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RESUMO 

A complexa rede de interações que permeia os processos de regulação da 

expressão gênica vem sendo, há muito tempo, alvo de pesquisas, uma vez que o 

alcance da compreensão plena acerca desses fenômenos pode levar ao 

desenvolvimento de circuitos genéticos sintéticos com diversas finalidades, desde 

aplicações em diagnósticos até o aprimoramento de sistemas de armazenamento de 

dados não-dependentes de silício. Tais circuitos podem ser desenvolvidos e 

regulados a partir do conceito de portas lógicas, onde moléculas diversas, como 

açúcares, são utilizadas como inputs, desencadeando a expressão de genes e 

iniciando a interação entre os módulos genéticos. Baseando-se na versatilidade de 

uso desses circuitos, o presente projeto desenvolveu um circuito genético para 

controle temporal autônomo da expressão gênica em Escherichia coli, através do 

controle transcricional dos RNAs broccoli e corn pelo sistema CRIPSRa e CRISPRi 

Foram realizadas simulações do circuito no software iBioSim 3.0 e os resultados 

mostram que o sistema tem potencial de funcionar. Ainda, foram construídas três 

linhagens contendo o sistema de controle transcricional dos RNAs. Os cultivos in 

vivo mostraram que não há interferência na emissão do sinal entre os fluoróforos, 

porém a baixa emissão de fluorescência e o crescimento lento das linhagens mostra 

que os parâmetros de cultivo e o circuito genético precisam de ajustes. 

 

Palavras-chave: CRISPR-Cas; expressão gênica; RNA fluorescente; 

circuito genético; controle transcricional. 



 

 

ABSTRACT 

The complex network of interactions that permeates the processes of gene 

expression regulation has been the subject of research for a long time, since 

reaching a full understanding of these phenomena can lead to the development of 

synthetic genetic circuits with different purposes, from applications in diagnostics to 

the improvement of non-silicon-dependent data storage systems. Such circuits can 

be developed and regulated based on the concept of logic gates, where different 

molecules, such as sugars, are used as inputs, triggering the expression of genes 

and initiating the interaction between the genetic modules. Based on the versatility of 

use of these circuits the present project developed a genetic circuit for autonomous 

temporal control of gene expression in Escherichia coli through transcriptional control 

of broccoli and corn RNAs by CRIPSRa and CRISPRi systems. Circuit simulations 

were performed in the iBioSim 3.0 software and the results show that the system has 

operating potential. Furthermore, three strains containing the RNA transcriptional 

control system were constructed. The fluorescence signal and the slow growth of the 

strains show that the cultivation parameters and the genetic circuit need to be 

adapted. 

Keywords: CRISPR-Cas; gene expression; fluorescent RNA; genetic 

circuit; transcriptional control. 
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INTRODUÇÃO 

A expressão gênica nas células é regulada de diversas formas, 

evolvendo processos de ativação e repressão, controlados por proteínas e 

RNAs reguladores. Esses processos, muitas vezes são alterados em função de 

variações no ambiente, tais como presença ou ausência de determinado 

composto químico, mudanças de temperatura e pH. A detecção do estímulo 

gera um produto, uma proteína ou um RNA, que irá regular a ativação ou 

repressão de outro gene, formando circuitos de interações complexas dentro 

da célula. 

Os circuitos sintéticos de controle da expressão gênica comumente 

usados envolvem controle de processos de ativação e repressão 

desencadeados por substâncias indutoras, tais como IPTG (isopropil β-d-1-

tiogalactopiranosideo), anidrotetraciclina (aTc), arabinose, salicilato, 

homoserina lactona, entre outros (MEYER et al., 2019). Nestes casos, o 

processo desejado só é mantido na presença do indutor, e a reversão do 

processo é possível com a exaustão ou retirada completa do composto. Ou 

seja, os processos não são autônomos, tampouco podem ser alternados de 

forma rápida e fácil. Processos autônomos já foram implementados baseados 

em sistemas de quórum sensing bacteriano (CORRÊA et al., 2020; KIM et al., 

2017). Estes, apesar de autônomos, permitem apenas uma transição de 

desligado a ligado (ou vice-versa) durante um cultivo, sendo ainda um controle 

pontual. O único circuito genético já desenvolvido que permite controle 

autônomo e facilmente reversível foi construído combinando o processo de 

quórum sensing com o processo de lise celular em cultivo com fluxo contínuo 

de meio em dispositivo de microfluídica. Neste sistema, a lise celular 

desencadeada pelo processo de quórum sensing leva a diminuição da 

população e consequentemente do indutor, fazendo com que o sistema seja 

reiniciado em ciclos (DANINO et al., 2010). Este sistema apresenta 

funcionamento autônomo, e reversível, mas permite apenas um padrão de 

respostas que alterna expressão e não-expressão do gene repórter 

(equivalente a 1 e 0 no sistema binário). Assim, um circuito gênico que opere 

de forma autônoma, rapidamente reversível e que seja capaz de alternar 
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respostas em diferentes ordens para criar diferentes mensagens, ainda não foi 

reportado na literatura. Recentes desenvolvimentos de técnicas de detecção de 

RNAs por fluorescência em tempo real e de controle da expressão gênica por 

CRISPR-Cas podem permitir o desenvolvimento deste tipo de circuito. 

Com isso, o presente trabalho desenvolveu linhagens geneticamente 

modificadas de E. coli contendo um circuito sintético de regulação da 

expressão gênica de dois RNAs fluorescentes, broccoli e corn, para aplicações 

futuras no controle temporal da expressão gênica. O desenvolvimento desse 

trabalho abre caminho para a futura criação de dispositivos biológicos com 

capacidade de armazenamento e leitura de dados em tempo real, com 

emprego de um código binário de DNA. Além disso, por conta de sua 

versatilidade e modularidade, pode ter outras aplicações como a criação de kits 

diagnósticos para detecção de doenças de forma rápida e em tempo real. 

Desenvolvimento 

Revisão da Literatura 

Aptâmeros de RNA como repórteres 

A construção de circuitos biológicos sintéticos pode auxiliar na 

compreensão de como a maquinaria celular funciona na regulação de genes. 

Algumas ferramentas já conhecidas podem ser utilizadas e combinadas para 

criar um sistema no qual a resposta gerada possa ser mensurada e controlada 

temporalmente. Como exemplo de uma resposta celular mensurável, está o da 

expressão heteróloga do gene da proteína verde fluorescente (GFP), muito 

utilizada como repórter na expressão gênica (SOUTHWARD; SURETTE, 

2002). Apesar da facilidade de expressar essa proteína fluorescente e da sua 

alta estabilidade, por demorar cerca de 30 min para maturar e por acumular-se 

na célula, a GFP não é a melhor opção para estudar alterações temporais na 

expressão gênica. Em contrapartida, os RNAs bacterianos são sintetizados e 

maturados rapidamente, e possuem, em sua maioria, um tempo de meia-vida 

de 3 a 8 min (BERNSTEIN et al., 2002). Alguns RNAs sintéticos, os aptâmeros 

de RNA, tem a capacidade de se ligar a moléculas-alvo com alta especificidade 

e afinidade, por conta das estruturas secundárias que conseguem adquirir após 

a transcrição (LAKHIN et al., 2013; STOLTENBURG et al., 2007). Assim, a 
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utilização de aptâmeros de RNA, que se ligam a fluoróforos e emitem 

fluorescência, como os RNAs broccoli e corn, mostra-se vantajosa em relação 

à GFP, uma vez que não necessita da maquinaria de tradução, são 

rapidamente reciclados pela célula e podem ser quantificados por fluorescência 

em tempo real dentro da célula (CHANDLER et al., 2018). 

 

CRISPR-Cas 

O controle da expressão gênica para a síntese de proteínas ou RNAs, 

pode ser feito através do sistema CRISPR-Cas modificado. O CRISPR-Cas 

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats associado à Cas) 

é o sistema encontrado em bactérias e arqueias que funciona como uma 

imunidade adaptativa contra vírus e plasmídeos. Nesse sistema, o DNA invasor 

é clivado e adicionado ao DNA do hospedeiro, que passa a reconhecer o 

material genético em caso de reinfecções. Assim, o CRISPS-Cas é formado 

pela endonuclease Cas9 e seu sgRNA (small guide RNA). O sgRNA, ou 

simplesmente gRNA, é formado pelo tracrRNA (trans-activating crRNA) e o 

crRNA (CRISPR RNA). Do ponto de vista da engenharia, o gRNA pode conter 

duas partes: uma parte constante, chamada de scaffold e uma parte que pode 

variar em até 20 nucleotídeos na extremidade 5’, a qual é complementar à 

sequência alvo, podendo ser reprogramada para diferentes sítios no DNA. 

Além disso, a Cas9 é uma proteína derivada de Streptococcus pyogenes (S. 

pyogenes) com atividade nucleolítica (CUI et al., 2018). Existem diversas 

variações do sistema CRISPR-Cas, sendo que em um deles, o sistema 

CRISPR-Cas tipo II, a proteína Cas9 inativa fagos que infectam S. pyogenes, 

utilizadno crRNAS como guias e introduzindo uma quebra dupla na fita de DNA 

no genoma viral (HELER et al., 2015). Para realizar a quebra, o sítio alvo no 

DNA deve conter um protoespaçador onde a sequência complementar do 

gRNA irá se ligar e uma sequência adjacente ao protoespaçador chamada 

PAM (protospacer adjacent motif), na qual a Cas9 se ligará (para Cas9-Sp, a 

PAM é 5’-NGG-3’). Além de promover a deleção de genes pela quebra dupla 

no DNA, o sistema CRISPR-Cas modificado pode ser utilizado para outras 

funções, como a repressão gênica (CRISPRi) e a ativação gênica (CRISPRa) 

(CUI et al., 2018). 
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CRISPRi 

A proteína Cas9 do sistema CRISPR-Cas tipo II abriga dois domínios 

nucleolíticos e a introdução de mutações pontuais em cada domínio D10A e 

H840A, bloqueia a atividade nucleolítica da Cas9, contudo, conserva sua 

capacidade de ligação ao alvo guiada pelo gRNA (BREZGIN et al., 2019). Essa 

capacidade de ligação pode ser usada para bloquear o progresso da RNA 

polimerase, durante a transcrição, a partir do design do gRNA, tendo como alvo 

a sequência de DNA entre as posições -10 e +1 do promotor bacteriano. Neste 

caso, o complexo dCas9-gRNA-DNA funciona como barreira física para o 

processo de transcrição (ZHAO et al., 2017; HO et al., 2020) 

 

CRISPRa 

CRISPRa é uma ferramenta utilizada na engenharia de circuitos 

genéticos, capaz de atuar no controle da ativação de genes específicos. 

Passiva de utilização tanto em Eucariotos quando em Procariotos e, similar ao 

CRISPRi, trata-se de um sistema onde a enzima Cas9 sem atividade 

nucleolítica (dCas9) é fusionada em sua porção C-terminal a uma ou mais 

proteínas ativadoras. Dessa forma, uma vez que o complexo dCas9-gRNA-

DNA é formado, a ativadora é aproximada do promotor provendo assim a 

ativação. Ao contrário de outros modos de controle da expressão gênica 

mediado por proteínas ativadoras, devido a capacidade do sistema CRISPR 

em utilizar gRNA para reconhecimento de sequências de DNA, o sistema 

CRISPRa possui como vantagem uma facilidade em reprogramar as 

sequências alvo, promovendo assim uma maior gama de genes regulados (LIU 

et al., 2019; HO et al., 2020). 

Planejamento e descrição dos processos 

Circuitos genéticos e módulos planejados 

 Os circuitos genéticos construídos neste projeto foram classificados em 

módulos, para facilitar o entendimento e a organização da construção das 

linhagens. Foram construídos dois módulos: controle e resposta (Figura 1). 
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Figura 1. Esquema ilustrativo representando os módulos de controle e resposta que compõem este projeto. No módulo controle, a produção da dCas9 de 

Streptococcus pyogenes (SpdCas9) fusionada à proteína ativadora AsiA será produzida por indução com aTc, e o gRNA (0 ou 1) produzido por indução com 

lactose. Cores iguais indicam um par gRNA e seu alvo junto ao promotor. Os gRNAs -0 e -1, ativam e desativam os RNAs brocolli e corn no módulo resposta, de 

forma que, a cada passo, um é ativado e o outro reprimido pelo mesmo gRNA (novamente as cores dos gRNAs combinam com seus alvos nos promotores).
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Módulo de controle 

 Responsável pela maquinaria de regulação do processo, sendo formado 

pela proteína de fusão dCas9-AsiA, proteína repressora TetR e por gRNAs. Este 

módulo é composto pelas seguintes unidades de transcrição: 

1. PJ23100_tetR 

2. Ptet_dCas9-AsiA 

3. PT7-lacO_gRNA-0 ou PT7-lacO_gRNA-1 

 As partes que constituem as unidades são descritas abaixo: 

PJ23100 = promotor forte da família de promotores constitutivos Anderson para E. 

coli (http://parts.igem.org/Part:BBa_J23100) 

tetR = gene que codifica a proteína repressora TetR. A repressão promovida por 

TetR pode ser revertida por tetraciclina ou anidrotetraciclina (aTc). 

Ptet = promotor regulado por TetR 

dCas9 = versão cataliticamente inativa da Cas9. 

AsiA = Audrey Steven’s inhibitor A. Proteína anti-sigma70 do bacteriófago T4, que 

funciona como ativadora da expressão gênica quando fusionada à dCas9 

(HO et  al., 2020). 

PT7-lacO = promotor da T7 RNA polimerase com sitio de regulação para proteína 

LacI (lacO). 

gRNA-0 ou gRNA-1 = RNA guia de início do sistema. 

 

Módulo de resposta 

 Responsável pela resposta do sistema. Composto pelos genes dos RNAs 

broccoli e corn. Os RNAs formam aptâmeros capazes de se ligar a fluoróforos 

específicos. Os RNAs e os fluoróforos não apresentam fluorescência quando 

isolados, apenas quando ligados. Os RNAs broccoli e corn foram escolhidos por 

emitir fluorescência em comprimentos de onda diferentes após conjugação com 

os fluoróforos (Broccoli-DFHBI: ex-472 nm e em-507nm; Corn-DFHO: ex-500 nm 

e em-550 nm), por representarem uma resposta mais rápida como repórteres, já 

que não precisam passar pelo processo de tradução, e por apresentar rápida 

degradação em bactérias (comparado a proteínas fluorescentes como repórteres). 

Este módulo é composto pelas seguintes unidades de transcrição: 

1. target-0a_PJ23117_ target-1i_broccoli 

2. target-1a_PJ23117_ target-0i_corn 
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 As partes que constituem as unidades são descritas abaixo: 

target-0a e target-1a = alvos para ativação pelo sistema CRISPRa. 

target-0i e target-1i = alvos para repressão pelo sistema CRISPRi. 

PJ23117 = promotor fraco da família de promotores constitutivos Anderson para E. 

coli (http://parts.igem.org/Part:BBa_J23100). 

broccoli = RNA broccoli. Aptâmero capaz de emitir fluorescência quando ligado ao 

fluoróforo DFHBI ((Z)-3-((1H-benzo[d]imadazol-4-yl)methyl)-5-(3,5-

difluoro-4-hydroxybenzylidene)-2-methyl-3,5-dihydro-4H-imidazol-4-

one). 

corn = RNA corn. Aptâmero capaz de emitir fluorescência quando ligado ao 

fluoróforo DFHO (3,5-difluoro-4-hydroxybenzylidene imidazolinone-2-

oxime). 

Materiais e Métodos 

A tabela 1 apresenta a identificação (ID) de algumas sequências, criadas 

para facilitar a nomenclatura durante os experimentos. 

 

Tabela 1. gBlocks utilizados nos experimentos. 

ID gBlock Tamanho (bp) 

8.1 target-0a_J23117_target-1i_broccoli 234 

8.2 target-0a_J23117_target-1i_broccoli 193 

9.1 PT7lacO_gRNA0 260 

9.2 PT7lacO_RiboJ-gRNA0 334 

10.1 PT7lacO_gRNA1 260 

10.2 PT7lacO_RiboJ-gRNA1 334 

11 target-1a_PJ23117_target-0i_corn 375 

 

Amplificação das sequências de DNA 

A amplificação das sequências foi feita utilizando PCR com a enzima 

Phusion Hifi-DNA Polimerase A reação de PCR foi realizada de acordo com o 

protocolo, para um volume final de 10 uL, cuja reação contém: tampão 5X, 10µM 

de primer forward e reverse, 10mM dNTPs, a enzima Phusion Hifi-DNA 

Polimerase, o molde de DNA (concentração variável de acordo com o tamanho de 
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cada sequência; 0.1-1 ng para DNA plasmidial e 5-50 ng para DNA genômico) e 

água MiliQ. A reação foi submetida ao termociclador com temperatura de 

desnaturação de 98°C, temperatura de anelamento de acordo com a Tm de cada 

primer e extensão a 72°C. 

Digestão e ligação 

Os plasmídeos foram construídos de acordo com o protocolo das enzimas 

de restrição EcoRI, XbaI, SpeI e PstI, que consiste em montar uma reação 

contendo o tampão 10X da enzima, água MiliQ e o plasmídeo/inserto (0,5-1 

ug/uL), sendo que cada sequência contém o sítio de restrição da enzima utilizada.  

As reações de digestão foram conduzidas em temperatua de 37°C de acordo com 

o tempo de incubação máximo de cada enzima. Nas reações contendo o vetor foi 

adicionada a fosfatase FastAP, para remover grupos fosfatos das extremidades 

do plasmídeo e prevenir a recircularização durante a liação. 

Após a reação de digestão, a ligação foi feita utilizando a enzima T4 DNA 

ligase. De acordo com o protocolo, a reação consiste na enzima, no tampão 10X, 

água MiliQ e as sequências digeridas e purificadas, sendo que as massas de 

inserto e vetor em cada reação foram calculadas pelo software Ligation 

Calculator, pois para cada reação há um volume específico de vetor:inserto. Os 

controles negativos continham apenas o vetor, sendo que o volume de inserto foi 

preenchido com água MiliQ. A reação de ligação foi incubada overnight a 16 °C e 

a enzima foi inativada com 10 minutos a 65°C. 

A Tabela abaixo lista todas as reações de digestão utilizadas no trabalho 

Tabela 2. Reações de digestão e respectivas enzimas.  

Reação Parte de DNA Enzimas* Sequências finais 

1 

pSB1A3 E + P + F 

pSB1A3_SpdCas9_tetR SpdCas9 X + P 

tetR  E + S  

2 

pSB1K3 X + P + F 
pSB1K3_PT7lacO_gRNA0 
pSB1K3_PT7lacO_gRNA1 

PT7lacO_gRNA0  X + P 

PT7lacO_gRNA1 X + P 

3 

pSB1K3 X + P + F pSB1K3_PT7lacO_RiboJ-
gRNA0 

pSB1K3_PT7lacO_RiboJ-
gRNA1 

PT7lacO_RiboJ-gRNA0 X + P 

PT7lacO_RiboJ-gRNA1 X + P 

4 
pSB1K3_PT7lacO_gRNA0 E + X + F pSB1K3_target-corn_gRNA0 

pSB1K3_target-corn_gRNA1 pSB1K3_PT7lacO_gRNA1 E + X + F 
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pSB1K3_PT7lacO_RiboJ-gRNA0 E + X + F pSB1K3_target-corn_RiboJ-
gRNA0 

 pSB1K3_target-corn_RiboJ-
gRNA1 

pSB1K3_PT7lacO_RiboJ-gRNA1 E + X + F 

target-1a_PJ23117_target-0i_corn  E + S  

5 

pSB1K3_target-corn_gRNA0 E + P + F 
pSB1K3_target-broccoli_target-

corn_gRNA0 
pSB1K3_target-broccoli_target-

corn_gRNA1 
pSB1K3_target-broccoli_target-

corn_RiboJ-gRNA0 
 pSB1K3_target-broccoli_target-

corn_RiboJ-gRNA1 

pSB1K3_target-corn_gRNA1 E + P + F 

pSB1K3_target-corn_RiboJ-gRNA0 E + P + F 

pSB1K3_target-corn_RiboJ-gRNA1 E + P + F 

target-0a_J23117_target-1i_broccoli  E + S  

6 
pSB1A3_SpdCas9_tetR S + P + F 

pSB1A3_SpdCas9_tetR_asia 
asia X + P 

*E – EcoRI; X – XbaI; S – SpeI; P – PstI; F – FasAP 

Transformação 

A reação de transformação foi feita utilizando choque térmico. Assim, 10µL 

de reação de ligação e 50µL de células de E. coli quimicamente competentes 

foram incubados em gelo por 30 minutos. Após isso, incubados em 42°C por 30 

segundos e em gelo novamente por 2 minutos. Após o choque térmico, foi 

adicionado 250µL de meio SOC e incubado por 1h30 minutos, a 37°C, 220 rpm. 

Após incubação, 100µL foram plaqueados em placa de Petri com meio LB 

contendo o antibiótico específico para cada vetor (concentrações para E. coli: 

Cloranfenicol - 25µg/mL; Ampicilina - 100µg/mL; Canamicina - 50 µg/mL).  

Cultivos 

Foram realizados cultivos inicias apenas para testar a resposta do sistema, 

a velocidade de crescimento das linhagens e a quantidade de fluorescência 

emitida por cada fluoróforo. Assim, os cultivos de 0 a 3 descritos abaixo 

funcionaram como um ajuste de parâmetros para os próximos. 

Cultivo 0: teste de crescimento e fluorescência – indução OD 0,1 

Para realização do primeiro cultivo, foi preparado inóculo da linhagem 

contendo a sequência 9.2 (transcreve broccoli) e 10.2 (transcreve corn), incubado 

por 16h, 37°C. Após cultivo overnight, a densidade óptica (OD) do pré-inóculo foi 

medida em comprimento de onda 600 nm. Assim, o volume de pré-inóculo 

necessário para uma OD inicial de 0,1 foi calculado e inoculado em Erlenmeyer 

de 200 mL, para um volume final de 25 mL de meio mínimo. Foi realizado um 

cultivo com indução e outro sem. A indução com IPTG 1 mM e aTc 200 mg/mL foi 
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realizada desde o início do cultivo. Foram retiradas alíquotas de 2 mL dos tempos 

0h, 3h e 6h. Em cada alíquota, foi adicionado DMSO (controle negativo, 10 mM), 

DFHBI (concentração 10 mM) e DFHO (concentração 10 mM). A fluorescência foi 

medida em leitora de placas, em triplicata para cada fluoróforo, utilizando os 

comprimentos de emissão e excitação de cada fluoróforo (470em e 505ex – 

DFHBI; 505em e 545ex – DHFO). 

Cultivo 1: teste de crescimento e fluorescência – indução OD 0,05 

O pré-inóculo do Cultivo 1 foi realizado nas mesmas condições do Cultivo 

0. O volume de pré-inóculo foi calculado para uma OD inicial de 0,05. Foram 

retiradas seis alíquotas de 1 mL, centrifugadas por 2 min a 13000 rpm, para que o 

meio não interferisse na fluorescência. O pellet foi ressuspendido em salina. Em 

cada alíquota dos cultivos com e sem indução, foi adicionado DMSO, DFHO e 

DFHBI, separadamente, nas mesmas concentrações do Cultivo 0. A leitura foi 

realizada nas mesmas condições do Cultivo 0. 

Cultivo 2: teste de volumes de leitura – indução OD 0,05 

O Cultivo 2 foi realizado nas mesmas condições do Cultivo 1, porém 

apenas com as linhagens 9.2 e 10.2. A diferença dos outros testes foi nos pontos 

retirados em 0h, 2h e 4h e na leitura de fluorescência, onde foram utilizados dois 

volumes distintos, de 100 µL e 200 µL para verificar se ocorria alguma mudança 

na leitura. 

Cultivo 3: teste de ligação cruzada  

O terceiro cultivo foi realizado nas mesmas condições do Cultivo 

2, com as linhagens 9.1 e 9.2, porém com duas concentrações 

diferentes do fluoróforo DFHO (10µM e 20µM). A leitura foi realizada 

nos comprimentos de onda do fluoróforo DFHO apenas, para observar a 

possibilidade de ligação cruzada entre broccoli e fluoróforo, caso o 

broccoli estivesse sendo produzido 

 

Simulações com o software iBioSim 3.0 

O software iBioSim 3.0 foi utilizado para construir o modelo do circuito 

biológico descrito no projeto. Este software permite a criação de circuitos gênicos 

conectados entre si e a visualização dos resultados das simulações através de 

gráficos de produção de um produto gênico ao longo do tempo. A simulação 
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descrita a seguir corresponde ao circuito que será clonado na Linhagem 1. A 

Linhagem 2 não foi simulada por possuir as mesmas partes biológicas. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Simulações computacionais com o software iBiosim 3.0 

O modelo de produção de TetR foi construído de forma constitutiva, sob o 

controle do promotor PJ23100 (Figura 2A). O promotor possui as condições iniciais 

das variáveis do próprio software e a proteína foi considerada como um output 

constitutivo e com degradação. O resultado da simulação mostra a produção 

constitutiva de TetR ao longo do tempo (Figura 2B). O gráfico mostra a produção 

da proteína, em vermelho, mostrando aumento exponencial da concentração da 

proteína até a estabilização com a taxa de síntese se igualando a taxa de 

degradação 

 

 

Figura 2. Simulação da produção de TetR. A) Produção de TetR sob o comando 

do promotor PJ23100. B) Resultado da simulação da produção da proteína TetR.  

O modelo da produção da proteína SpdCas9, fusionada à proteína de ativação 

AsiA, foi construído sob controle do promotor induzível Ptet (Figura 3A). A 

presença constante de aTc impede a ação repressora da TetR no promotor Ptet 

devido à formação do complexo TetR_aTc. A TetR está sendo importada do 

modelo apresentado anteriormente (Figura 1A). O resultado da simulação mostra 

a produção de SpdCas9_AsiA ao mesmo tempo da formação do complexo 

TetR_aTc (Figura 3B). O gráfico mostra a produção da proteína, em amarelo, 

A 

B 
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mostrando estabilização da mesma após atingir a concentração de 25g/L. Em 

verde observa-se a formação do complexo TetR_aTc, o qual se mantém estável 

após atingir 65 g/L. 

 

 

 

Figura 3. Simulação da produção de SpdCas9_AsiA. A) Modelo de produção da 

proteína SpdCas9 fusionada com AsiA, através da ativação do promotor Ptet pela 

adição de aTc. B) Resultado da simulação da produção da proteína 

SpdCas9_AsiA.  

O modelo de produção do gRNA0 foi construído sob controle do promotor 

PT7_lacO, que é reprimido pela proteína LacI quando não há IPTG no meio. Já com 

a adição de IPTG, há formação do complexo LacI_IPTG, retirando a repressão do 

sitio operador lacO. Assim, com IPTG no meio e na ausência de glicose, a 

expressão aumenta devido a ausência de repressão e também pela ação do 

complexo cAMP_CAP, presente apenas quando a concentração de glicose é 

baixa, aumentando a força de expressão (Figura 4A). Nos quadrados verdes 

estão representados os eventos IPTG_high (adição de IPTG em 500 s), IPTG_low 

A 

B 
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(remoção de IPTG em 1500 s), high_glucose (adição de glicose em 1000 s) e 

low_glucose (remoção de glicose em 2000 s). A glicose está reprimindo a 

formação de cAMP através de um promotor indireto, como forma de representar 

simplificadamente o processo de repressão catabólica. 

 

O resultado da simulação mostra a produção de gRNA0 após a adição de 

IPTG, em 500 s. Há uma pequena queda de produção após a adição de glicose. 

Em 1500 s há uma queda completa por conta da remoção de IPTG (Figura 4B).  

 

 

Figura 4. Simulação da produção de gRNA0. A) Modelo da produção do gRNA0, 

através do promotor PT7_lacO, mediado por IPTG e glicose. B) Resultado da 

simulação da produção de gRNA0 (linha azul) com a adição e remoção de IPTG 

(linha vermelha) e glicose (linha verde).  

A 

B 
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 O modelo para produção do Broccoli e repressão do Corn mostra a 

ativação do Broccoli pelo complexo SpdCas9_AsiA_gRNA0, enquanto o Corn é 

reprimido pelo mesmo complexo (Figura 5A). A proteína SpdCas9_AsiA e o 

gRNA0 estão sendo produzidos nos modelos anteriores e importados. (Figura 3A 

e 4A).  

No resultado da simulação do modelo anterior é possível observar que o 

Corn está sendo produzido desde o começo, já o Broccoli só começa a ser 

produzido em 500 s, que é o momento exato da adição de IPTG e, assim, inicia-

se a produção do gRNA0 (Figura 4B). A produção de Corn mesmo com a 

repressão pelo complexo SpdCas9_AsiA mostra que este modelo ainda não se 

comporta como o esperado.  

 

 

Figura 5. Simulação da produção de Broccoli. A) Modelo de produção de 

Broccoli, através da ativação do promotor PJ23117 pelo complexo 

SpdCas9_AsiA_gRNA0 e consequente repressão pelo mesmo complexo para 

impedir a produção de Corn. B) Resultado da simulação da produção de RNA 

A 

B 
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fluorescente Broccoli, em vermelho, e repressão do RNA fluorescente Corn, em 

azul, após a adição de IPTG. 

 Para observar melhor o efeito da adição e remoção de IPTG e também da 

adição de glicose no meio, os eventos do modelo anterior (Figura 5A) foram 

alterados, sendo que IPTG foi adicionado em 500 s e retirado em 2500 s e a 

glicose foi mantida constante a partir de 1000 s (Figura 6). O resultado gerado 

pela simulação, com as devidas alterações, mostrou uma leve queda na produção 

de gRNA0 após a adição de glicose e queda total após remoção de IPTG.  

 

Figura 6. Resultado gerado pela simulação para produção de gRNA0 (linha azul), 

com adição de IPTG (linha verde) em 500 s, remoção em 2500 s e adição de 

glicose (linha vermelha) em 1000 s. 

 Para corrigir a produção de Corn no início do processo, que ocorre mesmo 

na ausência do gRNA1, foi adicionada ao modelo uma indução com o complexo 

SpdCas9_AsiA_gRNA1 (Figura 7A), porém com o evento low_gRNA1 que indica 

que não há concentração de gRNA1 desde o início.  

 

A 

B 
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Figura 7. Simulação da expressão de Broccoli e Corn no modelo ajustado. A) 

Representação do modelo alterado para produção de Broccoli e Corn, com a 

adição do gRNA1, formando o complexo com SpdCas9_AsiA. B) Resultado da 

simulação para produção de Broccoli (linha vermelha) e repressão de Corn (linha 

azul).  

 

O resultado gerado pelo modelo (Figura 7B) mostra aumento exponencial 

de Broccoli em 500 s, momento de adição de IPTG, e queda em 2500 s após 

remoção de IPTG. O RNA Corn não foi produzido desde o início. 

Construção das sequências para montagem do circuito 

As sequências de DNA descritas no projeto foram desenhadas utilizando a 

plataforma Benchling. Em todas as sequências foram adicionados sítios de 

clonagem seguindo o padrão BioBrick (sítios de restrição das enzimas EcoRI, 

XbaI, SpeI e PstI), e na sequência target-0a_PJ23117_target-1i_broccoli, do Módulo 

Resposta, o padrão Golden Gate com sítio de restrição para a enzima Bsa1. 

O gene da SpdCas9 recebeu o terminador rrnB T1 (BBa_B0010), e o gene 

da TetR um terminador bidirecional (BBa_B1006). Os genes dos RNAs Broccoli, 

Corn e dos gRNA-0 e 1 receberam o terminador T0 (BBa_K864600). 

As sequências do Módulo Controle foram construídas para clonagem no 

plasmídeo pSB1A3 (Figura 8). A sequência PJ23100_tetR foi construída no sentido 

reverso com o padrão de clonagem BioBrick. A sequência Ptet_SpdCas9 foi 

construída com sítios das enzimas SpeI e PstI para permitir a clonagem da 

proteína AsiA na extremidade C-terminal. Os plasmídeos construídos no trabalho 

estão no Apêndice 4. 

Todas as sequências anteriores foram solicitadas para síntese na empresa 

IDT (Integrated DNA Technologies) na forma de gBlocks.  
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Figura 8. Plasmídeo pSB1A3, com origem de replicação para E. coli (verde claro), 

marca de resistência para ampicilina (rosa claro; “ampR (rev)”) e as sequências 

PJ23100_tetR (verde; sentido reverso) e Ptet_SpdCas9_asia (rosa claro; “SpdCas9 

(codon opt Twist)”) com seus respectivos promotores. 

 

Clonagens e construção dos plasmídeos  

O primeiro plasmídeo construído foi do módulo controle. Para isso, foi 

realizada a amplificação da sequência Ptet_SpdCas9 (4327 pb) e PJ23100_tetR (797 

pb) através dos pares de oligonucleotídeos específicos 601/602 e 626/627 

(Apêndice 1), por reação de PCR com a enzima Time Hifi DNA Polimerase 

(Figuras 9 e 10).  
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose mostrando os produtos de reação da 

PCR para amplificação da sequência Ptet_SpdCas9, utilizando as temperaturas de 

anelamento de 65°C e 70°C (poços 2 e 3 da esquerda para a direita). O marcador 

de tamanho é exibido no primeiro poço à esquerda. 

 

 

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose mostrando os produtos de reação da 

PCR para amplificação da sequência PJ23100_tetR. 
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A ligação das sequências Ptet_SpdCas9 + PJ23100_tetR (5100 bp) no 

plasmídeo pSB1A3 (2100 bp) foi confirmada através da digestão com as enzimas 

EcoRI e PstI (Figura 11).  

 

 

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose mostrando as bandas correspondentes 

ao corte das enzimas EcoRI e PstI. 

 

Em seguida, o gene da proteína ativadora AsiA (464 bp) precisava ser 

inserido ao final da sequência da SpdCas9. Porém, foi cometido um erro no 

pedido do gBlock da AsiA, o qual possuía um nucleotídeo a mais, fazendo com 

que a fase de leitura ficasse incorreta e formasse um stop códon prematuro. 

Assim, foi solicitado o oligonucleotídeo 635 (Apêndice 1) para correção da 

sequência através de PCR. A PCR foi realizada utilizando-se 2 ng de molde, a fim 

de maximizar a proporção produto PCR/ molde, já que não seria possível separa 

o molde do produto após a reação.  A reação de PCR para correção foi bem-

sucedida (Figura 12).   
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Figura 12. Eletroforese em gel de agarose da PCR de correção do gBlock AsiA. 

 

A ligação do gene asiA com o vetor pSB1A3_tetR_SpdCas9 foi feita nas 

proporções de 1:3, 1:10 e 1:50 (vetor:inserto). Após clonagem e miniprep, foi 

realizada PCR com os oligos 635 e 124 (Apêndice 1), e posterior verificação dos 

produtos por eletroforese. Apenas uma colônia apresentou banda próxima do 

tamanho esperado como positivo (Figura 13). 

 

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose para confirmação da amplificação da 

sequência do gene asiA no plasmídeo pSB1A3_tetR_SpdCas9_asia. As colunas 

2 e 3 (da esquerda para a direita) mostram os produtos de duas reações idênticas 

desenvolvidas com temperaturas de anelamento distintas (60 e 65ºC). 

464 bp 
500 bp 
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 Em seguida, foi realizada a construção do módulo resposta. Assim, foram 

realizadas as clonagens das partes 9.1 PT7-lacO_gRNA-0 (248 bp), 9.2 PT7-

lacO_RiboJ_gRNA-0 (334 bp), 10.1 PT7-lacO_gRNA-1 (248 bp) e 10.2 PT7-

lacO_RiboJ_gRNA-1 (334 bp) no plasmídeo pSB1K3. A confirmação dos clones 

positivos foi feita através de digestão com as enzimas EcoRI e PstI e visualização 

dos produtos após eletroforese (Figura 14). Todas as bandas que aparecem na 

figura, exceto a identificada como “5”, corresponderam ao tamanho esperado, 

portanto são positivas. 

 

 

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose para confirmação da clonagem das 

sequências PT7-lacO_gRNA-0 (9.1), PT7-lacO_RiboJ_gRNA-0 (9.2), PT7-lacO_gRNA-

1(10.1) e PT7-lacO_RiboJ_gRNA-1. A primeira coluna corresponde ao ladder e as 

quatro colunas seguintes correspondem aos controles negativos (plasmídeos não 

digeridos). 

 

Continuando as construções, os plasmídeos obtidos nas clonagens 

anteriores com as partes 9.1 e 9.2 foram usados para inserção da parte 11 a fim 

de construir as partes target-1a_PJ23117_target-0i_corn_PT7-lacO_gRNA-0 (572 bp) e 

target-1a_PJ23117_target-0i_corn_PT7-lacO_RiboJ_gRNA-0 (658 bp). A confirmação 

dos plasmídeos positivos foi realizada através de digestão com as enzimas EcoRI 

e PstI e visualização dos produtos após eletroforese (Figura 15). As duas bandas 

com tamanhos destacados na Figura 14 foram positivas. 
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Figura 15. Eletroforese em gel de agarose para confirmação da clonagem das 

sequências target-1a_PJ23117_target-0i_corn_PT7-lacO_gRNA-0 (9.1 + 11), target-

1a_PJ23117_target-0i_corn_PT7-lacO_RiboJ_gRNA-0 (9.2 + 11). A primeira coluna 

corresponde ao ladder e as quatro colunas seguintes correspondem aos controles 

negativos (plasmídeos não digeridos). 

 

Os plasmídeos obtidos na clonagem das partes 10.1 e 10.2 foram usados 

para inserção da parte 11, para gerar as sequências target-1a_PJ23117_target-

0i_corn_PT7-lacO_gRNA-1 (578 bp), target-1a_PJ23117_target-0i_corn_PT7-

lacO_RiboJ_gRNA-0 (652 bp).   A confirmação dos plasmídeos positivos foi 

realizada através da digestão com as enzimas EcoRI e PstI e visualização dos 

produtos após eletroforese (Figura 16). As bandas com tamanhos identificados 

são as positivas. 
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Figura 16. Eletroforese em gel de agarose para confirmação da clonagem das 

sequências target-1a_PJ23117_target-0i_corn_PT7-lacO_gRNA-1 (10.1 + 11), target-

1a_PJ23117_target-0i_corn_PT7-lacO_RiboJ_gRNA-1 (10.2 + 11). A primeira coluna 

corresponde ao ladder e as seis colunas seguintes correspondem aos controles 

negativos (plasmídeos não digeridos). 

 

Os plasmídeos 9.1 e 9.2 também foram usados para inserir a parte 8, 

gerando as sequências target-0a_PJ23117_target-1i_broccoli_target-

1a_PJ23117_target-0i_corn_PT7-lacO_gRNA-0 (877 bp), target-0a_PJ23117_target-

1i_broccoli_target-1a_PJ23117_target-0i_corn_PT7-lacO_RiboJ_gRNA-0 (951 bp). A 

confirmação dos plasmídeos positivos foi realizada através da digestão com as 

enzimas EcoRI e PstI e visualização dos produtos após eletroforese (Figura 17 e 

18). As bandas logo acima da linha vermelha, identificada como 877pb e 951pb, 

identificam as amostras positivas. 
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Figura 17. Eletroforese em gel de agarose para confirmação da clonagem da 

sequência target-0a_PJ23117_target-1i_broccoli_target-1a_PJ23117_target-

0i_corn_PT7-lacO_gRNA-0 (9.1 + 8, 877 bp). A primeira coluna corresponde ao 

controle negativo (plasmídeo não digerido). 

 

 
Figura 18. Eletroforese em gel de agarose para confirmação da clonagem da 

sequência target-0a_PJ23117_target-1i_broccoli_target-1a_PJ23117_target-

0i_corn_PT7-lacO_RiboJ_gRNA-0 (9.2 + 8, 951 bp). A segunda coluna, da esquerda 

para a direita, corresponde ao controle negativo (plasmídeo não digerido). 
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 Por fim, o plasmídeo 10.2 foi usado para a inserção da parte 8, para gerar 

a sequência target-1a_PJ23117_target-0i_broccoli_target-0a_PJ23117_target-

1i_corn_PT7-lacO_RiboJ_gRNA-1 (951 bp).  A confirmação dos plasmídeos 

positivos foi realizada através da digestão com as enzimas EcoRI e PstI e 

visualização dos produtos após eletroforese (Figura 19). As bandas localizadas 

logo acima da linha vermelha (951 pb) são indicativas das amostras positivas. 

 

 

Figura 19. Eletroforese em gel de agarose para confirmação da clonagem da 

sequência target-0a_PJ23117_target-1i_broccoli_target-1a_PJ23117_target-

0i_corn_PT7-lacO_RiboJ_gRNA-1 (10.2 + 8, 951 bp). A segunda e terceira coluna, 

da esquerda para a direita, correspondem ao controle negativo (plasmídeos não 

digeridos). 

 Como apresentado acima, todas as sequências clonadas foram 

confirmadas por digestão e visualização dos produtos após eletroforese em gel de 

agarose. Além disso, as clonagens 9.1+8, 9.2+11 e 9.2+8 e 10.2+8 e 

PJ23100_tetR+Ptet_SpdCas9-AsiA foram confirmadas por sequenciamento de 

Sanger, cujos resultados são apresentados no Apêndice 2.  

Assim, os plasmídeos com as sequências completas (Apêndice 3) foram usados 

para transformar E. coli BL21, que possui o sistema de expressão com a T7 RNA 

polimerase. As transformantes foram selecionadas em meio Lúria Bertani 

contendo dois antibióticos, sendo a canamicina referente ao plasmídeo pSB1K3 e 

a ampicilina referente ao plasmídeo pSB1A3. 
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As linhagens construídas possuem, além do plasmídeo 

pSB1A3_tetR_SpdCas9_asia, o plasmídeo pSB1K3 contendo as seguintes 

sequências:  

9.1: target-0a_PJ23117_target-1i_broccoli_target-1a_PJ23117_target-

0i_corn_PT7-lacO_gRNA-0 

9.2: 0a_PJ23117_target-1i_broccoli_target-1a_PJ23117_target-0i_corn_PT7-

lacO_RiboJ_gRNA-0 

10.2: target-1a_PJ23117_target-0i_broccoli_target-0a_PJ23117_target-

1i_corn_PT7-lacO_RiboJ_gRNA-1 

 

Cultivos das linhagens de BL21 

O Cultivo 0 apresentou baixa emissão de fluorescência, sendo que as 

linhagens 9.1 e 9.2 apresentaram um máximo de aproximadamente 500 U.A. 

após 6h nos cultivos contendo os fluoróforos e a linhagem 10.2 um máximo de 

1000 U.A. após 6h para os cultivos contendo tanto os fluoróforos, como DMSO, o 

que mostra que o sinal emitido não foi confiável, pois o controle negativo 

apresentou o mesmo nível de fluorescência. Isso pode ser explicado pela 

interferência do meio LB na leitura de fluorescência.  

Assim, para o Cultivo 1, o meio foi centrifugado para impedir que 

interferisse na leitura de fluorescência. Porém, os resultados desse cultivo se 

tornaram inconclusivos, pois o nível de fluorescência diminui após 3h de cultivo. 

Também vale ressaltar que as células cresceram pouco, sendo que a densidade 

óptica máxima foi de 0,131 para os cultivos com indução. Os cultivos sem indução 

cresceram o dobro, aproximadamente 0,3 de densidade óptica, o que pode ter 

relação com o início da transcrição do complexo de ativação dCas9-Asia, pois a 

proteína dCas9 é tóxica para as células da bactéria em altas concentrações, 

provavelmente por conta de ligações não específicas no DNA (Zhang, 2018).  

A Figura 19a e 19b mostra os resultados obtidos no Cultivo 2, em que no 

comprimento de onda do RNA corn, a detecção de fluorescência foi maior para 

um volume de leitura de 200µL, mas não houve aumento de fluorescência ao 

longo das 4 horas de cultivo para ambas as linhagens, o que pode ser explicado 

pelo baixo crescimento das células, que alcançou OD máxima de 0,1. Com um 

crescimento insuficiente e fluorescência baixa, ainda não é possível confirmar a 

presença do RNA corn. Por outro lado, como as leituras realizadas com o fluorófo 
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DFHBI não apresentaram resultados significativos de fluorescência, podemos 

inferir que, apesar dos comprimentos de onda dos fluoróforos serem próximos, 

não há interferência na leitura, sendo assim, apenas DFHO foi detectado.  

Ainda, nas Figuras 19c e 19d, podemos ver que também não houve 

mudanças significativas de fluorescência ao longo do cultivo. Durante a realização 

dos cultivos, foi descoberto que as sequências contendo o módulo de ativação do 

broccoli não possuíam o espaçador entre o sítio de ligação da dCas e o promotor, 

necessário para a ativação da expressão. A ativação só ocorre com distâncias 

superiores à 50 bp entre o sitio de ligação e o promotor, sendo que a máxima 

ativação ocorre com 200 bp upstream (HO HI, et al; 2020). Assim, sem a 

presença desse espaçador, a transcrição do RNA broccoli deve ocorrer em níveis 

basais apenas, impossibilitando a leitura de fluorescência, pois não há 

concentração de RNA suficiente para complexar com o fluoróforo DFBHI. 

 

Figura 20. (a) e (c) Resultados de fluorescência para a linhagem contendo a 

sequência de ativação do RNA broccoli. (b) e (d) Resultados de fluorescência 

para a linhagem contendo a sequência de ativação para o RNA corn. 

 Como já constatado anteriormente, a leitura de fluorescência foi mínima 

também no Cultivo 3, como mostra a Figura 20b e 20d, o que indica que não há 

ligação cruzada entre o fluoróforo e o RNA. Ainda, apesar de baixa, a 

fluorescência tem um pequeno aumento do tempo de 2h para 4h em ambas as 

linhagens, mostrando que o crescimento celular pode ter sido relevante para esse 

aumento. 

 

 

 

 

 

 

a b 

c d
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Figura 21. (a) e (c) Crescimento das linhagens 9.1 e 9.2 ao longo de 4 horas de 

cultivo. (b) e (d) Resultados de fluorescência das linhagens 9.1 e 9.2 ao longe de 

4 horas de cultivo, com leitura no comprimento de onda do fluoróforo DFHO. 

CONCLUSÃO 

O armazenamento de dados em DNA já vem sendo estudado há algum 

tempo, pois os meios atuais de armazenamento não serão suficientes para suprir 

toda a demanda gerada atualmente. Assim, o armazenamento de dados em 

plasmídeos bacterianos, como proposto no presente trabalho, mostra-se 

promissor. Tavella et al (2019), por exemplo, criou uma abordagem de 

armazenamento baseada em nanoredes bacterianas, as quais permitem que o 

DNA codificado digitalmente seja armazenado em células bacterianas com 

mobilidade restrita, compondo uma arquitetura de arquivamento de dados em 

clusters e, posterior ao armazenamento, haja a recuperação dos mesmos dados 

em bactérias móveis, sempre que a leitura for necessária. Neste trabalho, as 

redes bacterianas conseguiram recuperar a mensagem “Hello World”. Após isso, 

Tavella et al (2022) analisou o mesmo sistema de armazenamento de dados para 

encontrar possíveis ameaças que o sistema poderia sofrer, propondo técnicas de 

detecção através de machine learning para identificar quais ameaças ao sistema 

poderiam ocorrer, pois uma vez que as bactérias vivem em um ambiente com 

constantes mudanças, outros organismos podem impedir que a mensagem seja 

a b 

c

 

d

 



41 
 

 
 

enviada. Por isso, o monitoramento dessas relações intra- e interespécies precisa 

ser monitorado a fim de garantir a confiabilidade das conexões estabelecidas para 

gerar a mensagem.  

No presente trabalho, as simulações realizadas mostraram que o sistema 

tem potencial para funcionar corretamente após indução por IPTG, produzindo o 

RNA Broccoli após formação do complexo SpdCas9_Asia_gRNA0. Mas a 

repressão catabólica por glicose precisará ser avaliada experimentalmente. Foi 

criada uma linhagem em E. coli BL21 contendo o plasmídeo pSB1A3 com o 

Módulo Controle. Além disso, foram criadas três outras linhagens em BL21 

contendo o plasmídeo pSB1K3 com as sequências dos guias e dos RNAs 

fluorescentes, sendo que a primeira linhagem possui a sequência target-

0a_PJ23117_target-1i_broccoli_target-1a_PJ23117_target-0i_corn_PT7-lacO_gRNA-0, a 

segunda target-0a_PJ23117_target-1i_broccoli_target-1a_PJ23117_target-

0i_corn_PT7-lacO_RiboJ_gRNA-0 e a terceira target-1a_PJ23117_target-

0i_broccoli_target-0a_PJ23117_target-1i_corn_PT7-lacO_RiboJ_gRNA-1, que formam 

os Módulos de Resposta. Contudo, as linhagens contendo o gene que expressa o 

RNA broccoli não possuem o espaçamento necessário para a ativação do 

promotor, impossibilitando a ativação da expressão gênica. Assim, apenas as 

linhagens 10.1 e 10.2 têm potencial de funcionarem. Por outro lado, não houve 

emissão de fluorescência do fluoróforo DFHO no comprimento de onda do 

broccoli, o que mostra que não há interferência na leitura.  

Ademais, o armazenamento de dados em DNA mostra-se muito promissor, 

uma vez que sua incrível capacidade de armazenamento poderia suprir toda a 

demanda atual de dados gerados pela humanidade sem necessitar de muito 

espaço físico. Porém, investimentos nessa área para alcançar novas tecnologias 

e dispositivos biológicos robustos, com capacidade de leitura e armazenamento 

de dados de forma rápida e confiável, ainda são necessários.  
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APÊNDICE  

APÊNDICE 1  

 Oligonucleotídeos utilizados na construção das sequências 

PtetR/tetA_SpdCas9, PJ23100_tetR, PT7-lacO_corn e PT7-lacO_broccoli. Os 

promotores, terminadores e sítios de restrição foram adicionados nas overhangs. 

 

ID Descrição Sequência 

123 BBprefix_fw ATGAGAATTCGCGGCCGCTTCTAG 

124 BBsuffix_rv CGGACTGCAGCGGCCGCTACTAG 

601 
PtetR/tetA_SpdCas9(

BBp)_fw 

TACGGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGGT

TGACACTCTATCGTTGATAGAGTTATTTT

ACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAG

AACTCAAAAGATCTAAAGAGGAGAAAGG

ATCTATGGATAAAAAGTATAGTATTGGCC

TTGCAATTGGTAC 

602 
PtetR/tetA_SpdCas9(

PstI)_rv 

AAACCTGCAGGAGAGCGTTCACCGACAA

ACAACAGATAAAACGAAAGGCCCAGTCT
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TTCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATG

CCTGGAGATCCTCGAGCTTATTAACTAG

TATCGCCGCCCAGCTGAGACAG 

627 PJ23100_tetR_fw 

GATTTCTGCAGAGCGGCCGACTAGTTTG

ACGGCTAGCTCAGTCCTAGGTACAGTGC

TAGCAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAG

GAGATAAAATGTCCAGATTAGATAAAAGT

AAAGTGATTAACAGCGC 

628 PJ23100_tetR_rv 

ATAACGAATTCAGCGGCCGCTCTAGAAA

AAAAAACCCCGCCCTGTCAGGGGCGGG

GTTTTTTTTTTTGATGCCTGGAGTGCCTG

GTTATTAGGACCCACTTTCACATTTAAGT

TGTTTTTCTAATCCG 

629 PT7-lacO_corn_fw 

AGATCAGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAG

GAATTTAATACGACTCACTATAGGGGAA

TTGTGAGCGGATAACAATTCCCCGGCGC

GAGGAAGGAGGTCTGAGGAGGTCACTG

CGCC 

630 PT7-lacO_corn_rv 

TCGGACTGCAGCGGCCGCTACTAGTAT

GGACTCACAAAGAAAAAACGCCCGGTGT

GCAAGACCGAGCGTTCTGAACAACTCG

GCGCAGTGACCTCCTCAGACCTCCTTCC

TCGCGCC 

631 
PT7-

lacO_broccoli(1)_fw 

AGATCAGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAG

GAATTTAATACGACTCACTATAGGGGAA

TTGTGAGCGGATAACAATTCCCCGGACC

CACATACTCTGATGATCCGAGACGGTCG

GGTCCAGATATTCGTATCTGTCGAGTAG

AGTGTGGGCTCGGATCATTCATGGCAAG

AGAC 

632 
PT7-

lacO_broccoli(1)_rv 

CCACACTCTACTCGACAGATACGAATAT

CTGGACCCGACCGTCTCGGATCATCAGA

GTATGTGGGTCCGGGGAATTGTTATCCG

CTCACAATTCCCCTATAGTGAGTCGTATT
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AAATTCCTCTAGAAGCGGCCGCGAATTC

TGATCT 

633 
PT7-

lacO_broccoli(2)_fw 

GGTCGGGTCCAGATATTCGTATCTGTCG

AGTAGAGTGTGGGCTCTTGCCATGTGTA

TGTGGGGAGTTGTTCAGAACGCTCGGTC

TTGCACACCGGGCGTTTTTTCTTTGTGA

GTCCATACTAGTAGCGGCCGCTGCAGTC

CGA 

634 
PT7-

lacO_broccoli(2)_rv 

TCGGACTGCAGCGGCCGCTACTAGTAT

GGACTCACAAAGAAAAAACGCCCGGTGT

GCAAGACCGAGCGTTCTGAACAACTCCC

CACATACACATGGCAAGAGCCCACACTC

TACTCGACAGATACGAATATCTGGACCC

GACCGTCTCTTGCCATGAATGATCCGAG

C 

635 Bbprefix_linker_AsiA 
GAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGGCGGC

GGGGGTAGCG 
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APÊNDICE 2  

 Sequências completas utilizadas no projeto. 

Descrição Sequência 

PT7-lacO_broccoli 

AGATCAGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGGAATTT

AATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGAT

AACAATTCCCCGGACCCACATACTCTGATGATCC

GAGACGGTCGGGTCCAGATATTCGTATCTGTCGA

GTAGAGTGTGGGCTCGGATCATTCATGGCAAGA

GACGGTCGGGTCCAGATATTCGTATCTGTCGAGT

AGAGTGTGGGCTCTTGCCATGTGTATGTGGGGA

GTTGTTCAGAACGCTCGGTCTTGCACACCGGGC

GTTTTTTCTTTGTGAGTCCATACTAGTAGCGGCC

GCTGCAGTCCGA 

PT7-lacO_corn 

AGATCAGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGGAATTT

AATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGAT

AACAATTCCCCGGCGCGAGGAAGGAGGTCTGAG

GAGGTCACTGCGCCGAGTTGTTCAGAACGCTCG

GTCTTGCACACCGGGCGTTTTTTCTTTGTGAGTC

CATACTAGTAGCGGCCGCTGCAGTCCGA 

PJ23100_tetR 

TCTGCAGAGCGGCCGACTAGTTTGACGGCTAGC

TCAGTCCTAGGTACAGTGCTAGCAATAATTTTGTT

TAACTTTAAGAAGGAGATAAAATGTCCAGATTAGA

TAAAAGTAAAGTGATTAACAGCGCATTAGAGCTG

CTTAATGAGGTCGGAATCGAAGGTTTAACAACCC

GTAAACTCGCCCAGAAGCTAGGTGTAGAGCAGC

CTACATTGTATTGGCATGTAAAAAATAAGCGGGC

TTTGCTCGACGCCTTAGCCATTGAGATGTTAGAT

AGGCACCATACTCACTTTTGCCCTTTAGAAGGGG

AAAGCTGGCAAGATTTTTTACGTAATAACGCTAAA

AGTTTTAGATGTGCTTTACTAAGTCATCGCGATGG

AGCAAAAGTACATTTAGGTACACGGCCTACAGAA

AAACAGTATGAAACTCTCGAAAATCAATTAGCCTT

TTTATGCCAACAAGGTTTTTCACTAGAGAATGCAT

TATATGCACTCAGCGCTGTGGGGCATTTTACTTTA
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GGTTGCGTATTGGAAGATCAAGAGCATCAAGTCG

CTAAAGAAGAAAGGGAAACACCTACTACTGATAG

TATGCCGCCATTATTACGACAAGCTATCGAATTAT

TTGATCACCAAGGTGCAGAGCCAGCCTTCTTATT

CGGCCTTGAATTGATCATATGCGGATTAGAAAAA

CAACTTAAATGTGAAAGTGGGTCCTAATAACCAG

GCACTCCAGGCATCAAAAAAAAAAACCCCGCCCC

TGACAGGGCGGGGTTTTTTTTTCTAGAGCGGCCG

CTGAATTC 

PtetR/tetA_SpdCa

s9_AsiA 

GAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGGTTGACACTCTA

TCGTTGATAGAGTTATTTTACCACTCCCTATCAGT

GATAGAGAAAAGAACTCAAAAGATCTAAAGAGGA

GAAAGGATCTATGGATAAAAAGTATAGTATTGGC

CTTGCAATTGGTACTAATAGCGTTGGCTGGGCCG

TCATTACAGACGAATATAAGGTGCCGTCTAAAAAA

TTCAAAGTTCTGGGGAATACCGATCGGCATTCCA

TAAAAAAAAATCTTATTGGTGCTCTTTTATTCGATT

CGGGTGAGACGGCGGAAGCGACGCGTTTGAAAC

GCACTGCGCGGCGGCGGTATACGCGTCGTAAAA

ATCGCATTTGCTATCTTCAGGAGATTTTCTCAAAT

GAAATGGCAAAGGTAGATGATAGCTTTTTTCATC

GCCTTGAAGAATCTTTTTTAGTTGAAGAAGATAAA

AAGCACGAACGCCATCCAATCTTTGGGAACATTG

TGGATGAAGTTGCGTATCATGAGAAATATCCGAC

GATATATCATCTGAGAAAGAAACTGGTAGATAGC

ACAGACAAAGCAGATTTGAGATTGATCTATCTTGC

GCTGGCGCATATGATTAAGTTCCGCGGCCATTTT

CTTATAGAAGGTGATCTGAATCCGGACAATTCTG

ACGTAGATAAATTGTTTATCCAGCTGGTTCAGACC

TATAATCAGCTGTTTGAAGAAAACCCGATTAACGC

TAGCGGCGTTGACGCAAAAGCGATATTATCAGCT

CGTCTGTCTAAATCACGGCGCCTTGAAAACTTAA

TCGCTCAACTGCCCGGAGAGAAAAAAAATGGCCT
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TTTCGGCAACTTGATTGCTCTGAGCCTGGGTTTG

ACCCCTAATTTCAAAAGCAACTTTGATTTGGCAGA

AGATGCAAAACTGCAATTGAGCAAGGACACGTAT

GATGATGACCTTGATAACCTTCTTGCGCAGATAG

GAGATCAATACGCGGACTTGTTTTTGGCAGCCAA

AAACTTGTCAGACGCCATCCTTCTTAGCGACATC

TTACGCGTTAATACAGAGATAACCAAAGCACCGT

TATCTGCCTCCATGATCAAGCGGTATGATGAGCA

TCACCAAGATCTGACACTGCTGAAAGCACTTGTC

CGTCAACAACTTCCGGAAAAATATAAAGAAATTTT

TTTTGATCAGTCGAAAAATGGATACGCTGGATAC

ATTGACGGGGGAGCCAGCCAGGAGGAGTTTTAC

AAATTTATCAAACCAATCCTTGAGAAAATGGATGG

TACGGAAGAGTTGTTAGTTAAGCTTAATCGTGAG

GACTTATTACGCAAGCAGCGTACCTTCGATAACG

GAAGCATCCCCCACCAGATCCACCTTGGGGAGC

TGCATGCCATTTTGCGCCGCCAGGAAGATTTCTA

CCCATTTTTGAAAGATAATCGCGAAAAAATCGAAA

AGATTTTAACCTTTCGTATCCCGTATTATGTGGGT

CCGCTGGCAAGAGGCAATTCACGTTTCGCATGGA

TGACCCGGAAATCCGAAGAGACTATAACACCGTG

GAATTTCGAAGAAGTCGTTGACAAGGGAGCGAG

CGCCCAGAGTTTCATTGAACGTATGACTAACTTC

GACAAGAATCTGCCTAACGAAAAGGTTCTTCCCA

AGCACTCCCTGCTGTATGAATATTTCACAGTCTAT

AACGAATTGACAAAAGTGAAATATGTAACGGAAG

GAATGCGTAAACCAGCTTTCCTGTCAGGCGAGCA

GAAGAAAGCAATCGTGGACTTACTGTTCAAAACC

AACCGGAAAGTTACGGTTAAACAATTAAAGGAGG

ATTACTTTAAGAAAATTGAATGCTTTGACTCCGTA

GAGATTAGCGGAGTAGAAGATCGTTTCAATGCCT

CATTGGGAACATATCATGACCTGTTAAAAATTATT

AAAGATAAGGATTTTTTAGATAATGAAGAGAACGA

AGACATACTGGAGGATATAGTCTTAACACTTACTT
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TATTCGAAGATCGCGAAATGATTGAGGAGCGTTT

GAAAACCTACGCGCATCTGTTTGATGATAAAGTG

ATGAAACAACTGAAACGCCGGCGGTATACCGGAT

GGGGTCGTTTGAGTCGGAAACTTATTAATGGCAT

TAGAGACAAGCAGTCAGGTAAAACCATTCTTGAC

TTTTTAAAATCTGATGGATTCGCAAACAGAAACTT

CATGCAACTGATCCATGACGATTCCTTGACCTTTA

AGGAAGATATTCAGAAGGCACAGGTTTCCGGCCA

AGGCGATAGTTTGCATGAACACATTGCAAATCTT

GCAGGTTCCCCGGCGATTAAAAAGGGCATCCTTC

AGACGGTTAAAGTAGTTGATGAACTGGTCAAGGT

GATGGGGCGTCATAAACCAGAGAATATAGTGATT

GAAATGGCTCGCGAAAACCAGACCACCCAAAAAG

GCCAGAAAAATTCTCGTGAACGTATGAAGCGGAT

CGAAGAAGGCATCAAAGAACTGGGTTCCCAAATC

TTGAAGGAGCATCCAGTTGAGAATACGCAGCTGC

AAAATGAAAAATTATATCTGTATTATCTGCAAAAT

GGCCGGGATATGTACGTTGACCAGGAATTGGATA

TTAATCGTCTGAGCGACTATGATGTAGATGCCAT

AGTTCCCCAGTCTTTTTTAAAAGATGATTCTATCG

ACAATAAAGTTCTTACGCGGTCAGACAAAAATCG

TGGAAAATCAGATAACGTGCCGAGCGAAGAAGTC

GTTAAGAAAATGAAAAATTATTGGCGTCAGCTGCT

TAATGCGAAGCTGATTACACAGCGCAAATTTGAT

AATCTGACTAAAGCTGAAAGAGGAGGACTTAGTG

AGTTAGACAAGGCCGGGTTCATTAAACGGCAACT

GGTGGAAACCAGACAAATAACTAAGCATGTTGCG

CAGATACTGGATAGCCGTATGAATACAAAATACG

ATGAGAACGATAAATTGATTCGTGAAGTAAAAGTT

ATCACGCTTAAATCTAAACTGGTCTCCGATTTCCG

CAAGGATTTTCAGTTTTACAAAGTCCGCGAAATCA

ATAACTACCACCACGCCCACGATGCCTATCTGAA

CGCAGTCGTCGGCACAGCACTTATAAAAAAATAT

CCAAAACTGGAGTCTGAGTTTGTATACGGGGATT
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ACAAGGTATATGACGTGCGGAAGATGATAGCCAA

ATCGGAGCAAGAGATCGGGAAAGCTACCGCCAA

GTACTTCTTCTATTCTAATATAATGAATTTTTTCAA

AACGGAGATCACTCTTGCAAATGGAGAAATTCGT

AAACGCCCGTTGATTGAAACGAATGGTGAAACGG

GGGAAATTGTTTGGGATAAAGGACGTGACTTTGC

GACTGTGAGAAAAGTGCTGAGCATGCCCCAGGT

CAATATTGTGAAGAAGACGGAAGTTCAGACGGGC

GGCTTCAGTAAAGAAAGCATTCTGCCGAAACGCA

ATTCTGACAAATTAATAGCTCGGAAAAAAGATTGG

GATCCTAAAAAATACGGTGGCTTCGACTCTCCCA

CTGTTGCCTATTCAGTCCTGGTTGTAGCAAAAGT

CGAAAAAGGAAAGAGTAAAAAGCTGAAAAGCGTT

AAGGAGCTGCTTGGTATTACAATTATGGAACGCT

CTTCCTTCGAAAAAAATCCGATTGATTTTCTGGAA

GCCAAGGGCTATAAAGAAGTAAAAAAAGACTTGA

TTATCAAACTTCCGAAGTATAGTCTGTTCGAGCTG

GAGAACGGCAGAAAAAGAATGCTGGCCTCGGCC

GGCGAACTGCAAAAGGGGAACGAACTGGCGTTG

CCTTCCAAATATGTGAACTTTTTGTATTTAGCCTC

CCATTACGAAAAACTGAAGGGTTCGCCTGAAGAT

AATGAACAGAAACAGTTGTTCGTTGAGCAACATA

AACACTACCTGGATGAAATCATAGAGCAAATTTCC

GAATTTAGTAAACGTGTTATTCTGGCTGACGCAAA

TTTAGATAAAGTCCTTAGCGCTTATAATAAACATC

GTGATAAACCCATTCGCGAGCAGGCTGAAAATAT

AATCCATCTTTTTACGCTTACTAATCTGGGTGCTC

CAGCTGCCTTCAAATATTTTGATACCACAATTGAT

CGTAAGCGCTACACCAGTACTAAAGAGGTGTTGG

ATGCTACTCTGATTCACCAAAGTATTACCGGCCT

GTACGAAACGCGTATTGACCTGTCTCAGCTGGGC

GGCGATACTAGAGGCGGCGGGGGTAGCGGCGG

TGGTGGCTCTATGAACAAGAACATTGACACAGTA

CGCGAAATCATTACTGTTGCAAGCATCCTGATTAA
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GTTTTCCCGTGAAGACATCGTGGAGAACCGTGCC

AATTTCATCGCTTTTCTGAACGAGATCGGAGTAAC

TCACGAGGGCCGTAAGTTAAACCGTAACTCATTC

CGCAAGATCATTAGTAAATTGACACAGGAAGACA

AAAAAACATTGATTGATGAGTTCAACGAAGGCTTT

GAGGGTGTCTATCGCTATCTTGAAATGTATACCA

ACAAGTAATAAGCTCGAGGATCTCCAGGCATCAA

ATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCT

TTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTC

CTGCAG 

PT7-lacO_gRNA0 

GATCAGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGGAATTTA

ATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATA

ACAATTCCCCCCATCTAATTCAACAAGAATGTTTT

AGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGT

CCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGG

TGCTTTTTGAGTTGTTCAGAACGCTCGGTCTTGC

ACACCGGGCGTTTTTTCTTTGTGAGTCCATACTA

GTAGCGGCCGCTGCAGAATCA 

PT7-lacO_gRNA1 

GATCAGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGGAATTTA

ATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATA

ACAATTCCCCGCCAAGGTGATAATCCATAGGTTT

TAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAG

TCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG

GTGCTTTTTGAGTTGTTCAGAACGCTCGGTCTTG

CACACCGGGCGTTTTTTCTTTGTGAGTCCATACTA

GTAGCGGCCGCTGCAGAATCA 

target-

0a_PJ23117_targe

t-1i_broccoli 

AGATCAGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGCCTATT

CTTGTTGAATTAGATGGTTGACAGCTAGCTCAGT

CCTAGGGATTGTGCTAGCAGGGCCAAGGTGATA

ATCCATAGGGACCCACATACTCTGATGATCCGAG

ACGGTCGGGTCCAGATATTCGTATCTGTCGAGTA

GAGTGTGGGCTCGGATCATTCATGGCAAGAGAC

GGTCGGGTCCAGATATTCGTATCTGTCGAGTAGA

GTGTGGGCTCTTGCCATGTGTATGTGGGGAGTTG
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TTCAGAACGCTCGGTCTTGCACACCGGGCGTTTT

TTCTTTGTGAGTCCATACTAGTAGCGGCCGCTGC

AGTCCGA 

target-

1a_PJ23117_targe

t-0i_corn 

GAACAGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGCCTCTAT

GGATTATCACCTTGGCGGATAAAACTTGTGCTTAT

TTTTCTTTACGGTCTTTAAAAAGGCCGTAATATCC

AGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTACATTGAGCAA

CTGACTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGC

CATTGGGATATATCAACGGTGGTATATTTGACAG

CTAGCTCAGTCCTAGGGATTGTGCTAGCAGGCCA

TCTAATTCAACAAGAATGGCGCGAGGAAGGAGGT

CTGAGGAGGTCACTGCGCCGAGTTGTTCAGAAC

GCTCGGTCTTGCACACCGGGCGTTTTTTCTTTGT

GAGTCCATACTAGTAGCGGCCGCTGCAGATCAT 
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APÊNDICE 3 

  

 As figuras abaixo mostram os resultados de alinhamento das sequências 

com o sequenciamento. Todos os sequenciamentos mostraram que as clonagens 

dos RNAs broccoli e corn foram bem-sucedidas, assim como o gene da SpdCas9.  

 

 

Figura 20. Resultado do alinhamento da sequência target-0a_PJ23117_target-

1i_broccoli_target-1a_PJ23117_target-0i_corn_PT7-lacO_gRNA-0 (9.1 + 8) com o 

sequenciamento. 
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Figura 21. Resultado do alinhamento da sequência target-0a_PJ23117_target-

1i_broccoli_target-1a_PJ23117_target-0i_corn_PT7-lacO_RiboJ_gRNA-0 (9.2 + 8) com 

o sequenciamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Resultado do alinhamento da sequência target-1a_PJ23117_target-

0i_corn_PT7-lacO_RiboJ_gRNA-0 (9.2 + 11) com o sequenciamento. 
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Figura 23. Resultado do alinhamento da sequência target-0a_ target-

0a_PJ23117_target-1i_broccoli_target-1a_PJ23117_target-0i_corn_PT7-

lacO_RiboJ_gRNA-1 (10.2 + 8) com o sequenciamento. 
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Figura 24. Resultado do alinhamento da sequência 

PJ23100_tetR_Ptet_SpdCas9-AsiA com o sequenciamento.  
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APÊNDICE 4 

 

 

Figura 7. Plasmídeo pSB1A3, com origem de replicação para E. coli, marca de 

resistência para ampicilina e as sequências PJ23100_tetR (sentido reverso) e 

Ptet_SpdCas9_asia. 
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Figura 25. Plasmídeo pSB1K3, com origem de replicação para E. coli, marca de 

resistência para canamicina e as sequências target-0a_PJ23117_target-

1i_broccoli_target-1a_PJ23117_target-0i_corn_PT7-lacO_gRNA-0. 
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Figura 26. Plasmídeo pSB1K3, com origem de replicação para E. coli, marca de 

resistência para canamicina e as sequências target-0a_PJ23117_target-

1i_broccoli_target-1a_PJ23117_target-0i_corn_PT7-lacO_gRNA-1. 

 

 

 

 



61 
 

 
 

 

Figura 27. Plasmídeo pSB1K3, com origem de replicação para E. coli, marca de 

resistência para canamicina e as sequências target-0a_PJ23117_target-

1i_broccoli_target-1a_PJ23117_target-0i_corn_PT7-lacO_RiboJ_gRNA-0. 
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Figura 28. Plasmídeo pSB1K3, com origem de replicação para E. coli, marca de 

resistência para canamicina e as sequências target-0a_PJ23117_target-

1i_broccoli_target-1a_PJ23117_target-0i_corn_PT7-lacO_RiboJ_gRNA-1. 

 

 


