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RESUMO

A complexa rede de interacbes que permeia 0s processos de regulacdo da
expressao génica vem sendo, ha muito tempo, alvo de pesquisas, uma vez que 0
alcance da compreensédo plena acerca desses fendmenos pode levar ao
desenvolvimento de circuitos genéticos sintéticos com diversas finalidades, desde
aplicacdes em diagnosticos até o aprimoramento de sistemas de armazenamento de
dados néo-dependentes de silicio. Tais circuitos podem ser desenvolvidos e
regulados a partir do conceito de portas logicas, onde moléculas diversas, como
acucares, sao utilizadas como inputs, desencadeando a expressdo de genes e
iniciando a interacdo entre os médulos genéticos. Baseando-se na versatilidade de
uso desses circuitos, 0 presente projeto desenvolveu um circuito genético para
controle temporal autbnomo da expressao génica em Escherichia coli, através do
controle transcricional dos RNAs broccoli e corn pelo sistema CRIPSRa e CRISPRI
Foram realizadas simulagdes do circuito no software iBioSim 3.0 e os resultados
mostram que o sistema tem potencial de funcionar. Ainda, foram construidas trés
linhagens contendo o sistema de controle transcricional dos RNAs. Os cultivos in
vivo mostraram que ndo hé interferéncia na emissédo do sinal entre os fluoréforos,
porém a baixa emisséo de fluorescéncia e o crescimento lento das linhagens mostra

gue os parametros de cultivo e o circuito genético precisam de ajustes.

Palavras-chave: CRISPR-Cas; expressao génica; 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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INTRODUCAO

7

A expressdo génica nas ceélulas é regulada de diversas formas,
evolvendo processos de ativacdo e repressao, controlados por proteinas e
RNAs reguladores. Esses processos, muitas vezes sdo alterados em funcéo de
variagbes no ambiente, tais como presenca ou auséncia de determinado
composto quimico, mudancas de temperatura e pH. A deteccdo do estimulo
gera um produto, uma proteina ou um RNA, que ira regular a ativacdo ou
repressdo de outro gene, formando circuitos de interacbes complexas dentro
da célula.

Os circuitos sintéticos de controle da expressdo génica comumente
usados envolvem controle de processos de ativacdo e repressao
desencadeados por substancias indutoras, tais como IPTG (isopropil -d-1-
tiogalactopiranosideo),  anidrotetraciclina  (aTc), arabinose, salicilato,
homoserina lactona, entre outros (MEYER et al., 2019). Nestes casos, 0
processo desejado s6 € mantido na presenca do indutor, e a reversao do
processo € possivel com a exaustdo ou retirada completa do composto. Ou
seja, 0S processos ndo sao autbnomos, tampouco podem ser alternados de
forma répida e facil. Processos autbnomos ja foram implementados baseados
em sistemas de quorum sensing bacteriano (CORREA et al., 2020; KIM et al.,
2017). Estes, apesar de autbnomos, permitem apenas uma transicdo de
desligado a ligado (ou vice-versa) durante um cultivo, sendo ainda um controle
pontual. O Unico circuito genético jA desenvolvido que permite controle
autdbnomo e facilmente reversivel foi construido combinando o processo de
guérum sensing com o processo de lise celular em cultivo com fluxo continuo
de meio em dispositivo de microfluidica. Neste sistema, a lise celular
desencadeada pelo processo de quérum sensing leva a diminuicdo da
populacdo e consequentemente do indutor, fazendo com que o sistema seja
reiniciado em ciclos (DANINO et al., 2010). Este sistema apresenta
funcionamento autbnomo, e reversivel, mas permite apenas um padrao de
respostas que alterna expressdo e nao-expressao do gene reporter
(equivalente a 1 e 0 no sistema binario). Assim, um circuito génico que opere

de forma autbnoma, rapidamente reversivel e que seja capaz de alternar
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respostas em diferentes ordens para criar diferentes mensagens, ainda nao foi
reportado na literatura. Recentes desenvolvimentos de técnicas de deteccao de
RNAs por fluorescéncia em tempo real e de controle da expressao génica 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 regulacdo da
expressao génica de dois RNAs fluorescentes, broccoli e corn, para aplicagdes
futuras no controle temporal da expressado génica. O desenvolvimento desse
trabalho abre caminho para a futura criagdo de dispositivos biolégicos com
capacidade de armazenamento e leitura de dados em tempo real, com
emprego de um cédigo binario de DNA. Além disso, por conta de sua
versatilidade e modularidade, pode ter outras aplicagdes como a criagcédo de kits
diagnosticos para deteccdo de doencas de forma rapida e em tempo real.

Desenvolvimento

Revisdo da Literatura

Aptameros de RNA como reporteres
A construcdo de circuitos biolégicos sintéticos pode auxiliar na

compreensao de como a maquinaria celular funciona na regulacdo de genes.
Algumas ferramentas ja 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 mensuravel, esta o da
expressdo heter6loga do gene da proteina verde fluorescente (GFP), muito
utiizada como reporter na expressao génica (SOUTHWARD; SURETTE,
2002). Apesar da facilidade de expressar essa proteina fluorescente e da sua
alta estabilidade, por demorar cerca de 30 min para maturar e por acumular-se
na célula, a GFP ndo € a melhor opcéo para estudar alteracbes temporais na
expressdo génica. Em contrapartida, os RNAs bacterianos sdo 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 aptameros
de RNA, tem a capacidade de se ligar a moléculas-alvo com alta especificidade
e afinidade, por conta das estruturas secundarias que conseguem adquirir apos
a transcricdo (LAKHIN et al., 2013; STOLTENBURG et al., 2007). Assim, a
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utiizacdo de aptameros de RNA, que se ligam a fluoréforos e emitem
fluorescéncia, como os RNAs broccoli e corn, mostra-se vantajosa em relacao
a GFP, uma vez que ndo necessita da maquinaria de traducdo, sao
rapidamente reciclados pela célula e podem ser quantificados por fluorescéncia
em tempo real dentro da célula (CHANDLER et al., 2018).

CRISPR-Cas
O controle da expressdo génica para a sintese de proteinas ou RNASs,

pode ser feito através do sistema CRISPR-Cas modificado. O CRISPR-Cas
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats associado a Cas)
€ o0 sistema encontrado em bactérias e arqueias que funciona como uma
imunidade adaptativa contra virus e plasmideos. Nesse sistema, o0 DNA invasor
€ clivado e adicionado ao DNA do hospedeiro, que passa a reconhecer o
material genético em caso de reinfec¢des. 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 nucleotideos na extremidade 5’, a qual é complementar a
sequéncia alvo, podendo ser reprogramada para diferentes sitios no DNA.
Além disso, a Cas9 é uma proteina derivada de Streptococcus pyogenes (S.
pyogenes) com atividade nucleolitica (CUI et al.,, 2018). Existem diversas
variacbes do sistema CRISPR-Cas, sendo que em um deles, o sistema
CRISPR-Cas tipo Il, a proteina 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 sitio alvo no
DNA deve conter um protoespacador onde a sequéncia complementar do
gRNA ir4 se ligar e uma sequéncia adjacente ao protoespacador chamada
PAM (protospacer adjacent motif), na qual a Cas9 se ligara (para Cas9-Sp, a
PAM é 5-NGG-3’). Além de promover a delecdo de genes pela quebra dupla
no DNA, o sistema CRISPR-Cas modificado pode ser utilizado para outras
funcdes, como a repressdo génica (CRISPRI) e a ativacdo génica (CRISPRa)
(CUl et al., 2018).
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CRISPRI
A proteina Cas9 do sistema CRISPR-Cas tipo Il abriga dois dominios

nucleoliticos e a introdu¢do de muta¢des pontuais em cada dominio D10A e
H840A, bloqueia a atividade nucleolitica da Cas9, contudo, conserva sua
capacidade de ligacdo ao alvo guiada pelo gRNA (BREZGIN et al., 2019). Essa
capacidade de ligacdo pode ser usada para bloquear o progresso da RNA
polimerase, durante a transcri¢ao, a partir do design do gRNA, tendo como alvo
a sequéncia de DNA entre as posi¢des -10 e +1 do promotor bacteriano. Neste
caso, o complexo dCas9-gRNA-DNA funciona como barreira fisica para o
processo de transcricdo (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 ativacdo de genes especificos.
Passiva de utilizagdo tanto em Eucariotos quando em Procariotos e, similar ao
CRISPRI, trata-se de um sistema onde a enzima Cas9 sem atividade
nucleolitica (dCas9) € fusionada em sua por¢cdo C-terminal a uma ou mais
proteinas ativadoras. Dessa forma, uma vez que o complexo dCas9-gRNA-
DNA ¢é formado, a ativadora € aproximada do promotor provendo assim a
ativacdo. Ao contrario de outros modos de controle da expressdo génica
mediado por proteinas ativadoras, devido a capacidade do sistema CRISPR
em utilizar gRNA para reconhecimento de sequéncias de DNA, o sistema
CRISPRa possui como vantagem uma facilidade em reprogramar as
sequéncias alvo, promovendo assim uma maior gama de genes regulados (LIU
et al., 2019; HO et al., 2020).

Planejamento e descricdo dos processos

Circuitos genéticos e modulos planejados
Os circuitos genéticos construidos neste projeto foram classificados em

modulos, para facilitar o entendimento e a organizacdo da construcdo das

linhagens. Foram construidos dois médulos: controle e resposta (Figura 1).
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Figura 1. Esquema ilustrativo representando os médulos de controle e resposta que compéem este projeto. No médulo controle, a producdo da dCas9 de
Streptococcus pyogenes (SpdCas9) fusionada a proteina ativadora AsiA serd produzida por indugdo com aTc, e o gRNA (0 ou 1) produzido por indugdo 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 médulo 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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Moddulo de controle
Responsavel pela maquinaria de regulacdo do processo, sendo formado

pela proteina de fusdo dCas9-AsiA, proteina repressora TetR e por gRNAs. Este
maodulo é composto pelas seguintes unidades de transcrigao:
1. Pu23100_tetR
2. Prt_dCas9-AsiA
3. Pr71aco_gRNA-O ou Pr71aco gRNA-1
As partes que constituem as unidades sao descritas abaixo:
PJ23100 = promotor forte da familia de promotores constitutivos Anderson para E.
coli (http://parts.igem.org/Part:BBa_J23100)
tetR = gene que codifica a proteina repressora TetR. A repressdo promovida por
TetR pode ser revertida por tetraciclina ou anidrotetraciclina (aTc).
Ptet = promotor regulado por TetR
dCas9 = verséo cataliticamente inativa da Cas9.
AsiA = Audrey Steven’s inhibitor A. Proteina anti-sigma70 do bacteriéfago T4, que
funciona como ativadora da expressao génica quando fusionada a dCas9
(HO et al., 2020).
Pt71aco = promotor da T7 RNA polimerase com sitio de regulacdo para proteina
Lacl (lacO).
gRNA-0 ou gRNA-1 = RNA guia de inicio do sistema.

Médulo de resposta
Responsavel pela resposta do sistema. Composto pelos genes dos RNAs

broccoli e corn. Os RNAs formam aptameros capazes de se ligar a fluoroforos
especificos. Os RNAs e os fluoréforos ndo apresentam fluorescéncia quando
isolados, apenas quando ligados. Os RNAs broccoli e corn foram escolhidos por
emitir fluorescéncia em comprimentos de onda diferentes ap6s conjugacdo com
os fluoréforos (Broccoli-DFHBI: ex-472 nm e em-507nm; Corn-DFHO: ex-500 nm
e em-550 nm), por representarem uma resposta mais rapida como reporteres, ja
que ndo precisam passar pelo processo de tradugdo, e por apresentar rapida
degradacédo em bactérias (comparado a proteinas fluorescentes como reporteres).
Este mdédulo € composto pelas seguintes unidades de transcri¢ao:
1. target-Oa_PJ23117_ target-1i_broccoli

2. target-la_Pa23117_ target-Oi_corn
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As partes que constituem as unidades sé&o descritas abaixo:

target-Oa e target-1la = alvos para ativacdo pelo sistema CRISPRa.

target-0i e target-1i = alvos para represséao pelo sistema CRISPRI.

PJ23117 = promotor fraco da familia de promotores constitutivos Anderson para E.
coli (http://parts.igem.org/Part:BBa_J23100).

broccoli = RNA broccoli. Aptamero capaz de emitir fluorescéncia quando ligado ao
fluoréforo DFHBI  ((Z2)-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. Aptamero capaz de emitir fluorescéncia quando ligado ao
fluoréforo DFHO (3,5-difluoro-4-hydroxybenzylidene imidazolinone-2-

oxime).
Materiais e Métodos

A tabela 1 apresenta a identificacdo (ID) de algumas sequéncias, 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-Oa_J23117_target-1i_broccoli 193

9.1 PT7lacO_gRNAO 260

9.2 PT7lacO_RiboJ-gRNAO 334

10.1 PT7lacO_gRNA1 260

10.2 PT7lacO_RiboJ-gRNA1 334

11 target-la_PJ23117_target-0Oi_corn 375

Amplificacdo das sequéncias de DNA
A amplificacdo das sequéncias foi feita utilizando PCR com a enzima

Phusion Hifi-DNA Polimerase A reacdo de PCR foi realizada de acordo com o
protocolo, para um volume final de 10 uL, cuja reacdo contém: tampéao 5X, 10uM
de primer forward e reverse, 10mM dNTPs, a enzima Phusion Hifi-DNA

Polimerase, o molde de DNA (concentracao variavel de acordo com o tamanho de
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cada sequéncia; 0.1-1 ng para DNA plasmidial e 5-50 ng para DNA genémico) e
agua MiliQ. A reacdo foi submetida ao termociclador com temperatura de
desnaturacao de 98°C, temperatura de anelamento de acordo com a Tm de cada

primer e extensao a 72°C.

Digestao e ligacao
Os plasmideos foram construidos de acordo com o protocolo das enzimas

de restricdo EcoRI, Xbal, Spel e Pstl, que consiste em montar uma reacao
contendo o tampdo 10X da enzima, agua MiliQ e o plasmideo/inserto (0,5-1
ug/uL), sendo que cada sequéncia contém o sitio de restricdo da enzima utilizada.
As reacdes de digestao foram conduzidas em temperatua de 37°C de acordo com
o tempo de incubagdo maximo de cada enzima. Nas reac6es contendo o vetor foi
adicionada a fosfatase FastAP, para remover grupos fosfatos das extremidades

do plasmideo e prevenir a recircularizacdo durante a liacao.

ApoOs a reacdo de digestéo, a ligacao foi feita utilizando a enzima T4 DNA
ligase. De acordo com o protocolo, a reagdo consiste na enzima, no tampao 10X,
agua MiliQ e as sequéncias digeridas e purificadas, sendo que as massas de
inserto e vetor em cada reacdo foram calculadas pelo software Ligation
Calculator, pois para cada reacdo ha um volume especifico de vetor:inserto. Os
controles negativos continham apenas o vetor, sendo que o volume de inserto foi
preenchido com agua MiliQ. A reacao de ligacao foi incubada overnight a 16 °C e

a enzima foi inativada com 10 minutos a 65°C.
A Tabela abaixo lista todas as reacdes de digestao utilizadas no trabalho

Tabela 2. Reacfes de digestéo e respectivas enzimas.

Reacéo Parte de DNA Enzimas* Sequéncias finais
pSB1A3 E+P+F
1 SpdCas9 X+P pSB1A3_SpdCas9_tetR
tetR E+S
pSB1K3 X+P+F
pSB1K3_PT7lacO_gRNAO
2 PT7lacO_gRNAO X+P PSB1K3_PT7lacO_gRNAL
PT7lacO_gRNA1 X+P
pSB1K3 X+P+F pSB1K3_PT7lacO_RiboJ-
; gRNAO
PT7lacO_RiboJ-gRNA1 X+P gRNA1
4 pSBlK3_PT7IacO_gRNAO E+X+F pSB]_Ks_target-Corn_gRNAO
PSB1K3_PT7lacO_gRNAL E+X+F | PSBIK3 target-corn_gRNAL




21

pSB1K3_PT7lacO_RiboJ-gRNAO | E+X+F | pSB1K3_target-corn_RiboJ-

, gRNAQO
R -gRNA + X +
pSB1K3_PT7lacO_RiboJ-gRNA1 E+X+F pSB1K3. target-corn_RiboJ-

target-la_PJ23117_target-0i_corn E+S gRNA1

pSB1K3_target-broccoli_target-

pSB1K3_target-corn_gRNAO E+P+F corn_gRNAO
pSB1K3_target-broccoli_target-
5 corn_gRNA1
pSB1K3_target-broccoli_target-
pSB1K3_target-corn_gRNA1 E+P+F corn_RiboJ-gRNAO
pSB1K3_target-corn_RiboJ-gRNAO E+P+F | pSB1K3 target-broccoli_target-
pSB1K3_target-corn_RiboJ-gRNA1 | E+P+F corn_RiboJ-gRNA1L
target-Oa_J23117_target-1i_broccoli E+S
pSB1A3 SpdCas9 tetR S+P+F .
6 . pSB1A3_SpdCas9 tetR_asia
asia X+P

*E — EcoRI; X — Xbal; S — Spel; P — Pstl; F — FasAP

Transformacgéo
A reacdo de transformacao foi feita utilizando choque térmico. Assim, 10pL

de reacdo de ligacdo e 50uL de células de E. coli quimicamente competentes
foram incubados em gelo por 30 minutos. ApGs isso, incubados em 42°C por 30
segundos e em gelo novamente por 2 minutos. Apés o choque térmico, foi
adicionado 250uL de meio SOC e incubado por 1h30 minutos, a 37°C, 220 rpm.
Apoés incubacdo, 100uL foram plaqueados em placa de Petri com meio LB
contendo o antibidtico especifico para cada vetor (concentracdes para E. coli

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

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

a velocidade de crescimento das linhagens e a quantidade de fluorescéncia
emitida por cada fluor6foro. Assim, os cultivos de 0 a 3 descritos abaixo

funcionaram como um ajuste de parametros para 0s proximos.

Cultivo 0: teste de crescimento e fluorescéncia — inducdo OD 0,1
Para realizacdo do primeiro cultivo, foi preparado inéculo da linhagem

contendo a sequéncia 9.2 (transcreve broccoli) e 10.2 (transcreve corn), incubado
por 16h, 37°C. Apds cultivo overnight, a densidade Optica (OD) do pré-indculo foi
medida em comprimento de onda 600 nm. Assim, o volume de pré-in6culo
necessario 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 minimo. Foi realizado um

cultivo com inducéo e outro sem. A inducdo com IPTG 1 mM e aTc 200 mg/mL foi
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realizada desde o inicio do cultivo. Foram retiradas aliquotas de 2 mL dos tempos
Oh, 3h e 6h. Em cada aliquota, foi adicionado DMSO (controle negativo, 10 mM),
DFHBI (concentracdo 10 mM) e DFHO (concentracdo 10 mM). A fluorescéncia foi
medida em leitora de placas, em triplicata para cada fluoréforo, utilizando os
comprimentos de emissdo e excitacdo de cada fluoroforo (470em e 505ex —
DFHBI; 505em e 545ex — DHFO).

Cultivo 1: teste de crescimento e fluorescéncia — inducao OD 0,05
O pré-inéculo do Cultivo 1 foi realizado nas mesmas condi¢cdes do Cultivo

0. O volume de pré-indculo foi calculado para uma OD inicial de 0,05. Foram
retiradas seis aliquotas de 1 mL, centrifugadas por 2 min a 13000 rpm, para que o
meio nao interferisse na fluorescéncia. O pellet foi ressuspendido em salina. Em
cada aliquota dos cultivos com e sem inducao, foi adicionado DMSO, DFHO e
DFHBI, separadamente, nas mesmas concentracdes do Cultivo 0. A leitura foi

realizada nas mesmas condi¢des do Cultivo 0.

Cultivo 2: teste de volumes de leitura — inducédo OD 0,05
O Cultivo 2 foi realizado nas mesmas condicdes do Cultivo 1, porém

apenas com as linhagens 9.2 e 10.2. A diferenga dos outros testes foi nos pontos
retirados em Oh, 2h e 4h e na leitura de fluorescéncia, onde foram utilizados dois
volumes distintos, de 100 pL e 200 uL para verificar se ocorria alguma mudanca

na leitura.

Cultivo 3: teste de ligagao cruzada
O terceiro cultivo foi realizado nas mesmas condi¢gdes do Cultivo

2, com as linhagens 9.1 e 9.2, porém com duas concentracfes
diferentes do fluor6foro DFHO (10uM e 20uM). A leitura foi realizada
nos comprimentos de onda do fluor6foro DFHO apenas, para observar a
possibilidade de ligacdo cruzada entre broccoli e fluor6foro, caso o
broccoli estivesse sendo produzido

Simula¢gdes com o software iBioSim 3.0
O software iBioSim 3.0 foi utilizado para construir o modelo do circuito

bioldgico descrito no projeto. Este software permite a criagdo de circuitos génicos
conectados entre si e a visualizagcdo dos resultados das simulacdes através de

graficos de producdo de um produto génico ao longo do tempo. A simulacdo
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descrita a seguir corresponde ao circuito que sera clonado na Linhagem 1. A

Linhagem 2 néo foi simulada por possuir as mesmas partes biologicas.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Simulacdes computacionais com o software iBiosim 3.0
O modelo de producédo de TetR foi construido de forma constitutiva, sob o

controle do promotor Pjz23i00 (Figura 2A). O promotor possui as condi¢des iniciais
das variaveis do préprio software e a proteina foi considerada como um output
constitutivo e com degradacdo. O resultado da simulacdo mostra a producao
constitutiva de TetR ao longo do tempo (Figura 2B). O grafico mostra a producao
da proteina, em vermelho, mostrando aumento exponencial da concentracdo da

proteina até a estabilizacdo com a taxa de sintese se igualando a taxa de

degradacéo
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Figura 2. Simulacdo da producédo de TetR. A) Producéo de TetR sob o comando

do promotor PJ23100. B) Resultado da simulacdo da produgéo da proteina TetR.

O modelo da producéo da proteina SpdCas9, fusionada a proteina de ativacao
AsiA, foi construido sob controle do promotor induzivel Pwt (Figura 3A). A
presenca constante de aTc impede a acao repressora da TetR no promotor Pret
devido a formagdo do complexo TetR_aTc. A TetR estd sendo importada do
modelo apresentado anteriormente (Figura 1A). O resultado da simulagédo mostra
a producdo de SpdCas9 AsiA ao mesmo tempo da formagcdo do complexo
TetR_aTc (Figura 3B). O grafico mostra a produgcdo da proteina, em amarelo,
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mostrando estabilizagdo da mesma apds atingir a concentracdo de 25¢g/L. Em
verde observa-se a formacdo do complexo TetR_aTc, o qual se mantém estavel

apos atingir 65 g/L.
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‘-I— aTc SpdCas9_AsiA TetR TetR_aTc ‘

Figura 3. Simulacédo da producdo de SpdCas9_ AsiA. A) Modelo de producéo da
proteina SpdCas9 fusionada com AsiA, através da ativacdo do promotor Pt pela
adicdo de aTc. B) Resultado da simulacdo da producdo da proteina
SpdCas9_AsiA.

O modelo de producdo do gRNAO foi construido sob controle do promotor
P17 _1aco, que € reprimido pela proteina Lacl quando ndo ha IPTG no meio. Ja com
a adicdo de IPTG, ha formacdo do complexo Lacl_IPTG, retirando a repressao do
sitio operador lacO. Assim, com IPTG no meio e na auséncia de glicose, a
expressdo aumenta devido a auséncia de repressdo e também pela acdo do
complexo cAMP_CAP, presente apenas quando a concentracdo de glicose é
baixa, aumentando a forca de expressédo (Figura 4A). Nos quadrados verdes

estéo representados os eventos IPTG_high (adi¢éo de IPTG em 500 s), IPTG_low
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(remocao de IPTG em 1500 s), high_glucose (adicdo de glicose em 1000 s) e
low_glucose (remocédo de glicose em 2000 s). A glicose esta reprimindo a
formacdo de cAMP através de um promotor indireto, como forma de representar

simplificadamente o processo de repressao catabolica.

O resultado da simulacdo mostra a producdo de gRNAO apds a adicdo de
IPTG, em 500 s. H&A uma pequena queda de producdo apds a adicdo de glicose.
Em 1500 s h4 uma queda completa por conta da remocao de IPTG (Figura 4B).
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Figura 4. Simulacao da producdo de gRNAO. A) Modelo da producédo do gRNADO,
através do promotor P17 1aco, mediado por IPTG e glicose. B) Resultado da
simulacdo da producédo de gRNAO (linha azul) com a adicdo e remocao de IPTG

(linha vermelha) e glicose (linha verde).
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O modelo para producdo do Broccoli e repressdao do Corn mostra a
ativacdo do Broccoli pelo complexo SpdCas9_AsiA_gRNAO, enquanto o Corn é
reprimido pelo mesmo complexo (Figura 5A). A proteina SpdCas9 AsiA e o
gRNAO estéo sendo produzidos nos modelos anteriores e importados. (Figura 3A
e 4A).

No resultado da simulacdo do modelo anterior € possivel observar que o
Corn esta sendo produzido desde o comeco, ja o Broccoli s6 comeca a ser
produzido em 500 s, que € 0 momento exato da adi¢éo de IPTG e, assim, inicia-
se a producdo do gRNAO (Figura 4B). A producdo de Corn mesmo com a
repressao pelo complexo SpdCas9_AsiA mostra que este modelo ainda ndo se

comporta como o esperado.
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Figura 5. Simulacdo da producdo de Broccoli. A) Modelo de producdo de
Broccoli, atravées da ativacdo do promotor Pa2s117 pelo complexo
SpdCas9_AsiA_gRNAO e consequente repressdo pelo mesmo complexo para

impedir a produgcéo de Corn. B) Resultado da simulagédo da producdo de RNA
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fluorescente Broccoli, em vermelho, e repressdo do RNA fluorescente Corn, em

azul, apos a adicao de IPTG.

Para observar melhor o efeito da adicdo e remocéo de IPTG e também da
adicdo 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 simulacédo, com as devidas altera¢des, mostrou uma leve queda na producao

de gRNAO apds a adicao de glicose e queda total apés remocéo de IPTG.
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Figura 6. Resultado gerado pela simulacao para producdo de gRNAO (linha azul),
com adicédo de IPTG (linha verde) em 500 s, remocado em 2500 s e adicao de
glicose (linha vermelha) em 1000 s.

Para corrigir a producéo de Corn no inicio do processo, que ocorre mesmo
na auséncia do gRNAL, foi adicionada ao modelo uma inducdo com o complexo
SpdCas9 AsiA gRNAL (Figura 7A), porém com o evento low_gRNAL que indica
que nao ha concentracado de gRNA1 desde o inicio.
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Figura 7. Simulacdo da expressdao de Broccoli e Corn no modelo ajustado. A)
Representacdo do modelo alterado para producéo de Broccoli e Corn, com a
adicdo do gRNA1, formando o complexo com SpdCas9_AsiA. B) Resultado da
simulacédo para producéo de Broccoli (linha vermelha) e repressao de Corn (linha

azul).

O resultado gerado pelo modelo (Figura 7B) mostra aumento exponencial
de Broccoli em 500 s, momento de adicdo de IPTG, e queda em 2500 s apds

remocao de IPTG. O RNA Corn néo foi produzido desde o inicio.

Construcao das sequéncias para montagem do circuito
As sequéncias de DNA descritas no projeto foram desenhadas utilizando a

plataforma Benchling. Em todas as sequéncias foram adicionados sitios de
clonagem seguindo o padrdo BioBrick (sitios de restricdo das enzimas EcoRl,
Xbal, Spel e Pstl), e na sequéncia target-Oa_PJ23117_target-1i_broccoli, do Mddulo
Resposta, o padrao Golden Gate com sitio de restricdo para a enzima Bsal.

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 TO (BBa_K864600).

As sequéncias do Mddulo Controle foram construidas para clonagem no
plasmideo pSB1A3 (Figura 8). A sequéncia PJ23100_tetR foi construida no sentido
reverso com o padrdo de clonagem BioBrick. A sequéncia Ptwt SpdCas9 foi
construida com sitios das enzimas Spel e Pstl para permitir a clonagem da
proteina AsiA na extremidade C-terminal. Os plasmideos construidos no trabalho
estdo no Apéndice 4.

Todas as sequéncias anteriores foram solicitadas para sintese na empresa

IDT (Integrated DNA Technologies) na forma de gBlocks.
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¥F2end of terminator,terminator stem loop,+2 stop cédon (duplo)
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Figura 8. Plasmideo pSB1A3, com origem de replicacdo para E. coli (verde claro),
marca de resisténcia para ampicilina (rosa claro; “ampR (rev)’) e as sequéncias
PJ23100_tetR (verde; sentido reverso) e Pwet SpdCas9 _asia (rosa claro; “SpdCas9

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

Clonagens e construcao dos plasmideos
O primeiro plasmideo construido foi do médulo controle. Para isso, foi

realizada a amplificacdo da sequéncia Pwt_SpdCas9 (4327 pb) e Pj2s100_tetR (797
pb) através dos pares de oligonucleotideos especificos 601/602 e 626/627
(Apéndice 1), por reagcdo 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 reacdo da
PCR para amplificagéo da sequéncia Pwti_SpdCas9, utilizando as temperaturas de
anelamento de 65°C e 70°C (pocos 2 e 3 da esquerda para a direita). O marcador

de tamanho é exibido no primeiro poco a esquerda.

P23 100_TetR

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

PCR para amplificacdo da sequéncia Pj23100_tetR.



31

A ligacdo das sequéncias Pt SpdCas9 + Pa23i00_tetR (5100 bp) no
plasmideo pSB1A3 (2100 bp) foi confirmada através da digestdo com as enzimas

EcoRlI e Pstl (Figura 11).

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

ao corte das enzimas EcoRI e Pstl.

Em seguida, o gene da proteina ativadora AsiA (464 bp) precisava ser
inserido ao final da sequéncia da SpdCas9. Porém, foi cometido um erro no
pedido do gBlock da AsiA, o qual possuia um nucleotideo a mais, fazendo com
que a fase de leitura ficasse incorreta e formasse um stop cdédon prematuro.
Assim, foi solicitado o oligonucleotideo 635 (Apéndice 1) para corre¢do da
sequéncia através de PCR. A PCR foi realizada utilizando-se 2 ng de molde, a fim
de maximizar a proporcao produto PCR/ molde, ja que néo seria possivel separa
o molde do produto apo6s a reacdo. A reacdo de PCR para correcdo foi bem-

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

A ligacdo do gene asiA com o vetor pSB1A3 tetR_SpdCas9 foi feita nas
proporcdes de 1:3, 1:10 e 1:50 (vetor:inserto). Apds clonagem e miniprep, foi
realizada PCR com os oligos 635 e 124 (Apéndice 1), e posterior verificacdo dos
produtos por eletroforese. Apenas uma colbnia apresentou banda préxima do

tamanho esperado como positivo (Figura 13).

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose para confirmagcdo da amplificacdo da
sequéncia do gene asiA no plasmideo pSB1A3 tetR_SpdCas9 asia. As colunas
2 e 3 (da esquerda para a direita) mostram os produtos de duas reac¢des idénticas

desenvolvidas com temperaturas de anelamento distintas (60 e 65°C).
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Em seguida, foi realizada a construgdo do modulo resposta. Assim, foram
realizadas as clonagens das partes 9.1 Pt7iaco_gRNA-O (248 bp), 9.2 Prr-
laco_RiboJ_gRNA-O (334 bp), 10.1 Pr7iaco_gRNA-1 (248 bp) e 10.2 P17
laco_RiboJ_gRNA-1 (334 bp) no plasmideo pSB1K3. A confirmag¢do dos clones
positivos foi feita através de digestdo com as enzimas EcoRI e Pstl e visualizacao
dos produtos apos eletroforese (Figura 14). Todas as bandas que aparecem na
figura, exceto a identificada como “5”, corresponderam ao tamanho esperado,

portanto séo positivas.
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Figura 14. Eletroforese em gel de agarose para confirmacédo da clonagem das
sequéncias Pr7iaco_gRNA-0 (9.1), Pr71aco_RiboJ_gRNA-0 (9.2), Pt17-aco_gRNA-
1(10.1) e Pr7iaco_RiboJ _gRNA-1. A primeira coluna corresponde ao ladder e as
quatro colunas seguintes correspondem aos controles negativos (plasmideos néo

digeridos).

Continuando as construgdes, os plasmideos obtidos nas clonagens
anteriores com as partes 9.1 e 9.2 foram usados para insergdo da parte 11 a fim
de construir as partes target-la_Pj23117_target-0i_corn_Pr71aco_gRNA-0 (572 bp) e
target-la_PJ23117_target-0i_corn_P74aco_RiboJ_gRNA-0 (658 bp). A confirmacgao
dos plasmideos positivos foi realizada através de digestdo com as enzimas EcoRI
e Pstl e visualizacdo dos produtos apos 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 confirmacéo da clonagem das
sequéncias target-la Paj23117_target-Oi_corn_Pt7iaco_ gRNA-O (9.1 + 11), target-
la_PaJ2z117_target-0i_corn_Pr7i1aco_RiboJ _gRNA-0 (9.2 + 11). A primeira coluna
corresponde ao ladder e as quatro colunas seguintes correspondem aos controles
negativos (plasmideos néo digeridos).

Os plasmideos obtidos na clonagem das partes 10.1 e 10.2 foram usados
para insercdo da parte 11, para gerar as sequéncias target-la_PJ23117_target-
0i_corn_Pt74aco_gRNA-1 (578 bp), target-la_PJ23117_target-0i_corn_Pr7-
laco_RiboJ_gRNA-0 (652 bp). A confirmacdo dos plasmideos positivos foi
realizada através da digestdo com as enzimas EcoRIl e Pstl e visualizacdo dos
produtos ap0s eletroforese (Figura 16). As bandas com tamanhos identificados

Sao as positivas.
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Figura 16. Eletroforese em gel de agarose para confirmagdo da clonagem das
sequéncias target-la Pj23117_target-0i_corn_Pr71aco_ gRNA-1 (10.1 + 11), target-
la_PaJ2z117_target-0i_corn_Pr7i1aco_RiboJ _gRNA-1 (10.2 + 11). A primeira coluna
corresponde ao ladder e as seis colunas seguintes correspondem aos controles

negativos (plasmideos néo digeridos).

Os plasmideos 9.1 e 9.2 também foram usados para inserir a parte 8,
gerando as sequéncias target-Oa_PJ23117_target-1i_broccoli_target-
la_Pj23117_target-0i_corn_Pr7iaco_gRNA-O (877 bp), target-Oa_PaJ23117_target-
1li_broccoli_target-la_Pj23117_target-Oi_corn_Pr71aco_RiboJ _gRNA-O (951 bp). A
confirmacéo dos plasmideos positivos foi realizada através da digestdo com as
enzimas EcoRI e Pstl e visualizacdo dos produtos apos 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 confirmagédo da clonagem da
sequéncia target-Oa_PJ23117_target-1i_broccoli_target-la_PJj23117_target-
0i_corn_Pt71aco_gRNA-0 (9.1 + 8, 877 bp). A primeira coluna corresponde ao

controle negativo (plasmideo néo digerido).

Figura 18. Eletroforese em gel de agarose para confirmacéo da clonagem da
sequéncia target-Oa_PJ23117_target-1i_broccoli_target-la_PJ23117_target-
0i_corn_Pr71aco_RiboJ _gRNA-0 (9.2 + 8, 951 bp). A segunda coluna, da esquerda

para a direita, corresponde ao controle negativo (plasmideo nao digerido).
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Por fim, o plasmideo 10.2 foi usado para a inser¢do da parte 8, para gerar
a sequéncia target-la_Pj23117_target-Oi_broccoli_target-Oa_PaJ23117_target-
li_corn_Pt71aco_RiboJ_gRNA-1 (951 bp). A confirmagdo dos plasmideos
positivos foi realizada através da digestdo com as enzimas EcoRIl e Pstl e
visualizacdo dos produtos apos eletroforese (Figura 19). As bandas localizadas

logo acima da linha vermelha (951 pb) séo indicativas das amostras positivas.
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Figura 19. Eletroforese em gel de agarose para confirmacédo da clonagem da
sequéncia target-Oa_PJ23117_target-1i_broccoli_target-la_Pj23117_target-
0i_corn_P71aco_RiboJ_gRNA-1 (10.2 + 8, 951 bp). A segunda e terceira coluna,
da esquerda para a direita, correspondem ao controle negativo (plasmideos nao
digeridos).

Como apresentado acima, todas as sequéncias clonadas foram
confirmadas por digestéo e visualizacdo dos produtos apés eletroforese em gel de
agarose. Além disso, as clonagens 9.1+8, 9.2+11 e 9.2+8 e 10.2+48 e
PJ23100 tetR+Ptet SpdCas9-AsiA foram confirmadas por sequenciamento de
Sanger, cujos resultados sé&o apresentados no Apéndice 2.

Assim, os plasmideos com as sequéncias completas (Apéndice 3) foram usados
para transformar E. coli BL21, que possui o0 sistema de expressdao com a T7 RNA
polimerase. As transformantes foram selecionadas em meio Luaria Bertani
contendo dois antibioticos, sendo a canamicina referente ao plasmideo pSB1K3 e

a ampicilina referente ao plasmideo pSB1A3.
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As linhagens  construidas possuem, além do plasmideo

pSB1A3 tetR_SpdCas9 asia, o plasmideo pSB1K3 contendo as seguintes

sequéncias:

9.1: target-Oa_PJ23117_target-1i_broccoli_target-la_PJ23117_target-
0i_corn_PT7-lacO_gRNA-0

9.2 Oa_PJ23117 target-1i_broccoli_target-la PJ23117_target-Oi_corn_PT7-
lacO_RiboJ gRNA-0

10.2: target-la_PJ23117_target-0i_broccoli_target-Oa_PJ23117_target-

li_corn_PT7-lacO_RiboJ_gRNA-1

Cultivos das linhagens de BL21
O Cultivo 0 apresentou baixa emissdao de fluorescéncia, sendo que as

linhagens 9.1 e 9.2 apresentaram um maximo de aproximadamente 500 U.A.
apos 6h nos cultivos contendo os fluoréforos e a linhagem 10.2 um maximo de
1000 U.A. apos 6h para os cultivos contendo tanto os fluoréforos, como DMSO, o
que mostra que o sinal emitido ndo foi confiavel, pois o controle negativo
apresentou o mesmo nivel de fluorescéncia. Isso pode ser explicado pela
interferéncia do meio LB na leitura de fluorescéncia.

Assim, para o Cultivo 1, o meio foi centrifugado para impedir que
interferisse na leitura de fluorescéncia. Porém, os resultados desse cultivo se
tornaram inconclusivos, pois o nivel de fluorescéncia diminui apés 3h de cultivo.
Também vale ressaltar que as células cresceram pouco, sendo que a densidade
Optica méaxima foi de 0,131 para os cultivos com induc¢éo. Os cultivos sem inducao
cresceram o dobro, aproximadamente 0,3 de densidade Optica, 0 que pode ter
relacdo com o inicio da transcricdo do complexo de ativacdo dCas9-Asia, pois a
proteina dCas9 é téxica para as células da bactéria em altas concentracdes,
provavelmente por conta de ligacdes ndo especificas 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 deteccdo de fluorescéncia foi maior para
um volume de leitura de 200uL, mas ndo houve aumento de fluorescéncia ao
longo das 4 horas de cultivo para ambas as linhagens, o que pode ser explicado
pelo baixo crescimento das células, que alcancou OD maxima de 0,1. Com um
crescimento insuficiente e fluorescéncia baixa, ainda ndo € possivel confirmar a

presenca do RNA corn. Por outro lado, como as leituras realizadas com o fluoréfo
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DFHBI ndo apresentaram resultados significativos de fluorescéncia, podemos
inferir que, apesar dos comprimentos de onda dos fluoréforos serem préximos,
nao ha interferéncia na leitura, sendo assim, apenas DFHO foi detectado.

Ainda, nas Figuras 19c e 19d, podemos ver que também ndo houve
mudancas significativas de fluorescéncia ao longo do cultivo. Durante a realizacao
dos cultivos, foi descoberto que as sequéncias contendo o médulo de ativacéo do
broccoli ndo possuiam o espacador entre o sitio de ligacdo da dCas e o promotor,
necessario para a ativacdo da expressao. A ativagdo sé ocorre com distancias
superiores a 50 bp entre o sitio de ligacdo e o promotor, sendo que a maxima
ativacdo ocorre com 200 bp upstream (HO HI, et al; 2020). Assim, sem a
presenca desse espacador, a transcricdo do RNA broccoli deve ocorrer em niveis
basais apenas, impossibilitando a leitura de fluorescéncia, pois ndo héa
concentracdo de RNA suficiente para complexar com o fluoréforo DFBHI.
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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 fluorescéncia das linhagens 9.1 e 9.2 ao longe de

4 horas de cultivo, com leitura no comprimento de onda do fluor6foro DFHO.
CONCLUSAO

O armazenamento de dados em DNA j& vem sendo estudado ha algum
tempo, pois 0s meios atuais de armazenamento ndo serdo suficientes para suprir
toda a demanda gerada atualmente. Assim, o armazenamento de dados em
plasmideos bacterianos, como proposto no presente trabalho, mostra-se
promissor. Tavella etal (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 recuperacédo dos mesmos dados
em bactérias méveis, sempre que a leitura for necessaria. Neste trabalho, as
redes bacterianas conseguiram recuperar a mensagem “Hello World”. Apoés isso,
Tavella et al (2022) analisou 0 mesmo sistema de armazenamento de dados para
encontrar possiveis ameacas que o sistema poderia sofrer, propondo técnicas de
deteccdo através de machine learning para identificar quais ameacas ao sistema
poderiam ocorrer, pois uma vez que as bactérias vivem em um ambiente com

constantes mudancas, outros organismos podem impedir que a mensagem seja
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enviada. Por isso, o0 monitoramento dessas relagdes intra- e interespécies precisa
ser monitorado a fim de garantir a confiabilidade das conexdes estabelecidas para
gerar a mensagem.

No presente trabalho, as simulacdes realizadas mostraram que o sistema
tem potencial para funcionar corretamente apds inducao por IPTG, produzindo o
RNA Broccoli apos formacdo do complexo SpdCas9 Asia gRNAO. Mas a
repressao catabolica por glicose precisara ser avaliada experimentalmente. Foi
criada uma linhagem em E. coli BL21 contendo o plasmideo pSB1A3 com o
Modulo Controle. Além disso, foram criadas trés outras linhagens em BL21
contendo o plasmideo pSB1K3 com as sequéncias dos guias e dos RNAs
fluorescentes, sendo que a primeira linhagem possui a sequéncia target-
Oa_PJ23117_target-1i_broccoli_target-la_Pj23117_target-Oi_corn_Pr71aco gRNA-O, a
segunda target-Oa_PJ23117_target-1i_broccoli_target-la_Pj23117_target-
0i_corn_Pt71aco_RiboJ gRNA-0 e a terceira  target-la_Pj23117_target-
0i_broccoli_target-Oa_Pj23117_target-1i_corn_Pr71aco_RiboJ _gRNA-1, que formam
0s Mdédulos de Resposta. Contudo, as linhagens contendo o gene que expressa o
RNA broccoli ndo possuem o0 espacamento necessario para a ativacdo do
promotor, impossibilitando a ativacdo da expressdo génica. Assim, apenas as
linhagens 10.1 e 10.2 tém potencial de funcionarem. Por outro lado, ndo houve
emissao de fluorescéncia do fluoroforo DFHO no comprimento de onda do
broccoli, 0 que mostra que nao ha interferéncia na leitura.

Ademais, o armazenamento de dados em DNA mostra-se muito promissor,
uma vez que sua incrivel capacidade de armazenamento poderia suprir toda a
demanda atual de dados gerados pela humanidade sem necessitar de muito
espaco fisico. Porém, investimentos nessa area para alcancar novas tecnologias
e dispositivos biolégicos robustos, com capacidade de leitura e armazenamento

de dados de forma rapida e confiavel, ainda sdo necessarios.
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APENDICE

APENDICE 1
Oligonucleotideos  utilizados na  construcdo das  sequéncias
PtetR/tetA_SpdCas9, PJ23100_tetR, Pr7iaco_corn € Pr7iaco_broccoli. Os

promotores, terminadores e sitios de restricdo foram adicionados nas overhangs.

ID Descricao Sequéncia
123 BBprefix_fw ATGAGAATTCGCGGCCGCTTCTAG
124 BBsuffix_rv CGGACTGCAGCGGCCGCTACTAG

TACGGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGGT
TGACACTCTATCGTTGATAGAGTTATTTT

co01 PtetR/tetA_SpdCas9( | ACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAG

BBp)_fw AACTCAAAAGATCTAAAGAGGAGAAAGG
ATCTATGGATAAAAAGTATAGTATTGGCC
TTGCAATTGGTAC
602 PtetR/tetA_SpdCas9( | AAACCTGCAGGAGAGCGTTCACCGACAA

Pstl)_rv ACAACAGATAAAACGAAAGGCCCAGTCT




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

45



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

46



APENDICE 2

Sequéncias completas utilizadas no projeto.

Descricao

Sequéncia

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




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_gRNAO

GATCAGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGGAATTTA
ATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATA
ACAATTCCCCCCATCTAATTCAACAAGAATGTTTT
AGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGT
CCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGG
TGCTTTTTGAGTTGTTCAGAACGCTCGGTCTTGC
ACACCGGGCGTTTTTTCTTTGTGAGTCCATACTA
GTAGCGGCCGCTGCAGAATCA

PT7-lacO_gRNAL

GATCAGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGGAATTTA
ATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATA
ACAATTCCCCGCCAAGGTGATAATCCATAGGTTT
TAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAG
TCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCTTTTTGAGTTGTTCAGAACGCTCGGTCTTG
CACACCGGGCGTTTTTTCTTTGTGAGTCCATACTA
GTAGCGGCCGCTGCAGAATCA

target-
Oa_PJ23117 targe
t-1i_broccoli

AGATCAGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGCCTATT
CTTGTTGAATTAGATGGTTGACAGCTAGCTCAGT
CCTAGGGATTGTGCTAGCAGGGCCAAGGTGATA
ATCCATAGGGACCCACATACTCTGATGATCCGAG
ACGGTCGGGTCCAGATATTCGTATCTGTCGAGTA
GAGTGTGGGCTCGGATCATTCATGGCAAGAGAC
GGTCGGGTCCAGATATTCGTATCTGTCGAGTAGA
GTGTGGGCTCTTGCCATGTGTATGTGGGGAGTTG
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TTCAGAACGCTCGGTCTTGCACACCGGGCGTTTT
TTCTTTGTGAGTCCATACTAGTAGCGGCCGCTGC
AGTCCGA

target-
la_PJ23117 targe

t-0i_corn

GAACAGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGCCTCTAT
GGATTATCACCTTGGCGGATAAAACTTGTGCTTAT
TTTTCTTTACGGTCTTTAAAAAGGCCGTAATATCC
AGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTACATTGAGCAA
CTGACTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGC
CATTGGGATATATCAACGGTGGTATATTTGACAG
CTAGCTCAGTCCTAGGGATTGTGCTAGCAGGCCA
TCTAATTCAACAAGAATGGCGCGAGGAAGGAGGT
CTGAGGAGGTCACTGCGCCGAGTTGTTCAGAAC
GCTCGGTCTTGCACACCGGGCGTTTTTTCTTTGT
GAGTCCATACTAGTAGCGGCCGCTGCAGATCAT
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APENDICE 3

54

As figuras abaixo mostram os resultados de alinhamento das sequéncias

com o sequenciamento. Todos 0s sequenciamentos mostraram que as clonagens

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

pSB1K3 ta...
broccoli-...

PSB1K3 ta...
broccoli-...

PSB1K3 ta...
broccoli-...

pSB1K3 ta...
broccoli-...

pSB1K3 ta...
broccoli-...

pSB1K3 ta...
broccoli-...

pSB1K3 ta...
broccoli-...

PSBlK3 ta...
broccoli-...

2051 2132
GTGTGGGCTCGGATCATTCATGGCARGAGACGGTCGGGTCCAGATAT TCGTATCTGTCGAGTAGAGTGTGGGCTCTTGCCAT
TCGAGTAGAGTGTGGGCTCTTGCCAT

2133 2214
GTGTATGTGGGGAGTTGTTCAGAACGCTCGGTCTTGCACACCGGGCGTTTTTTCTTTGTGAGTCCATACtagagCCTCTATG
GTGTATGTGGGGAGTTGTTCAGAACGCTCGGTCTTGCACACCGGGCGTTTTTTCTTTGTGAGTCCATACTAGAGCCTCTATG

2215 2286
GATTATCACCTTGGCGGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTACGGTCTTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCT
GATTATCACCTTGGCGGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTACGGTCTTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCT

2297 2378
GGTTATAGGTACATTGAGCAACTGACTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATA
GGTTATAGGTACATTGAGCAACTGACTGAAATGCCTCAARATGTTCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATA

2379 2460
TTTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGGATTGTGCTAGCAGGCCATCTAATTCAACAAGAATGGCGCGAGGAAGGAGGTCTGAGG
TTTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGGATTGTGCTAGCAGGCCATCTAATTCAACAAGAATGGCGCGAGGAAGGAGGTCTGAGG

2461 2542
AGGTCACTGCGCCGAGTTGTTCAGAACGCTCGETCTTGCACACCGGGCEGTTITTITTCTTTGTGAGTCCATACtagagGAATTT
AGGTCACTGCGCCGAGTTGTTCAGAACGCTCGGTCTTGCACACCGGGCGTTTTTTCTTTGTGAGTCCATACTAGAGGAATTT

2543 2624
AATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCCCATCTAATTCAACAAGAATGTTTTAGAGCTAGAAAT
AATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCCCATCTAATTCAACAAGAATGTTTTAGAGCTAGARAT

2625 2706
AGCAAGTTARAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAARAGTGGCACCGAGTCGGTGC-TTTTTGAGTTGTTCAGAACGCT
AGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAARAGTGGCACCGAGTCGGTGCETTTTTGAGTTGTTCAGAACGC-

Figura 20. Resultado do alinhamento da sequéncia target-Oa_PaJ23117_target-

1li_broccoli_target-la_Pj23117_target-0i_corn_Pr71aco_ gRNA-O (9.1 + 8) com o

sequenciamento.



DSBLlK3_ta..
broccoli-..

985 1066

. GGTGATAATCCATAGGGACCCACATACTCTGATGATCCGAGACGGTCGGGTCCAGATATTCGTATCTGTCGAGTAGAGTGTG
. ——-CRER A EEEEEECCOCECEEAGOTC TEATETOCEACAD - ETCCECTOCOTATAA N ARAAN AERCACGAGTAGAGTGTG

PSBLK3_ta..
broccoli-..

1087 1148

. GGCTCGGATCATTCATGGCAAGAGACGGTCGGETCCAGATATTCGTATCTGTCGAGTAGAGTGTGGGCTCTTGCCATGTGTA
. GGCTCGGATCATTCATGGCAAGAGACGGTCGGGTCCAGATATTCGTATCTGTCGAGTABAGTGTGGGCTCTTGCCATGTGTA

PSBLK3_ta..
broccoli-..

1149 1230

. TGTGGGGAGTTGTTCAGAACGCTCGGTCTTGCACACCGGGCGTTTTTTCTTTGTGAGTCCATACtagagCCTCTATGGATTA
. TGTGGGGAGTTGTTCAGAACGCTCGGTCTTGCACACCGGGCGTTTTTTCTTTGTGAGTCCATACTAGAGCCTCTATGGATTA

PSBLlK3_ta..
broccoli-..

1231 1312

. TCACCTTGGCGGATRARACTTGTGCTTATTTTTCTTTACGETCTTTARARAGGCCGTRATATCCAGCTEGARCGETCTGETTA
. TCACCTTGGCGGATARARACTTGTGCTTATTTTTCTTTACGGTCTTTARARAGGCCGTRATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTA

PSBLK3_ta..
broccoli-..

1313 1394

. TAGGTACATTGAGCAACTGACTGARATGCCTCAARATGTTCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATATTTGA
. TAGGTACATTGAGCAACTGACTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACHATGCCETTGGGATATETCARCGGTGGTATATTTGA

PSBLK3_ta..
broccoli-..

1385 1476

. CAGCTAGCTCAGTCCTAGGGATTGTGCTAGCAGGCCATCTAATTCAACAAGARTGGCGCGAGGRAGGAGGTCTGAGGAGGTC
. CAGCTAGCTEAETCCTAGGGATTGTGCTAGCAGGCCATCTAATTCAACARGAATGGCGCGAGGAAGGAGGTCTGAGGAGGTC

PSBLK3_ta..
broccoli-..

1477 1558

. ACTGCG-CCGAGTTGTTCAGAACGCTCGGTCTTGCACACCGGGCGTTTTTTCTTTGTGAGTCCATACtagagGAA-TTTAAT
. ACTGCGECCEAGTTGTTCAGARCGCTCGGECTTGCACACCGGGCGTTTTTTCTTTGTGAGTCCATACTAGRAGGARMTTTAAT

PSBLK3 ta..
broccoli-..

1559 1640

. ACGAC-TCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCAGCTGTCACCGGATGTGCTTTCCGETCTGATGAGTCCGT
. ACBACHTCACTATAGGGGEABTIEGE- ——————— ————— === == === = ———
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Figura 21. Resultado do alinhamento da sequéncia target-Oa_PaJ23117_target-

1li_broccoli_target-la_Pj23117_target-0i_corn_Pr71aco_RiboJ _gRNA-0 (9.2 + 8) com

0] sequenciamento.

K3 target..

1601_c05_...

K3_target..
I1c01_c05_..

K3_target..

1601_C05_...

K3_target..
IG01_C05_..

329 410
TTTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCAGCTGTCACCGGATGTGCTTTCCGGTCTGATGAG
TTTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCAGCTGTCACCGGATGTGCTTTCCGGTCTGATGAG

411 492
TCCGTGAGGACGAAACAGCCTCTACAAATAATTTTGTTTACCATCTAATTCAACAAGAATGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAR
TCCGTGAGGACGAAACAGCCTCTACAAATAATTTTGTTTACCATCTAATTCAACAAGAATGTTTTAGAGCTAGRAAATAGCAA

493 574
GTTARAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGARAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTGAGTTGTTCAGAACGCTCGGTCT
GTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGARAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTGAGTTGTTCAGAACGCTCGGTCT

K3 target..

1601 _c05 ...

K3_target..
1601_c05_.

K3_target..

1601_c05_...

575 656
TGCACACCGGGCGTTTTTTCTTTGTGAGTCCATACTAGTAGCGGCCGCtgecagteccggcaaaaaagggcaaggtgtcaccac
TGCACACCGGGCGTTTTTTCTTTGTGAGTCCATACTAGTAGCGGCCGCTGCAGTCCGGCARARARAGGGCARGGTGTCACCAC

657 738
cctgcectttttetttaaaaccgaaaagattacttegegttatgecaggett-cetegetcactgactegetgegeteggtey
CCTGCCCTTTTTCTTTARARCCGARRAGATTACTTCGCGTTATGCAGGCTTECCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCG

739 820
ttcggctgcggecgagecggtatcagectcactcaaaggecggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaa
TTCGGCTGCGGCGAGCGATATCAGCT CACT CANARGEEGETARTACGETIATCECABAG -~~~ ——————————————————=

Figura 22. Resultado do alinhamento da sequéncia target-la_ PaJ23117_target-

0i_corn_Pt71aco_RiboJ_gRNA-0 (9.2 + 11) com 0 sequenciamento.
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1313 1394
PSBLlK3_ta... aaaaaaatccttagctttcgctaaggatgatttctggaattcgeggeccgettctagagCCTATTCTTGTTGAATTAGATGGT
broccoli-... ———————————————— ] HEEETETTGETGAATTEEATGGT
1395 1476
PSB1K3_ta... TGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGGATTGTGCTAGCAGGGCCAAGGTGATAATCCATAGGGACCCACATACTCTGATGATCCGA
brocceoli-... TGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGGATTGTGCTAGCAGGGCCAAGGTGATAATCCATAGGGACCCACATACTCTGATGATCCGA
1477 1558
PSB1K3_ta... GACGGTCGGGTCCAGATATTCGTATCTGTCGAGTAGAGTGTGGGCTCGGATCATTCATGGCARGAGACGGTCGGGTCCAGAT
broccoli-... GACGGTCGGGTCCAGATATTCGTATCTGTCGAGTAGAGTGTGGGCTCGGATCATTCATGGCAAGAGACGGTCGGGTCCAGAT
1559 1640
PSB1K3_ta... ATTCGTATCTGTCGAGTAGAGTGTGGGCTCTTGCCATGTGTATGTGGGGAGTTGTTCAGAACGCTCGGTCTTGCACACCGGG
brocceoli-... ATTCGTATCTGICGAGTAGAGTGTGGGCTCTTGCCATGTGTATGTGGGGAGTTGTTCAGAACGCTCGGTCTTGCACACCGGG
1641 1722
pSBlK3_ta.._ CGTTTTTTCTTTGTGAGTCCATActagagCCTCTATGGATTATCACCTTGGCGGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTACG
brocceli-... CGTTTTITCTTTGTGAGTCCATACTAGAGCCTCTATGGATTATCACCTTGGCGGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTACG
1723 1804
pSBlK3_ta.._ GTCTTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTACATTGAGCAACTGACTGAAATGCCTCAAAATGTT
broccoli-... GTCTTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTACATTGAGCAACTGACTGARATGCCTCAAAATGTT
1805 1886
pSB1K3_ta... CTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATATTTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGGATTGTGCTAGCAGGCCATCT
broccoli-... CTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATATTTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGGATTGTGCTAGCAGGCCATCT
1887 1968
pSBlK3_ta... AATTCAACAAGAATGGCGCGAGGAAGGAGGTCTGAGGAGGTCACTGCGCCGAGTTGTTCAGAACGCTCGGTCTTGCACACCG

. AATTCAACAAGAATGGCGCGAGGAAGGAGGTCTGAGGAGGTCACTGCGCCGAGTTGTTCAGAACGCTCGGTCTTGCACACCG

1969 2050
PSB1K3_ta... GGCGTTTTTTCTTTGTGAGTCCATActagagGAATTTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCC
brocceli-... GGCGTTTTTTCTTTGTGAGTCCATACTAGAGGAATTTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGA- ————————————————

Figura 23. Resultado do alinhamento da sequéncia target-Oa_ target-
Oa_PJ23117_target-1i_broccoli_target-la_PaJ23117_target-Oi_corn_Pr7-
laco_RiboJ_gRNA-1 (10.2 + 8) com o0 sequenciamento.

4019 4100
pSE1A3_te... AATTCGTAAACGCCCGTTGATTGAAACGAATGGTGAAACGGGGGARATTGTTTGGGATAAAGGACGTGACTTTGCGACTGTG
ASIA (ASi... —mmmmmmmmm o GAACCACATCTCTAGCGAACTACGTAACAAACHAGTGCCAGAGTCA

4101 4182
pSE1A3_te... AGAAAAGTGCTGAGCATGCCCCAGGTCAATATTGTGAAGAAGACGGAAGTTCAGACGGGCGGCTTCAGTARAGAAAGCATTC

AsiA (Asi... EGCCCCCCACGCTACCATCAGTCOTATEAAGAGTACTCCATCICATCEACT ECETCECETTCACGTACAGHEAATGEARTGETEC

4183 4264
pSB1A3_te... TGCCGAAACGCAATTCTGACAAATTAATAGCTCGGAAAAAAGATTGGGATCCTAAAARARTACGGTGGCTTCGACTCTCCCAC
AsiA (Asi... TGCHIAGTTCHATETETEANACTANTAGETCEGETEAAAGACATCECCATCAGEAATAAA TEIAGTECANTICGACTETCCER

4265 4346
pSB1A3_te... TGTTGCCTATTCAGTCCTGGTTGTAGCAAAAGTCGAAAAAGGARAGAGTAARAAGCTGAARAGCGTTAAGGAGCTGCTTGGT

AsiA (Asi... CTEGTTICCTACTCACTGCTGEATGTAGEAAACGTGEAAACATEAAACAGTEAAARNGETCAGATCCETTANGEACETEETTCE

4347 4428
pSB1A3_te... ATTACAATTATGGAACGCTCTTCCTTCGAAAAAAATCCGATTGATTTTCTGGAAGCCAAGGGCTATARAGAAGTARAAARAG
AsiA (Asi... DETITCARTTATGEARCGOTTTCCTTCGAACAAAATHCGATTGATTTTATGGAAGCCAAGGGCTATARAGAGGTAATNAAAAG

4429 4510
pSB1A3_te... ACTTGATTATCAAACTTCCGAAGTATAGTCTGTTCGAGCTGGAGAACGGCAGAAAAAGAATGCTGGCCTCGGCCGGCGAACT
AsiA (Asi... ACTTGATTATCAAACTTCCGAAGTATAGTCTGTTCGAGCTGGAGAACGGCAGAAAAAGAATGCTEGCCTCGGCCGGCGABCT
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4511 4592
pSB1A3_te... GCAAAAGGGGAACGAACTGGCGTTGCCTTCCAAATATGTGAACTTTTTGTATTTAGCCTCCCATTACGAAAAACTGAAGGGT
AsiA (Asi... GCAAAAGGGGAACGAACTGGCGTTGCCTTCCAABTATGTGAACTTTTEGTATTTAGCCTECCATTACCEAAAACTGAAGGGT

4593 4674
pSB1A3_te... TCGCCTGAAGATAATGAARCAGAAACAGTTGTTCGTTGAGCAACATAARACACTACCTGGATGAAATCATAGAGCARATTTCCG
AsiA (Asi... TCGCCTGAEGATAATGAACAGAAACAGETGTITEGETGAGCAACATAAACACTACCTGGATGAAATCATAGAGCAAATTTCCG

4675 4756
pSB1A3_te... AATTTAGTAAACGTGTTATTCTGGCTGACGCAAATTTAGATAAAGTCCTTAGCGCTTATAATAAACATCGTGATAAACCCAT
AsiA (Asi... AATTTEGTAAACGTGTTATTETGGCEBGACGCAAATTTEBGEBTAAAGTCCTTAGCGCTTATAATAAACATCGTGATAAACCCAT

4757 4838
pSB1A3_te... TCGCGAGCAGGCTGAAAATATAATCCATCTTTTTACGCTTACTAATCTGGGTGCTCCAGCTGCCTTCAAATATTTTGATACC
AsiA (Asi... TCEBCGAGCAGGCEGAAAATATABTCCATCTTTTTACGCTTABTAATCTGGGTGCTCCAGATGCCTTCABATATTTTGATACC

4839 4920
PSBLA3_te... ACAATTGATCGTAAGCGCTACACCAGTACTARAGAGGTGTTGGATGCTACTCTGATTCACCAAAGTATTACCGGCCTGTACG

AsiA (Asi... ECAATTGATEGTAAGCECTACECCAGBEACTAAAGAGEGGTEGGAGETGCTT CEATCACCANAGTATARCECEBEGCCEGEACG

4921 5002
PSBIA3 te... ARACGCGTATTGACCTGTCTCAGCTGGGCGGCGATACagaGECEECEEEEETAGCCECGETCETEECTCTATGAACAAGAR
Asian (Esi... AAACGCTATGACOTETOAGACEGACGGIARETEE - ————————————————————————————— - __

Figura 24. Resultado do alinhamento da sequéncia
PJ23100_tetR_Ptet SpdCas9-AsiA com o sequenciamento.



APENDICE 4

VF2,end of terminator,termimator stem loop, +2

stop cédon (duplo)

UTR1", 72318 promoter
BioBrick suffix

Bicbrick prefix
+1

1 pSB1A3_tetR_SpdCas9_asia
- 7526 bp

+1

+1

Piet_SpdCas9_asia.

Figura 7. Plasmideo pSB1A3, com origem de replicacao para E. coli, marca de
resisténcia para ampicilina e as sequéncias Pai23100 tetR (sentido reverso) e
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Verification reverse (VR) primer binding site

+1
BioBrick suffix,+1
Té terminator
scaffold
gRMAD

target-8
promoter,+1

+3

+1

Carn

+1
+1
pSB1K3_target-broccoli_target-corn_gRNA@
3040 bp
+1
+2
+1
+1
+1
target-1i
PJ23117
+3
Stem loop,+1

end of terminator
+1
repeat region

+1
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Figura 25. Plasmideo pSB1K3, com origem de replicacéo para E. coli, marca de

resisténcia para canamicina e as sequéncias target-Oa_Paj23117_target-

1i_broccoli_target-la_PJ23117_target-0i_corn_Pr7-1aco_ gRNA-O.
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PJ23117, target-21, corn, T8 terminator,+2 scar of clening into EcoRI site promoter,+3
Té terminator
target-la BioBrick suffix,+1
BioBrick prefix +1
BioBrick suffix
T terminator

+1

+1
IWJdBroccoli

+1
PJ23117
+1

A
pSB1K3_target-broccoli_target-corn_gRNA1 ‘@
|

14
k/. 3840 bp

+1

Figura 26. Plasmideo pSB1K3, com origem de replicacéo para E. coli, marca de
resisténcia para canamicina e as sequéncias target-Oa_Paj23117_target-

1li_broccoli_target-la_PJ23117_target-0i_corn_Pr7-1aco gRNA-1.
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+1

|§ b
l #  pSBIK3_target-broccoli_target-corn_RiboJ_gRNA® @ +1
‘| 3114 bp
I‘ ‘n +1
\ \ +2
\\ A +2
2 ! +1
\ s q,.fl,; :stl 17
- ,

(A
a4,

G
VY,
% -gb’sram

+1
+1

T@ terminator

BioBrick suffix
BioBrick prefix
target-la

+1
BioBrick suffix,+1
To terminator

ZRNAR, scaffold
promoter,lacO reg,RiboJ, target-9 PJ23117
target-9i,corn,T® terminator,+3

Figura 27. Plasmideo pSB1K3, com origem de replicacdo para E. coli, marca de
resisténcia para canamicina e as sequéncias target-Oa_PJ23117_target-

li_broccoli_target-la_PJ23117_target-Oi_corn_Pr71aco_RiboJ_gRNA-0.
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+1
+1 g . . Ig.ll
- PSB1K3_target-broccoli_target-corn_RiboJ_gRNAT E
111 3114 bp .%'
+1 M & |
s I.'\_
+1 !
ERNAL
target-1
RiboJ +
lacO reg
promoter

Té terminator

corn

target-9i
PI23117
BioBrick prefix +1 end of terminator,+1
Bio8rick suffix Biobrick prefix +3
Té terminator PI23117
target-1i, 3W]dBroccoli, +1

repeat region
+1

Figura 28. Plasmideo pSB1K3, com origem de replicacdo para E. coli, marca de
resisténcia para canamicina e as sequéncias target-Oa_PJ23117_target-
li_broccoli_target-la_PJ23117_target-Oi_corn_Pr71aco_RiboJ_gRNA-1.



