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RESUMO

Transglutaminases sdo proteinas que catalisam a formacdo de uma ligacdo cruzada entre uma
amina priméria e o grupamento carboxamida presente em residuos de glutamina, possuindo
um importante papel na re-estruturacdo de alimentos proteinaceos na industria de alimentos.
Paenibacillus sp. JDR-2 é uma bactéria Gram-positiva relacionada filogeneticamente com
outros microrganismos produtores de transglutaminases, como aqueles do género Bacillus,
sendo, portanto, um possivel produtor desta enzima. Estre trabalho visou a identificar genes
codificadores de transglutaminases presentes no genoma de Paenibacillus sp. JDR-2 in silico
e expressar essas sequéncias em um sistema heter6logo para sua caracterizacdo. Uma busca
por genes codificadores de transglutaminases foi feita através da procura por ORFs que foram
anotadas como contendo um dominio de transglutaminase e depositadas no NCBI. Primers
especificos foram projetados para amplificar trés destas ORFs, que foram entdo amplificadas
por PCR e clonadas no vetor de expressdo pET23d+. Os plasmideos recombinantes gerados
foram transformados em trés linhagens hospedeiras de Escherichia coli para a sintese das
proteinas recombinantes, cujos extratos foram analisados por SDS-PAGE e a atividade
enzimatica verificada pelo teste do hidroxamato. A andlise in silico mostrou a presenca de dez
transglutaminases codificadas pelo genoma de Paenibacillus sp. JDR-2, sendo nove
sequéncias identificadas como possiveis transglutaminases e uma destas sendo uma sequéncia
truncada que foi, portanto, descartada de futuras analises. As sequéncias nucleotidicas das
ORFs 4765, 4870 e 5011 foram clonadas em vetor pET23d+ e os plasmideos recombinantes
gerados foram transformados em E. coli, mas apenas com o vetor contendo a sequéncia da
ORF 4765 transformado em E. coli Arctic Express foi observada a expressdo da proteina
recombinante, apesar de esta estar totalmente na fracdo insollvel. Tentativas de resolubilizar a
proteina 4765 utilizando condi¢Ges ndo-desnaturantes foram eficientes, mas a proteina nao
mostrou qualquer atividade enzimatica de transglutaminase. As proximas etapas deste
trabalho envolvem a tentativa de solubilizar a proteina 4765 com um método de desnaturagédo
protéica seguido pelo seu refolding para verificar sua atividade, e clonar as sequéncias 4870 e
5011 em novos vetores para expressdo em E. coli e também em vetores para expressdo em

Pichia pastoris.

Palavras-chave: transglutaminase microbiana, Paenibacillus sp. JDR-2



ABSTRACT

Transglutaminases are proteins that catalyze the formation of a crosslink between a primary
amine and the y-carboxamide group of protein-bound glutamine, having an important role in
the food industry in the production of re-structured food. Paenibacillus sp. JDR-2 is a Gram-
positive microorganism closely related to known transglutaminase-producing organisms, such
as Bacillus sp.. This study aimed to identify transglutaminase-coding DNA sequences in the
genome of Paenibacillus sp. JDR-2 in silico and to express these sequences in a heterologous
system in order to characterize the recombinant enzymes. We searched for predicted genes
encoding transglutaminase-domains from Paenibacillus sp. JDR-2 that were identified by
automated annotation and deposited in the NCBI database. Specific primers were designed to
amplify three predicted transglutaminase-coding ORFs from the genomic DNA of
Paenibacillus sp. JDR-2 by PCR and cloning into the vector pET23d+. Recombinant plasmids
were transformed into expression strains of Escherichia coli for the synthesis of the
recombinant proteins and analyzed by SDS-PAGE, followed by the hydroxamate assay to test
for transglutaminase activity. In silico analysis indicated the presence of ten putative
transglutaminases in Paenibacillus sp. JDR-2, with one being a truncated protein, which was
therefore not persued. The predicted DNA sequences of the ORFs 4765, 4870 and 5011 were
cloned into the expression vector pET23d+ and transformed into three expression strains of E.
coli, however only the protein encoded by ORF 4765 was expressed. The protein was only
expressed under low temperature conditions in E. coli Arctic Express, but it was completely
insoluble. Attempts to solubilize this protein using non-denaturing conditions yielded soluble
protein with no catalytic activity. The next steps are to clone the ORFs 4870 and 5011 into
other expression vectors for expression in E. coli and Pichia pastoris, and to solubilize the
inclusion bodies containing the protein encoded by ORF 4765 using denaturing conditions

followed by refolding to obtain a soluble enzyme for tests for transglutaminase activity.

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

1.1 Enzimas na industria de alimentos

A producéo biotecnoldgica de alimentos e, empiricamente, o uso de enzimas pelo
homem, teve seu inicio nos primordios da historia das civilizagBes, quando os primeiros
alimentos produzidos através de processos fermentativos foram relatados. Sabe-se que 0s
sumérios e os babildnios produziam cerveja ha 8.000 anos, referéncias a producéo de vinho
podem ser encontradas no livro biblico do Génesis e 0s egipcios antigos usavam leveduras
para a producdo de pdo (VASIC-RACKI, 2006).

A producéo industrial de enzimas para uso no processamento de alimentos iniciou
em 1874 com a extracdo de quimosina, utilizada na producdo de queijos, do estdmago de
cabras pelo cientista dinamarqués Christian Hansen. No século XX, entre os principais
avancgos neste campo estdo o uso de pectinases para a clarificacdo de sucos nos anos 30 e 0
uso de invertase durante a segunda guerra mundial para a producdo de agucar invertido,
processo pioneiro no uso de enzimas imobilizadas na industria. A aplicacdo de enzimas em
larga-escala, no entanto, sé se deu a partir de 1960, quando o tratamento &cido do amido foi
substituido pelo tratamento enzimatico com amilases e amiloglucosidases (FERNANDES,
2010).

Com a descoberta da estrutura do DNA, em 1953, e os avan¢os da biologia
molecular nos anos subsequentes, a producdo de enzimas por microrganismos recombinantes
se tornou uma alternativa para a producgédo de enzimas em larga-escala (HEADON; WALSH,
1994). Entre as vantagens oferecidas por essa estratégia estdo a maior producdo da enzima
pelo microrganismo recombinante do que pelo organismo no qual a enzima é naturalmente
produzida e a possibilidade de melhorar as caracteristicas fisico-quimicas da enzima de
interesse através de diferentes estratégias, como, por exemplo, a evolucdo dirigida (ZHAO;
CHOCKALINGAM; CHEN, 2002). A primeira enzima recombinante produzida para uso na
industria de alimentos foi a enzima amilase maltogénica, produzida pela Novozymes, em
1984 (OUTTRUP; NORMAN, 1984), sendo que, atualmente, estima-se que 50% das enzimas
comercializadas provenham de organismos geneticamente modificados (OORT, 2010).

1.2 Transglutaminases

Transglutaminase, ou proteina-glutamina y-glutamil transferase (EC 2.3.2.13), é uma

proteina pertencente a uma familia de enzimas que catalisam reacfes de acil-transferéncia
14



(figura 1a), deamidagBes e ligacbes cruzadas intra- e intermoleculares entre proteinas e
peptideos (FOLK; FINLAYSON, 1977; GRIFFIN; CASADIO; BERGAMINI, 2002;
MARGOSIAK et al., 1990). Essa enzima ja foi encontrada em uma vasta quantidade de
organismos, incluindo bactérias, plantas e animais, (CAMPOS et al., 2013; LE et al., 2013;
OTENG-PABI; KEILLOR, 2013) sendo que a transglutaminase eucaritica e a
transglutaminase bacteriana (mTG) possuem diferencgas estruturais e funcionais significantes.

Transglutaminases foram descobertas em 1957 através da verificacdo da atividade de
incorporacdo de aminas de baixo peso molecular em proteinas no figado de porquinho-da-
india (MYCEK et al., 1959). Desde entdo, esta enzima tem sido encontrada em uma grande
quantidade de organismos, exercendo as mais variadas fungdes, demonstrando, assim, seu
carater pleiotropico (LORAND; GRAHAM, 2003). Entre as principais transglutaminases
encontradas em animais pode-se citar o fator XIIlI de coagulacdo sanguinea (LORAND,
2001), e a proteina transglutaminase 2, ubiqua em humanos e cujas funcdes incluem o
acometimento da célula a apoptose (CHEN; MEHTA, 1999) e a inibicdo da adipogénese
(MYNENI; MELINO; KAARTINEN, 2015).

Transglutaminases animais (aTG) sdo dependentes do fon Ca'*, possuem uma massa
molecular alta, entre 65 e 360 kDa (CHEN; MEHTA, 1999) e sdo encontradas como
mondmeros ou multimeros, como o fator XIII de coagulacédo, que existe como um dimero ou
tetramero (MUSZBEK et al., 2011). O fator XIII de coagulacdo possui estrutura conhecida,
compreendendo quatro dominios: um dominio beta-sanduiche na extremidade amino, um
dominio catalitico e dois dominios em forma de barril, barris 1 e 2, na extremidade carboxi da
proteina (figura 1) (YEE et al., 1994).

15
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Figura 1. Fator XIII de coagulacdo: figura mostrando uma transglutaminase eucariotica
com estrutura de seus dominios conhecida. Em azul esta localizado o dominio [3-sanduiche;
em roxo esta o centro catalitico composto por alfa-hélices e folhas-beta; em verde e amarelo
estdo os barris-Beta 1 e 2, respectivamente (Fonte: Lorand; Graham, 2003).

A transglutaminase microbiana, por sua vez, foi primeiramente descrita em
Streptoverticillium mobaraense (ANDO et al., 1989), sendo posteriormente identificada em
outras espécies do mesmo género e também em espécies do género Bacillus e Streptomyces
(NAGY; SZAKACS, 2008; SUZUKI et al.,, 2000; ZHU et al., 1995). Diferentemente da
transglutaminase encontrada em eucariotos, a reacdo catalisada pela transglutaminase
microbiana ndo depende do ion Ca*™ (figura 2a), é exclusivamente monomérica e sua triade
catalitica contém residuos de cisteina, histidina e asparagina ou aspartato (KASHIWAGI et
al., 2002). A principal funcdo desta enzima em microrganismos é a de auxiliar na formacéo do
endosporo (KOBAYASHI et al., 1996), embora outras funcGes, como a de atuar como um
fator de virulécia (YU et al., 2015), venham sendo descobertas.

A mTG de S. mobaraense foi a primeira a ter sua estrutura tridimensional conhecida,
sendo composta por oito folhas-beta circundadas por onze alfa-hélices (figura 2b), estando o
sitio ativo localizado ao fundo de um sulco localizado a 16 A da superficie (KASHIWAGI et
al., 2002). Esta enzima é expressa como uma pro-enzima cujos 45 primeiros aminoacidos da
extremidade amino-terminal formam uma alfa-hélice que blogueia o sitio catalitico impedindo
0 acesso do substrato (figura 2¢) (YANG et al., 2011a), atuando também como uma

chaperona que auxilia no enovelamento correto da proteina (YURIMOTO et al., 2004).
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Figura 2. Estrutura tipica de mTGs e reacgdo catalisada por esta enzima: em (A) podemos
observar a formagdo de uma ligacdo €-y-acil entre as cadeias laterais de residuos de lisina e
glutamina, respectivamente, catalisados por uma mTG. A estrutura de uma pro-
transglutaminase (B) e da transglutaminase madura com seu sitio catalitico (A) também
podem ser verificadas (Fonte: Strop, 2014).

1.3 Producao de transglutaminases na Industria

A descoberta de transglutaminases chamou a atencdo das mais variadas industrias pela sua
atividade de catalisar modificacfes pds-traducionais em proteinas. Até meados da década de
80, a transglutaminase extraida do figado de porquinho-da-india remanescia como a Unica
fonte comercial de transglutaminase, sendo seu custo de aproximadamente US$80/U devido a
dificuldade em obter figados deste animal para extrair a enzima e ao dificil processo de
purificacdo do material (ZHU; TRAMPER, 2008). A dependéncia de calcio desta enzima
também levava a outros problemas, como a precipitacdo de proteinas, o que podia acarretar na
perda das caracteristicas desejaveis do produto (MOTOKI; SEGURO, 1998).

Com o isolamento e caracterizacdo da transglutaminase microbiana de S. mobaraense, esta
enzima se tornou uma alternativa para a industria frente a transglutaminase animal devido a
sua menor massa molecular, baixo custo de producédo e atividade em um amplo espectro de
temperaturas e pHs (YOKOYAMA,; NIO; KIKUCHI, 2004). Testes de toxicidade mostraram
gue esta enzima € segura e ndo possui potencial carcinogénico ou toxicoldgico, sendo,
portanto, capaz de ser utilizada na industria de alimentos (K. BERNARD, S. TSUBUKU, S.
SHIOYA, 1998).

A transglutaminase de origem microbiana € principalmente explorada na industria

alimenticia, atuando na alteracdo da textura da carne, na melhora da consisténcia de produtos
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derivados de leite e da resiliéncia de massas a base de farinha (KIELISZEK; MISIEWICZ,
2014). Apesar de poder melhorar o valor nutricional dos alimentos, adicionando aminoacidos
necessarios para a dieta (IKURA et al., 1985), o principal papel exercido pela mTG nesta
industria esta na polimerizacdo de proteinas, causando grandes modificacGes em sua estrutura
e aumentando, consequentemente, seu valor comercial (NIELSEN, 1995; YOKOYAMA;
NI1O; KIKUCHI, 2004).

O potencial das transglutaminases fez com que ela venha sendo estudada para os mais
variados propositos nos ultimos anos. Na industria farmacéutica, a mTG esta sendo utilizada
para ligar anticorpos a drogas a fim de auxiliar no tratamento de cancer (ANDO et al., 2014;
STROP, 2014). A ligacdo de anticorpos a outras moléculas, como a biotina, vem sendo
pesquisada para uso em laboratério (JOSTEN et al., 2000), e a fusdo de marcadores
moleculares como o peptideo c-myc facilita a incorporacdo de moléculas via transglutaminase
devido a presenca de uma glutamina reativa em sua estrutura (DENNLER et al., 2015).
Recentemente, pesquisas tém demonstrado também o potencial uso de mTG na industria de
biopolimeros através da producdo de bioplasticos, tanto biodegradaveis quanto comestiveis,
utilizando esta enzima (PORTA et al., 2011).

A transglutaminase microbiana é considerada um aditivo eficiente, porém caro, para a
industria. Mesmo ap6s mais de 20 anos de sua descoberta, a transglutaminase de S.
mobaraensis ainda ¢ a principal fonte desta enzima para a industria (ARRIZUBIETA, 2007),
sendo produzida unicamente pela empresa japonesa Ajinomoto sob varios nomes comerciais.
Nos ultimos anos, muitos pesquisadores tentaram, sem sucesso, produzir esta enzima em E.
coli e em outros microrganismos utilizando ferramentas de engenharia genética, apesar da
expressao desta enzima ter se mostrado dificil, com baixa atividade e produzindo proteinas

insolGveis em corpos de inclusdo.

1.4 Paenibacillus sp. JDR-2

Paenibacillus sp. JDR-2 é uma bactéria Gram-positiva isolada em troncos da arvore-
do-ambar (Liquidambar styraciflua) nos estado da Florida, Estados Unidos, e capaz de
degradar xilanos com extrema eficiéncia (CHOW et al., 2012). Seu genoma foi sequenciado
recentemente, apontando ter cerca de 7 Mb de tamanho e cerca de 6.400 genes, dentre os
quais dez foram preditos como contendo dominios de transglutaminase. Analises filogenéticas
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feitas por Chow e colaboradores, em 2006, mostraram que Paenibacillus sp. JDR-2 ¢
relacionado a organismos produtores de transglutaminase do género Bacillus, como B.

subtilis, sendo, portanto, um possivel produtor desta enzima.
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2. JUSTIFICATIVA

Transglutaminases sdo enzimas muito utilizadas na industria de alimentos, atuando na
reestruturagdo de alimentos proteinaceos. Ultimamente, esta enzima vem sendo utilizada nas
mais variadas industrias na obtencdo de produtos biotecnoldgicos, com destaque para a
industria farmacéutica, em que transglutaminases estdo sendo utilizadas para ligar anticorpos
a drogas a fim de tornar o tratamento de certas doencas mais efetivo. Um dos empecilhos para
0 seu uso estd no fato da producdo desta enzima ser considerada cara e ineficiente, sendo
produzida através do cultivo de Streptoverticillium mobaraense, que exige substratos caros, 0
tempo de producdo da enzima é demorado e rende 2 U/mL de atividade enzimatica. Isso
posto, a busca por novos microrganismos produtores de transglutaminases pode ser uma
alternativa para encontrar enzimas mais eficientes em determinados processos e que possam
ser produzidas em menor tempo e a custos mais baixos, aumentando a eficiéncia do processo

e diminuindo, consequentemente, 0s custos dos produtos derivados deste processo.
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3. OBJETIVO
3.1 Objetivo Geral
Identificar genes codificadores de transglutaminase no genoma de Paenibacillus sp.
JDR-2, expressa-los em um sistema heterdlogo e realizar a caracterizacédo fisico-quimica

desta enzima.

3.2 Objetivos Especificos
- ldentificar sequéncias putativas codificadoras de transglutaminase microbiana no

genoma de Paenibacillus sp. JDR-2 por andlises in silico;

- Amplificar as ORFs encontradas a fim de confirmar sua presenca no genoma do
microrganismo;

- Clonar estas ORFs em vetor de expressao para E. coli pET23d+;

- Expressar as sequéncias clonadas em E. coli;

- Verificacdo da atividade de transglutaminase pelas sequéncias expressas e caracterizagdo

fisico-quimica das transglutaminases encontradas
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais utilizados

4.1.1 Material bioldgico

Paenibacillus sp. JDR-2 foi obtido através do Banco Genético de Bacillus (Columbus,
OH, EUA). As cepas comerciais de E. coli foram obtidas de seus respectivos distribuidores:
E. coli XL1-Blue foi obtida da Stratagene (Santa Clara, California, EUA), E. coli BL21 (DE3)
Rosetta foi obtida da Novagen (Darmstadt, Alemanha), E. coli BL21 (DE3) Arctic Express foi
obtida da Agilent Technologies (Santa Clara, CA, EUA) e E. coli BL21 (DE3) pLysE
(Thermo Scientific, MA, EUA). O vetor pET23d+ foi também obtido da empresa Novagen
(Darmstadt, Alemanha).

4.1.2 Kits de purificacdo

Os Kits Purelink® Quick Plasmid Miniprep e Purelink® Quick Gel Extraction and
PCR Purification foram obtidos da empresa ThermoFischer Scientific (Waltham, MA, EUA).

4.1.3 Material quimico

Lisozima, N-lauroilsarcosina, 1-a-ciano- 4-acido hidroxicinaminico, 4&cido-L-
glutamico-y-hidroxamico, ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol, gentamicina, cloreto de
calcio (CaCl,), glicerol, cloreto de sddio (NaCl), DTT, &cido trifluoracetico, bicarbonato de
amonio acetonitrila, PMSF, fosfato monopotassico (KH,PO,), azul de coomassie, tris, Z-gIn-
gly, glicina e glutationa reduzida foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO,
EUA). As enzimas T4 DNA ligase e Taq polimerase Platinum hot-start, o corante SYBR®
Safe DNA Gel Stain foi obtidos da empresa ThermoFischer Scientific (Waltham, MA, EUA).
O kit Wizard® DNA Genomic Purification e a tripsina foram obtidos da Promega (Madison,
WI, EUA). As enzimas de restricdo Nhel e Xhol foram obtidas do New England Biolabs
(Ipswich, MA, EUA). A sintese de primers foi feita pela empresa Invitrogen (CA, EUA).
Fosfato de sdédio monobasico (Na;HPO,), metanol, HEPES, sodio-dodecilsulfato, &cido
cloridrico, imidazol, acrilamida e ureia foram compradas da empresa J. T. Baker (Center
Valley, PA, EUA). Triton X-100 foi obtido da empresa Dindmica (Diadema, SP, Brasil).
Triptona e extrato de levedura foram obtidos da empresa Neogen (Lansing, MI, EUA).
TEMED foi obtido da Acros Organics (New Jersey, EUA). Bis-acrilamida foi obtida da
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Fischer Scientific (MA, EUA). Acido tricloroacético e cloreto de ferro (111) foram comprados
da Synth (Diadema, SP, Brasil).

4.2 Busca por sequéncias codificadoras de transglutaminase em Paenibacillus sp. JDR-2

A procura por sequéncias codificadoras de transglutaminase no genoma de

Paenibacillus sp. JDR-2 foi feita através de uma busca entre as fases abertas de leitura

(ORFs) anotadas automaticamente a partir da sequéncia do genoma deste microrganismo
depositadas no NCBI. As sequéncias nucleotidicas obtidas foram traduzidas com a ferramenta
de traducdo de nucleotideos do portal de recursos de bioinformatica EXPASy

(http://web.expasy.org/translate/) e a anélise dos dominios contidos nessas sequéncias

peptidicas foi feita com auxilio do banco de dados de dominios conservados (CDD) no NCBI.
Essas sequéncias foram analisadas por BLASTp a fim de verificar similaridade com outras
transglutaminases descritas e foram verificadas quanto a presenca de um peptideo sinal com o
programa SignalP4.1 a fim de verificar a possivel secrecdo destas proteinas pela célula. Foi
feita também uma inferéncia da massa molecular e do ponto isoelétrico (pl) de cada uma das
proteinas  codificadas utilizando o algoritmo Compute plI/Mw no EXPASy

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

4.3 Extracdo de DNA gendmico

O DNA de Paenibacillus sp. JDR-2 foi extraido utilizando-se o kit Wizard® Genomic
DNA Purification Kit, utilizando uma incubacéo prévia com lisozima, seguindo o protocolo
do fabricante para a extracdo de material gendbmico de bactérias Gram-positivas.

4.4 Projeto de iniciadores e amplificacdo das sequéncias de interesse

As sequéncias nucleotidicas das fases abertas de leitura (ORFs) 4765, 4870 e 5011,
gue codificam uma transglutaminase putativa, cada, no genoma de Paenibacillus sp. JDR-2,

foram amplificadas através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
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Para tanto, oligonucleotideos iniciadores (primers) foram desenhados, com auxilio do
programa SnapGene, de forma que a temperatura de anelamento preditiva dos primers com o
genoma do microrganismo ficasse entre 50 e 60°C. A extremidade 5' de cada um dos primers
direto (forward) e reverso (reverse) desenhados foi adicionada a sequéncia de restricdo para
as enzimas Nhel e Xhol, respectivamente, bem como a adi¢do de quatro bases aleatorias para
a facilitacdo da clonagem (tabela 1).

Tabela 1: primers projetados para a amplificacédo das sequéncias 4765, 4870 e 5011 de
Paenibacillus sp. JDR-2

Primer Sequéncia
Pjdr_4765F 5' ccecegetagcAAGCTAAATATTTCCCACGTTACGC
Pjdr_4765R 5" ttttctcgagATCCTCGATTTTACGCACATC
Pjdr_4870F 5' ccccgetagcGAATGGATTCGCGCTGGGAC
Pjdr_4870R 5' ttttctcgagTACTGCCCGGATATGAGTCTTG
Pjdr_5011F 5' cccecgetagcCGAAAAACAGGTTGGAAAATAGCG
Pjdr 5011R 5' ttttctcgagTTGATAATCCAGCTGAACCTGC

*As sequéncias em italico nos primers F correspondem a sequéncia reconhecida pela enzima
Nhel, enquanto as sequéncias em italico nos primers R correspondem ao sitio de
reconhecimento da enzima Xhol.

As condicdes de amplificacdo compreenderam: 1) 5 minutos a 95°C para ativacdo da
enzima Taq polimerase Platinum hot-start; 2) 1 minuto a 95°C para desnaturacao das fitas de
DNA,; 3) 1Iminuto a 60°C para o anelamento dos primers; 4) 1 minuto e 15 segundos a 72°C
para a amplificacdo dos primers (para a sequéncia 4765 foi utilizado 1 minuto); 5) repeticdo
dos passos de 2 a 4 por 35 vezes e 6) 10 minutos extras a 72°C para amplificacdo de qualquer
primer que tenha restado. Os produtos de PCR foram verificados por gel de agarose 1,5%,
corados com SYBR® Safe DNA Gel Stain e visualizados no sistema de fotodocumentacdo L-
Pix Touch (Loccus Biotecnologia). A ORF 4765 foi amplificada com os primers Pjdr_4765F
e Pjdr_4765R, a ORF 4870 foi amplificada utilizando os primers Pjdr_4870F e Pjdr_4870R e
a ORF 5011 foi amplificada com os primers Pjdr_5011F e Pjdr_5011R.

A purificagdo dos fragmentos amplificados, clivados com enzimas de restri¢cdo ou ndo,
e de vetores clivados com enzimas de restricao foi feita utilizando-se o kit Purelink Quick Gel
Extraction and PCR Purification, utilizando-se 100 pL de reacdo de PCR ou 50 pL de reacdo
de clivagem, seguindo as instrugdes do fabricante. Os produtos purificados foram analisados
por eletroforese em gel de agarose 1,5 %, nas mesmas condi¢cbes acima citadas e

quantificados com espectrofotdmetro Nanodrop® 2000 (Thermo Scientific).
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4.5 Clivagem de sequéncias amplificadas por PCR e de vetores com enzimas de restri¢ao

A fim de facilitar a clonagem de sequéncias amplificadas nos vetores selecionados,
tanto o vetor quanto o produto de PCR a ser clonado foram previamente clivados com
enzimas de restricdo Nhel e Xhol para que fossem produzidas extremidades coesivas em cada
uma destas moléculas. As extremidades do vetor e do produto de PCR clivadas com a mesma
enzima foram posteriormente ligadas através de uma reacéo de ligacdo, concluindo, assim, 0

processo de clonagem.

Para realizar a clivagem das sequéncias 4765, 4870 e 5011, amplificadas por PCR,
incubou-se 43uL de sequéncias purificadas ou de vetor extraido por miniprep, 1puL da enzima
Nhel, 1uL da enzima Xhol e 5uL de tampdo NEB 2.1, de acordo com as instrucdes do
fabricante. A reacdo se deu em um periodo de 3h a 37°C seguidos de 20 minutos a 65°C para
desnaturacdo das enzimas de restricdo. Os produtos clivados foram purificados, quantificados

e posteriormente armazenados a -20°C.

4.6 Clonagem das sequéncias codificadoras das proteinas putativas 4765, 4870 e 5011 de

Paenibacillus sp. JDR-2 em vetor de expressdo pET23d+

Para realizar a expressdo heterdloga das sequéncias de Paenibacillus sp. JDR-2 em
Escherichia coli, o vetor pET23d+ foi o vetor escolhido. Este vetor possui 3663 pb, opera sob
acdo do promotor T7, possui um gene que confere resisténcia a ampicilina para selecdo de
transformantes e uma sequéncia codificadora de uma cauda de hexahistidinas na extremidade
carbdxi do polipeptideo formado, o que facilita a purificacdo das proteinas expressas (figura
3).
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pET23d+

3663 bp

Figura 3. Vetor pET23d+: representacdo do vetor pET23d+ e os elementos moleculares que
o compdem. Em verde é representado o gene codificador de ampicilina e em amarelo a
origem de replicacéo do vetor.

A ligacdo das sequéncias 4765, 4870 e 5011 com o vetor pET23d+ foi feita
incubando-se 10 ng de vetor clivado em uma razéo molar de inserto:vetor de 1:3 utilizando a
enzima T4 DNA ligase em uma reacao de 20uL, de acordo com o fabricante, produzindo os
plasmideos pETG4765, pETG4870 e pETG5011, respectivamente (figura 4).

1 {f [
PETG4765 = PETG4870 PETG5011

4480 bp 2 - (| 4747 bp || 4735 bp

Figura 4. Mapa dos plasmideos recombinantes construidos: estrutura do vetor pET23d+
apos a insercdo de cada uma das ORFs entre os sitios de restricdo para Nhel e Xhol:
plasmideo recombinante pETG4765 (A), pETG 4870 (B) e pETG 5011 (C). Em vermelho é
possivel ver onde cada ORF foi inserida no vetor com relacdo aos demais elementos.

4.7 Preparacao de células competentes

Todas as cepas de Escherichia coli utilizadas neste trabalho foram transformadas
utilizando-se o método quimico de transformacéo. E. coli XL1 Blue foi a cepa utilizada para a
clonagem, ligacdo e propagacdo de plasmideos, enquanto E. coli BL21 (DE3) pLysE, E. coli
BL21 (DE3) Rosetta e E. coli BL21 (DE3) Arctic Express foram utilizadas para a expressao

de proteinas recombinantes.
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Para a producdo de células quimiocompetentes, primeiramente fez-se o pré-indculo de
uma colonia isolada da cepa a ser transformada em meio LB-Miller (10 g/L NaCl, 10 g/L
triptona e 5 g/L de extrato de levedura) contendo antibidticos de selecdo (20 pg/uL de
gentamicina para Arctic Express, 12,5 pug/uL de tetraciclina para XL1-Blue e 34 pg/uL de
cloranfenicol para Rosetta e pLysE), crescendo-a a 37°C e 180 rpm por 16 h em agitador
horizontal. Apos esse periodo, o indculo foi feito adicionando-se o pré-in6culo em meio LB-
Miller na razdo de 1:100 (v/v), permanecendo nas mesmas condicdes até que fosse atingida
uma ODggo de 0,6. Neste ponto, as células foram centrifugadas por 10 minutos a 5000 rpm em
centrifuga Eppendorf® 5810R e o sobrenadante descartado. As células foram resuspendidas
em 10 mL de CaCl, 100mM gelado e mantidas em gelo por 30 minutos. As células foram
entdo centrifugadas novamente a 5000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi novamente
descartado. As células decantadas foram resuspendidas em 1mL de CaCl, 100mM contendo

10% glicerol e armazenadas a -80°C em aliquotas de 50 pL.

4.8 Transformacao de diferentes cepas de E. coli

As transformacdes realizadas foram feitas incubando-se 5 pL da reacdo de ligagdo ou
1pL de plasmideo purificado com 50 pL da cepa de E. coli a ser utilizadas por 30 minutos em
gelo, seguido de 45 segundos (ou 25 se E. coli BL21 (DE3) Arctic Express) a 42°C seguidos
de mais dois minutos em gelo. Apds esse periodo, adicionou-se 250 pL de LB-Miller as
células, que foram incubadas a 37°C com agitacdo de 180 rpm de 30 a 60 min. Um volume de
100 pL de células transformadas foi plagueado em placas de Petri contendo meio LB-Miller
solido com 100 pg/pL de ampicilina para selecdo das células que receberam o plasmideo mais
o0 antibiotico de selecdo especifico para cada cepa, sendo mantidas em estufa a 37°C por 16
horas. As reagOes de ligacdo foram transformadas em E. coli XL1-Blue, enquanto
transformacgdes com plasmideos purificados para expressao foram feitas em E. coli cepas

pLysE, Rosetta ou Arctic Express.

4.9 Selecéo, purificacdo e analise de restricdo de plasmideos recombinantes

A fim de verificar se a reagdo de ligacéo foi efetiva, colbnias isoladas de E. coli XL1-

Blue transformadas com a reagdo de ligacdo foram selecionadas aleatoriamente e inoculadas
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em 25mL de meio LB-Miller contendo 100 pg/mL de ampicilina e 12,5 pg/mL de
tetraciclina, e cultivadas em agitador horizontal por 16h a 37°C e 200 rpm. Aliquotas de 500
pL de cada cultura foram estocadas em glicerol 10% e armazenadas a -20 e -80°C. Para a
extracdo de plasmideo foi utilizado o kit PureLink® Quick Plasmid Miniprep, utilizando 3

mL de cultura, de acordo com as instrucdes do fabricante.

A andlise da ligacéo foi feita clivando-se o plasmideo extraido com as enzimas Nhel e
Xhol, como no item 4.5, verificando-se o resultado da clivagem em eletroforese em gel de
agarose 1,5 %. Caso a ligacdo tenha sido bem-sucedida, espera-se ver duas bandas no gel apos
a reacdo de clivagem, uma correspondendo ao vetor pET23d+ e outra ao inserto nela contido.
A clivagem de plasmideos que mostraram duas bandas do tamanho esperado no gel de
agarose foram enviadas para sequenciamento pela empresa ACTGene no Centro de
Biotecnologia da UFRGS.

4.10 Expressdo heterdloga das proteinas recombinantes de Paenibacillus sp. JDR-2
(4765, 4870 e 5011) em E. coli

Para verificar a expressdo das proteinas recombinantes em E. coli, os plasmideos
recombinantes foram transformados nas cepas de Escherichia coli BL21 (DE3) Rosetta,
Arctic Express e pLysE. Testes de expressdo foram feitos pré-inoculando-se coldnias isoladas
transformadas com os plasmideos pETG4765, pETG4870 ou pETG5011 em 25 mL de meio
LB-Miller a 37°C, 180 rpm em agitador horizontal por 16h. O in6culo foi feito diluindo-se o
pré-indculo cem vezes a um volume final de 25mL de meio LB-Miller nas mesmas condi¢fes
acima descritas até que se atingisse uma ODggo de 0,6. O restante da cultura foi induzida com
uma concentragdo final de 0,5mM de IPTG e mantida sob as mesmas condi¢des por 24h.
Aliquotas de 1mL foram retiradas em no momento da inducédo e 2, 3 e 24h apds a indugédo

para posterior verificacdo da expressao das proteinas recombinantes.

4.11 Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para verificar a expressdo de proteinas recombinantes, as aliquotas de 1mL retiradas
em pontos especificos, como explicado no item anterior, foram centrifugadas a 5000 rpm por
5 minutos a fim de separar a fragcdo celular, que foi entdo resuspendida em 100 pL de tampé&o
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fosfato-salino (PBS) (1,37 M NaCl, 27 Mm KCI, 100 mM NayHPO, e 18 mM KH,PO,4 pH
7,4). Para realizar a lise das células, os extratos celulares foram incubados com tampéo de lise
(200 mM Tris-Cl, pH 6.8; 400 mM DTT; 8% SDS; 0,4% azul de coomassie; 40% glicerol) e
fervidos a 95°C por 5 minutos. Para a separacdo de proteinas presentes nos lisados celulares
utilizou-se o protocolo de Laemmli (1970), com gel de resolucdo 12% e gel de empilhamento
5%, com voltagem constante de 200V. Apds o termino da corrida, os géis foram corados em
solucdo de azul de coomassie (50% metanol, 10% acido acético, 1 mM azul de Coomassie)
por 2h com agitacao e descorados em solucdo descorante (10% &cido acético), sendo agitados

até a visualizacdo das bandas.

4.12 Espectrometria de massas

As bandas proteicas do gel SDS-PAGE foram recortadas e digeridas com adicdo de
0,5ug de tripsina + 17 pL de tampéo bicarbonato de amonio 0,1M pH 8,0. Depois da digestao
os peptideos foram aplicados em coluna de fase reversa Poros 50 R2 (PerSeptive Biosystems).
Os peptideos purificados foram hidratados em 6 pL de solugdo matriz (5mg mL-1 o-ciano-4-
acido hidroxicinaminico em 50% de acetronitrila e 0,1% de &cido trifluoracetico (v/v). Desta
hidratacdo 2 uL de cada amostra foram aplicados na placa de MALDI-TOF/TOF (Axima
Performace, Kratos-Shimadzu, Manchester, UK). Os MS/MS obtidos de cada spot digerido
foi analisado utilizando o software MASCOT (Matrix Science, London, UK) e o banco de
dados do NCBinr.

4.13 Purificagéo de proteinas por cromatografia de afinidade

A purificagdo da proteina recombinante obtida foi feita por cromatografia de afinidade
utilizando a resina HisLink™ Protein Purification (Promega). As culturas expressas segundo
o item 4.10 foram centrifugadas a 6.000 rpm por 30min em centrifuga Sorvall RC-5B Plus a
4°C e o precipitado resuspendido em 10mL de tampédo A (20 mM HEPES, 500 mM NaCl, pH
8) ou tampéo B (20 mM Hepes, 150 mM KCI, pH 8); acrescidos de PMSF e Triton X-100 a
um volume final de 1 mM e 1%, respectivamente). As amostras foram sonicadas por 12
minutos em ciclos de 10 segundos a uma poténcia de 50% com intervalos de 10 segundos a
cada pulso em sonicador Sonic Dismembrator (Fischer Scientific). Apos a sonicacgdo, as
amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 30 minutos. Os sobrenadantes foram
submetidos a cromatografia de afinidade por niquel.
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Procedeu-se a purificagdo por meio de lavagens com concentragfes crescentes de
imidazol: tampdo de lavagem 1 (tampdo A ou B acrescido de 20 mM imidazol) e tampéo de
lavagem 2 (tampéo A ou B acrescido de 40 mM imidazol). Quando o tampéo B foi utilizado,
foi testada uma terceira etapa de lavagem, contendo tampdo B acrescido de 40 mM de
imidazol e 2M de ureia, pH 8, seguido de uma quarta etapa de lavagem, idéntica ao tampé&o de
lavagem 2 para remoc¢do da ureia. Finalmente as proteinas foram eluidas com tampéo de
eluicdo (tampdo A ou B acrescido de 250 mM imidazol). Todas as fracdes foram coletadas e

as amostras foram submetidas a SDS-PAGE para analise.

Apbs a purificacdo, as fracGes desejadas foram dialisadas contra 100 mL do tampé&o
utilizado (tampdo A ou tampdo B) por pelo menos trés vezes em membrana Spectra/Por
(MWCO 3500) a 4° C com agitacao.

4.13 Solubilizacéo dos corpos de incluséo

A fim de tentar solubilizar os corpos de incluséo, modificou-se a metodologia de
Peternel e colaboradores (PETERNEL et al., 2008), na qual um detergente fraco é adicionado
aos granulos para que aquelas proteinas que possuam um enovelamento adequado sejam
desprendidas e testadas quanto a sua atividade. A estratégia consiste na diluigdo dos corpos de
inclusdo em tampdo B na proporc¢do de 1:40 (m/v) acrescidos de N-lauroilsarcosina a uma
concentracdo final de 0.2%. Essa solucdo foi mantida a 20°C sob agitacdo de 140 rpm em
agitador horizontal por 24 horas, sendo centrifugada a 20000 rpm por 30 minutos para separar
a fracdo solubilizada da insolavel, que foram checadas em SDS-PAGE e quanto a atividade da

fracdo solavel.

4.14 Teste de atividade enziméatica

A atividade enzimatica foi determinada pelo método de formacdo de hidroxamato
desenvolvido por Grossowicz e colaboradores (GROSSOWICZ et al., 1950). Em suma, 400
pL de amostra foram incubados com 350 pL do reagente A (tampéo tris-HCI 200 mM, 100
mM de hidroxilamina, 50 mM de CaCl,, 10 mM de glutationa reduzida e 30 mM de Z-GlIn-
Gly) por 10 minutos a 37°C. A reacdo foi parada com adicdo de 400 pL de reagente B
(solugdo 1:1:1: (v/v/v) de HCI 3N, &cido tricloroacético 12% e FeCl3.6H,0 5% dissolvido em

HCI 0,1N), sendo entdo lida sua absorbancia a 525 nm. A curva padréo foi feita com acido L-
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glutdmico-y-monohidroxadmico e uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como

a quantidade de enzima capaz de formar 1,0 umol de hidroxamato por minuto.
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5 RESULTADOS

5.1 Identificacdo de possiveis sequéncias codificadoras de transglutaminase utilizando

ferramentas de bioinforméatica

O primeiro passo para a identificagdo de transglutaminases codificadas pelo genoma de
Paenibacillus sp. JDR-2 foi feito a partir de 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". O resultado da busca identificou dez ORFs:
0339, 0834, 0937, 1245, 1489, 3259, 4024, 4765, 4870 e 5011 como sendo transglutaminases,

como mostra a tabela 2.

Tabela 2: ORFs de Paenibacillus sp. JDR-2 anotadas como transglutaminase. Busca

realizada em 10 de janeiro de 2015.

Nome do gene/ ID

Descrigéo

Localiza¢do no genoma

Pjdr2_0339/ ID: 8127845

Transglutaminase (Paenibacillus
sp. JDR-2)

NC_012914.1 (404157..404921)

Pjdr2_0834/ ID: 8125814

Transglutaminase (Paenibacillus
sp. JDR-2)

NC_012914.1 (980768..983239)

Pjdr2_0937/ ID: 8129903

Transglutaminase (Paenibacillus
sp. JDR-2)

NC_012914.1 (1115571..1116179,

complement)

Pjdr2_1235/ ID: 8126175

Transglutaminase (Paenibacillus
sp. JDR-2)

NC_012914.1 (1479396..1479839)

Pjdr2_1489/ ID: 8128228

Transglutaminase (Paenibacillus

NC_012914.1 (1781222..1783861)

sp. JDR-2)

Pjdr2_3259/ ID: 8128471 Transglutaminase (Paenibacillus NC_012914.1 (3725799..3726722)
sp. JDR-2)

Pjdr2_4024/ ID: 8127942 Transglutaminase (Paenibacillus NC_012914.1 (4565733..4568003,
sp. JDR-2) complement)

Pjdr2_4765 / ID: 8126076 Transglutaminase (Paenibacillus NC_012914.1 (5482158..5483045,
sp. JDR-2) complement)

Pjdr2_4870/ ID: 8127408

Transglutaminase (Paenibacillus
sp. JDR-2)

NC_012914.1 (5592903..5594060,

complement)

Pjdr2_5011/ ID: 8129746

Transglutaminase (Paenibacillus
sp. JDR-2)

NC_012914.1 (5732770..5733912,

complement)

A partir da identificacdo das possiveis transglutaminases codificadas pelo genoma

deste microrganismo, as sequéncias peptidicas foram obtidas e submetidas a analises de
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dominios conservados e de predicdo de similaridade com outras transglutaminases. Os
resultados indicam que as possiveis transglutaminases codificadas pelo genoma de
Paenibacillus sp. JDR-2 ndo mostram similaridade com nenhuma outra ja caracterizada e
depositada em bancos de dados, sendo similares a outras transglutaminases preditas em
organismos do mesmo género, somente. Todas as sequéncias possuem ao menos um dominio

de transglutaminase predito (Apéndice A-J).

Das sequéncias analisadas, apenas duas mostraram possuir um peptideo sinal da
extremidade amino terminal (Apéndice K). A predicdo do ponto isoelétrico e do peso
molecular das transglutaminases codificadas por cada ORF encontrada revelou que a maioria
possui pl entre 5 e 6, sendo a transglutaminase 3259 a Unica que apresentou pl basico. A
maioria dos peptideos também apresentou peso molecular em torno de 30 e 40 kDa, embora
trés peptideos tenham seu peso molecular predito acima de 80 kDa (tabela 3). A sequéncia
0937 é uma sequéncia truncada cuja sequéncia que codifica o dominio de transglutaminase

ndo possui um aminoacido iniciador, e foi, portanto, descartada das predi¢cdes seguintes.

Tabela 3: ponto isoelétrico (pl) e peso molecular estimado da sequéncia peptidica codificada
por cada uma das ORFs identificadas como transglutaminases

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 4765, 4870 e 5011 de Paenibacillus sp. JDR-
2 em Escherichia coli

A amplificacdo das sequéncias 4765, 4870 e 5011 e sua purificacdo para posterior

clonagem foram realizadas com sucesso utilizando a metodologia previamente descrita. Os
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primers desenhados para as sequéncias 4765 e 5011 amplificaram uma banda robusta e Unica
entre 48 e 60°C no tamanho esperado quando o DNA gendmico de Paenibacillus sp. JDR-2
foi utilizado como DNA molde (Apéndice L). Os primers desenhados para a sequéncia 4870
também amplificaram uma banda Unica, mas somente entre 49 e 60°C. Os sitios de insercéo
das ORFs 4765, 4870 e 5011 fazem com que o peptideo sintetizado possua dois aminoacidos
a mais na extremidade amino do que o peptideo parental (Apéndice M).

A clonagem das sequéncias amplificadas no vetor pET23d+ foi efetuada com sucesso
em E. coli XL1-Blue (figuras 5-7), sendo um grande nudmero de coldnias transformantes
obtidas apds a transformacdo com a reacdo de ligacdo. Os plasmideos recombinantes foram

sequenciados e os insertos foram confirmados (Apéndice N).

Foram observadas muitas coldnias transformadas nas placas dos controles que haviam
sido transformados unicamente com o vetor pET23d+ clivado com as enzimas Nhel e Xhol
em presenca da enzima T4 ligase, o que indica a clivagem parcial do vetor com apenas uma
das enzimas utilizadas. 1sso pode ser devido ao fato de o tempo de incubacdo das enzimas de
restricdo com o vetor intacto ter sido de apenas 3 horas; porém, como plasmideos
recombinantes foram obtidos na primeira tentativa de clonagem, outras condi¢des ndo foram
testadas. Corroborando essa hipotese esta o fato de que os plasmideos recombinantes clivados
com ambas as enzimas mostraram uma banda fraca na altura do inserto. A eficiéncia das

transformacdes nédo foi verificada.
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Figura 5. Teste de clonagem da sequéncia 4765. Analise feita em gel de agarose 1,5%.
Quatro coldnias transformadas com a reacdo de ligagdo foram selecionadas ao acaso e tiveram
seus plasmideos extraidos para verificacdo da clonagem. O vetor pET23d+ clivado (canaleta
2) e ndo clivado (canaleta 1) foram usados para comparagédo. Canaletas 3-6 mostram os quatro
possiveis construtos pETG4765 clivados com as enzimas Nhel e Xhol, sendo que apenas
aqueles das canaletas 4 e 6 apresentaram a banda do inserto em 882 pb, indicando que haviam
sido ligados com a ORF 4765. Canaletas 7 e 8 mostram o plasmideo da canaleta 4 clivado
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com a enzima Nhel e Xhol, respectivamente; enquanto canaletas 9 e 10 mostram o plasmideo
da canaleta 6 clivado com as mesmas enzimas.

4000 pb,
3000 pb; ~3600 pb.
2000 pb.
1650 pbr

1149pb
1000 pb, 22,

850 pb, 882pb

Figura 6. Teste de clonagem da sequéncia 4870. Analise feita em gel de agarose 1,5%. duas
colbnias transformadas com a reacdo de ligacdo foram selecionadas ao acaso e tiveram seus
plasmideos extraidos para verificacdo da clonagem (canaletas 4 e 5). Estes plasmideos foram
clivados com as enzimas Nhel e Xhol (canaletas 2 e 3). A sequéncia 4765 foi utilizada para
comparacao de sequéncias (canaleta 1). M= marcador molecular.

4000pb

3000pb ~3660 pb
1650 pb

1000 pb 1137 pb

Figura 7. Teste de clonagem da sequéncia 5011. Analise feita em gel de agarose 1,5%.
Quatro coldnias transformadas tiveram seus plasmideos extraidos e clivados para verificacéo
do inserto. Canaletas 1, 3, 6 e 8 mostram cada um destes plasmideos, enquanto as canaletas 2,
4, 7 e 9 mostram estes plasmideos apds clivagem com as enzimas Nhel e Xhol para
verificacdo da clonagem. Pode-se ver a banda correspondente a sequéncia 5011 na altura de

1137 pb e a do vetor pET23d+ entre 3000 e 4000 pb. M corresponde ao marcador de peso
molecular.
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5.3 Andlise da expressdo das construces pETG4765, pETG4870 e pETG5011

5.3.1 Transformagcao e expressao dos vetores pETG4765, pETG4870 e pETG5011 em E.
coli BL21 (DE3) pLysE

A transformacdo dos plasmideos recombinantes em E. coli pLysE foi bem-sucedida
para os trés plasmideos recombinantes em questdo bem como para o vetor pET23d+, usado

como controle. Os testes de indugdo, no entanto, ndo mostraram a expressao das proteinas

recombinantes codificadas pelos trés plasmideos recombinantes construidos (Figura 8 A-C).
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Figura 8. Expressdo dos vetores recombinantes em Escherichia coli pLysE. Anélise feita
por SDS-PAGE 12%. Verificacdo da expressao dos plasmideos recombinantes pETG4765
(A), pETG4870 (B) e pETG5011 (C) em E. coli pLysE utilizando 0,5 mM IPTG. Os
resultados mostram nenhuma banda induzida em torno do tamanho esperado (cerca de 34 kDa
para a proteina 4765 e 42 kDa para as proteinas 4870 e 5011). (M corresponde ao marcador
de peso molecular, 1 corresponde ao controle negativo (pET23d+ vazio), 2 corresponde ao
lisado celular antes do momento da inducdo, 3 ao lisado 2h apos a indugdo, 4 ao lisado celular
3h apos a inducdo e 5 ao lisado celular 24h apds a indugéo)

5.3.2 Transformacéo e expressdo dos vetores pETG4765, pETG4870 e pETG5011 em
Escherichia coli BL21 (DE3) Rosetta

A transformacdo dos plasmideos recombinantes foi bem-sucedida nesta cepa,
apresentando muitos transformantes em cada transformacdo. Tentativas de expressar as
proteinas recombinantes codificadas por cada vetor recombinante falharam, ndo sendo

possivel observar nenhuma banda induzida em comparacédo ao controle (Figura 9).

Figura 9. Expressao dos plasmideos recombinantes em Escherichia coli Rosetta. Analise
feita por SDS-PAGE 12%. Verificagdo da expressdo dos plasmideos recombinantes
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PETGA4765 (canaletas 3 e 4), pETG4870 (canaletas 5 e 6) e pETG5011 (canaletas 7 e 8) em E.
coli Rosetta. O vetor pET23d+ foi utilizado como controle (canaletas 1 e 2). Os resultados
mostram nenhuma banda induzida em torno do tamanho esperado (. Canaletas 1, 3, 5 e 7
correspondem as culturas ndo induzidas, ao passo que as canaletas 2, 4, 6 e 8 correspondem
aquelas induzidas com 0,5 mM de IPTG ap6s 24h de inducdo. (M corresponde ao marcador
de peso molecular).

5.3.3 Transformacao e expressao dos vetores pETG4765, pETG4870 e pETG5011 em

Arctic Express

A transformacdo dos plasmideos recombinantes em Escherichia coli BL21 (DE3)
Arctic Express seguindo as instruces do desenvolvedor foi eficiente para a transformagéo
dos plasmideos pETG4765 e pETG5011, somente, sendo que a transformacdo do plasmideo
pPETG4870 ndo mostrou qualquer coldnia. Tentou-se aumentar o tempo do choque térmico a
42°C de 25 para 45 segundos, sem sucesso. Sendo assim, a expressao da sequéncia 4870 em

Arctic Express ndo pode ser testada.

Os testes de expressdo em Arctic Express foram surpreendentes quanto aos Seus
resultados, uma vez que esta cepa foi a Unica em que, apés inducdo, foi verificada uma banda
de proteina recombinante com o vetor pETG4765 (Figura 10B). Analise da expressdo mostra
uma banda proteica entre 30 e 40 kDa, o tamanho esperado da proteina recombinante 4765.
Coldnias transformadas com o vetor pETG5011 ndo mostraram expressdo da proteina
recombinante quando comparadas com a mesma cepa transformada com o vetor pET23d+
(Figura 10B).

A banda induzida da proteina 4765 foi verificada desde o0 momento da inducdo, o que
pode indicar uma expressdo basal alta desta proteina clonada no vetor pET23d+. A
verificacdo da solubilidade desta proteina mostrou que ela esta na forma de corpos de inclusao
em sua maior parte, sendo que esta condi¢cdo nédo foi alterada com testes de indugdo com
menos IPTG (0,1 e 0,2 mM) nem com alteracGes na agitacdo da cultura (125 ou 250 rpm). Em
todas as condigOes testadas foi possivel verificar a presenca da chaperona de 56 kDa

codificada pela cepa de E. coli utilizada.
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Figura 5. Teste de expressdo dos plasmideos recombinantes em Escherichia coli Arctic
Express. Analise feita por SDS-PAGE 12%. Verificacdo da expressdo dos plasmideos
recombinantes pETG4765 (B, 1-4) e pETG5011 (B, 5-8) em E. coli Arctic Express induzidos
com IPTG 0,5 mM. Figura A corresponde a célula transformada com o vetor pET23d+,
utilizado como controle. Canaletas 1-A e 1 e 5-B correspondem ao extrato celular ndo
induzido; canaleta 2-A e 2 e 6-B ao extrato 2h apds a inducéo; canaletas 3-A e 3 e 7-B ao
extrato 3h ap6s a inducdo, enquanto as canaletas 4-A e 4 e 8-B correspondem ao extrato 24h
ap6s a inducdo. E possivel verificar a presenca da chaperona 60 expressa por esta cepa de E.
coli e da proteina recombinante (*).

5.4 Espectrometria de massas

A banda de proteina induzida obtida na cultura de E. coli Arctic Express foi excisada
do gel e submetida a espectrometria de massas para analise. Os resultados mostraram que
apenas dois picos, correspondendo a dois peptideos tripsinizados (Tabela 4).

Tabela 4. Dados sobre os peptideos obtidos através de espectrometria de massas

Inicio — Fim Massa Massa Score Peptideo
esperada observada
102 — 115 1704.8033 1705.8107 84 R.EAWTWLETEEAANR.F
160 - 176 1985.1947 1985.051 92 KIRTEFIYDPEATTVTTK.A
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Anélises dos peptideos obtidos feitas pelo software Mascot indicam que estes correspondem a
proteina 4765, cobrindo 10% de sua sequéncia (Figura 11).

Protein View: gi|506326564

transglutaminase [Paenibacillus sp. JDR-2]

Database: NCBInr

Score: 206

Nominal mass (M,): 33359

Calculated pl: 5.35

Taxonomy: Paenibacillus sp. JDR-2

Protein sequence coverage: 10%

Matched peptides shown in bold red.

1
51
101
151
201
251

MKLNISHVTQ
SYEDFFGNRV
REAWTWLETE
SWLISLSSKI
FHQIPARYVS
APVGERYVKL

YDYEESATDS
HSFSVNPSHK
EAANRFAEFL
RTEFIYDPEA
GYHFVGDLQG
GHGRDYKDIV

VNEIRLTPST
RLTIRTQOMTV
LPTSYADVTA
TTVTTKASDL
GSADFEQASH
PVKGVYRGSG

NERQSCYQQA
VTRHAPSPEE
DVERYAESVD
IERKRGVCQD
AWVEAYVPQL

IFIEPNASLF
QAALLNGKLA
AREGEGISVL
FAHLMIACCR
GWCSFDPTNE
RKIED

LOQLKVTVDV

Figura 6. Identificacdo da proteina recombinante por MS/MS: os dados do software Mascot
contendo 0 MS-FIT (“ProteinProspector”) identificados por meio dos ions obtidos pelo espectro
de massas da proteina transglutaminase4765 de Paenibacillus sp. JDR-2. A sequéncia de
aminoacidos mostrando a localizacdo dos peptideos no mapa de cobertura em comparagao a
transglutaminase 4765 deste organismo (em vermelho é possivel verificar os peptideos
tripsinizados).

5.5 Purificacéo da proteina recombinante 4765

Apos a verificacdo da expressdo da proteina 4765 em Arctic Express, as mesmas
condicdes de cultivo foram utilizadas para a producéo desta proteina em 300 mL e 1L de meio
LB-Miller a fim de tentar escalonar o processo e obter uma maior quantidade de proteina
recombinante. FracGes de todas as etapas de lavagem e eluicdo foram coletadas a fim de
observar a melhor condicdo de purificacdo desta proteina, sendo que em nenhuma condigéo

testada foi possivel obter uma Unica banda purificada (Figura 12 A-B).
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Figura 7. Expressdo e Purificacdo da proteina 4765. Analise feita por SDS-PAGE 12%.
Tentativa de purificacdo da proteina 4765 por cromatografia de afinidade com resina de
niquel. No gel mostrado em A podemos ver o controle negativo (1), células transformadas
com o plasmideo pETG4765 (2) no momento da inducdo e 20h ap6s a inducdo (3), a fracdo
solavel (4) e insolavel (5) da fracdo celular ap6s o fim do cultivo. A fragdo ndo ligada a resina
de niquel (6), eluida ap6s lavagem com 20mM de imidazol (7) e com 40mM de imidazol (8)
também sdo mostradas. Na figura B podemos ver fragdes de 1mL do eluido com 250mM (1-
9), em que nenhuma banda é observada.

Como praticamente toda a proteina recombinante é expressa na forma de corpos de
inclusdo, tentou-se solubilizar as proteinas presentes nestes granulos utilizando-se uma
estratégia ndo-desnaturante, na qual uma concentracdo baixa de um detergente fraco, N-
lauroilsarcosina, foi incubada com os granulos insollveis a fim de solubiliza-los. Apds 20h de
incubacéo a 20°C e 140 rpm de agitacdo, podemos ver que parte da proteina foi solubilizada,

ainda que uma grande quantidade permanecesse na fragdo insolavel (Figura 13A).

Tentativas de purificacdo da proteina resolubilizada foram feitas utilizando
cromatografia de afinidade com resina de niquel, utilizando-se o protocolo com 150mM de
KCI com 2M de ureia. Apesar de uma fracdo consideravel da proteina ter eliminada nas
lavagens prévias a eluigéo final, uma fracdo da mesma foi eluida com o tamp&o B com 250

mM de imidazol ao final da purificagdo (Figura 13B). Esta fracdo foi dialisada para
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verificagdo da atividade enzimatica, porém, ndo foi verificada qualquer atividade

caracteristica de transglutaminases.

Anélise feita por SDS-PAGE 12%. Em A é possivel ver a cultura antes da inducéo (1) e 20h
apos a inducdo (2) com 0,5 mM de IPTG. A fracdo celular solivel (3) ndo-soltvel (4) e a
fracdo soltvel ndo ligada a resina de niquel (5) também sdo mostradas. Apos a incubagdo com
N-lauroilsarcosina € possivel ver a fracdo solubilizada (6) e a que se manteve insolavel (7). A
figura B mostra a tentativa de purificacdo das proteinas solubilizadas: fragdo néo ligada a
resina de niquel (1), ap6s lavagem com 20mM de imidazol (2), 40mM de imidazol (3), 40mM
de imidazol mais 2M de ureia (4), 40mM de imidazol (5) e fracdo eluida com 250mM de
imidazol (6). A proteina recombinante é indicada com um * e a chaperona 60 pela sua sigla
(Cpn60).
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6. DISCUSSAO

Desde sua descoberta, na década de 50, transglutaminases vém sendo estudadas, sendo
que um grande numero de funcdes atribuidas a esta enzima ja foram identificadas, que vao
desde participar da coagulacdo sanguinea a estruturacdo de tecidos, em eucariotos
(GREENBERG; BIRCKBICHLER; RICE, 1991), até a reticulagdo de proteinas do endosporo
(KOBAYASHI et al., 1996) e atuacdo como um fator de viruléncia (YU et al., 2015), em
procariotos. Dada sua atividade de modificacdo nas cadeias laterais de proteinas, essa enzima
possui, além do seu importante papel fisioldgico, um grande potencial biotecnolégico, o que
corroborou para o crescente interesse no estudo dessa enzima nos anos posteriores a sua
descoberta (RACHEL,; PELLETIER, 2013) (figura 14).
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Figura 9. Relacdo de publicacbes sobre transglutaminases de 1959 a 2016: é possivel
verificar o crescente nimero de publicacGes ao longo dos ultimos anos, sendo que mais de
400 artigos sobre transgutaminases foram depositados em cada um dos Gltimos cinco anos.
(Fonte: National Center for Biotechnology Information)

O presente trabalho visou a identificar e caracterizar novas transglutaminases
codificadas por Paenibacillus sp. JDR-2, uma espécie recentemente descoberta cujo genoma
(CHOW et al., 2012) e transcriptoma (SAWHNEY et al., 2015) ja estdo disponiveis para
acesso. Apesar dessas informacgdes disponiveis sobre esta espécie, 0s Unicos trabalhos
publicados sobre ela até o presente momento dizem respeito aos seus genes codificadores de
enzimas que degradam xilanos (CHOW; NONG; PRESTON, 2007; SAWHNEY’; PRESTON,
2014; STJOHN; RICE; PRESTON, 2006), o que torna Paenibacillus sp. JDR-2 um potencial

microrganismo para identificacdo de enzimas de interesse biotecnoldgico.
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Por ser uma bactéria Gram-positiva formadora de enddsporo relacionada a outras ja
descritas como codificando uma transglutaminase, como aquelas do género Bacillus,
Paenibacillus sp. JDR-2 é um possivel produtor desta enzima. Uma andlise in silico das
possiveis transglutaminases codificadas pelo seu genoma mostrou a presenca de dez ORFs
que codificam polipeptideos contendo dominios de transglutaminase, um nimero elevado
quando se leva em consideracdo que nenhum outro microrganismo possui mais de uma
transglutaminase descrita até hoje. Suzuki e colaboradores investigaram a presenca de duas
transglutaminases em Bacillus subtilis apds a verificacdo de duas fracbes com atividade de
transglutaminase que eram eluidas por cromatografia de interacdo hidrofobica. Extensivas
andlises de caracterizacdo, no entanto, levaram a conclusdo de que estas duas fragdes eram
referentes a mesma proteina e que B. subitilis, portanto, possuia apenas uma mTG (SUZUKI
et al., 2000).

Considerando as transglutaminases putativas encontradas em Paenibacillus sp. JDR-2,
observa-se uma certa discrepancia entre elas referente ao seu peso molecular estimado, ao
ponto isoelétrico de cada e presenca de um peptideo sinal. Das nove ORFs que codificam um
peptideo encontradas, sete possuem seu ponto isoelétrico entre pH 5 e 6, enquanto trés
possuem pl basico. Transglutaminases com pontos isoelétricos em faixas de pH acido tém
sido relatadas em eucariotos, como a transglutaminase do camarao branco chinés, que possuli
pl predito de 6.1, enquanto as mTGs descritas possuem pl basicos, como a de S. mobaraense,
que possui pl de 8.9 (ANDO et al., 1989).

Das mTGs conhecidas até hoje, sabe-se que elas possuem um peso molecular entre 30
de 40 kDa, podendo sofrer processamento (KIELISZEK; MISIEWICZ, 2014). Das possiveis
transglutaminases encontradas em Paenibacillus sp. JDR-2, aquelas codificadas pelas ORFs
0339, 3259, 4765, 4870 e 5011 possuem peso molecular predito em torno do esperado para
uma mTG, entre 30 e 40 kDa, enquanto aquelas codificadas pelas ORFs 0834, 1489 e 4024
possuem massa predita acima de 80 kDa, peso molecular encontrado nas transglutaminases de
eucariotos (LORAND; GRAHAM, 2003). A mTG codificada pela ORF 1235 apresentou
tamanho incomum, de apenas 16.5 kDa, o que € muito menor do que o observado para
qualquer transglutaminase conhecida. Observou-se, também, que apenas duas sequéncias
possuem um peptideo sinal predito, codificadas pelas ORFs 3259 e 5011, enquanto as demais
ndo indicaram possuir peptideo sinal na sua extremidade amino terminal. Com base nesses

resultados ndo é possivel indicar qualquer uma das proteinas hipotéticas como tendo maio
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probabilidade de ser uma transglutaminase, pois apresentam caracteristicas de

transglutaminase eucaridticas e microbianas.

Trés das nove ORFs encontradas, as ORFs 4765, 4870 e 5011 foram clonadas em
vetor de pET23d+ para expressao da sequéncia peptidica codificada por elas a fim de verificar
se seu produto peptidico possui atividade de transglutaminase. Estas ORFs foram escolhidas

com base no peptideo codificado por elas possuir massa similar as mTG descritas.

Tentativas de expressdo de transglutaminases vém sendo feitas a fim de buscar por um
método mais eficiente de obtencdo desta enzima e diminui¢do do seu custo de producao, que
ainda hoje é feito através de S. mobaraense, o primeiro microrganismo no qual ela foi
encontrada (ARRIZUBIETA, 2007). Todos os trabalhos, no entanto, em que se tentou
expressar uma transglutaminase, tanto eucaridtica quanto microbiana, em E. coli, mostraram
que praticamente toda a proteina recombinante é expressa na forma insollvel. Tentativas da
optimizacdo dos codons para melhor expressdo em E. coli (YOKOYAMA et al., 2000) e de
expressar a enzima sem seu pro-peptideo (LIU et al., 2011) renderam proteinas insollveis na
forma de corpos de inclusdo, o que também foi observado com a expressdo de
transglutaminase de milho (CARVAJAL et al., 2011). O recente trabalho de Rickert e
colaboradores mostrou que modificacdes no pro-peptideo da mTG de S. mobaraense e a
insercdo de um sitio de clivagem entre este e a enzima madura foram capazes de expressar a
enzima de forma soluvel e ativa em E. coli, demonstrando a importancia do pro-peptideo para

a estruturacdo da proteina madura (RICKERT et al., 2015).

A tentativa de expressdo das ORFs 4765, 4870 e 5011 em E. coli pLysE nédo foi
eficiente quanto a expressdo das proteinas recombinantes. Esta cepa de E. coli reduz a
expressao basal do gene recombinante ao produzir uma lisozima que especificamente degrada
a polimerase que reconhece o promotor do fago T7, inibindo o vazamento da expressao por
este promotor e a consequente expressdo da proteina recombinante antes da inducdo. Esta
cepa foi utilizada com o objetivo de evitar uma possivel toxicidade causada pela
transglutaminase devido a sua atividade de ligacdo de diferentes peptideos, o que poderia
acabar ligando proteinas importantes para o funcionamento do microrganismo. Em nenhuma
tentativa de expressédo em E. coli BL21 (DE3) pLysE foi observada a expressdo de qualquer

proteina recombinante.
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Uma segunda tentativa de expressar os mesmos clones em E. coli BL21 (DE3) Rosetta
foi feita a fim de verificar a possibilidade do uso de diferentes cddons entre este
microrganismo e Paenibacillus sp. JDR-2, do qual os genes foram amplificados, ser um
impasse na expressdo destes clones. Infelizmente, a suplementacéo de cddons raros nesta cepa
de E. coli também ndo foi suficiente para verificacdo da expressao de proteinas recombinantes

por nenhum dos clones.

Como as cepas antes utilizadas ndo foram capazes de expressar as proteinas de
interesse, uma terceira alternativa, E. coli BL21 (DE3) Arctic Express, foi utilizada para
expressao dos trés clones obtidos. Esta cepa é modificada geneticamente para conter duas
chaperonas que sdo ativas a baixas temperaturas em seu genoma, e, portanto, facilitaria o
enovelamento e solubilidade de proteinas expressas em temperaturas tdo baixas quanto 13°C
(FERRER et al., 2003). Com isto, poderiamos verificar se a expressdo dos clones seria obtida
pelo auxilio no enovelamento das cadeias polipeptidicas formadas. Apesar do plasmideo
PETG4870 ndo ter transformado nesta cepa e do plasmideo recombinante pETG5011 néo ter
mostrado nenhuma expressdo da proteina recombinante, o plasmideo recombinante
PETG4765 mostrou uma banda de indugdo no tamanho esperado, o0 que indica que

provavelmente esta proteina precisa de auxilio de chaperonas para seu enovelamento correto.

A expressdo da proteina 4765 foi eficiente, mas analises realizadas mostraram que
toda a proteina expressa estava na fracdo insoltvel do lisado celular, um problema recorrente
na expressao desta enzima. Tentativas de purificagdo utilizando cromatografia de afinidade
com resina de niquel ndo renderam nenhuma proteina purificada, nem mesmo com tentativas
de escalonamento da cultura para 1L de meio de cultivo foram utilizada para tentar purificar
guantidade minutas de proteina soltvel. Tentou-se modificar o protocolo de purificacdo
desenvolvido por Belval e colaboradores para verificar se a chaperona poderia estar agregada

a proteina recombinante, levando-a a insolubilidade, mas ndo foi obtido sucesso.

Altos niveis de expressdo de proteinas recombinantes em Escherichia coli podem
levar a degradacdo ou a agregacdo destas no citosol do microrganismo em estruturas
denominadas corpos de inclusdo (BANEYX; MUJACIC, 2004). Estes corpos séo estruturas
densas, largas e relativamente esféricas que possuem de 0.2 a 1.2 um, sendo compostos de 80
a 95% da proteina recombinante produzida. Apesar de a maioria dos corpos de inclusao

relatados apresentar proteinas cuja estrutura secundaria ndo corresponde aquela encontrada na
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proteina funcional, corpos de inclusdo ndo convencionais, contendo uma grande quantidade
de proteinas ativas tém sido relatados (GARCIA-FRUITOS et al., 2005).

A proteina 4765 foi expressa a 13°C, mostrando-se completamente insoltvel na forma
de corpos de inclusdo. Uma vez que foi verificado que todas as estratégias para purifica-la
utilizando cromatografia de afinidade com resina de niquel ndo funcionaram pela falta de
proteina soluvel, tentou-se solubilizar estes granulos utilizando um detergente fraco para
verificar se a expressdo em baixa temperatura poderia reter proteinas ativas nos corpos de
inclusdo. Os resultados mostraram que uma parte do granulo foi solubilizada, mas sem
qualquer atividade enzimatica, corroborando parcialmente com os resultados de Peternel e
colaboradores, que mostraram que 0 uso de uma concentracdo baixa de N-lauroilsarcosina foi
suficiente para remover proteinas corretamente enoveladas dos corpos de inclusdo e com
atividade (PETERNEL et al., 2008). Resultados de Groot e Ventura, e de Jevsévar e
colaboradores mostraram, também, que a temperatura afeta negativamente a atividade das
proteinas que formam o corpo de inclusdo, sendo que este possui mais proteinas ativas
quando formado a temperaturas mais baixas (DE GROOT; VENTURA, 2006; JEVSEVAR et
al., 2005). Analisando os dados obtidos por estas pesquisas, podemos inferir que a proteina
solubilizada dos corpos de inclusdo pode estar enovelada corretamente, visto sua
solubilizacdo, e que sua atividade pode néo ter sido aferida devido a esta ndo possuir atividade
de transglutaminase, o que € possivel por se tratar de uma proteina anotada automaticamente,
ou que as condicdes nas quais ela foi mantida acarretaram na perda de sua atividade, devendo

novas condicdes serem testadas para que se comprove esta hipétese.
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7. CONCLUSAO

Até o presente momento foi possivel:

-ldentificar 9 possiveis ORFs codificadoras de transglutaminase no genoma de Paenibacillus
sp. JDR-2, um numero ainda ndo descrito em nenhum outro microrganismo;

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

- Clonar estas ORFs em vetor de expressdo pET23d+ para expressao em E. coli;

- Expressar a proteina codificada pela ORF 4765 de Paenibacillus sp. JDR-2 e verificar sua
insolubilidade em E. coli, corroborando com outros dados obtidos para a expressdo de
transglutaminase em E. coli;

- Solubilizar a proteina presente nos corpos de inclusdo utilizando uma estratégia néo-
desnaturante.
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8. PERSPECTIVAS

Como sequéncia a este trabalho, serdo realizadas:

- Solubilizacdo da proteina 4765 através de sua desnaturacdo e subsequente refolding,
seguindo o protocolo de Yang e colaboradores (YANG et al., 2011b) a fim de retird-la dos
corpos de inclusdo e torna-la corretamente enovelada para verificar sua atividade enzimatica;

- Clonagem das sequéncias 4870 e 5011 em novos vetores para expressdo em E. coli ;
-Clonagem das sequéncias 4870 e 5011 nos vetores pPICZa e pGAPZa para expressao em

Picchia pastoris

49



9. REFERENCIAS

ANDO, H. et al. Purification and characteristics of a novel transglutaminase derived from
microorganisms. Agricultural and Biological Chemistry, v. 53, n. February 2015, p. 2613—
2617, 1989.

ANDO, H. et al. Crystal structure of microbial transglutaminase from Streptoverticillium
mobaraense. Journal of Biological Chemistry, v. 25, n. 2, p. 1-8, maio 2014.

BANEYX, F.; MUJACIC, M. Recombinant protein folding and misfolding in Escherichia
coli. Nature Biotechnology, v. 22, n. 11, p. 1399-1408, 2004.

BERNARD, B. K.; TSUBUKU, S.; SHIOYA, S. Acute toxicity and genotoxicity studies of a
microbial transglutaminase. International journal of toxicology, v. 17, n. 6, p. 703-721,
1998.

CAMPOS, N. et al. Rice transglutaminase gene: Identification, protein expression,
functionality, light dependence and specific cell location. Plant science : an international
journal of experimental plant biology, v. 205-206, p. 97-110, maio 2013.

CARVAJAL, P. et al. Activity of maize transglutaminase overexpressed in Escherichia coli
inclusion bodies: an alternative to protein refolding. Biotechnology progress, v. 27, n. 1, p.
23240, jan. .

CHEN, J. S.; MEHTA, K. Tissue transglutaminase: an enzyme with a split personality. The
international journal of biochemistry & cell biology, v. 31, n. 8, p. 817-36, ago. 1999.

CHOW, V. et al. Complete genome sequence of Paenibacillus sp. strain JDR-2. Standards in
Genomic Sciences, v. 6, n. 1, p. 1-10, 2012.

CHOW, V.; NONG, G.; PRESTON, J. F. Structure, function, and regulation of the
aldouronate utilization gene cluster from Paenibacillus sp. strain JDR-2. Journal of
bacteriology, v. 189, n. 24, p. 8863-70, dez. 2007.

DE GROOT, N. S.; VENTURA, S. Effect of temperature on protein quality in bacterial
inclusion bodies. FEBS Letters, v. 580, n. 27, p. 6471-6476, 2006.

DENNLER, P. et al. Microbial transglutaminase and c-myc-tag: a strong couple for the
functionalization of antibody-like protein scaffolds from discovery platforms.
Chembiochem : a European journal of chemical biology, v. 16, n. 5, p. 8617, 23 mar.
2015.

FERNANDES, P. Enzymes in Food Processing: A Condensed Overview on Strategies for
Better Biocatalysts. Enzyme Research, v. 2010, p. 1-19, 2010.

FERRER, M. et al. Chaperonins govern growth of Escherichia coli at low temperatures.
Nature biotechnology, v. 21, n. 11, p. 12667, nov. 2003.

FOLK, J. E.; FINLAYSON, J. S. The epsilon-(gamma-glutamyl)lysine crosslink and the
catalytic role of transglutaminases. Advances in protein chemistry, v. 31, p. 1-133, jan.
50



1977.

GARCIA-FRUITOS, E. et al. Aggregation as bacterial inclusion bodies does not imply
inactivation of enzymes and fluorescent proteins. Microbial cell factories, v. 4, p. 27, 2005.

GREENBERG, C. S.; BIRCKBICHLER, P. J; RICE, R. H. Transglutaminases:
multifunctional cross-linking enzymes that stabilize tissues. FASEB journal: official
publication of the Federation of American Societies for Experimental Biology, v. 5, n. 15,
p. 3071-7, dez. 1991.

GRIFFIN, M.; CASADIO, R.; BERGAMINI, C. M. Transglutaminases: nature’s biological
glues. The Biochemical journal, v. 368, n. Pt 2, p. 377-96, 1 dez. 2002.

GROSSOWICZ, N. et al. THE ENZYMATIC FORMATION OF HYDROXAMIC ACIDS
FROM GLUTAMINE AND ASPARAGINE. J. Biol. Chem., v. 187, n. 1, p. 111-125, 1 nov.
1950.

HEADON, D. R.; WALSH, G. The industrial production of enzymes. Biotechnology
Advances, v. 12, n. 4, p. 635-646, 1994.

IKURA, K. et al. Incorporation of lysyldipeptides into food protein by transglutaminase.
Agricultural and Biological Chemistry (Japan), 1985.

JEVSEVAR, S. et al. Production of nonclassical inclusion bodies from which correctly folded
protein can be extracted. Biotechnology Progress, v. 21, n. 2, p. 632-639, 2005.

JOSTEN, A. et al. Use of microbial transglutaminase for the enzymatic biotinylation of
antibodies. Journal of Immunological Methods, v. 240, p. 47-54, 2000.

KASHIWAGI, T. et al. Crystal structure of microbial transglutaminase from
Streptoverticillium mobaraense. Journal of Biological Chemistry, v. 277, n. 46, p. 44252—
44260, 2002.

KIELISZEK, M.; MISIEWICZ, A. Microbial transglutaminase and its application in the food
industry. A review. Folia microbiologica, v. 59, n. 3, p. 241-50, maio 2014.

KOBAYASHI, K. et al. &-(y-Glutamyl)lysine cross-links of spore coat proteins and
transglutaminase activity in Bacillus subtilis. FEMS Microbiology Letters, v. 144, p. 157—
160, 1996.

LE, B. V et al. Characterization of Anopheles gambiae transglutaminase 3 (AgTG3) and its
native substrate Plugin. The Journal of biological chemistry, v. 288, n. 7, p. 4844-53, 15
fev. 2013.

LIU, S. et al. The order of expression is a key factor in the production of active
transglutaminase in Escherichia coli by co-expression with its pro-peptide. Microbial cell
factories, v. 10, p. 112, jan. 2011.

LORAND, L. Factor XIII: structure, activation, and interactions with fibrinogen and fibrin.
Annals of the New York Academy of Sciences, v. 936, p. 291-311, jan. 2001.
51



LORAND, L.; GRAHAM, R. M. Transglutaminases: crosslinking enzymes with pleiotropic
functions. Nature Reviews Molecular Cell Biology, v. 4, n. 2, p. 140-156, 2003.

MARGOSIAK, S. A. et al. Identification of the Large Subunit of Ribulose 1,5-Bisphosphate
Carboxylase/Oxygenase as a Substrate for Transglutaminase in Medicago sativa L. (Alfalfa).
Plant physiology, v. 92, n. 1, p. 88-96, jan. 1990.

MOTOKI, M.; SEGURO, K. Transglutaminase and its use for food processing. Trends in
Food Science & Technology, v. 9, n. 5, p. 204210, maio 1998.

MUSZBEK, L. et al. Factor XIlII: a coagulation factor with multiple plasmatic and cellular
functions. Physiological reviews, v. 91, n. 3, p. 931-72, jul. 2011.

MYCEK, M. J. et al. Amine incorporation into insulin as catalyzed by transglutaminase.
Archives of biochemistry and biophysics, v. 84, p. 528-40, out. 1959.

MYNENI, V. D.; MELINO, G.; KAARTINEN, M. T. Transglutaminase 2--a novel inhibitor
of adipogenesis. Cell death & disease, v. 6, p. €1868, jan. 2015.

NAGY, V.; SZAKACS, G. Production of transglutaminase by Streptomyces isolates in solid-
state fermentation. Letters in Applied Microbiology, v. 47, p. 122-127, 2008.

NIELSEN, P. M. Reactions and potential industrial applications of transglutaminase. Review
of literature and patents. Food biotechnology (New York, N.Y.) (USA), 1995.

OORT, M. VAN. Enzymes in food technology — introduction Maarten van Oort. Food
Technology, 2010.

OTENG-PABI, S. K.; KEILLOR, J. W. Continuous enzyme-coupled assay for microbial
transglutaminase activity. Analytical Biochemistry, v. 441, n. 2, p. 169-173, 2013.

OUTTRUP, H. properties and application of a Thermostable Maltogenic Amylase Produced
by A Strain of Bacillus Modified by Recombinant-DNA Techniques. p. 405-411, 1984.

PETERNEL, S. et al. Engineering inclusion bodies for non denaturing extraction of functional
proteins. Microbial cell factories, v. 7, p. 34, 2008.

PORTA, R. et al. Promising Perspectives for Transglutaminase In “Bioplastics” Production.
Journal of Biotechnology & Biomaterials, v. 01, n. 03, p. 1-4, 2011.

RACHEL, N. M.; PELLETIER, J. N. Biotechnological applications of transglutaminases.
Biomolecules, v. 3, n. 4, p. 870-88, 22 jan. 2013.

RICKERT, M. et al. Production of soluble and active microbial transglutaminase in
Escherichia coli for site-specific antibody drug conjugation. Protein science : a publication
of the Protein Society, 20 out. 2015.

SAWHNEY, N. et al. Transcriptomic analysis of xylan utilization systems in Paenibacillus sp.
strain JDR-2. Applied and environmental microbiology, v. 81, n. 4, p. 1490-501, fev. 2015.

SAWHNEY, N.; PRESTON, J. F. GH51 arabinofuranosidase and its role in the
52



methylglucuronoarabinoxylan utilization system in Paenibacillus sp. strain JDR-2. Applied
and environmental microbiology, v. 80, n. 19, p. 6114-25, out. 2014.

STJOHN, F. J.; RICE, J. D.; PRESTON, J. F. Paenibacillus sp. strain JDR-2 and XynAl: a
novel system for methylglucuronoxylan utilization. Applied and environmental
microbiology, v. 72, n. 2, p. 1496-506, fev. 2006.

STROP, P. Versatility of microbial transglutaminase. Bioconjugate Chemistry, v. 25, p.
855-862, 2014.

SUZUKI, S. et al. Purification and characterization of novel transglutaminase from
Bacillus subtilis sporesBiosci. Biotechnol. Biochem., 2000.

VASIC-RACKI, D. History of industrial biotransformations. Dreams and realities. [s.I:
s.n.].

YANG, M. TE et al. Crystal structure and inhibition studies of transglutaminase from
Streptomyces mobaraense. Journal of Biological Chemistry, v. 286, n. 9, p. 7301-7307,
2011a.

YANG, Z. et al. Highly Efficient Production of Soluble Proteins from Insoluble Inclusion
Bodies by a Two-Step-Denaturing and Refolding Method. PLoS ONE, v. 6, n. 7, p. €22981,
29 jul. 2011b.

YEE, V. C. et al. Three-dimensional structure of a transglutaminase: human blood
coagulation factor XIII. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, v. 91, n. 15, p. 7296-300, 19 jul. 1994.

YOKOYAMA, K. I. et al. Overproduction of microbial transglutaminase in Escherichia coli,
in vitro refolding, and characterization of the refolded form. Bioscience, biotechnology, and
biochemistry, v. 64, n. 6, p. 1263-70, 22 jun. 2000.

YOKOYAMA, K.; NIO, N.; KIKUCHI, Y. Properties and applications of microbial
transglutaminase. Applied microbiology and biotechnology, v. 64, n. 4, p. 447-54, maio
2004.

YU, J. et al. Functional and Structural Characterization of the Antiphagocytic Properties of a
Novel Transglutaminase from Streptococcus suis. Journal of Biological Chemistry, v. 290,
n. 31, p. 19081-19092, 2015.

YURIMOTO, H. et al. The pro-peptide of Streptomyces mobaraensis transglutaminase
functions in cis and in trans to mediate efficient secretion of active enzyme from
methylotrophic yeasts. Bioscience, biotechnology, and biochemistry, v. 68, n. 10, p. 2058—
69, out. 2004.

ZHAO, H.; CHOCKALINGAM, K.; CHEN, Z. Directed evolution of enzymes and pathways
for industrial biocatalysis. Current Opinion in Biotechnology, v. 13, n. 2, p. 104-110, 2002.

ZHU, Y. et al. Microbial transglutaminase—a review of its production and application in food

53



processing. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 44, n. 3-4, p. 277-282, dez. 1995.

ZHU, Y.; TRAMPER, J. Novel applications for microbial transglutaminase beyond food
processing. Trends in biotechnology, v. 26, n. 10, p. 559-65, out. 2008.

54



APENDICE A - Identificacdo in silico da sequéncia 0339 como uma transglutaminase:
os dados mostram a sequéncia nucleotidica da ORF 0339 (a), o peptideo codificado por ela
(b), a predicdo dos dominios presentes neste peptideo (c) e resultado da comparagdo com
outras proteinas obtido por BLASTp (d).

a.
ATGCTTCAAATTTCGGGCACTGACGCCGGGGATATTAACCCGTTTGCGTTAACGCCGGTCGAGCGGGACGTGCTGCAAGGCA
AGCAGAACAGTCCCGTTGTCTACCAATATGATTCAATGGACTCGCTCCGGTTCGAGCTGCGCCTTCGGGACCGTACGGTGAAT
GCGGCCAGAATGCTGCAGGACAGCCGGGCGGACTTCGCGGTATTCCGTAATTCCAGATGCAATCCGCGTTATTGGACGCGGA
CGGAGAACGGGGGCTTCCAGATGAATCCGGATGTCCAGCCTTCGGATGCGATTAACGATATTTTTCAGAATGGCGAGAATTA
CGGGTTCGAATGCGCGACCGCGATTGTAATCGTGCTGTACAAAGCGGTGCTGGATACAATCGGGGAGCAAGCGTTCAACAAG
CTGTTTAATCCGCTGTATCTGCGGGACTGGAACCATGACAGCGACTTGTGGTTTATTACGACACATAACAAGAACGAATCGTA
CCCGGGCGACGTGATGTACTTCCGCAATCCCGATTTCGACCGGGAGACGCCGGAATGGCAAGGGGAGAACGTCGTGAAGCTG
TCGGATAATCTGTTCTTCGGCCACGGCATCGGTGTTGAGACGGGTGAACAGATCGTCAGCGCATTAAATAGAATGCGCGAGC
CGTTCAGCACGGAATCGGCTTATCTCGACGATTTGGTCGTTCATCCGAACTTCCAGCATTTGAAGCAGATCGCGGCTCGGGGC
AGCCGCTTTGCGGTAAGACTGTAA

b.
MLQISGTDAGDINPFALTPVERDVLQGKQNSPVVYQYDSMDSLRFELRLRDRTVNAARMLQDSRADFAVFRNSRCNPRYWTRTEN
GGFQMNPDVQPSDAINDIFQNGENYGFECATAIVIVLYKAVLDTIGEQAFNKLFNPLYLRDWNHDSDLWFITTHNKNESYPGDVM
YFRNPDFDRETPEWQGENVVKLSDNLFFGHGIGVETGEQIVSALNRMREPFSTESAYLDDLVVHPNFQHLKQIAARGSRFAVRL

C.
1 100 200 300 400 00 a00 700 00 900 1000

d.
Descrigéo Escore | Escore | Cobertura | Valor- | Identidade
maximo | total da E
sequéncia
Proteina-glutamina-gama- 530 530 100% 0.0 100%
glutamiltransferase (Paenibacillus
sp. JDR-2)
Proteina hipotética (Paenibacillus 296 296 99% 1le-96 54%
sp. OSY-SE)
Proteina-glutamina-gama- 295 295 95% 3e-06 54%
glutamiltransferase (Paenibacillus
alvei)
Proteina-glutamina-gama- 292 292 95% 4e-95 54%
glutamiltransferase (Paenibacillus
sp. JDR-2)
Transglutaminase (Paenibacillus 291 291 95% 9e-95 54%
alvei)

55



APENDICE B - Identificago in silico da sequéncia 0834 como uma transglutaminase: 0s
dados mostram a sequéncia nucleotidica da ORF 0834 (a), o peptideo codificado por ela (b), a
predicdo dos dominios presentes neste peptideo (c) e resultado da comparagdo com outras
proteinas obtido por BLASTp (d).

a.
ATGCGAGACTCCACTCCTGATAACGGGTCGATAGGCTTCCGGGCACTGACGACCGTATTGTTATTTGGCCTGTTGGCCGAATG
GCTGCTGCCATGGCTCCATTACAAGGAATGGGCGGATGTATACCAGATTGGCCCGTTGCTGACGGTGGTCGGCTGCGTGATGG
TTATGGGGCTTTTTCGCCCGGCTTGGTATATGTCGCTCATCATGAACGGCTTCTTATGCGTCATGACGATCATGCTTCTATTTA
AAGGAAATGACGAAAGCGCGCTGCATTGGCTTGCGAACTACCCGGGCATGCTGGCCGGAGATATTAAAAAGCTGTTCACTTA
CGGCATGTGGACGATGACCAGCGAGCTGAGGACGCTGCTGCTGTTCGTAGGCTGGGCTATGCTGGCTCCTGCGCTGCAGGCG
CTTGTATGGATGAGGCAGGTTGCCCTTGGACTGACGGCAATCACGGTCTCTTACCTGTTGATTATTCATACCTGGGTTGGAATC
GACGTGTTTAACGGTTTGCTTCGCACAACCGCGGAGGGCCTGCTGTTAGGTGCCGTCGTAACGATGGCCAGAGTAAGGCGGA
TGCAGGGCGGCGGCAGCGAATTCGACCGCCAGCTCCATCCGAAATGGCTGGCTGCCGGCGAATTTCTGGTGCTTTTATGCGTC
GGCGTCGGAATGCTGTTATCCAGCGGGCAGCCTAGGCAAACGGAGCCTTCGGCATGGACCGTAAACGCGGCGAACCGGCTCG
AACAGGCGATGGCGGAGCTTGGCAAGGAGAATTATTCGGCAGCCATGCAGGCGGCAATTGGTACGGCGGGGCAAGGCCGAG
GCATGACCGGATATGGCTTCGACGACCGGGAGCTTGGGGCTTCCCTATCCCAGGACGATACGATAGTGTTCAGCGGGTTTTCG
CCGGTTCAGACCTACTGGAGAGGTGAATCCAAGGCAGTCTATAACGGACGAGGCTGGGACAGCAGCTGGAGCGGGAAGGTG
CTGCATCCGGTGGAATACGGAGATAAGCTGTCCGAGCTTGCCGTCGGTACTTCCGGGGATAACCGGACCATCCGGCAGACGG
TAGTGATGACCGAGCCTTCGGCTTCGCAGGGATTGCCGCTCTTTTTCGCGGGGAGCGGGGGACGTGTGCTTAGCCTCTCGGCG
ATTGATCCCAATCGGCAATTAAGCACGTATGTGGAGGATGAGCTGGCGGGCGCTCTGTATTCGGCGGATAAGGAAGCGCAGG
TGGAGCGTTATACCGTAGAGAGCCGGCTTCCCCTAACGGATACTTCCTTATTGCGGGAGACTGACAGCTCCGCCTTTGCGGGA
GAAACCGCGGCGCTTACGCAAACAGAGGAGACGGATCTGTCGGATTACCTGCAGCTGCCGGATTCTTTGCCGGACCGTGTGA
AGACGCTGGCGGACAAGATCGTTGGAGATGAACGGACCGACCGTTACGATCAGGTGAAAGCGGTAGAGCAATATTTGAAGA
ACAGCTATACGTATTCGCTGGACAGCGCGGTTCCGCCAAAGGGAGCGGACTTTGTCGACTACTTCCTGTTTGAGCAGGAGCGC
GGTTATTGCGTGCATTTTTCCAGCGCCATGGTTGTTCTGCTCCGCGAGGAAGGGATTCCGGCGAGATGGGTAAAAGGCTTCGT
ATCCGGCACGCCGGTATCAACGGCGGGCGCGGACGTTACCAGCACAGCCGGGACCCTCTACAACGTGCGCGCGAAGGATGCG
CACGCTTGGGTAGAGGTATACTTCCCGGGTGCTGGCTGGGTGCCGTTTGACCCGACGCCGGGCTTTGCCGGCGGCTTGGGGCC
AGCGGGTGCTGACGCCGGGGGATCGGCGTCGGACGGGTTGTCATCGGCCGGTGGAGCTGCCGATGATGCGGGGGCGCCAGA
GCATGCCGATGCCGGAACGGACGGCATGCTGGCGCAGTTTGAGGCGGCGGTGGACCACGCCGCCTCGGCCGTAGCGCGAGG
GGCGGATGCCCTCGCGCAGGCGGCGCGGAGCGCCGCCCATGGCGCGGCGGCGGLCTTCGCCCGCCGCGCTGGCCGCCGCAGGL
GCGGCCGCGCTGCTCTTCGCGGCCGGCCTTGCGGCTGCGGCGCAGCGCAGGCGGCTGCGCCTCGCGCTCGCGCTGCGCCGGT
ACGCCGCGGCGCATGGCGCAGGCCGCGCCGCCGCTGCGCAAGAGCAGTTCGCCGCGGTATCCGCCGCGGCGTGGGTCTTGCT
CGGCCGCCGCATGATGGCGCGGCCGCCGCATCATACCGCGCGCGAGTACGCGGACGCCGTGTCGGCGTCGATGCCCGGCGCG
CGCGCCGAAGCGCTTCGGCGGTTCATCGCCTGGGACGATGCCGCCCGGTTCGGGCAGCGGGGCGAATGGAGCGCCCCGLCTC
CGGAGCAGCTTGCCGCCGCGATGAATGCGCTGCTCGGCAAGCCCGGCAAAGCCGTTTCGGCGGCCACCGTGCAAGCCGCCGA
ATAA

b

MRDSTPDNGSIGFRALTTVLLFGLLAEWLLPWLHYKEWADVYQIGPLLTVVGCVMVMGLFRPAWYMSLIMNGFLCVMTIMLLFK
GNDESALHWLANYPGMLAGDIKKLFTYGMWTMTSELRTLLLFVGWAMLAPALQALVWMRQVALGLTAITVSYLLIIHTWVGID
VFENGLLRTTAEGLLLGAVVTMARVRRMQGGGSEFDRQLHPKWLAAGEFLVLLCVGVGMLLSSGQPRQTEPSAWTVNAANRLEQ
AMAELGKENYSAAMQAAIGTAGQGRGMTGYGFDDRELGASLSQDDTIVFSGFSPVQTYWRGESKAVYNGRGWDSSWSGKVLHP
VEYGDKLSELAVGTSGDNRTIRQTVVMTEPSASQGLPLFFAGSGGRVLSLSAIDPNRQLSTYVEDELAGALYSADKEAQVERYTVE
SRLPLTDTSLLRETDSSAFAGETAALTQTEETDLSDYLQLPDSLPDRVKTLADKIVGDERTDRYDQVKAVEQYLKNSYTYSLDSAV
PPKGADFVDYFLFEQERGYCVHFSSAMVVLLREEGIPARWVKGFVSGTPVSTAGADVTSTAGTLYNVRAKDAHAWVEVYFPGAG
WVPFDPTPGFAGGLGPAGADAGGSASDGLSSAGGAADDAGAPEHADAGTDGMLAQFEAAVDHAASAVARGADALAQAARSAA
HGAAAASPAALAAAGAAALLFAAGLAAAAQRRRLRLALALRRYAAAHGAGRAAAAQEQFAAVSAAAWYLLGRRMMARPPHH
TAREYADAVSASMPGARAEALRRFIAWDDAARFGQRGEWSAPPPEQLAAAMNALLGKPGKAVSAATVQAAE

C.

1 100 200} S0y i) S0 [} 00 Sy Sy Liphey
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Descricéo Escore | Escore | Cobertura | Valor- | Identidade
maximo | total da E
sequéncia

Transglutaminase (Paenibacillus 1655 1655 100% 0.0 100%
sp. JDR-2)

Proteina hipotética (Paenibacillus 605 605 71% 0.0 49%
harenae)

Proteina hipotética (Paenibacillus 361 361 93% 2e-107 36%
pinihumi)

Proteina hipotética (Paenibacillus 341 341 76% 2e-100 36%
terrigena)

Proteina hipotética (Paenibacillus 334 334 96% 3e-97 33%
sanguinis)

57



APENDICE C - Identificacgo in silico da sequéncia 0937 como uma transglutaminase:
os dados mostram a sequéncia nucleotidica da ORF 0937 (a), o peptideo codificado por ela
(b), a predicdo dos dominios presentes neste peptideo (c) e resultado da comparacdo com
outras proteinas obtido por BLASTp (d).

a.
TTGCCTTTCCTCCGCAACTCCCCGTCACTGACCGACTATCTCGCCGACTCCGATATTGCGGATTTTCATCATCCCGCTATTCAG
GCTCTTGGTGCAGAGCTGCGTCAGCAGGCGCCCGACGAGACAACGTTTATCCGGCTTGCTTTCGAATACGTCCGGGATCAAAT
CTCCCATTCCTGGGATATCCAAAGCTCCCGCATTACTTGCAGCGCTTCCGATGTCCTCGCCCATAAAGAAGGCATCTGTTACG
CCAAGTCGAACCTGTTATGCGCCATTCTGCGCAGTCAGGGAATACCCGCGGGATATTGCTATCAGCGCTTGACGCTTGGGGAT
ACACCGGATACCGGTTATGTCGTCCATGCTCTGAACGCCGTATATCTGCCTGCTGCGGAGCGGTGGATCAGAGTAGATGCGCG
CGGCAACAAGCCGGGGATCGATGCTCAATTCTCGTTAGACCATGAACAGCTGGCCTTTCCAATCCGGAAGGAATATGACGAG
GTCGATTATCCGATCATTTACTCCGAGCCTCATCCAAGCACCATCCAGGTTTTGCGGCAGCATAACGATTGCAAAGTCATGTA
TCTGCACGGTCTCCCAGCTGAGCTTTAA

b.
LPFLRNSPSLTDYLADSDIADFHHPAIQALGAELRQQAPDETTFIRLAFEYVRDQISHSWDIQSSRITCSASDVLAHKEGICYAKSNLL
CAILRSQGIPAGYCYQRLTLGDTPDTGYVVHALNAVYLPAAERWIRVDARGNKPGIDAQFSLDHEQLAFPIRKEYDEVDYPIIYSEP
HPSTIQVLRQHNDCKVMYLHGLPAEL

C.
1 10y 200 00 o) S0 Gl o0 o0 00 1000
d.
Descrigéo Escore | Escore | Cobertura | Valor- | ldentidade
maximo | total da E
sequéncia
Transglutaminase (Paenibacillus 418 418 99% 2e-107 99%
sp. JDR-2)
Transglutaminase (Paenibacillus 294 294 97% 9e-98 67%
curdlanolyticus)
Transglutaminase (Paenibacillus 289 289 99% 8e-96 65%
sp. TCA20)
Transglutaminase (Paenibacillus 282 282 96% 4e-93 65%
durus)
Proteina contendo dominio de 280 280 96% 2e-92 65%
transglutaminase (Paenibacillus
sabinae T27)
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APENDICE D - Identificac&o in silico da sequéncia 1235 como uma transglutaminase: 0s
dados mostram a sequéncia nucleotidica da ORF 1235 (a), o peptideo codificado por ela (b), a
predicdo dos dominios presentes neste peptideo (c) e resultado da comparagdo com outras
proteinas obtido por BLASTp (d).

a.
ATGGGACGGTTGCGAAAATTTTTGGCTTCCGATAGAGCGTTTAAGCTGCTGCTGCTGGAAGCTTTTGTGAACCTGGGTAAGGC
CCGTATTATGAAGGCGGTTCCTTTTGCGAGAACGGCTCCGAAACTTGGTGTTGCGATGAAAGAAACCTCCTTCTCGGATTCCG
GGGAGGAGACGGAGCTCATCCGTAATATTGCCCGGGCTGTGCGGATTATGAGCCGCTATACCTTGTGGGAGAGCAAATGTCT
CGTGATGGCAATTGCCTGTATGAACATGCTGGCGAAGCGCCGGATCGAGAGCACATTATATCTTGGAACAATGAAAAATGAT
AAAGGATCCATGAGCGCACATGCCTGGCTCCGGACGGGACCGCATGTGGTGACCGGTGCAGAAATTATGGATCGTTACACCG
TCGTTGGCATTTTTGGAAAAGTGCTGAGGTGA

b

MGRLRKFLASDRAFKLLLLEAFVNLGKARIMKAVPFARTAPKLGVAMKETSFSDSGEETELIRNIARAVRIMSRYTLWESKCLVMA
IACMNMLAKRRIESTLYLGTMKNDKGSMSAHAWLRTGPHVVTGAEIMDRYTVVGIFGKVLR

C.
1 100 200 300 400 fals o] GO0 FO0 oo Q00 1000
d.
Descrigéo Escore | Escore | Cobertura | Valor- | Identidade
maximo | total da E
sequéncia
Proteina hipotética (Paenibacillus 300 300 100% 6e-102 100%
sp. JDR-2)
Proteina do estagio V de 175 175 96% le-52 59%

esporulacédo (Bacillus sp.
123MFChir2)

Proteina do estagio V de 172 172 97% 2e-51 57%
esporulacdo Multiespécies
(Bacillus)
Proteina hipotética 171 171 96% 3e-51 54%
(Paenisporosarcina sp. TG-14)
Proteina do estagio V de 170 170 97% 6e-51 57%

esporulacdo (Bacillus cereus)
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APENDICE E - Identificagdo in silico da sequéncia 1489 como uma transglutaminase: 0s
dados mostram a sequéncia nucleotidica da ORF 1489 (a), o peptideo codificado por ela (b), a
predicdo dos dominios presentes neste peptideo (c) e resultado da comparacdo com outras
proteinas obtido por BLASTp (d).

a.
ATGACGAATTGGACTTCGCCGTTTTCGCTGAGCCCGGCGGAGCGGGATTTGATCGAGAGCAAATTCCTTAGAAAACGCCAGC
TGGCGCAGGCCAGAGAACACGAGCTGTTCGATGTGTTCCGGGAGGAACTGACGGAGGAAGAGAGCTGGGCGCTCAAATATTT
GTTTGCCTATATGCCGGTGAACGATCTCGCCGATTATGACGGCGTCTTGTTCTTGAACCATGTGCGGAGGACGCTGGAGATCC
GCCGGCTTGTCCCTTGGGGCGACCGGGTGCCCGACTCCCTGTTCTTGCATTATGTCCTCCCCTACCGGGTCAATACGGAAAAT
ATCGAGGATCACCGCGGCGTTTTGTTCAATGAGCTGGCCTATCGCACAAAGTCGCTGACGATGGAAGAGGCTATTCTGGAGA
CGAATTATTGGTGTCACGAGAAGGCTGCCTATATCGGCAGCGATTTGAGAACGATGTCGCCGCTTACGATGATCAAGAGCGC
AAGGGGCCGCTGCGGCGAGGAGTCGACGTTAGCGGTTGCGGCGCTGCGCAGCATTGGCATTCCCGCCCGTCAGGTATACACG
CCCAGGTGGGCGCATTGCGATGATAATCATGCCTGGGTAGAAGCGTGGGCGGATGGGAAATGGTGCTTTCTCGGCGCCTGCG
AGCCGGAAGCGCGGCTCGACCAAGGGTGGTTCGGTCCGCCGGCCCGCCGGGCGATGCTTCTGAATACGCGCATCCTGGCCGA
CTATCCCGGTCCGGAAGAGATTACGGTAGCCAATGAATGGTTCACGGAAATTAATCTGCTCGAAAACTACGCCTCGACGCGT
ACCGTTGACATTCTGGTTAAAGACATTGCCGGAAACCCTGTCCCGGGCGCCGAAGTGCGCTTCGAGTTGTACAATATGGCGGA
ATTTTATCCGATTGCGACGCTGCTCTCGGACGACCGGGGAGAAATCAGCTTCAAGACCGGATATGGCGATCTGCTGGTTCGCG
GCGCTTGGAGCGGTCGATGGGGCGAGGTTAAGCTGGCTGCCTATGGGAGCAACAGGCTCGAGCTTGTCCTGGATCGGACGAA
GCAGCCGGAAGGGATGTTCGACCTCGATATGGTTCCCCCGCCGGAAAGCGAAGGCGAACCGGCAGAATCCTTGTCCGGCGAG
CGGGAGAGCAGGCATGCTCACCGGCTTGAAGAAGGGGCGAGGCTTCGTGCCGTCTATGAAAGCACGTTCGCAACCAAGCAA
GATGCCGAGACATTGGCTGCTTCGCTAGGGCTTCCGGCGGAACGAGTGTGGAACATTCTAAGCCGCTCGCGCGGAAACTTCC
GCGAACTCTCGTCTTTCCTGCAAGAGCGGACGGCCGAATATGGACAGTGGCCGCTGCGGCTTTTGGAGAGCCTTCGCGAGAA
AGATTGGATCGATGCGCGAAAGGATACGCTGGACGATCATCTGATCGGTTCGCTTGCCGCTTGCGGCGACCTGCCCGATAAC
GAGTTCGTTTCTTACGTGCTTTGTCCGCGCGTGCTTAACGAGATGATCGTGCCGTACCGTCAGTTATTCCAAACGGCGTTTACG
GAGCCGGAGCGGGAAACCTTCCGGTCGGACCCGTCTGCGCTGTTGCGTTGGCTGAACGACAGACATGGTGAGTGGGAGGACC
TTCCGAATCTGAAGGGGAAAGGAAATCCGGTCGGAACGTTTAAGCTGCAATGGGGAGACCAGGACTCGCTGAACATTCTCTT
CGTAGCCGTCTGCCGAAGTTTAGGCATCCCGGCGCGGCTGCATCCGCATGAGCTAAACCCGCAATACAAGGCGGGCAGCGAA
TGGCGGGACGCGATGCAAGGCGCGAATTCCCCTCAGTCTTCGATTGGGGGCAAGGGCAGCGTTTGGCTGCAACGCGATCCCG
AAGCAACGGAGAATGCGCCAGAGCCGTCGTATGCCGAGAATTTTACCTTGGCTCGACTGGAGGAGAACGGATTCTACAAAAC
GTTAATCTATCCGGATAAATTCGGTGACGTCTATGACAAGATGCTAGAGGTAGAGCCGGGTTCGTACCGGCTTACGACGGGC
ATGCGGCTTCAGGACGGTACGGTATTGGCTAGGCTTTCCTATTTCCGCGTACATGCAGGCGAGAATACGGATGTATCGCTTAC
CTATCGTGAAGCCTCCCGGGATCTGCCTGTGCTAGGCGTTATGGACCGGGCCAGACCGCTCGAAGGGCTTGACGGTTCTGCTC
TGACGATGGGCGAACAGATCATGGAGGATGGTGCAATCGTCGCTTGGATCGAGCCGGAGCGTGAGCCTACGAAGCATTTGCT
TCGCGAGTTGGGCGAGTTGGCTGTTTCTGCGGCCAATCTCGGGGGAGCAGTCCTGCTCATGATCGGCGATGCGGAATGGACCT
CGTCGTTTGATCCCGCACTATATCCGCAATTGCCGTCAGAGGTCAGATTCGCGAGGGATCGCTCACCGGTCTCGCTGCCGTCA
GCGGCGGTCCGCGAGGCGGGCTACCCGCATCTGTTTGTGCTGGATGGCAGAGACCGTATTCGCTATGCCGCATCGGGCTATAA
AATCGGAATGGGTAAAGAGGCATGGCAAGCGCTAACTGCCGCAAGGCAATCCAACGAATCATCGCCAACGAAAGGGAGCGA
ATCTTAA

b

MTNWTSPFSLSPAERDLIESKFLRKRQLAQAREHELFDVFREELTEEESWALKYLFAYMPVNDLADYDGVLFLNHVRRTLEIRRLV
PWGDRVPDSLFLHYVLPYRVNTENIEDHRGVLFNELAYRTKSLTMEEAILETNYWCHEKAAY IGSDLRTMSPLTMIKSARGRCGEE
STLAVAALRSIGIPARQVY TPRWAHCDDNHAWVEAWADGKWCFLGACEPEARLDQGWFGPPARRAMLLNTRILADYPGPEEITV
ANEWFTEINLLENYASTRTVDILVKDIAGNPVPGAEVRFELYNMAEFYPIATLLSDDRGEISFKTGYGDLLVRGAWSGRWGEVKLA
AYGSNRLELVLDRTKQPEGMFDLDMVPPPESEGEPAESLSGERESRHAHRLEEGARLRAVYESTFATKQDAETLAASLGLPAERV
WNILSRSRGNFRELSSFLQERTAEYGQWPLRLLESLREKDWIDARKDTLDDHLIGSLAACGDLPDNEFVSYVLCPRVLNEMIVPYR
QLFQTAFTEPERETFRSDPSALLRWLNDRHGEWEDLPNLKGKGNPVGTFKLQWGDQDSLNILFVAVCRSLGIPARLHPHELNPQYK
AGSEWRDAMQGANSPQSSIGGKGSVWLQRDPEATENAPEPSY AENFTLARLEENGFYKTLIYPDKFGDVYDKMLEVEPGSYRLTT
GMRLQDGTVLARLSYFRVHAGENTDVSLTYREASRDLPVLGVMDRARPLEGLDGSALTMGEQIMEDGAIVAWIEPEREPTKHLLR
ELGELAVSAANLGGAVLLMIGDAEWTSSFDPALYPQLPSEVRFARDRSPVSLPSAAVREAGYPHLFVLDGRDRIRYAASGYKIGMG
KEAWQALTAARQSNESSPTKGSES

C.
1 100 200 300 400 00 GO0 700 o0 900 1000
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Descrigéo Escore | Escore | Cobertura | Valor- | Identidade
maximo | total da E
sequéncia
Transglutaminase (Paenibacillus 1804 1804 100% 0.0 100%
sp. JDR-2)
Proteina hipotética 1152 1152 98% 0.0 64%
JCM16418 2580 (Paenibacillus
pini JCM 16418)
Proteina contendo dominio de 1112 1112 99% 0.0 63%
transglutaminase (Paenibacillus sp.
FSL R5-808)
Transglutaminase (Paenibacillus 1101 1101 98% 0.0 63%
harenae)
Transglutaminase (Paenibacillus 1099 1099 99% 0.0 62%
vortex)
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APENDICE F - Identificacéo in silico da sequéncia 3259 como uma transglutaminase: 0s
dados mostram a sequéncia nucleotidica da ORF 3259 (a), o peptideo codificado por ela (b), a
predicdo dos dominios presentes neste peptideo (c) e resultado da comparacdo com outras
proteinas obtido por BLASTp (d).

a.
ATGCGCACTAAACGAACTAGACGCGCTAGACGTAACAAGGCCATCTTAGGATTTTTCTTCATTTTTATTGCCGCATTGGTTATA
TGGACCTCGATCGACAGCATATCGGCGGATACCAATTCCGCAGCCGAGCCCACTGCCGCACCGACTGCCACGTCGGCTGCCA
CGCCGGACACCAAGGCTGATACGGAGCCGCCCAAAATTACGGGAGTCAAAAATTTAACCGTCTTTATCGGAGACCGCGTTTC
CTACAAAACCGGCGTAACCGTTAAGGATAATCACGATACGAACGTCGCTTTGCTTGTAGACACGGGTGGCGTCAACCTAAAG
AAAGCCGGCGTTTACAACATTACGTATATGGCCAAGGATGCCGCAGGCAACGTTGCCCAAGCGGAGGCAGCCGTAACGGTTA
AGGTAAAGCCTGCGAGCCCCCTCAACGATGACGAACTGAATAAACTGGCGGATACCATACTTGCCAAGATTGTGACGAAAGA
CATGACGGATGTCGACAAATTATGGGCAATCTTCAAATGGACGAAATACAACATCGGCTATGTCGACAGTTCCAGCCACACC
GATTGGCGGAAAGGCGCGCTTCAAGGGTTTAAACAAGGTACGGGCGACTGCTTCGTCTACTATGCCACCGCTAGAATGCTGA
TGGAGAGAAGCGGCTTCGAAACGCAAACCGTGATCCGGGACAAAGGCAGAAAAACGAAACATTACTGGAGCCTAGTCAAAG
TCGAAGGCGCCTGGTATCACTTCGATACCACTCCCACGATCAAAAAGAATACGACTTTCCTTCTAACGGACGCAGAACTGGCG
TTATTCAATAAGCAATTTAAGAACTACTACCTATTCGATAAAACCAAACATCCGGCAACGCCGACCAAACCGCTCAAAGAAA
GAAGCAATTATCTTAAATAA

b.
MRTKRTRRARRNKAILGFFFIFIAALVIWTSIDSISADTNSAAEPTAAPTATSAATPDTKADTEPPKITGVKNLTVFIGDRVSYKTGVT
VKDNHDTNVALLVDTGGVNLKKAGVYNITYMAKDAAGNVAQAEAAVTVKVKPASPLNDDELNKLADTILAKIVTKDMTDVDK
LWAIFKWTKYNIGYVDSSSHTDWRKGALQGFKQGTGDCFVYYATARMLMERSGFETQTVIRDKGRKTKHYWSLVKVEGAWYHF
DTTPTIKKNTTFLLTDAELALFNKQFKNYYLFDKTKHPATPTKPLKERSNYLK

C.
1 100 200 300 400 500 GO0 Foo o0 Q00 1000
——
d.
Descrigéo Escore | Escore | Cobertura | Valor- | Identidade
maximo | total da E
sequéncia
Transglutaminase (Paenibacillus 628 628 100% 0.0 100%
sp. JDR-2)
Proteina da familia das 222 222 80% 5e-65 41%
transglutaminases (Eubacterium
rectale CAG36)
Proteina contendo dominio de 221 221 76% 5e-64 44%

transglutaminase (Firmicutes
bacterium CAG424))
Proteina da familia das 204 204 7% 2e-57 43%
transglutaminases (Clostridium
stercorarium)
Proteina hipotética (Catonella 1800 1800 78% le-51 40%
morbi)
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APENDICE G - Identificacéo in silico da sequéncia 4024 como uma transglutaminase:
os dados mostram a sequéncia nucleotidica da ORF 4024 (a), o peptideo codificado por ela
(b), a predicdo dos dominios presentes neste peptideo (c) e resultado da comparacdo com
outras proteinas obtido por BLASTp (d).

a.
ATGAGCCTCTTGCCGCGTTTGTTTACTTTCTGCCGTACGGTGATCATCAAGGTTACGCCGAACTGGTATATGAAGCTCTCGCAA
TTATTTATTGCTCTTATGCTTATTCATACGATCCGGATCTTCGAGGACTTCTGGTGGAGTGAGACCTTCTACGCGGCCAGCTTC
ACGCTGCTCTTCGCTGTTGCTGCCGACTGGCTGCTGCCGCGAAGCATGCGGGTGCTGCGGATTGTTGTTCAGCTATTGCTTGCG
GTAGGCGCGACGGCATATTTTGCCGATTTGAAAAAAGTCGTCTTAACCGTTTCCGATCAAGAGAACCGGCTGGGCGATTTGTT
CCGTACGTTGTGGGGGTATGCCGAGCAGCTGTATCCTTTTATATGGATCAGCGGTGCTCTGCTCGTTTTGTATATCTTGTTTGA
TATGTGGATTACAACAAGGATGCGATTATTCGGATTTATAAGCGTCAATATTCTCGTTCTGACCATTGCGGATTCTTTTACTCC
AATCTGGCTGTGGGATGAGGTCGCCTGGATTGTCTTCTTGGGCCTGCTCTGGCTGGTAGCCAACCATCTGCATAAGCTGGCAA
GCCATCATCCGAACAGCTGGAAGGAGCTTACGGAATATCCGCTTCAGTTGCTGATGCCCATCGTTATTGTTTTGTCCGTGCTG
ATGACAGCCGGCATTCTGATGCCGACCGTATCGCCGATTATTCAAGATCCTTATACGATGTGGAAGGAATCCAAGGGCGAGA
CGGTTAACGTATTCCTTGGAGACAAAGGAATCGCGGCTCCCGTTGACGTGAGCAGCAGCAATACCAAGTCCGGCTATGGACG
CGATGATTCGGAGCTTGGCGGCGGTTTTGATTTTGACTATTCGCCGGTTATGACGATTACAACCAACCATCGGAGCTACTGGA
GAGGCGAGACGAAGACGGAGTACACCGGAGCGGGCTGGACGGTGAACGACGAGACGGAGCGGAACCGGTTAGCCTCGGTG
GGGAAAGACTGGGAGCTTCCGCTGATCGAAGGACGCGAGAAGGCCGAGACGATGAAGGTGGACCAACAGGTCCGGATGTCG
AACAATAATATTTATCCGGTTTTGTTCGCCGCGTCTCCAATTACAGCTGTTCATTGGGTGGATGATCCTGATGCTTCCGTATTG
CCGAAAAGCTTAAAGTGGGCGGTTAACGAGCAGGAGTTGATCTGGTCTGACAAGCCGCTGCGCAGATTCCCGCAAAGCTATG
CGGTAACCTCGGAAGTAACCATATTAGATGAAGAAGGACTTCGCAAGACAGAAGCCGAATTGCCGGATCCGGCCGAGACGA
AGCAATATTTGCAGCTTCCGTCTTCCTTGCCGGGCCGCGTAAGGTCGCTTGCCGTATCGCTAACGGCTTCGGCAGTGAATGAT
TACGATAAGGCCAAGCTGATTGAAACTTATCTCCGCCAGAACTTCATGTATACGAATGAACCGGACAAATCAAGGCTGACCG
GAGACAGCAAGGATTTCGTCGACCAGTTCCTCTTTGAACTGAAGGAAGGCTATTGCGATTATTTCTCGACGGCTATGGCGGTA
ATGTCCCGTTCTATCGGATTGCCTACCCGCTGGGTAAAAGGCTTCGCTCCTGGCGTACTCCCTGCCTCGGAATATGTGCCGTCT
GCCGGCGGAATTCCAAGCGAAGCGGAATTAAATCCGGACGGAGCTGGCACGTATACCGTCCGCAACTCGGATGCGCATTCCT
GGGTAGAGATTTATTTCGACGGGTATGGCTGGATTCCGTTCGAGCCTACGTCAGGCTTTACCTTCCCTTACTCGGTGACGGAG
GTGCAGCAGGAAGCATTGCCGACGCCTACCGCAGCGGTTGATACCGATCCGGTACAGGAGGAAGCGACCGAAAGCACGGGA
GGCAACCATTCCGCTATCATCTGGGGCAGTGTATCGGCAGCCGTTCTTGTCGTGCTTGTGCTTGTTCTTGTCTTGCTGCGTACT
CCATGGATCCGATCCAGATACCGGGCTTATTCCGGCAATGACCGGATTGTATGGGAGACGGAGAAGCTGCTGCGGCTTTGCC
GGCGCAAAGGTTATGAACGCGGGGAGCATGAGACGCTTCGCGAAGCGATTCAGAGATGGTCGCCAAGCCACAAACGGCTGA
ACAATCTTTTCCACGAGGTGTTGGGCGAGTTCGAACGCGCGAAATACAGTTCCGTTCAGGCAACAAGCTTGGAGACCGACCG
GTTTATTCTAAAGATCAAAGCGATTAAAGAGGAATTGTAG

b.
MSLLPRLFTFCRTVIIKVTPNWYMKLSQLFIALMLIHTIRIFEDFWWSETFYAASFTLLFAVAADWLLPRSMRVLRIVVQLLLAVGAT
AYFADLKKVVLTVSDQENRLGDLFRTLWGYAEQLYPFIWISGALLVLYILFDMWITTRMRLFGFISVNILVLTIADSFTPIWLWDEV
AWIVFLGLLWLVANHLHKLASHHPNSWKELTEYPLQLLMPIVIVLSVLMTAGILMPTVSPIIQDPY TMWKESKGETVNVFLGDKGI
AAPVDVSSSNTKSGYGRDDSELGGGFDFDYSPVMTITTNHRSYWRGETKTEYTGAGWTVNDETERNRLASVGKDWELPLIEGREK
AETMKVDQQVRMSNNNIYPVLFAASPITAVHWVDDPDASVLPKSLKWAVNEQELIWSDKPLRRFPQSYAVTSEVTILDEEGLRKT
EAELPDPAETKQYLQLPSSLPGRVRSLAVSLTASAVNDYDKAKLIETYLRQNFMYTNEPDKSRLTGDSKDFVDQFLFELKEGYCDY
FSTAMAVMSRSIGLPTRWVKGFAPGVLPASEYVPSAGGIPSEAELNPDGAGTYTVRNSDAHSWVEIYFDGYGWIPFEPTSGFTFPYS
VTEVQQEALPTPTAAVDTDPVQEEATESTGGNHSAIIWGSVSAAVLVVLVLVLVLLRTPWIRSRYRAYSGNDRIVWETEKLLRLCR
RKGYERGEHETLREAIQRWSPSHKRLNNLFHEVLGEFERAKYSSVQATSLETDRFILKIKAIKEEL

C.
i Loy 200 300 400 Sy 2] 700 S0 I 1000
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Descricéo Escore | Escore | Cobertura | Valor- | Identidade
maximo | total da E
sequéncia
Transglutaminase (Paenibacillus 1548 1548 100% 0.0 100%
sp. JDR-2)
Proteina contendo dominio de 591 591 98% 0.0 42%
transglutaminase (Paenibacillus
curdlanolyticus)
Transglutaminase (Thermobacillus 575 575 97% 0.0 42%
composti)
Transglutaminase (Paenibacillus 564 564 98% 0.0 42%
sp.Br)
Transglutaminase (Paenibacillus 564 564 98% 0.0 42%
sp.Br)
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APENDICE H - Ildentificaco in silico da sequéncia 4765 como uma transglutaminase:
os dados mostram a sequéncia nucleotidica da ORF 4024 (a), o peptideo codificado por ela
(b), a predicdo dos dominios presentes neste peptideo (c) e resultado da comparacdo com
outras proteinas obtido por BLASTp (d).

a.
ATGAAGCTAAATATTTCCCACGTTACGCAATACGATTACGAGGAGTCGGCGACGGACAGTGTCAATGAGATCCGGCTTACGC
CAAGCACAAATGAACGTCAGTCCTGCTATCAGCAGGCTATCTTCATAGAGCCGAATGCCTCGCTCTTCAGCTATGAGGATTTC
TTCGGCAACCGGGTGCATTCCTTCTCGGTGAACCCGTCGCATAAGCGCTTGACGATCCGAACGCAGATGACGGTTGTAACAAG
GCATGCGCCTAGTCCGGAGGAGCAGGCTGCTCTATTGAACGGCAAGCTTGCAAGGGAGGCGTGGACATGGCTGGAGACGGA
AGAAGCGGCTAACCGTTTCGCAGAGTTTCTGCTGCCGACCAGTTATGCGGATGTAACGGCTGATGTAGAGCGTTATGCGGAG
AGCGTTGACGCGAGGGAAGGCGAAGGGATAAGCGTATTGAGCTGGCTCATTTCCTTGTCTAGCAAGATCAGAACCGAATTTA
TTTATGATCCGGAAGCTACGACGGTTACAACGAAAGCCAGCGATCTGATCGAGCGCAAACGCGGAGTATGCCAGGATTTCGC
CCATCTCATGATTGCCTGCTGCCGGTTTCATCAGATTCCTGCCCGTTACGTAAGCGGCTATCATTTTGTAGGGGATCTTCAGGG
CGGCAGCGCCGATTTCGAGCAGGCCTCTCATGCGTGGGTGGAGGCTTATGTGCCTCAGCTTGGTTGGTGCAGCTTTGATCCGA
CGAATGAAGCGCCGGTTGGCGAACGGTATGTCAAGCTGGGGCATGGCCGTGACTACAAAGATATTGTGCCGGTAAAAGGGGT
GTACCGCGGAAGCGGACTGCAACAGCTGAAGGTAACGGTAGATGTGCGTAAAATCGAGGATTAA

b.
MKLNISHVTQYDYEESATDSVNEIRLTPSTNERQSCYQQAIFIEPNASLFSYEDFFGNRVHSFSVNPSHKRLTIRTQMTVVTRHAPSPE
EQAALLNGKLAREAWTWLETEEAANRFAEFLLPTSYADVTADVERYAESVDAREGEGISVLSWLISLSSKIRTEFIYDPEATTVTTK
ASDLIERKRGVCQDFAHLMIACCRFHQIPARYVSGYHFVGDLQGGSADFEQASHAWVEAYVPQLGWCSFDPTNEAPVGERY VKL
GHGRDYKDIVPVKGVYRGSGLQQLKVTVDVRKIED

C.
1 100 200 00 40 fajels] B0 oy Sy Q0 1060

d.
Descrigéo Escore | Escore | Cobertura | Valor- | ldentidade
maximo | total da E
sequéncia
Transglutaminase (Paenibacillus 618 618 100% 0.0 100%
sp. JDR-2)
Transglutaminase (Paenibacillus 462 462 100% 5e-161 75%
ginsengihumi)
Transglutaminase (Paenibacillus 458 458 100% 2e-159 74%
harenae)
Transglutaminase (Paenibacillus 407 407 100% 5e-139 64%
curdlanolyticus)
Proteina hipotética (Paenibacillus 363 363 99% 4e-122 62%
daejeonensis)
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APENDICE I - ldentificacéo in silico da sequéncia 4870 como uma transglutaminase: 0s
dados mostram a sequéncia nucleotidica da ORF 4870 (a), o peptideo codificado por ela (b), a
predicdo dos dominios presentes neste peptideo (c) e resultado da comparagdo com outras
proteinas obtido por BLASTp (d).

a
ATGATGGAATGGATTCGCGCTGGGACGGTATGGGAGCCGGTCTCGCTTATCGTTCTTCTCCTTCTGCTTGTTTCGCTGCTGCAA
GGAATGAGAAGAGGCGCGTCGGGTTCAGCGAGGCGCCTTTTCTTTTTTGTATGGGACGGTATTCTGTTAATCGTTTGTCTTGTG
CTTGCCGGGAAAATTGCGGGCAGCTTGTCCCCATTGGCAGCGGATTGGCTGAGCGGGCATGTAAACGTGCCGCAGAAGGAAA
TGGGTGCAACCTCCCAGGCTTGGTATACGTTTATAACAAGCCTGCGCGATTTTGCCCTGCTCCGGTACGGCATCCTGTTTTTGC
TCTCGTATTTGCTGCTTCGGCTGGCTGCTTCCTTTCTTGCGCCTCTGGTGGAAACGCTGTTTGCCAGCAGACAGCAACGCGGCA
GACATGAGAGCATGGAGCGTCTTCCGGGAGGAGGGGCGGCAAGCCGCGCAGCCGGAGCGGTTTTCGGCACGGTTCATGGTGC
CGGACGGGCATTTGTATTTGTAGCCGCTTTGTTCATTTATGTCTCGCTGGCGCCAAACGGCCTCTGGTCCGGATTGATTCAGCA
ATCTCCGTTATACATGAAGGCATCGGATGTTCTTGAACCGGTTGCCGGAGATATGCTGGCCGGACGTGGCCCCGTTCTGGCTG
AAGCCGTGCAGGAAGAGTTCCAGAATGTGCTGCAGCGCAAATACGAGATTATCGATTACAATATCCCGTCGGATATTGAGCA
GGCAGCCCTGCAGGTTACGAAGGACAAGAATAGCGAAGAAGACAAGGCAAGGGCTTTGTATGACTGGTTAGGCAGCCGGAT
CGCCTATGACTGGGACAAGGCTGATAATTATGTAGACAACGGAGTATGGAAGGAACAGAACCCGGAAGAGACGTTTGCTACC
CGAAAAGGCGTATGTATCGACGTTGCTAGGCTGTACGCCGTAATGGCGCGCGCCTCAGGTCTGGATGTGAAGGTCGTTACCG
GCACAGGACTTGACGGGCGCGGAGGCTCCGGGCCGCATGCCTGGAACGAAGTGAAGGTAGGCGGAGACGGCGGTACCTGGA
TTCCGCTCGATGCGACATGGGCATCCTCCGGCGATTGGTTCAACCCGGTTGATTTCGACAAGACTCATATCCGGGCAGTATAA

b.
MMEWIRAGTVWEPVSLIVLLLLLVSLLQGMRRGASGSARRLFFFVWDGILLIVCLVLAGKIAGSLSPLAADWLSGHVNVPQKEMG
ATSQAWYTFITSLRDFALLRYGILFLLSYLLLRLAASFLAPLVETLFASRQQRGRHESMERLPGGGAASRAAGAVFGTVHGAGRAF
VFVAALFIYVSLAPNGLWSGLIQQSPLYMKASDVLEPVAGDMLAGRGPVLAEAVQEEFQNVLQRKYEIIDYNIPSDIEQAALQVTK
DKNSEEDKARALYDWLGSRIAYDWDKADNYVDNGVWKEQNPEETFATRKGVCIDVARLYAVMARASGLDVKVVTGTGLDGRG
GSGPHAWNEVKVGGDGGTWIPLDATWASSGDWFNPVDFDKTHIRAV

c
1 100 200 00 oy T [y Fou Gl 00 pRelele]
d.
Descrigéo Escore | Escore | Cobertura | Valor- | ldentidade
maximo | total da E
sequéncia
Transglutaminase (Paenibacillus 778 778 100% 0.0 100%
sp. JDR-2)
Transglutaminase (Paenibacillus 496 496 99% 2e-171 67%
harenae)
Proteina contendo dominio de 427 427 97% 3e-144 60%
transglutaminase (Paenibacillus sp.
P22)
Proteina contendo dominio de 427 427 97% 4e-144 60%
transglutaminase (Paenibacillus sp.
P22)
Proteina hipotética (Paenibacillus 402 402 99% le-134 57%
pinihumi)
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APENDICE J - Identificacéo in silico da sequéncia 5011 como uma transglutaminase: 0s
dados mostram a sequéncia nucleotidica da ORF 5011 (a), o peptideo codificado por ela (b), a
predicdo dos dominios presentes neste peptideo (c) e resultado da comparagdo com outras
proteinas obtido por BLASTp (d).

a.
ATGCGAAAAACAGGTTGGAAAATAGCGACAGTAGCGGCCTTGCTTGCCGTTGCCATTGGTTTAAATATGAAATCCGATCTGTT
CTCTGTTTTTGCGTCTGCGTCAAGCGGCGGAGGCGGTACGATCGATCAGCTTGAGGATGAGCTGGCATCGCAATTTCAAAGCA
GATCCGAGCATTTTACGCTTCAATATAAAGGAGACAAGCACAAGCTTTCCGACGGCTTGCAAAATACGATTAATCTGGCGCTT
GCGCAGGATGATTACACCGCGTATATCCTTGACTCCTATCTTTATACAATCCGCAGCTGGGGTAATCTGTCCACCATAAAGCT
GGAGGCCAGATACCGCGAAACGACGGACCAGACCGCTGCCGTTGATGCAATGGTGAGCAAAGCGATCAAGCAGATTATTAC
CCCGCAGATGAATGAGCATGAGAAGGTGAAGGCGATCCACGACTGGATTGTTAATAGACTTCAGTATGACGAGACCCTAAAG
CATTACACCGCTTACGATGCTCTCACAACGGGAACCGCTGTATGTCAAGGTTATTCGCTACTTGCTTATAAAATGCTAAAAGC
TGTCGGAATTCCTGTTCTTATTGCCGAGGGCAAAGTTAAGACCGGCGACCATGCCTGGAATATGGTGCAGCTCGGCGGCAATT
GGTATCATCTCGATATGACCTGGGATGATCCCGTTGTGAAGCAAGCCGGCACGCAGCAGACCGAGTCCCGTCTCAGCTATAAT
TATTATTTGAAGACGGATGACGAGATGCGCGTCGATCATCAATGGATCAAAACCTATCCAACGGCGAACCATTCCTACGGCA
GCGAGCTCAGCAAGCTGAAGAGCACGGACAGCGGGAAGGCGGATGTTTACGCTAAGCTCATCACCGATCTTGGCCTGCATTG
GACGGAGCCGGAAAATACGGTAGCAAGCCTGGTAGAGCTGGAGCAGGAGATCCGCGAGGCTGTAATGGAGCAGCAGACGGG
CATGAAGTTCCGTTATCTGCAAGGTTCGCAGCTTGCGACCGATCTGCCGACGGCCTTTAAGGTAGCGCATGTATCCGTTCGCT
ATTCGGCTCGTTACGAGCCATACGGCAATGACGGTTCGATGCTTGTGCAGGTTCAGCTGGATTATCAATAA

b

MRKTGWKIATVAALLAVAIGLNMKSDLFSVFASASSGGGGTIDQLEDELASQFQSRSEHFTLQYKGDKHKLSDGLQNTINLALAQ
DDYTAYILDSYLYTIRSWGNLSTIKLEARYRETTDQTAAVDAMVSKAIKQITPQMNEHEKVKAIHDWIVNRLQYDETLKHYTAYD
ALTTGTAVCQGYSLLAYKMLKAVGIPVLIAEGKVKTGDHAWNMVQLGGNWYHLDMTWDDPVVKQAGTQQTESRLSYNYYLKT
DDEMRVDHQWIKTYPTANHSY GSELSKLKSTDSGKADVYAKLITDLGLHWTEPENTVASLVELEQEIREAVMEQQTGMKFRYLQ
GSQLATDLPTAFKVAHVSVRYSARYEPYGNDGSMLVQVQLDYQ

C.
1 A 200 jeleli] i L] GO0 P S Qi Ao
d.
Descrigéo Escore | Escore | Cobertura | Valor- | Identidade
maximo | total da E
sequéncia
Transglutaminase (Paenibacillus 785 785 100% 0.0 100%
sp. JDR-2)
Proteina hipotética (Paenibacillus 417 417 99% 1e-140 51%
harenae)
Transglutaminase (Thermobacillus 325 325 87% 9e-105 48%
composti)
Proteina contendo dominio de 275 275 85% 6e-85 43%
transglutaminase (Paenibacillus
curdlanolyticus)
Proteina contendo dominio de 252 252 60% 3e-77 50%
transglutaminase (Paenibacillus sp.
P22)
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APENDICE K - Predicéo da presenca de peptideo sinal: predicdo da presenca de peptideo
sinal das proteinas codificadas pelas ORFs 3259 (A) e 5011 (B). Os resultaod indicam que a
proteina 3259 possui um peptideo sinal, que € clivado entre os aminoacidos 37 e 38, enquanto
a proteina 500 é clivada entre os aminoacidos 34 e 35. Score-C, probabilidade de ocorréncia
da clivagem pela enzima sinal peptidase; Score-S corresponde a probabilidade da sequéncia
estar presente em um peptideo sinal, distinguindo entre este e a enzima madura; Score-Y é a
média geométria do score-c e da inclinacdo do score-y, resultando em uma melhor predicéo
dos sitios de clivagem.

o

08 |

06 |

Score

02

0

=1

04 |

C-score
S-score
Y-score ——

T D i B o

MAT KRT RRARRNKA | LGFFF | FIAALY IWT 8105 | SADTNSAAEPT AAPTATSAAT POT KADT EPPKIT

0 10 20 30 40 50 60 70
Position

C-score
S-score
Y-score

MR KT GAKIATVAA L LAVA |GLHMKS DL FSV FASASSGGGGT | DOLEDELASQFOS REEHFT LOYKGD KH

0 10 20 30 40 50 60 10
Position
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APENDICE L - Teste de amplificacio das sequéncias 4765, 4870 e 5011: verificacio da
melhor temperatura de amplificacdo das ORFs 4765 (A), 4870 e 5011. As temperaturas
testadas foram 60°C (1), 59,1°C (2), 57,8°C (3), 55,8°C (4) 53,2°C (5), 51,1°C (6), 49,7°C
(7), 49°C (8). A canaleta 9 corresponde ao controle negativo e M ao marcador de peso
molecular. Os trés pares de primers amplificaram bem em todas as temperaturas, com
excessao dos primers usados para a sequéncia 4870, que nao amplificou em 49°C.

A
B
1650 pb
10005 1149 pb
850pb.
C
2000pb
1650'pb
1000 pb H37gb
850pb
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APENDICE M - Comparacéo entre as proteinas de Paenibacillus sp. JDR-2 clonadas e

parentais

Tabela 5: Comparagéo entre a cadeia polipeptidica codificada pela ORF 4765 e a cadeia sequéncia expressa pelo vetor

pPETG4765

Proteina_4765_clonada
Proteina 4765 parental

Proteina_4765_clonada
Proteina 4765 parental

Proteina_4765_clonada
Proteina 4765 parental

Proteina_4765_clonada
Proteina_ 4765 parental

Proteina_ 4765 clonada
Proteina_ 4765 parental

Proteina_ 4765 clonada
Proteina_ 4765 _parental

MASKLNISHVTQYDYEESATDSVNEIRLTPSTNERQSCYQQAIFIEPNASLFSYEDFFGN

M--KLNISHVTQYDYEESATDSVNEIRLTPSTNERQSCYQQAIFIEPNASLFSYEDFFGN
*  kkkkkhkkkhkkkhkkkhkkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkhkkh

RVHSFSVNPSHKRLTIRTOMTVVTRHAPSPEEQAALLNGKLAREAWTWLETEEAANRFAE

RVHSFSVNPSHKRLTIRTOMTVVTRHAPSPEEQAALLNGKLAREAWTWLETEEAANRFAE
R T T T T 2

FLLPTSYADVTADVERYAESVDAREGEGISVLSWLISLSSKIRTEFIYDPEATTVTTKAS

FLLPTSYADVTADVERYAESVDAREGEGISVLSWLISLSSKIRTEFIYDPEATTVTTKAS
R T T T T e 2

DLIERKRGVCQDFAHLMIACCRFHQIPARYVSGYHFVGDLQGGSADFEQASHAWVEAYVP

DLIERKRGVCQDFAHLMIACCRFHQIPARYVSGYHFVGDLQGGSADFEQASHAWVEAYVP
kkkkkhkkkhkkkhkhkhkhkhkhhhkhhhkkhkkkhhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkkkkkkkkhkkkk

QLGWCSFDPTNEAPVGERYVKLGHGRDYKDIVPVKGVYRGSGLQQLKVTVDVRKIEDLEH

QLGWCSFDPTNEAPVGERYVKLGHGRDYKDIVPVKGVYRGSGLQQLKVTVDVRKIED---
kkhkkkhkkkhkkkhkhkkhkhkhhhkkhkkkhkkhkkkhkkkhkkhkkhkkkkkkkkkkkkkkhkkkh

HHHHH*

Tabela 6: Comparagéo entre a cadeia polipeptidica codificada pela ORF 4870 e a cadeia sequéncia expressa pelo vetor

pETG4870

Proteina_4870_clonada
Proteina_ 4870 _parental

Proteina_4870_clonada
Proteina_ 4870 _parental

Proteina_4870_clonada
Proteina_ 4870 _parental

Proteina_4870_clonada
Proteina_ 4870 _parental

Proteina_4870_clonada
Proteina_ 4870 _parental

Proteina_ 4870_clonada
Proteina_ 4870 _parental

Proteina_ 4870_clonada
Proteina_ 4870 _parental

MASEWIRAGTVWEPVSLIVLLLLLVSLLQGMRRGASGSARRLFFFVWDGILLIVCLVLAG

M-MEWIRAGTVWEPVSLIVLLLLLVSLLQGMRRGASGSARRLFFFVWDGILLIVCLVLAG
k kkkkkhkkkhkkkhkkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkhkkhkkh

KIAGSLSPLAADWLSGHVNVPQKEMGATSQAWYTFITSLRDFALLRYGILFLLSYLLLRL

KIAGSLSPLAADWLSGHVNVPQKEMGATSQAWYTFITSLRDFALLRYGILFLLSYLLLRL
L L X T g I T T T 2 T ey

AASFLAPLVETLFASRQQRGRHESMERLPGGGAASRAAGAVFGTVHGAGRAFVFVAALFI

AASFLAPLVETLFASRQQRGRHESMERLPGGGAASRAAGAVFGTVHGAGRAFVFVAALFI
kkdkkkdkkkdkkkhkkkhkkhhkhhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkhkkhkkh

YVSLAPNGLWSGLIQQSPLYMKASDVLEPVAGDMLAGRGPVLAEAVQEEFQNVLORKYET

YVSLAPNGLWSGLIQQSPLYMKASDVLEPVAGDMLAGRGPVLAEAVQEEFQONVLORKYET
L X T T T 2 T T R T T e

IDYNIPSDIEQAALQVTKDKNSEEDKARALYDWLGSRIAYDWDKADNYVDNGVWKEQNPE

IDYNIPSDIEQAALQVTKDKNSEEDKARALYDWLGSRIAYDWDKADNYVDNGVWKEQNPE
kkhkkkhkkkhkkkhkhkhhkkhhkkhkhhkhhhkhkhhkhhkhhkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkhkkkh

ETFATRKGVCIDVARLYAVMARASGLDVKVVTGTGLDGRGGSGPHAWNEVKVGGDGGTWI

ETFATRKGVCIDVARLYAVMARASGLDVKVVTGTGLDGRGGSGPHAWNEVKVGGDGGTWI
kkhkkkhkkkhkkkhkkhkhkhkhhkhhkhhkhhkkkhkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkk

PLDATWASSGDWFNPVDFDKTHIRAVLEHHHHHH*

PLDATWASSGDWFNPVDFDKTHIRAV--———----—
kkkkkhkhkkhkkkkkkkhkhkkkkkkhkkkk

Tabela 7: Comparagéo entre a cadeia polipeptidica codificada pela ORF 5011 e a cadeia sequéncia expressa pelo vetor

pETG5011

Proteina 5011 _clonada
Proteina 5011 Parental

Proteina 5011 _clonada
Proteina 5011 Parental

MASRKTGWKIATVAALLAVAIGLNMKSDLFSVFASASSGGGGTIDQLEDELASQFQSRSE

M--RKTGWKIATVAALLAVAIGLNMKSDLFSVFASASSGGGGTIDQLEDELASQFQSRSE
*  kkkkkkkhkkkkkkkhkhkkkkkkhhkkhkkhhhkhhhkhhhkhhhkhhhkhkhkkhkhkhkhkkkr

HFTLQYKGDKHKLSDGLONTINLALAQDDYTAYILDSYLYTIRSWGNLSTIKLEARYRET

HFTLQYKGDKHKLSDGLONTINLALAQDDYTAYILDSYLYTIRSWGNLSTIKLEARYRET
L R e
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Proteina_ 5011 _clonada
Proteina 5011 _Parental

Proteina_ 5011 _clonada
Proteina 5011 Parental

Proteina_ 5011 _clonada
Proteina 5011 Parental

Proteina_ 5011 _clonada
Proteina 5011 _Parental

Proteina_ 5011 _clonada
Proteina 5011 Parental

TDQTAAVDAMVSKAIKQIITPOQMNEHEKVKATIHDWIVNRLQYDETLKHYTAYDALTTGTA

TDQTAAVDAMVSKAIKQIITPOMNEHEKVKATHDWIVNRLQYDETLKHYTAYDALTTGTA
kkdkkdkkdkkhkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkkhkkkhkkhkkhkkdkkdkkhkkhkkdkkk

VCQGYSLLAYKMLKAVGIPVLIAEGKVKTGDHAWNMVQLGGNWYHLDMTWDDPVVKQAGT

VCQGYSLLAYKMLKAVGIPVLIAEGKVKTGDHAWNMVQLGGNWYHLDMTWDDPVVKQAGT
kkdkkdkkdkkdkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkdkkhkkhkkdkkdkkdkkdkkhkkk

QQTESRLSYNYYLKTDDEMRVDHQWIKTYPTANHSYGSELSKLKSTDSGKADVYAKLITD

QQOTESRLSYNYYLKTDDEMRVDHQWIKTYPTANHSYGSELSKLKSTDSGKADVYAKLITD
hkdkkdkkdkkdkkhkkhkkhkkkhkkdkkdkkhkkdkkdkkdkkdkkdkkdkkdkkhkkk

LGLHWTEPENTVASLVELEQEIREAVMEQQTGMKFRYLQGSQLATDLPTAFKVAHVSVRY

LGLHWTEPENTVASLVELEQEIREAVMEQQTGMKFRYLQGSQLATDLPTAFKVAHVSVRY
hkdkkdkkdkkdkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkdkkdkkhkkdkkdkkhkkdkkhkkk

SARYEPYGNDGSMLVQVQLDYQLEHHHHHH*

SARYEPYGNDGSMLVQVQLDYQ-~-=-—-—~
khkhkhkhkkhkhkkhkkhkkhkhkkkkkhkkk
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APENDICE N - Resultado do sequenciamento dos plasmideos construidos

Tabela 8: Comparagéo entre a sequéncia da ORF 4870 clonada o seu seqlienciamento a fim de verificar a sequéncia
clonada no vetor de expressao pET23d+

Query: Sequence_4870 Length: 1185 Subject: sequencing

Score: 2189 bits (1185), Expect: 0.0, ldentities: 1185/1185(100%), Gaps: 0/1185(0%0), Strand:
Plus/Plus

Query 1 ATGGCTAGCGAATGGATTCGCGCTGGGACGGTATGGGAGCCGGTCTCGCTTATCGTTCTT 60

PECEREREREr e et e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 1 ATGGCTAGCGAATGGATTCGCGCTGGGACGGTATGGGAGCCGGTCTCGCTTATCGTTCTT 60

Query 61 CTCCTTCTGCTTGTTTCGCTGCTGCAAGGAATGAGAAGAGGCGCGTCGGGTTCAGCGAGG 120

PECEREEEEE et et et e e et e v et e e e e e e e e e e e e e e e erend
Sbjct 61 CTCCTTCTGCTTGTTTCGCTGCTGCAAGGAATGAGAAGAGGCGCGTCGGGTTCAGCGAGG 120

Query 121 CGCCTTTTCTTTTTTGTATGGGACGGTATTCTGTTAATCGTTTGTCTTGTGCTTGCCGGG 180

PEEERTEEET e e e e e e v e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 121  CGCCTTTTCTTTTTTGTATGGGACGGTATTCTGTTAATCGTTTGTCTTGTGCTTGCCGGG 180

Query 181 AAAATTGCGGGCAGCTTGTCCCCATTGGCAGCGGATTGGCTGAGCGGGCATGTAAACGTG 240

PEETEETEEr e e e b e e e e e e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 181  AAAATTGCGGGCAGCTTGTCCCCATTGGCAGCGGATTGGCTGAGCGGGCATGTAAACGTG 240

Query 241 CCGCAGAAGGAAATGGGTGCAACCTCCCAGGCTTGGTATACGTTTATAACAAGCCTGCGC 300

PEETEETEEr e e e e e b e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 241 CCGCAGAAGGAAATGGGTGCAACCTCCCAGGCTTGGTATACGTTTATAACAAGCCTGCGC 300

Query 301 GATTTTGCCCTGCTCCGGTACGGCATCCTGTTTTTGCTCTCGTATTTGCTGCTTCGGCTG 360

PEEERTEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e v e e e e e e el
Sbjct 301  GATTTTGCCCTGCTCCGGTACGGCATCCTGTTTTTGCTCTCGTATTTGCTGCTTCGGCTG 360

Query 361 GCTGCTTCCTTTCTTGCGCCTCTGGTGGAAACGCTGTTTGCCAGCAGACAGCAACGCGGC 420

PEETEETEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 361 GCTGCTTCCTTTCTTGCGCCTCTGGTGGAAACGCTGTTTGCCAGCAGACAGCAACGCGGC 420

Query 421 AGACATGAGAGCATGGAGCGTCTTCCGGGAGGAGGGGCGGCAAGCCGCGCAGCCGGAGCG 480

PEEERTEEET e e e e e v e e e e e e e e e e b e et
Sbjct 421  AGACATGAGAGCATGGAGCGTCTTCCGGGAGGAGGGGCGGCAAGCCGCGCAGCCGGAGCG 480

Query 481 GTTTTCGGCACGGTTCATGGTGCCGGACGGGCATTTGTATTTGTAGCCGCTTTGTTCATT 540

PEETEETEEr e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 481 GTTTTCGGCACGGTTCATGGTGCCGGACGGGCATTTGTATTTGTAGCCGCTTTGTTCATT 540

Query 541 TATGTCTCGCTGGCGCCAAACGGCCTCTGGTCCGGATTGATTCAGCAATCTCCGTTATAC 600

PEEERTEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 541  TATGTCTCGCTGGCGCCAAACGGCCTCTGGTCCGGATTGATTCAGCAATCTCCGTTATAC 600

Query 601 ATGAAGGCATCGGATGTTCTTGAACCGGTTGCCGGAGATATGCTGGCCGGACGTGGCCCC 660

PEEERTEEEE e e e e e e e e e e e e e v e e e e e e e e
Sbjct 601  ATGAAGGCATCGGATGTTCTTGAACCGGTTGCCGGAGATATGCTGGCCGGACGTGGCCCC 660

Query 661 GTTCTGGCTGAAGCCGTGCAGGAAGAGTTCCAGAATGTGCTGCAGCGCAAATACGAGATT 720

PEETEETEEr e e et et et e e e e e e e e e e e el
Sbjct 661 GTTCTGGCTGAAGCCGTGCAGGAAGAGTTCCAGAATGTGCTGCAGCGCAAATACGAGATT 720

Query 721 ATCGATTACAATATCCCGTCGGATATTGAGCAGGCAGCCCTGCAGGTTACGAAGGACAAG 780

FEEETTEEEE e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e et e
Sbjct 721  ATCGATTACAATATCCCGTCGGATATTGAGCAGGCAGCCCTGCAGGTTACGAAGGACAAG 780

Query 781 AATAGCGAAGAAGACAAGGCAAGGGCTTTGTATGACTGGTTAGGCAGCCGGATCGCCTAT 840

PEETERTEEr e e e e e e e e e e e e et e e el
Sbjct 781  AATAGCGAAGAAGACAAGGCAAGGGCTTTGTATGACTGGTTAGGCAGCCGGATCGCCTAT 840

Query 841 GACTGGGACAAGGCTGATAATTATGTAGACAACGGAGTATGGAAGGAACAGAACCCGGAA 900

PEEEREEEET et e e e e e e et e e e e e e e e et r et
Sbjct 841  GACTGGGACAAGGCTGATAATTATGTAGACAACGGAGTATGGAAGGAACAGAACCCGGAA 900

Query 901 GAGACGTTTGCTACCCGAAAAGGCGTATGTATCGACGTTGCTAGGCTGTACGCCGTAATG 960

PEETEETEEr et e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e el
Sbject 901  GAGACGTTTGCTACCCGAAAAGGCGTATGTATCGACGTTGCTAGGCTGTACGCCGTAATG 960

Query 961 GCGCGCGCCTCAGGTCTGGATGTGAAGGTCGTTACCGGCACAGGACTTGACGGGCGCGGA 1020

PEETEETEEr e e e e e e e et e e e e e e b e e e e e e el
Sbjct 961 GCGCGCGCCTCAGGTCTGGATGTGAAGGTCGTTACCGGCACAGGACTTGACGGGCGCGGA 1020




Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

1021

1021

1081

1081

1141

1141

GGCTCCGGGCCGCATGCCTGGAACGAAGTGAAGGTAGGCGGAGACGGCGGTACCTGGATT

PEETEETEEEEr e et et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e el
GGCTCCGGGCCGCATGCCTGGAACGAAGTGAAGGTAGGCGGAGACGGCGGTACCTGGATT

CCGCTCGATGCGACATGGGCATCCTCCGGCGATTGGTTCAACCCGGTTGATTTCGACAAG

PEETEETEErEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
CCGCTCGATGCGACATGGGCATCCTCCGGCGATTGGTTCAACCCGGTTGATTTCGACAAG

ACTCATATCCGGGCAGTACTCGAGcaccaccaccaccaccacTGA 1185

PEEVEETEErEr e e b e e e e e e e el
ACTCATATCCGGGCAGTACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA 1185

1080

1080

1140

1140

Tabela 9: Comparagéo entre a sequéncia da ORF 4765 clonada o seu seqlienciamento a fim de verificar a sequéncia
clonada no vetor de expressao pET23d+

Query: Sequence_4765 Length: 918 Subject: sequencing

Score: 1696 bits(918), Expect: 0.0,

Identities: 918/918(100%), Gaps: 0/918 (0%0), Strand: Plus/Plus

Query 1

Sbjct 1

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

Query

61

61

121

121

181

181

241

241

301

301

361

361

421

421

481

481

541

541

601

601

661

661

721

721

781

781

841

ATGGCTAGCAAGCTAAATATTTCCCACGTTACGCAATACGATTACGAGGAGTCGGCGACG

PEEETEEEET et e e e e e e e e e e e e e e
ATGGCTAGCAAGCTAAATATTTCCCACGTTACGCAATACGATTACGAGGAGTCGGCGACG

GACAGTGTCAATGAGATCCGGCTTACGCCAAGCACAAATGAACGTCAGTCCTGCTATCAG

PEETEETEET e e e et et e r e e e e e e e e e e e e el
GACAGTGTCAATGAGATCCGGCTTACGCCAAGCACAAATGAACGTCAGTCCTGCTATCAG

CAGGCTATCTTCATAGAGCCGAATGCCTCGCTCTTCAGCTATGAGGATTTCTTCGGCAAC

PEEEEEEEET e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e
CAGGCTATCTTCATAGAGCCGAATGCCTCGCTCTTCAGCTATGAGGATTTCTTCGGCAAC

CGGGTGCATTCCTTCTCGGTGAACCCGTCGCATAAGCGCTTGACGATCCGAACGCAGATG

PEETEETEEr e e e e e et e et e e e e e e e e e e e e e el
CGGGTGCATTCCTTCTCGGTGAACCCGTCGCATAAGCGCTTGACGATCCGAACGCAGATG

ACGGTTGTAACAAGGCATGCGCCTAGTCCGGAGGAGCAGGCTGCTCTATTGAACGGCAAG

FEEERTEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
ACGGTTGTAACAAGGCATGCGCCTAGTCCGGAGGAGCAGGCTGCTCTATTGAACGGCAAG

CTTGCAAGGGAGGCGTGGACATGGCTGGAGACGGAAGAAGCGGCTAACCGTTTCGCAGAG

PEEPEETEET e e e et b e e e e e e e e e e e e r e e e e e el
CTTGCAAGGGAGGCGTGGACATGGCTGGAGACGGAAGAAGCGGCTAACCGTTTCGCAGAG

TTTCTGCTGCCGACCAGTTATGCGGATGTAACGGCTGATGTAGAGCGTTATGCGGAGAGC

PEETEETEET e e e et et et e e e b e e e e e e e e e el
TTTCTGCTGCCGACCAGTTATGCGGATGTAACGGCTGATGTAGAGCGTTATGCGGAGAGC

GTTGACGCGAGGGAAGGCGAAGGGATAAGCGTATTGAGCTGGCTCATTTCCTTGTCTAGC

FEEERTEEEr e e e e e e e e e e e e e e e v e e e e e e e e
GTTGACGCGAGGGAAGGCGAAGGGATAAGCGTATTGAGCTGGCTCATTTCCT TGTCTAGC

AAGATCAGAACCGAATTTATTTATGATCCGGAAGCTACGACGGTTACAACGAAAGCCAGC

PEEPEETEET e e e et e et e e r e e e e e e e e e e e e e el
AAGATCAGAACCGAATTTATTTATGATCCGGAAGCTACGACGGTTACAACGAAAGCCAGC

GATCTGATCGAGCGCAAACGCGGAGTATGCCAGGATTTCGCCCATCTCATGATTGCCTGC

PEEERTEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GATCTGATCGAGCGCAAACGCGGAGTATGCCAGGATTTCGCCCATCTCATGATTGCCTGC

TGCCGGTTTCATCAGATTCCTGCCCGTTACGTAAGCGGCTATCATTTTGTAGGGGATCTT

PEETEETEEr e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e el
TGCCGGTTTCATCAGATTCCTGCCCGTTACGTAAGCGGCTATCATTTTGTAGGGGATCTT

CAGGGCGGCAGCGCCGATTTCGAGCAGGCCTCTCATGCGTGGGTGGAGGCTTATGTGCCT

PEETEETEErEr e et et e e e et e e e e e e b e e e e e e el
CAGGGCGGCAGCGCCGATTTCGAGCAGGCCTCTCATGCGTGGGTGGAGGCTTATGTGCCT

CAGCTTGGTTGGTGCAGCTTTGATCCGACGAATGAAGCGCCGGTTGGCGAACGGTATGTC

PEEEEETEEr et e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e el
CAGCTTGGTTGGTGCAGCTTTGATCCGACGAATGAAGCGCCGGTTGGCGAACGGTATGTC

AAGCTGGGGCATGGCCGTGACTACAAAGATATTGTGCCGGTAAAAGGGGTGTACCGCGGA
PEEEREEEETEEe e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AAGCTGGGGCATGGCCGTGACTACAAAGATATTGTGCCGGTAAAAGGGGTGTACCGCGGA

AGCGGACTGCAACAGCTGAAGGTAACGGTAGATGTGCGTAAAATCGAGGATCTCGAG ac
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Sbjct 841
Query 901
Sbjct 901

AGCGGACTGCAACAGCTGAAGGTAACGGTAGATGTGCGTAAAATCGAGGATCTCGAGCAC 900

caccaccaccaccacTGA 918

FELRETEEEErrrrrnnd
CACCACCACCACCACTGA 918

Tabela 10: Comparacao entre a sequéncia da ORF 5011 clonada o seu sequienciamento a fim de verificar a sequéncia
clonada no vetor de expressdo pET23d+

Query: Sequence_5011 Length: 1173 Subject: sequencing

Score: 2167 bits (1173), Expect: 0.0,

Identities: 1173/1173(100%), Gaps: 0/1173 (0%0), Strand:

Plus/Plus
Query 1 ATGGCTAGCCGAAAAACAGGTTGGAAAATAGCGACAGTAGCGGCCTTGCTTGCCGTTGCC 60
(RN RN RN RN NN RN RN AR R AR RN R RN RRRRREE AT
Sbjct 1 ATGGCTAGCCGAAAAACAGGTTGGAAAATAGCGACAGTAGCGGCCTTGCTTGCCGTTGCC 60
Query 61 ATTGGTTTAAATATGAAATCCGATCTGTTCTCTGTTTTTGCGTCTGCGTCAAGCGGCGGA 120
RN RN RN AR RN RN RN AR R NN RRRRRRRRRRRRRERERY
Sbjct 61 ATTGGTTTAAATATGAAATCCGATCTGTTCTCTGTTTTTGCGTCTGCGTCAAGCGGCGGA 120
Query 121 GGCGGTACGATCGATCAGCTTGAGGATGAGCTGGCATCGCAATTTCAAAGCAGATCCGAG 180
RN RN RN AR R R RN RN N RRRRRRRRRRRRRRRRAEN
Sbjct 121 GGCGGTACGATCGATCAGCTTGAGGATGAGCTGGCATCGCAATTTCAAAGCAGATCCGAG 180
Query 181 CATTTTACGCTTCAATATAAAGGAGACAAGCACAAGCTTTCCGACGGCTTGCAAAATACG 240
RN RN RN RN RN RN R AR RN RN RRRRRRRRRRRRREREAANN
Sbjct 181 CATTTTACGCTTCAATATAAAGGAGACAAGCACAAGCTTTCCGACGGCTTGCAAAATACG 240
Query 241 ATTAATCTGGCGCTTGCGCAGGATGATTACACCGCGTATATCCTTGACTCCTATCTTTAT 300
RN RN RN RN RN RN RN NRRRRRRRRRRRRRRRRAEN
Sbjct 241 ATTAATCTGGCGCTTGCGCAGGATGATTACACCGCGTATATCCTTGACTCCTATCTTTAT 300
Query 301 ACAATCCGCAGCTGGGGTAATCTGTCCACCATAAAGCTGGAGGCCAGATACCGCGAAACG 360
NN RN RN RN RN RN RN NRRRRRRRARRRERERARY
Sbjct 301 ACAATCCGCAGCTGGGGTAATCTGTCCACCATAAAGCTGGAGGCCAGATACCGCGAAACG 360
Query 361 ACGGACCAGACCGCTGCCGTTGATGCAATGGTGAGCAAAGCGATCAAGCAGATTATTACC 420
RN RN R RN RN R RN RRRRNRRRRRERRRRAAAE
Sbjct 361 ACGGACCAGACCGCTGCCGTTGATGCAATGGTGAGCAAAGCGATCAAGCAGATTATTACC 420
Query 421 CCGCAGATGAATGAGCATGAGAAGGTGAAGGCGATCCACGACTGGATTGTTAATAGACTT 480
NN RN RN RN RN RN RN R RN RN RRRRRRRRRRRRRERRAAEN
Sbjct 421 CCGCAGATGAATGAGCATGAGAAGGTGAAGGCGATCCACGACTGGATTGTTAATAGACTT 480
Query 481 CAGTATGACGAGACCCTAAAGCATTACACCGCTTACGATGCTCTCACAACGGGAACCGCT 540
RN R RN RN RN RN RN RN RN RN RRRRRERRRRRRREREAAEN
Sbjct 481 CAGTATGACGAGACCCTAAAGCATTACACCGCTTACGATGCTCTCACAACGGGAACCGCT 540
Query 541 GTATGTCAAGGTTATTCGCTACTTGCTTATAAAATGCTAAAAGCTGTCGGAATTCCTGTT 600
NN R RN AR N RN RN RN RN RRRRRRRRRRRRRERRAAEE
Sbjct 541 GTATGTCAAGGTTATTCGCTACTTGCTTATAAAATGCTAAAAGCTGTCGGAATTCCTGTT 600
Query 601 CTTATTGCCGAGGGCAAAGTTAAGACCGGCGACCATGCCTGGAATATGGTGCAGCTCGGC 660
NN R RN AR N RN RN RN RN RRRRRRRRRRRRRERRAAEE
Sbjct 601 CTTATTGCCGAGGGCAAAGTTAAGACCGGCGACCATGCCTGGAATATGGTGCAGCTCGGC 660
Query 661 GGCAATTGGTATCATCTCGATATGACCTGGGATGATCCCGTTGTGAAGCAAGCCGGCACG 720
RN RN AR R RN AR RN RN RN RRRRRRRRRRRRREREAAEN
Sbjct 661 GGCAATTGGTATCATCTCGATATGACCTGGGATGATCCCGTTGTGAAGCAAGCCGGCACG 720
Query 721 CAGCAGACCGAGTCCCGTCTCAGCTATAATTATTATTTGAAGACGGATGACGAGATGCGC 780
AR RN RN AR RN RN RN RN RN N RRRRRRRRRRRRRRERAEN
Sbjct 721 CAGCAGACCGAGTCCCGTCTCAGCTATAATTATTATTTGAAGACGGATGACGAGATGCGC 780
Query 781 GTCGATCATCAATGGATCAAAACCTATCCAACGGCGAACCATTCCTACGGCAGCGAGCTC 840
AR RN R RN RN AR RN R RN RN RN N RRRRRRRRERRERREREEN
Sbjct 781 GTCGATCATCAATGGATCAAAACCTATCCAACGGCGAACCATTCCTACGGCAGCGAGCTC 840
Query 841 AGCAAGCTGAAGAGCACGGACAGCGGGAAGGCGGATGTTTACGCTAAGCTCATCACCGAT 900
AR R RN AR R RN RN RN RN RRRRRRRARREERARARY
Sbjct 841 AGCAAGCTGAAGAGCACGGACAGCGGGAAGGCGGATGTTTACGCTAAGCTCATCACCGAT 900
Query 901 CTTGGCCTGCATTGGACGGAGCCGGAAAATACGGTAGCAAGCCTGGTAGAGCTGGAGCAG 960

74



Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

Query

901

961

961

1021

1021

1081

1081

PEEVEETEET et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
CTTGGCCTGCATTGGACGGAGCCGGAAAATACGGTAGCAAGCCTGGTAGAGCTGGAGCAG

GAGATCCGCGAGGCTGTAATGGAGCAGCAGACGGGCATGAAGTTCCGTTATCTGCAAGGT

PECEREEEEEr e e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e rer el
GAGATCCGCGAGGCTGTAATGGAGCAGCAGACGGGCATGAAGTTCCGTTATCTGCAAGGT

TCGCAGCTTGCGACCGATCTGCCGACGGCCTTTAAGGTAGCGCATGTATCCGTTCGCTAT

RN NN NN N R A RN RN RN AR RN
TCGCAGCTTGCGACCGATCTGCCGACGGCCTTTAAGGTAGCGCATGTATCCGTTCGCTAT

TCGGCTCGTTACGAGCCATACGGCAATGACGGTTCGATGCTTGTGCAGGTTCAGCTGGAT

PEETEETEErEr e et et e e e e et e e e e e e e b e b e e e el
TCGGCTCGTTACGAGCCATACGGCAATGACGGTTCGATGCTTGTGCAGGTTCAGCTGGAT

1141 TATCAACTCGAGcaccaccaccaccaccacTGA 1173

Sbjct 1141 TATCAACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA 1173

960

1020

1020

1080

1080

1140

1140
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