 2010; Damodaran & Agyare, 2013; Kuraishi et al.,
2001), assim como pode diminuir o potencial alergénico de algumas proteinas, como na
transformagdo de alfa-caseina em uma caseina de peso molecular mais elevado, que diminui a
possibilidade de reacdo imune cruzada (Yamauchi et al., 1991). Ainda, diferentes tipos de
proteinas podem ser substrato para a transglutaminase, possibilitando alteragdo em alimentos

carneos, laticinios, derivados de soja e cereais (Bonisch et al 2007; Hong & Xiong, 2012).

A transglutaminase produzida por mamiferos foi primeiramente estudada, por estar
relacionada a mecanismo de coagulagdo sanguinea, uma vez que esta produz ligagdes
cruzadas entre as proteinas, estancando o ferimento e sdo catalisadas pelo fator XIIla, uma
forma ativada de transglutaminase no plasma (Chung et al., 1974 e Hornyak et al., 1989).
Atualmente, sabe-se da importancia da transglutaminase em doencas cronicas inflamatorias,
no reparo de tecidos, no desenvolvimento de reagdes auto-imunes, em doengas degenerativas
cronicas, além de provocar mudangas nas proteinas de membrana g41 e gp120, as quais sdo
responsaveis pela penetracao do virus HIV na célula (Shleikin and Danilov 2011; Tabolacci et
al. 2012). Outrossim, sabe-se que a inducdo de atividade de transglutaminase intracelular

pode ter relevantes propriedades anti-neoplasicas (Lentini et al, 2010).

No inicio dos anos 80, transglutaminases de origem animal foram utilizadas para o
melhoramento de alimentos, entretanto, de forma limitada, uma vez que hd quantidade de
enzima extraida ndo era significante para aplicacdo industrial. (Motoki et al., 1998). Tal
fato, deu origem a busca de novas fontes alternativas de transglutaminases e iniciou-se a

producdo de transglutaminase recombinante. (Ando et al., 1989).

Apesar dos esforcos e avancos nas técnicas em biologia molecular, a produgdo de
transglutaminase recombinante apresenta grandes dificuldades técnicas, além de alto custo de

recuperagdo da enzima. Ainda hoje a transglutaminase de S. mobaraensis ¢ a principal fonte
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da enzima para industria (Arrizubieta M. J., 2007), sendo produzida comercialmente somente
por uma empresa. Portanto ¢ necessario que novas fontes de transglutaminase sejam
investigadas, a fim de manter e melhorar a qualidade de nossos produtos protéicos e alavancar

resultados na industria farmacéutica.

1.3 Paenibacillus sp JDR-2

O Paenibacillus ¢ uma bactéria gram-positiva isolada de tronco da arvore-do-ambar
(Liquidambar styraciflua) que possui varias enzimas de degradagdo de xilano para a completa
utilizagdo dos polissacarideos das plantas (Chow et al., 2012). Seu genoma apresenta cerca de
7Mb de tamanho e cerca de 6.400 genes, dos quais dez apresentam dominios de

transglutaminase.

Andlises filogenéticas demonstraram que o Paenibacillus sp. JDR-2 esta relacionado
com o género Bacillus, ¢ que ambos produzem esporos. Além disso, sabe-se que a
transglutaminase esta envolvida no processo de esporulacdo por Bacillus subtilis e como tal, o

Paenibacillus sp. JDR-2 pode ser produtor desta enzima (Kobayashi et al., 1996)

1.4 Expressao de proteinas heterdlogas

A fim de expressar a transglutaminase recombinante de maneira efetiva, deve-se escolher
um microorganismo com condi¢des simples de crescimento, que o faga rapidamente sem
produzir substancias toxicas, e principalmente, que ndo seja patogénico. Além disso, ¢
importante que este expresse a proteina de forma eficiente, a fim de facilitar a recuperagdo e

purificacdo (Soetaert and Vandamme, 2010).

Normalmente sdo utilizados os microorganismos Escherichia coli e Saccharomyces
cerevisiae para estes fins, entretanto ambos apresentam limitagdes. Outros estudos ja
demonstraram que ao utilizar E. coli, a transglutaminase acumula-se dentro do citoplasma da
célula em corpos de inclusdo, sendo, entdo necessario outros métodos de refolding protéico
(Salis et al, 2015). J4 a S. cerevisiae apresenta problemas na secrecdo de proteinas

heter6logas, além de comumente hiperglicosila-las (Wan, T. Y. et al, 2013).

Em contrapartida, a levedura metilotrofica Pichia pastoris é vantajosa para uso

industrial, uma vez que possui um forte e altamente regulavel promotor alcool oxidase 1
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(AOXI1) e apresenta alta capacidade de secrecdo de proteinas recombinantes. Ainda, o sistema
de expressdao da P. pastoris permite que a proteina sofra rearranjos pds traducionais como a
glicosilagdo. (Potvin et al, 2012). Para, entdo, realizar uma expressao heterologa eficiente,
seleciona-se plasmideos de interesse, como o pPICZo. Este plasmideo apresenta o qual
contem uma cauda de histidina que auxilia na purificacdo do proteina de interesse. Este ¢
usado em P. pastoris, apresenta cerca de 3,600pb, conta com o promotor AOX1, com gene de
resisténcia a Zeocina e cauda de hexahistidina a fim de facilitar o processo de purificagdo da

proteina expressa (TermoFischer, 2016).

16



2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, as tranglutaminases sdo imprescindiveis na industria de alimentos,
alterando as propriedades fisicas e quimicas do mesmo a fim de melhorar sua qualidade e
valor nutricional. Da mesma forma, esta enzima pode ser utilizada com o intuito de prevenir
reacOes alérgicas, que sdo comuns em algumas classes de alimentos. Ainda, a industria
farmacéutica tem investigado varias aplicagdes desta enzima, inclusive como o seu potencial
anti-neoplasico. Apesar de todos os beneficios, a obtengdo desta enzima ¢ de alto custo e ndo
apresenta alto rendimento e, por isso, ¢ muito importante investigar novos microorganismos

produtores da mesma e desenvolver novas técnicas que facilitem sua produgdo e purificacao.

17



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Expressar transglutaminase bacteriana obtida de Paenibacillus sp. JDR-2 em Pichia
Pastoris.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Identificar sequéncias codificadoras de transglutaminase em Paenibacillus sp.
JDR-2.

3.2.2 Amplificar e clonar estas sequéncias em vetor de expressdo pPICza.

3.2.3 Transformar diferentes cepas de Pichia pastoris.

18



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais utilizados

Paenibacillus sp. JDR-2 foi obtido através do Banco Genético de Bacillius (Columbus,
OH, EUA). As cepas comerciais de E. coli DH10B e as cepas X-33, GS115 e KM71 de
Pichia pastoris foram obtidas da ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, EUA). O vetor
pPICza foi obtido da empresa Novagen (Darmstadt, Alemanha).

As enzimas T4 DNA ligase e Taq polimerase Platinum hot-start, os kits Purelink® Quick
Plasmid Miniprep® e Purelink® Quick Gel Extraction and PCR Purification e o corante
SYBR® Safe DNA Gel Stain foram obtidos da empresa ThermoFisher Scientific (Waltham,
MA, EUA). O kit Wizard® DNA Genomic Purification e a tripsina foram obtidos da Promega
(Madison, WI, EUA). As enzimas de restrigdo Kpnl, Xba e EcoRI foram obtidas New
England Biolabs (Ipswich, MA, EUA). Os primers foram sintetizados pela empresa Invitrogen

(CA, EUA).

Lisozima, acido-L-glutdmico-Y-hidroxamico, zeocina, cloreto de célcio (CaCl,), glicerol,
cloreto de sédio (NaCl), tris, Z-gln-gly, glicina, glutationa reduzida foram obtidos da empresa
Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA). Metanol, acido cloridrico, triptona e extrato de
levedura foram obtidos da empresa Neogen (Lansing, MI, EUA). TEMED foi obtido da Acros
Organics (New Jersey, NY). Acido tricloroacético e cloreto de ferro (IIT) foram comprados da

Synth).

4.2 Busca por sequéncias codificadoras de transglutaminase

A busca por sequéncias codificadoras de transglutaminase no genoma de Paenibacillus sp.
JDR-2 deu-se através da procura por fases abertas de leitura (ORFs) anotadas a partir da
sequéncia do genoma desta bactéria depositadas no NCBI. As sequéncias nucleotidicas
geradas foram traduzidas a partir do portal de recursos de bioinformatica ExPASy
(http://web.expasy.org/trasnlate/) e a andlise dos dominios presentes nestas sequéncias foi
feita através do banco de dados de dominios conservados (CDD) no NCBI. As sequéncias
nucleotidicas foram analisadas por BLASTp a fim de verificar similaridade com outras
transglutaminases descritas, além disso, foi verificado a presenca de peptideo sinal a partir do

programa SignalP4.1 com o intuito de predizer se a proteina ¢ secretada pela célula. Ainda,
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foi realizado inferéncia da massa molecular e do ponto isoelétrico (pI) de cada umas das
proteinas  codificadas usando o algoritmo Compute pl/mW no ExPASy

(http://web.expasy.org/compute _pi/).

4.3 Extracdo de DNA genomico

O DNA de Paenibacillus sp. JDR-2 foi extraido utilizando o kit Wizard® Genomic
Purification Kit. Foi realizada incubagdo prévia com lisozima e ap6s foi seguido o protocolo

de extracdo de material gendmico de bactérias Gram-positivas.

4.4 Desenho de iniciadores e amplificacido das sequéncias de interesse

As sequéncias nucleotidicas das fases de leitura (ORFs) 4870 e 5011 do genoma do
Paenibacillus sp. JDR-2, que codificam supostamente uma transglutaminase, foram

amplificadas através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

Portanto, oligonucleotideos inciadores (primers) foram desenhados, a partir do programa
SnapGene, de maneira que a temperatura de anelamento preditiva dos primers com o genoma
do microorganismo ficasse entre 50 e 60C. Foram adicionadas sequéncias de restricao para as
enzimas Kpnl, EcoRI e Xba, na extremidade 5" de cada um dos primers, direto (forward) e
reverso (reverse), assim como a adicdo de cinco bases aleatdria (destacadas em negrito) para

facilitar a clonagem.

Tabela 1: primers desenhados para a amplificacio das sequéncias 4870, 5011 de
Paenibacillus sp. JDR-2.

Primers Sequéncias

Pjdr 5011F | 5' CCGTCTCGGATCGgtaccATGCGAAAAACAGGTTGGAAAATAGCG

Pjdr 5011R | 5' ATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGT TctagaTGATAATCCAGCTGAACCTG

Pjdr 4870F | 5' AGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGaattcATGATGGAATGGATTCGCGCTGGGAC

Pjdr 4870R | 5' AGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTctagaACTGCCCGGATATGAGTCTTG

As condi¢des de amplificagdo compreenderam: 1) 5 minutos a 95°C para a ativagdo da

enzima Taq Polimerase hot-start; 2) 1 minuto a 95°C para desnaturagao das fitas de DNA; 3)
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I minuto a 60°C para o anelamento dos primers; 4) 1 minuto e 15 segundos a 72°C para
amplificacdo dos primers; 5) repeti¢ao dos passos de 2 a 4 por 35 vezes e 6) 10 minutos extras
a 72°C par amplificacdo de qualquer primer que tenha restado. Os produtos da PCR foram
verificados por gel de agarose 1%, corados com SYBR® Safe DNA Gel Stain e visualizados
no sistema de fotodocumentacdo L-Pix Touch (Loccus Biotecnologia). A ORF 4870 foi
amplificada com os primers Pjdr 4870R e Pjdr 4870F e a ORF 5011 foi amplificada com os
primers Pjdr 5011R e Pjdr 5011F.

A purificacdo dos fragmentos amplificados foi feita utilizando-se o kit Purelink Quick Gel
Extraction and PCR Purification, utilizando aproximadamente 100uL de reacdo de PCR,
seguindo protocolo do fabricante. Os produtos purificados foram quantificados com

espectrofotometro Nanodrop® 2000 (Thermo Scientific).

4.5 Clivagem de sequéncias amplificadoras por PCR e de vetores com enzimas de

restriciao

Como forma de criar extremidades coesivas e facilitar o processo de clonagem, tanto
os insertos amplificados por PCR, quanto o vetor selecionado, foram clivados com

enzimas de restricdo Kpnl, XBal e EcoRI.

Para realizar a clivagem das sequéncias 4870 amplificada por PCR, incubou-se 35ng
desta com luL da enzima EcoRI, lul da enzima XBal e 3ul de tampao NEB 2.1, de
acordo com as instrugdes do fabricante. Da mesma forma, a sequéncia 5011 foi incubada
com luL da enzima Kpnl e 1uL da enzima Xbal e Sul. de tampao NEB 2.1. A reagdo
ocorreu em um periodo de 3h a 37°C seguidos de 20 minutos a 65°C para desnaturagdo
das enzimas de restricdo. Os produtos clivados foram verificados em gel de agarose 1%,
purificados por kit Purelink Quick Gel Extraction and PCR Purification, quantificados em
espectrofotometro Nanodrop® 2000 (Thermo Scientific) e armazenados a -20°C. Da
mesma forma, 10ng do vetor pPICza foi incubado com luL de cada enzima com luL de
tampao 2.1 NEB, seguindo as mesmas condicdes dos insertos, e posteriormente

verificados, purificados e quantificados.

4.6 Clonagem das sequéncias codificadoras das proteinas putativas 4870 e 5011 de

Paenibacillus sp. JDR-2 em vetor de expressao PpicZa.
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Para realizar a expressdo heterdloga das sequéncias de Paenibacillus sp JDR-2 em
Pichia pastoris, o vetor pPICza foi o escolhido. Este vetor possui 3329 pb, opera sob agao
do promotor AOX1, possui gene que confere resisténcia a Zeocina para a selecdo de
transformantes e uma cauda de hexahistidinas na extremidade carboxi do polipeptideo

formado, o que facilita a purificagdo das proteinas expressas.
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Figura 3. Vetor pPICZa.: representagdo do vetor pPICZo e os segmentos que o
compdem. Em verde seu promotor ¢ em vermelho o gene que confere resisténcia a

zeocina.

A ligacdo das sequéncias de interesse foram realizadas através de reacdo de
ligacdo e através de CPEC. A reagdo de ligagdo foi feita incubando-se as sequéncias
4870, 5011 com 10ng do vetor pPICZa clivado em uma razao molar de 1:3 utilizando
a enzima T4 DNA ligase em uma reagdo de 20ul. Para realizacio do CPEC
adicionou-se 5ul de tampao, 0,5uL de NTP, 0,71uL do vetor pPICZa clivado, 0,62ul
do inserto, 0,25ul de DNA-polimerase e 17,92ulL de H,O. As condic¢des foram: 1) 30
segundos iniciais a 98°C para ativagdo da enzima 2) 5 segundos a 98°C para o
pareamento 3) 15 segundos a 50°C para emparelhamento 4) repeti¢ao dos passos 2 e 3
por 18 vezes 5) 15 segundos a 72°C para emparelhar vetores e insertos que ainda
pudessem restar.

A partir disso, esperava-se produzir os plasmideos pPICZ4870 e pPICZ5011.
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Cloned5011

4708 bp

Figura 4. Mapa dos plasmideos recombinantes construidos: estrutura do vetor pPICZa
apos a inser¢do da ORF 5011 entre os sitios de restri¢gdo para Knpl/XBal. Em verde escuro ¢é

possivel ver onde cada ORF foi inserida no vetor com relagdo aos demais elementos.

23



Clonagem 4870

4690 bp
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Figura 5. Mapa dos plasmideos recombinantes construidos: estrutura do vetor
pPICZo apds a insercao da ORF 4870 entre os sitios de restricdo para EcoRI/XBal. Em verde

escuro ¢ possivel ver onde cada ORF foi inserida no vetor com relagdo aos demais elementos.

4.7 Preparacio de células competentes

A cepa de clonagem E. coli DH10B foi transformada utilizando o método quimico e
eletroporacdo para ligagcdo e propagacdo dos plasmideos. Enquanto cepas de P. pastoris

X-33, GS115 e KM71 serdo transformadas pelo método de eletroporagdo para a expressao

da transglutaminase recombinante.

Para a producdo de células quimio e eletrocompetentes de E. coli DH10B, foi feito um
pré-inoculo da bactéria em meio LB-Miller (10g/L NaCl, 10g/l de triptona e 5g/L de
extrato de levedura), crescendo-a a 37°C e 180rpm por 16h em agitador horizontal. Apos
esse periodo foi feito o indculo, colhendo uma aliquota de 1/100 (v/v) do pré-indculo,

colacado pra crescer novamente em meio LB-Miller, nas mesmas condi¢des até que

atingisse uma ODggo de 0,6.
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4.8 Transformacio da cepa de Escherichia coli DH10B

A transformacgdo por método quimico foi realizada incubando 5Sul da reagdo de
ligacdo com 50ul da cepa DHIOB de E. coli por 31 minutos em gelo, seguido de 1
minuto a 42°C seguidos de mais 2 minutos no gelo. Apods, foi adicionado 250ul. de meio
LB-Miller nas células e estas foram incubadas a 37°C com agitagdo de 180rpm de 30 a
60min. Entdo, 100uL de células transformadas foram plaqueadas em placas de Petri
contendo meio LB-Miller s6lido com 100uL. de Zeocina para selecionar as células que

receberam o plasmideo corretamente, conferindo assim resisténcia a este antibidtico.

A transformagdo por eletroporacdo foi realizada adicionando lul. do produto
purificado da CPEC com 50ul da cepa DH10B de E. coli as cubetas 2mm de
eletroporacao deixadas previamente no gelo. As cubetas foram levadas ao eletroporador e
a voltagem foi ajustada a 2500V e um pulso foi dado. Apds a eletroporacdo foi adicionado
rapidamente 1mL de meio LB-Miller e o contetido foi transferido para um ependorf e
colocado no shaker a 37°C e agitagdo de 180rpm por 60 minutos. Um volume de 100uL

das células transformadas foi plaqueado em LB-Miller s6lido contendo Zeocina.

4.9 Selecao e Analise dos plasmideos recombinantes

Como forma de verificar se as colonias das placas foram devidamente clonadas,

realizou-se PCR de cada coldnia seguindo os métodos ja descritos.
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5. RESULTADOS

5.1 Identificacdo de possiveis

utilizando ferramentas de bioinformatica

sequéncias

codificadoras

de transglutaminase

A fim de identificar transglutaminases codificadas pelo genoma do Paenibacillus sp.

JDR-2 fo realizada uma busca entre as ORFs de Paenibacillus sp. JDR-2 anotadas

automaticamente e depositadas no NCBI utilizando-se as palavras “Transglutaminase” e

Paenibacillus sp. JDR-2. Foram identificadas dez ORFs: 0339, 0834, 0937, 1245, 1489, 3259,

4024, 4765, 4870 e 5011 como sendo transglutaminases como mostra a figura 6.

Name/Gene |ID

Pjdr2_0937
ID: 8129903

Pjdr2_4024
ID: 8127942

Pjdr2_4870
ID: 8127408

Pjdr2_0834
ID: 812581

Pjdr2_1489
ID: 812 8

Pjdr2_3259
ID: 8128471

Pjdr2_1235
ID: 8126175

Figura 6: ORFs de Paenibacillus sp. JDR-2 anotadas como transglutaminase.

Description

transglutaminase [Paenibacillus sp.

transglutaminase [Paenibacillus sp.

transglutaminase [Paenibacillus sp.

transglutaminase [Paenibacillus sp.

transglutaminase [Paenibacillus sp.

transglutaminase [Paenibacillus sp.

transglutaminase [Paenibacillus sp.

transglutaminase [Paenibacillus sp.

transglutaminase [Paenibacillus sp.

hypothetical protein [Paenibacillus sp. JOR-

7]

JDR-2]

JDR-2]

JDR-2]

JDR-2]

JDR-2]

JDR-2]

JDR-2]

JDR-2]

JDR-2]

Location

NC_012914.1 (5482158..5483045,
complement)

NC_012914.1 (1115571..1116179,
complement)

NC_012914.1 (4565733..4568003,
complement)

NC_012914.1 (5592903..5594060,
complement)

NC_012914.1 (980768..983239)
NC_012914.1 (5732770..5733912,
complement)

NC_012914.1 (1781222..1783861)
NC_012914.1 (404157..404921)
NC_012914.1 (3725799..3726722)

NC_012914.1 (1479396..1479839)

Aliases

Pjdr2_4765

Pjdr2_0937

Pjdr2_4024

Pjdr2_4870

Pjdr2_0834

Pjdr2_5011

Pjdr2_1489

Pjdr2_0339

Pjdr2_3259

Pjdr2_1235

A partir da identificagdo de transglutaminases putativas do genoma de Paenibacillus

sp JDR-2, as sequéncias peptidicas geradas foram submetidas a analises de dominios

conservados, além de se verificar a similaridade com outras transglutminases ja descritas. Os

resultados demonstram que a enzima apresenta similaridade somente com outras

transglutaminases preditas em microorganismos do mesmo género. Todas as sequéncias

apresentam, no minimo um dominio de transglutaminase predito.

Foram preditos o ponto isoelétrico e peso molecular das transglutaminases codificadas

por cada ORF encontrada, revelando que a maioria possui pl entre 5 e 6, sendo que apenas
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uma apresentou pl basico. Ainda, o peso molecular predito para as transglutaminases ficou
entre 30 e 40kDa, entretanto trés peptideos apresentaram peso molecular acima de 80kDa. A
sequéncia 0937 ndo apresenta um aminodacido iniciador, ou seja, ¢ uma proteina truncada e foi

entdo descartada das predi¢des seguintes.

Tabela 2: ponto isoelétrico (pl) e peso molecular estimado das sequéncias peptidicas preditas.

ORF pl predito Peso molecular estimado
(Daltons)
0339 4.98 29204.58
0834 5.36 87554.38
0937 - -
1235 10.36 16501.68
1489 5.04 99339.89
3259 9.62 34260.21
4024 5.37 85895.47
4765 5.34 33359.30
4870 5.82 42099.33
5011 5.68 42723.22

5.2 Amplificacdo e clonagem das sequéncias 4870 e 5011 de Paenibacillus sp.

JDR-2 em Pichia pastoris

A partir das predi¢des por bioinformatica, foram escolhidas as sequéncias 4870 e 5011
que apresentam peso molecular em torno de 40kDa e pl de aproximadamente 5, corroborando
com as caracteristicas das transglutaminases microbianas j& descritas. Estas sequéncias foram
amplificadas e purificadas com éxito, e analisadas em gel de agorase 1%, como representado

na figura 7.
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Figura 7. Amplificacdo das sequéncias 4870 e 5011. Demonstracdo de quatro bandas nos

tamanhos preditos: canaletas indicadas como 1 e 2 sequéncia 4870 e canaletas indicadas como
3 e 4 sequéncia 5011.

Ap6s a amplificagdo e purificagdo dos fragmentos, os insertos foram clivados com
suas enzimas de restri¢do especificas, assim como o plasmideo pPICZa.. A sequéncia 4870 foi
clivada com as enzimas EcoRI e XBal, enquanto a sequéncia 5011 foi clivada com Kpnl e
XBal, conforme descrito na metodologia e os fragmentos gerados foram purificados com kit.
O plasmideo foi clivado com as mesmas enzimas, a fim de formar extremidades coesivas.
Foram entdo selecionados no gel, recortados e purificados de acordo com o tamanho de

fragmento gerado, de aproximadamente 3,600pb, como demonstrado por andlise em gel de
agarose 1% na figura 8.
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5,000pb

Figura 8. Resultado da clivagem com enzimas de restricio. Presenga de duas bandas,
sendo a inferior corresponde ao vetor clivado, sendo representado por 1 o plasmideo clivado

com EcoRI e XBal e 2 o plasmideo clivado com Kpnl e XBal.

Primeiramente realizou-se transformagdo pelo método quimico, sendo verificados
crescimento de poucas colonias nas placas, a metodologia foi repetida, gerando um numero
maior de colonias. A partir disto foi realizado PCR e verificou-se que a clonagem ndo foi
efetiva, como demonstrado a partir de analise em gel de agarose 1% na figura 9. Somente vé-

se uma banda correspondente ao inserto na primeira caneleta, a qual € o controle positivo.

1,650pb
1,000pb

Figura 9. Resultado do PCR das colonias. Na primeira caneleta, vé-se o controle positivos e
nas demais somente percebe-se uma banda de baixo peso molecular, provavelmente

correspondendo aos primers da reacao.
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A transformacdo por eletroporacdo ndo foi efetiva, uma vez que ao dar o pulso, as
células foram imediatamente rompidas. Novas tentativas foram feitas, mas infelizmente,

nenhuma colonia cresceu nas placas.

Os proximos passos descritos na metodologia ndo foram possiveis de serem
realizados, j4 que a clonagem tanto por mecanismos de ligacio quanto CPEC ndo foram
efetivas. Novas tentativas em ambas as técnicas precisam ser realizadas, com modificagdes de
proporgao inserto e vetor na reagcdo de ligagdo, assim como menor concetracdo do produto de

CPEC a fim de evitar o rompimento celular.
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6. DISCUSSAO

Atualmente, sabe-se que as transglutaminases tem diversas fungdes, atuando como
modificador das propriedades fisicas e quimicas de proteinas e regulando diversas fungdes
bioldgicas. O interesse e os estudos por esta enzima, cresceu ao longo do tempo (Rachel;
Pelletier, 2013), demonstrando ndo s6 a sua importancia na industria de alimentos, como
também na farmacéutica, destacando o seu potencial para prevencdo de alergias, (Yamauchi

et al., 1991) além de ser investigado sua atividade anti neoplésica (Lentini et al, 2010).

Este trabalho teve por objetivo identificar e caracterizar novas transglutaminases
codificadas por Paenibacillus sp. JDR-2. Sabe-se que esta espécie recentemente descoberta
possui enzimas que degradam xilanos (Chow et al, 2012) e que no presente momento nao ha
muitas informagdes sobre este microorganismo, de forma que novos estudos precisam ser

realizados para investigar seu potencial biotecnolédgico.

Esta bactéria gram-positiva e formadora de endodsporo, esta relacionada com outros
microorganismo produtores de transglutaminase, e por isso, investigou-se o seu potencial
frente a producdo desta enzima. Pelas andlises in silico do seu genoma, identificou-se dez
ORFs que contem dominio de transglutaminase. Este ¢ um nimero elevado, visto que o
género Bacillus possui somente um dominio para esta enzima (Suzuki et al., 2000). Além
disso, observamos diferencas significativas entres as dez transglutaminases putativas

encontradas.

Dentre elas observamos diferencas no pl, sete delas apresentam pl 4cido, enquanto que
duas apresenam pl bésico. As transglutaminases bacterianas costumam ter pl basico, como a
de S. moboraense que possui pl 8.9 (Ando et al,1989). Entretanto, pode-se observar que a
transglutaminase atua numa variacao de pH entre 5-8, ndo apresentando comprometimento da

sua fungdo catalitica (Zhang et al, 2012).

Ainda elas diferem em peso molecular, sendo que cinco delas (0330, 3259, 4765, 4870 e
5011) apresentam peso molecular em torno de 30 e 40kDa, o qual ¢ predito para a
transglutaminase bacteriana, enquanto outras trés apresentaram peso molecular acima de
80kDa, o que corrobora com dados encontrados em transglutaminase eucariota (Lorand,
Graham, 2003). Por fim, uma das sequéncias preditas apresentou tamanho de 16.5kDa, o que
¢ muito abaixo do inferido para qualquer outra transglutaminase. Verificou-se também que as

sequéncias 3259 e 5011 foram as Uinicas que apresentaram um peptideo sinal. A partir desses
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dados, foi dificil predizer quais sequéncias seriam mais fidedignas as caracteristicas

apresentadas pela enzima.

As ORFs 4870 e 5011 foram selecionadas para a realizacdo da clonagem em pPICZa a
fim de verificar se estas produziam transglutaminase. A escolha deu-se através do peso

molecular predito para elas, que corrobora com a tranglutaminase microbiana ja descrita.

A primeira tentativa de clonagem, deu-se através de reagdo de ligacdo, entretanto, esta ndo
foi efetiva. Embora colonias tenham crescido na placa com o antibidtico de sele¢@o, todas elas
apresentaram resultados de PCR negativo, ou seja, ndo apresentaram as sequéncias de
interesse inseridas no plasmideo selecionado. Novamente foi feita uma tentativa, aumentando
a proporcdo vetor:inserto de 1:3 para 1:5. Houve aumento significativo no nimero de
colonias, mas, da mesma forma estas se mostraram negativas. Em ambas as tentativas, foi
realizado PCR das colonias diretamente, assim como PCR através de extracdo de DNA das
coldnias por método de fervura.

A realizagdo de clonagem por CPEC foi a segunda escolha, ja que esta técnica apresenta
menos chance de erro, assim como alta especificidade (Quan, 2011). Da mesma forma, as
células foram transformadas por eletroporagdo por ser uma técnica relativamente facil e muito
eficiente (Gardner et al., 2016). Na primeira tentativa, ao dar o pulso as células
eletrocompetentes se romperam, o que pode ter acontecido pela baixa viabilidade das células,
ou até mesmo pela quantidade de sais que poderiam estar presentes na amostra. Novamente
foi repetido o procedimento com novas células e este, a0 primeiro momento, se mostrou

efetivo. Entretanto, nenhuma colonia cresceu na placa com o antibiotico de selecao.

Ainda, outra dificuldade comumente encontrada em trabalhos de expressao heteréloga de
transglutaminases ¢ obté-la na forma soluvel. Trabalhos anteriores em E. coli demonstraram
expressdao desta enzima em corpos de inclusdo, sendo necessarias aplicacdes de técnicas de
refolding protéico, a fim de obter-se atividade enzimatica (Salis et al, 2015). Novos maneiras
de obter a transglutaminase de forma ativa e soluvel estdo sendo pesquisadas e a abordagem
mais efetiva seria de modificar o pro-peptideo da transglutaminase bacteriana (Rickert et al.,

2015).

A escolha de um microorganismo que apresenta mecanismos de modificagdes pos-
traducionais das proteinas, como a Pichia pastoris também ¢ significativo para a producao da

enzima ativa. O trabalho de Gunduz teve éxito em realizar tal processo e para isso ele utilizou
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uma sequéncia pro-peptidica (adiciona de sitios de clivagem) de Streptomyces mobaraenis, a
qual foi clonada em vetor pPICZa e expressa em P. pastoris. Dessa forma, obteve-se a

enzima solavel e ativa, com atividade enzimatica significativa (Gunduz B., 2012).

Outro fator que pode influenciar a efetividade da expressdo de proteinas heterdlogas, sao
as cepas utilizadas. A cepa X33 ¢ uma de tipo selvagem, portanto, ndo hé nenhuma alteracdo
génica na mesma, a outra cepa escolhida e a mais utilizada para expressao de proteinas foi a
GS115, uma vez que cresce em meio sem adi¢do de histidina e possui os genes AOXI1 e 2
funcionais, facilitando a expressdo. J4 a cepa KM71 apresenta ruptura do gene AOXI,
possuindo somente AOX2 e por isso utiliza metanol lentamente, ndo sendo necessario a
adi¢do de grades quantidades do mesmo. Infelizmente, ndo foi possivel testar as melhores
condi¢des das cepas selecionadas, mas provavelmente seria possivel observar variagdes no

mecanismo de expressdo de cada uma delas.

Virios fatores podem ter contribuido para os resultados apresentados neste trabalho,
portanto, sdo necessarias novas tentativas utilizando as técnicas ja descritas. Além disso, sera
necessario uma investigacao mais aprofundada a respeito do Paenibacillus sp. JDR-2, porque
este apresentou dez ORFs que codificam transglutaminase, entretanto, ndo hé evidéncias
bibliograficas a respeito de nenhuma delas, o que dificulta a escolha de uma sequéncia

efetiva.
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7. CONCLUSAO
Até o presente momento foi possivel:

- Identificar 9 possiveis ORFs codificadoras de transglutaminase no genoma de
Paenibacillus sp. JDR-2.

- Amplificar eficientemente dois ORFs de Paenibacillus sp. JDR-2 anotadas como
transglutaminase e depositadas no NCBI, confirmando sua presenca no genoma deste

microorganismo;
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8. PERSPECTIVAS
Como sequéncia a este trabalho, serdo realizadas:

- Novas tentativas de clonagem das sequéncias 4870 e 5011 em Pichia pastoris;,

- Realizacdo de RT-PCR de Paenibacillus sp. JDR-2 a procura de RNAm que
codificam transglutaminase;

- Investigagdo de outros microorganismos produtores de transglutaminase;

- Seqiienciamento e predi¢do de possiveis ORFs codificadores de transglutaminase de

Bacillus circulans coletado da Amazonia.
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APENDICE A - Identificagio in silico da sequencia 4870 como uma transglutaminase:
os dados demonstram a sequéncia nucleotidica da ORF 4870 (a), o peptideo codificado por
ela (b), a predi¢do dos dominios presentes neste peptideo (c) e a comparagdo com outras

proteinas por BLASTp (d).

a)ATGATGGAATGGATTCGCGCTGGGACGGTATGGGAGCCGGTCTCGCTTATCGTTCTTCTCCTTCTGCTTGTTTCGCTGCTGCAAGGAATGAG

AAGAGGCGCGTCGGGTTCAGCGAGGCGCCTTTTCTTTTTTGTATGGGACGGTATTCTGTTAATCGTTTGTCTTGTGCTTGCCGGGAAAATTGCG
GGCAGCTTGTCCCCATTGGCAGCGGATTGGCTGAGCGGGCATGTAAACGTGCCGCAGAAGGAAATGGGTGCAACCTCCCAGGCTTGGTATACGT
TTATAACAAGCCTGCGCGATTTTGCCCTGCTCCGGTACGGCATCCTGTTTTTGCTCTCGTATTTGCTGCTTCGGCTGGCTGCTTCCTTTCTTGCG
CCTCTGGTGGAAACGCTGTTTGCCAGCAGACAGCAACGCGGCAGACATGAGAGCATGGAGCGTCTTCCGGGAGGAGGGGCGGCAAGCCGCGCAG
CCGGAGCGGTTTTCGGCACGGTTCATGGTGCCGGACGGGCATTTGTATTTGTAGCCGCTTTGTTCATTTATGTCTCGCTGGCGCCAAACGGCCTC
TGGTCCGGATTGATTCAGCAATCTCCGTTATACATGAAGGCATCGGATGTTCTTGAACCGGTTGCCGGAGATATGCTGGCCGGACGTGGCCCCG
TTCTGGCTGAAGCCGTGCAGGAAGAGTTCCAGAATGTGCTGCAGCGCAAATACGAGATTATCGATTACAATATCCCGTCGGATATTGAGCAGGC
AGCCCTGCAGGTTACGAAGGACAAGAATAGCGAAGAAGACAAGGCAAGGGCTTTGTATGACTGGTTAGGCAGCCGGATCGCCTATGACTGGGAC
AAGGCTGATAATTATGTAGACAACGGAGTATGGAAGGAACAGAACCCGGAAGAGACGTTTGCTACCCGAAAAGGCGTATGTATCGACGTTGCT
AGGCTGTACGCCGTAATGGCGCGCGCCTCAGGTCTGGATGTGAAGGTCGTTACCGGCACAGGACTTGACGGGCGCGGAGGCTCCGGGCCGCATGC
CTGGAACGAAGTGAAGGTAGGCGGAGACGGCGGTACCTGGATTCCGCTCGATGCGACATGGGCATCCTCCGGCGATTGGTTCAACCCGGTTGAT
TTCGACAAGACTCATATCCGGGCAGTATAA

b)MMEWIRAGTVWEPVSLIVLLLLLVSLLQGMRRGASGSARRLFFFVWDGlLLIVCLVLAGKIAGSLSPLAADWLSGHVNVPQKEMGATSQAWY

TFITSLRDFALLRYGILFLLSYLLLRLAASFLAPLVETLFASRQQRGRHESMERLPGGGAASRAAGAVFGTVHGAGRAFVFVAALFIYVSLAPNGLW
SGLIQQSPLYMKASDVLEPVAGDMLAGRGPVLAEAVQEEFQNVLQRKYEIIDYNIPSDIEQAALQVTKDKNSEEDKARALYDWLGSRIAYDWDKA
DNYVDNGVWKEQNPEETFATRKGVCIDVARLYAVMARASGLDVKVVTGTGLDGRGGSGPHAWNEVKVGGDGGTWIPLDATWASSGDWFNPV
DFDKTHIRAV

c)

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 S0 100 150 200 250 300 350 388

Query seq. .

Specific hits
Superfanilies Transglut_core superfanily

Hulti-donains C0G1305

d)

Max Total Query E

Description
score score cover value

Ident Accession

transglutaminase [Paenibacillus sp. JOR-2] 778 778 100% 0.0 100% WP_015846420.1

transglutaminase [Paenibacillus harenae] 496 496 99% 2e-171 67% WP_029192224.1

Transglutaminase domain protein [Paenibacillus sp. P22] 427 427 97% 3e-144 60% WP_021880865.1

Transglutaminase domain protein [Paenibacillus sp. P22] 427 427 97% 4e-144 60% CDN42170.1

hypothetical protein [Paenibacillus pinihumi] 402 402 99% 1e-134

transglutaminase [Paenibacillus curdlanolyticus] 396 396 99% 3e-132 59%

transglutaminase [Thermobacillus composti] 382 382 98% 1e-126 54%

hypothetical protein [Paenibacillus daejeonensis] 373 373 99% 2e-123 5

hypothetical protein [Paenibacillus sp. PAMC 26794] 370 370 99% 5e-122

transglutaminase [Paenibacillus sp. FSL H7-689] 369 369 99% 1e-121 48% E
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APENDICE B - Identificacdo in silico da sequéncia 5011 como uma transglutaminase:
os dados mostram a sequéncia nucleotidica da ORF 5011 (a), o peptideo codificado por ela
(b), a predicado dos dominios presentes neste peptideo (c) e a comparacdo com outras

proteinas por BLASTp (d).

a) ATGCGAAAAACAGGTTGGAAAATAGCGACAGTAGCGGCCTTGCTTGCCGTTGCCATTGGTTTAAATATGAAATCCGATCTG
TTCTCTGTTTTTGCGTCTGCGTCAAGCGGCGGAGGCGGTACGATCGATCAGCTTGAGGATGAGCTGGCATCGCAATTTCAAAG
CAGATCCGAGCATTTTACGCTTCAATATAAAGGAGACAAGCACAAGCTTTCCGACGGCTTGCAAAATACGATTAATCTGGCG
CTTGCGCAGGATGATTACACCGCGTATATCCTTGACTCCTATCTTTATACAATCCGCAGCTGGGGTAATCTGTCCACCATAAA
GCTGGAGGCCAGATACCGCGAAACGACGGACCAGACCGCTGCCGTTGATGCAATGGTGAGCAAAGCGATCAAGCAGATTAT
TACCCCGCAGATGAATGAGCATGAGAAGGTGAAGGCGATCCACGACTGGATTGTTAATAGACTTCAGTATGACGAGACCCTA
AAGCATTACACCGCTTACGATGCTCTCACAACGGGAACCGCTGTATGTCAAGGTTATTCGCTACTTGCTTATAAAATGCTAAA
AGCTGTCGGAATTCCTGTTCTTATTGCCGAGGGCAAAGTTAAGACCGGCGACCATGCCTGGAATATGGTGCAGCTCGGCGGC
AATTGGTATCATCTCGATATGACCTGGGATGATCCCGTTGTGAAGCAAGCCGGCACGCAGCAGACCGAGTCCCGTCTCAGCT
ATAATTATTATTTGAAGACGGATGACGAGATGCGCGTCGATCATCAATGGATCAAAACCTATCCAACGGCGAACCATTCCTA
CGGCAGCGAGCTCAGCAAGCTGAAGAGCACGGACAGCGGGAAGGCGGATGTTTACGCTAAGCTCATCACCGATCTTGGCCTG
CATTGGACGGAGCCGGAAAATACGGTAGCAAGCCTGGTAGAGCTGGAGCAGGAGATCCGCGAGGCTGTAATGGAGCAGCAG
ACGGGCATGAAGTTCCGTTATCTGCAAGGTTCGCAGCTTGCGACCGATCTGCCGACGGCCTTTAAGGTAGCGCATGTATCCGT
TCGCTATTCGGCTCGTTACGAGCCATACGGCAATGACGGTTCGATGCTTGTGCAGGTTCAGCTGGATTATCAATAA

b) MRKTGWKIATVAALLAVAIGLNMKSDLFSVFASASSGGGGTIDQLEDELASQFQSRSEHFTLQYKGDKHKLSDGLQNTINLAL
AQDDYTAYILDSYLYTIRSWGNLSTIKLEARYRETTDQTAAVDAMVSKAIKQITPQMNEHEKVKAIHDWIVNRLQYDETLKHYTA
YDALTTGTAVCQGYSLLAYKMLKAVGIPVLIAEGKVKTGDHAWNMVQLGGNWYHLDMTWDDPVVKQAGTQQTESRLSYNYY
LKTDDEMRVDHQWIKTYPTANHSYGSELSKLKSTDSGKADVYAKLITDLGLHWTEPENTVASLVELEQEIREAVMEQQTGMKFR
YLQGSQLATDLPTAFKVAHVSVRYSARYEPYGNDGSMLVQVQLDYQ

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
3 S0 100 150 200 250 300 350 380

Query seq,

Specific hits
Superfanilies Transglut_core superfamily ‘

d)

transglutaminase [Paenibacillus sp. JOR-2] 785 785 100% 0.0 100% WP_015846560.1
hypothetical protein [Paenibacillus harenae] 417 417 99% 1e-140 51% WP_029192338 1
transglutaminase [Thermobacillus composti 325 325 87% 9e-105 48% WP_015255990.1
transglutaminase domain protein [Paenibacillus curdlanolyticus] 275 275 85% 6e-85 43% WP_006037572.1
Transglutaminase domain protein [Paenibacillus sp. P22] 252 252 60% 3e-77 50% WP_021881667.1
transglutaminase [Paenibacillus polymyxa] 252 252 93% 3e-76 40% WP_023990307.1
transglutaminase [Paenibacillus polymyxa] 251 251 92% 5e-76 41% WP_013373078.1
transglutaminase [Paenibacillus polymyxa] 251 251 92% 5e-76 41% KEO77185.1

hypothetical protein [Paenibacillus terrigena] 251 251 91% 6e-76 41% WP_0187575251
transglutaminase [Paenibacillus polymyxa] 251 251 92% 6e-76 42% WP_013311962.1
transglutaminase [Paenibacillus sp. UNCCL52] 251 251 93% 6e-76 40% WP_028541832.1
transglutaminase [Paenibacillus polymyxa] 251 251 92% 6e-76 41% WP_019688614.1

transglutaminase [Paenibacillus polymyxa] 251 251 92% 6e-76 41% WP_031462242 1
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