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RESUMO

A capacidade de regular a expressdo de genes em resposta a sinais externos ¢ um dos
mecanismos centrais envolvidos na manuten¢do da vida na natureza, sendo também um dos
principais objetivos de cientistas no esforco para controlar e reprogramar organismos. Para tal,
ferramentas que permitam a manipulacdo génica sdo cruciais na biologia sintética, especialmente
na criacdo de circuitos genéticos complexos e redes regulatdrias sintéticas. Serina-integrases
(Ints) sao importantes candidatos devido a suas propriedades, como a capacidade de executar
suas funcdes sem necessidade de auxiliares endogenos. Além disso, a depender do desenho de
seus sitios de reconhecimento (sitios atf), a edigdo pode resultar em diferentes tipos de
rearranjos, como inser¢do, excisdo ou inversdo. Considerando as vantagens advindas de sua
plasticidade de uso e robustez, neste trabalho apresentamos a aplicacdo de Ints na construgao de
circuitos genéticos integrados aos genomas de dois modelos de graus de complexidade distintos:
Mycoplasma mycoides JCVI-syn3B, uma bactéria de genoma procaridtico minimizado
sinteticamente, e Nicotiana benthamiana, um importante modelo vegetal com genoma
eucariotico complexo. Em M. mycoides JCVI-syn3B, Int9 e Intl3 foram inicialmente avaliadas
como efetores de interruptores genéticos capazes de inverter a sequéncia codificadora de um
gene reporter. Apenas a ativacdo por Int9 resultou no aumento de expressdo do reporter, sendo
entdo selecionada como ativador para um segundo interruptor responsavel por controlar a
expressdo da endonuclease [-Ceul, usada na digestdo e consequente delegdo do genoma celular
para producdo de Simple Cells (SimCells), uma importante plataforma para aplicacdes em
biologia sintética. O uso do interruptor controlado por Int9 permitiu um fino controle de
expressao da nuclease. Por fim, para elabora¢do de um sistema kill-switch que permita a selecao
negativa de escapes do processo de remog¢ao do genoma, promotores induziveis foram testados,
com apenas o promotor pAl3/AraE-AraR apresentando o comportamento esperado, porém com
niveis de expressdo muito baixos. Ja para N. benthamiana um sistema mais complexo foi
desenhado. Nomeado Int-Plex@ (Integrase- Plant Expression), o sistema consiste no gene
reporter mgfp flanqueado por sitios att das integrases Bxbl, phiC31, Int9 e Intl13, podendo ser
dividido em dois modulos: inversdo e excisdo. O primeiro ¢ composto pelos sitios att de Int9 e
Int13, com sua recombinagdo resultando em uma inversao do DNA alvo e expressdo de mGFP. A
ativagdo com as duas Ints resultard no retorno do gene repoérter a sua orientagdo inicial. Ja o
modulo de excisdo ¢ ativado por Bxbl ou phiC31. Sua ativacdo leva a remogao irreversivel da
sequéncia de DNA flanqueada por seus sitios att. Todas as Ints testadas foram capazes de editar
o genoma de N. benthamiana. O sistema Int-Plex@ podera futuramente ser aplicado na
modula¢do de vias metabolicas vegetais de interesse econdmico ou ambiental, enderecando
questdes de biocontencao de transgenes, dada a possibilidade de excisdo da constru¢do. Somando
aos esforcos de avango em biologia sintética, o trabalho incluiu a implementacdo de
metodologias de produgdo e uso de sistema de expressdo in vitro (TxTIl) e encapsulamento para
geragdo de sistemas sintéticos, incluindo a comprovagao de funcionamento do sistema Int-Plex@
no sistema TxTI.



ABSTRACT

The ability to regulate gene expression in response to external cues is one of the central
mechanisms of the differentiation and maintenance of life in nature, as well as one of the main
goals of scientists in efforts to control and reprogram organisms. The availability of molecular
tools that enable genetic manipulation is crucial for such advances in synthetic biology,
especially when creating intricate genetic circuits and activation cascades to work as synthetic
regulatory networks. Serine-integrases (Int) are strong candidates for these applications due to
their properties, especially their orthogonality and ability to work without any additional
cofactors. Moreover, depending on the placement of their attachment (at#f) sites, the
recombination can cause different outcomes, including insertion, excision, or inversion of a
target sequence. Taking advantage of their plasticity and robustness, here we propose the
application of serine-integrases in the assembly of genetic circuits integrated into the genome of
two models of opposing complexity: Mycoplasma mycoides JCVI-syn3B, a synthetic bacterium
hosting a minimized prokaryotic genome, and Nicotiana benthamiana, a model plant with its
complex eukaryotic genome. In M. mycoides JCVI-syn3B, Int9 or Intl3 were first tested as
effectors in genetic switches capable of inverting a reporter gene sequence, but only Int9
activation resulted in a reporter gene expression increase. Int9 was then selected as an activator
for a switch controlling the expression of I-Ceul - an endonuclease used for digestion and
removal of the cell’s genome for the production of Simple Cells (SimCells), a valuable platform
for synthetic biology applications. Our Int9-based switch was able to tightly control I-Ceul
expression. Finally, envisioning a kill-switch for selection of the SimCells generated, new
inducible promoters were tested, with only the pA13/AraE+AraR promoter presenting a proper
response so far, although yielding considerably low expression levels. As for N. benthamiana, a
more complex switch was assembled. Named Int-Plex@ (Integrase-Plant Expression), this
genetic switch system consists of a reporter mgfp gene sequence flanked by a combination of a#t
sites of Ints Bxbl, PhiC31, Intl13, and Int9 and can be divided into two modules: the inversion
module and the excision module. The inversion module is composed of Int9 and Int13 a#f sites
and their recombination results in a 180-degree flip of the target DNA, leading to activation of
mGFP expression. Concurrent or sequential activation of both Ints will bring the reporter gene to
the initial silenced state. The excision module is activated by transient expression of Bxbl or
phiC31. In this case, the DNA sequence flanked by their attachment sites is irreversibly excised
from the genome. Integrases were delivered via agroinfiltration, and all four Ints were able to
edit the N. benthamiana genome successfully. This memory switch system can be used in future
genetic circuits to engineer and modulate plant metabolic pathways of economic and
environmental importance, while also addressing transgene biocontainment issues given the
possibility of cassette excision. Adding to the efforts for advances in synthetic biology, this work
includes the implementation of protocols for the production and use of cell-free expression
(TxTI) and encapsulation to produce synthetic systems. Int-Plex@ was shown to also work in
TxTI reactions.
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Introducao

A Biologia Sintética comeca a se estabelecer como campo de pesquisa no inicio dos anos
2000 como consequéncia do desenvolvimento e amadurecimento da biologia molecular trazidos
com o advento da tecnologia do DNA Recombinante'”. Campo de carater altamente
multidisciplinar, que abrange areas bastante variadas dentre as quais a modelagem matematica,
engenharia eletronica, computagdo e biologia molecular, um dos pontos focais da Biologia
Sintética ¢ a reprogramagao de sistemas bioldgicos e construcao de organismos sintéticos para
aplicagdo no avango de areas como agricultura, energética e medicina®. Suas linhas de pesquisa
podem ser classificadas em dois grandes grupos de acordo com a abordagem aplicada,
denominadas Top-Down e Bottom-Up. De modo geral, na abordagem Top-Down sistemas
complexos vivos ja existentes sdo utilizados como ponto de partida para aquisi¢do de
conhecimento a seu respeito, em uma espéciec de engenharia reversa de componentes
moleculares, e modificagdes sdo inseridas visando otimizar e agregar novas funcdes e aplicagdes
a esses sistemas. Ja a abordagem Bottom-Up implica na criagdo de componentes isolados
necessarios para a montagem de um novo organismo, tendo como ponto de chegada idealizado a
criagio de uma célula completamente sintética. Apesar de poder ser entendida como um area
aplicada com objetivos delineados, os esfor¢os em biologia sintética possuem amplo impacto no
desenvolvimento da ciéncia e compreensdo da vida e seus mecanismos, uma vez que nao so
aglutina e utiliza conhecimentos de 4reas diversas, mas ao longo do processo também gera
valiosas informagoes e ferramentas.

Serina-integrases como ferramentas de biologia sintética

A capacidade de regular a expressdo de genes em resposta a estimulos externos ¢ um dos
mecanismos centrais de diferenciacdo e manutencdo da vida na natureza, e assim se apresenta
também como um valioso recurso a ser dominado por cientistas na busca de reprogramar e
controlar organismos. Assim, faz-se crucial o desenvolvimento de ferramentas moleculares
diversas que possibilitem a manipulacdo génica e metabdlica das células, em especial, nesse
contexto, aquelas que permitam a constru¢do de circuitos genéticos complexos capazes de
emular sinteticamente vias regulatorias. Dentro do grupo de ferramentas moleculares com tal
aplicacdo podemos destacar as serina-integrases, enzimas capazes de promover rearranjos de
DNA de maneira direcionada®’. Originalmente presentes na natureza como um mecanismo
utilizado por bacteriofagos para sua integracdo ao genoma bacteriano hospedeiro, as
serina-integrases formam, juntamente com tirosina-integrases, as principais superfamilias das
chamadas Recombinases Sitio-Especificas (Site Specific Recombinases - SSR)**°. Seu
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mecanismo de a¢do primdrio se d4 por meio da recombinagdo entre dois sitios alvo especificos a
cada integrase denominados sitio a#fP (originalmente encontrado no genoma do fago- Phage) e
sitio atfB (presente no genoma Bacteriano). Ao reconhecer seus sitios cognatos, homodimeros
das integrases sdo formados em cada um dos sitios aft, culminando na forma¢ao de um tetramero
ao ocorrer a aproximag¢io dos dois complexos'®. Apds a ligagdo as integrases catalisam quebras
de dupla fita na regido central de seus sitios, conhecida por core, seguida de rearranjos
conformacionais responsaveis pela jun¢do cruzada das extremidades formadas em cada sitio,
sendo a sua ligagdo realizada pela propria integrase. Os novos sitios recombinados sdo chamados
de atfLL (Left - esquerda) e attR (Right - direita) por se encontrarem agora flanqueando o material
genético do fago integrado ao genoma do hospedeiro (Figura 1)".

FIGURA 1. A e B) Diagramas de formacdo dos homo-tetrdmeros de serina-integrases apds ligacdo ao DNA,
clivagem e recombinagdo dos sitios att. C) Estruturas cristalograficas dos tetrameros indicando alteragdes
conformacionais ap0s giro de 90°. A- adaptagdo de Merrick et al."' ; B € C - Adaptagio de Yuan et al.'’

Apesar de o mecanismo geral de agdo ser compartilhado entre as duas principais familias de
SSR, hé& importantes diferengas entre seus membros. Serina-Integrases e Tirosina-Integrases
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recebem esse nome devido a presenca dos respectivos aminoacidos em seu sitio catalitico e
diferem funcionalmente em dois aspectos principais: direcionalidade e efetores auxiliares.
Enquanto as recombinag¢des realizadas por tirosina-integrases podem ser revertidas pelo mesmo
sistema, a a¢do de serina-integrases se da de maneira unidirecional, isto €, elas ndo sdo capazes
de promover a recombinagdo entre sitios atfL e attR uma vez formados, apenas entre o par de
sitios atfB e attP - sendo a reversdao da unidirecionalidade possivel apenas na presenga de uma
outra proteina conhecida como RDF (Recombination Directionality Factor, ou Fator de
Direcionalidade de Recombinagdo em portugués)’. As proteinas RDF possuem origem também
no genoma do profago e sdo especificas para cada integrase, com poucos pares Int-RDF
identificados e caracterizados até o momento, sendo alguns deles phiC31 — gp3'%; Bxb1 — gp47';
TP901-1 — orf7"; phiRvl — Rv1584c"; SPBc — SprB'®; phiJoe — gp52'7; A118 — gp44'®; phiBT1
— gp3BT1". Outra forma de possibilitar a reversibilidade da recombinagéo se da por meio do uso
de isoformas contendo mutagdes ativadoras de bidirecionalidade®*?'. Tais muta¢des, como as
identificadas na regido C-terminal de phiC31 resultam na geragdo de isoformas com potencial de
auto-ativagdo da recombinacdo reversa dos sitios atfL/attR mesmo na auséncia do RDF gp3. O
segundo principal aspecto de diferenciacdo entre as duas familias ¢ a capacidade de
serina-integrases realizar todo o processo de recombinagdo, incluindo clivagem e ligacao da fita
dupla de DNA, de maneira independente, enquanto tirosina-integrases usualmente necessitam de
cofatores codificados pelo hospedeiro para agirem - os chamados Fatores de Integracdo do
Hospedeiro (IHF) normalmente responsdveis por alteragdes topoldgicas do DNA necessarias
para a acao destas integrases.

Apesar de tirosina-integrases como os sistemas Cre/Lox**?* e FIp/FRT*?® serem
historicamente mais amplamente utilizadas em estudos de biologia molecular e metodologias
bem estabelecidas como clonagem Gateway”’*®, as serina-integrases tém ganhado espago na
biologia sintética justamente por suas vantagens envolvendo o carater permanente de sua
recombinagdo unidirecional, a utilizacdo de sitios a#t menores e independéncia de fatores
auxiliares mencionados. Sua aplicacdo enquanto ferramenta biotecnologica passa a ser ainda
mais significativa quando manipulagdes nos desenhos dos pares de sitio atf conferem novos usos
para além da integra¢do de moléculas de DNA. Como mencionado, a integra¢do ocorre quando
os sitios atfB e atfP se encontram em moléculas distintas, como ¢ o caso dos genomas de
bacteridéfago e bactéria hospedeira. No entanto, desenhos racionais de construgdes permitem a
utilizacdo das integrases como ferramentas capazes de inverter, excisar ou at¢é mesmo trocar
sequéncias de DNA flanqueadas por sitios atf. Conforme ilustrado na Figura 2, a orientagao
relativa entre os sitios at/B e atfP ¢ a grande responsavel por essas diferentes resultantes. Quando
os sitios attB e attP de um par estdo presentes em uma mesma molécula com a mesma
orientacdo, a sua recombinagdo resultard na excisdo do DNA por eles flanqueado, restando na
molécula principal apenas o sitio a#fL recombinante. J4 em uma constru¢ao onde os sitios sejam
inseridos em orientacdo oposta em relacdo a seu par, a sua recombinagdo ocasionard a inversao
180° da orientagdo do DNA flanqueado por eles. Esta tltima aplicagdo ¢ de grande importancia
por permitir a regulacao da expressao de um gene se considerarmos que a inversao pode alterar a
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orientagdo de uma sequéncia codificadora em relagdo a seu promotor, resultando em seu
silenciamento ou ativacdo a depender do estado originalmente estabelecido na construcdo
(Figura 2B). Uma outra importante propriedade das integrases, denominada ortogonalidade, ¢ a
especificidade de acdo restrita ao seu respectivo par de sitios atfB/attP, ndo sendo capaz de levar
a recombinagdo de sitios att correspondentes a outra integrases. Diversos trabalhos ja mostraram
por meio de testes cruzados e elaboracdo de matrizes de ortogonalidade a especificidade destas
recombinases® !, apesar de em alguns poucos casos ser possivel observar certo grau de ativagdo
cruzada entre integrases e sitios a#f de outra recombinase, como exemplo os pares Int10/Int7%,
HbiF/FimE* e Cre/Dre*'.

A.

Integration Excision Inversion RMCE

.}aHB site .attP site -a[IL site DattR site

L o o
@ C {T>—Jarp
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FIGURA 2. Esquematizacdo de possiveis resultados de recombinag@o por serina-integrases. A) Integracao,
Excisdo, Inversao e Troca de Cassete Mediada por Recombinase (RMCE - Recombinase Mediated Cassette
Exchange). B) Inversdao demonstrando em detalhes o funcionamento de um interruptor baseado em integrases. A
inversdo da sequéncia codificadora resulta em alinhamento de sua orientagdo com relagdo ao seu promotor Pconst,
ativando a producdo de GFP. B- adaptagdo de Yang et al.”

Dadas as propriedade mencionadas, principalmente as varias possiveis formas de
rearranjo de DNA , a irreversibilidade da recombinagao e sua ortogonalidade (que assim permite
0 uso concomitante de diversas integrases em um mesmo sistema), tais recombinases ganharam
grande destaque na criacdo de interruptores e circuitos génicos. Empregando as serina-integrases
Bxbl e TP901-1 e um conjunto de moédulos reguladores como promotores induziveis e
terminadores, Bonnet e colaboradores sistematizaram a criagdo e uso de portas logicas na
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constru¢do de circuitos para regulagdo da taxa transcricional de genes®>. Com as mesmas
integrases reguladas por promotores induziveis por glicose e nitrito Coubert e colaboradores
construiram bactérias Escherichia coli capazes de identificar glicosuria em urina de pacientes
diabéticos® . Desde entdo as mais variadas aplicagdes de tais circuitos tém sido realizadas, seja
na regulacdo de expressdo de genes de interesse, construcdo de sensores e registro de eventos.
Nesse contexto de desenvolvimento de circuitos biologicos cabe destaque a ferramentas de
bioinformatica para o auxilio e automac¢do do desenho de circuitos complexos baseados em

portas logicas, como a plataforma Cello (www.cellocad.org) desenvolvida por Nielsen e
34-36

colaboradores®°. Outra aplicacdo promissora de integrases ¢ a construcdo de sistemas de
registro de memoria e computacdo genética com base na sua capacidade de invertase
unidirecional. Considerando os estados invertido e ndo-invertido de uma sequéncia de DNA
como estados bindrios 1 e 0 resultantes da ativagdo ou ndo de 11 integrases, Yang e
colaboradores foram capazes de construir um sistema de armazenamento permanente com
capacidade proposta de 1.375 bytes (referentes as 2048 possiveis combinagdes de estados das 11
sequéncias reguladas)®. Estudos anteriores ja haviam demonstrado a aplicabilidade de integrases
na computacdo de eventos com menor capacidade de armazenamento com a utilizagao de 2
integrases: Cre/Flpe®® e Bxb1/TP901-1%,

Ainda que decorrido mais de 3 décadas desde os primeiros artigos com serina-integrases®’
e apesar de todo o potencial apresentado por elas, por muito tempo apenas um limitado grupo de
integrases era aplicado nos estudos publicados, especialmente no caso de uso em organismos
eucariontes, com largo predominio do uso de phiC31 e Bxbl e as integrases phiR4 e TP901 em
menor frequéncia. Assim, o desenvolvimento de pipelines e plataformas de bioinformatica para
identificacdo de novas integrases e seus sitios, em conjunto com trabalhos de sistematizagao da
caracterizagdo funcional dessas moléculas em organismos diversos observados nos ultimos anos
¢ de extrema importancia, especialmente considerando a demanda por um conjunto maior de
integrases disponiveis e ortogonais entre si para a construcao de cascatas de ativagado e circuitos
multi-componente cada vez mais intrincados. Dentre as ferramentas de identificagdo in silico de
novas integrases se destacam os trabalhos realizados por Yang e colaboradores”, conseguindo
identificar 13 novas integrases funcionais e seus sitios e utilizando-as na construgdo de
interruptores de memoria permanente em E. coli, € o mais recente trabalho de Durrant e
colaboradores®, capaz de identificar mais de 60 novas integrases e caracteriza-las
funcionalmente em células humanas. A identificagdo de novas integrases funcionais ¢ ainda mais
necessaria quando consideramos sua aplicagdo em eucariotos, uma vez que a maior
complexidade e compartimentalizagao das células criam barreiras funcionais que acabam por
reduzir o leque de recombinases disponiveis. Xu e colaboradores®®, por exemplo, demonstraram
que algumas integrases capazes de promover a recombinacdo em DNA plasmidial transformado
em células humanas perderam a capacidade de fazé-lo quando o DNA alvo encontrava-se
inserido no genoma, enquanto Andreas e colaboradores® conseguiram aumentar a eficiéncia de
recombinacdo de phiC31 em células de camundongo por meio de alteragdes como a adi¢ao de
sequéncias de localizagdo nuclear (NLS) na por¢do C-terminal da proteina. Gomide e
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colaboradores também demonstram esse efeito de transicdo procarioto-eucarioto ao aplicar em
modelos variados de células animal e vegetal 6 integrases previamente caracterizadas em E.
coli*. Ainda que no estudo em bactéria todas as integrases tenham apresentado altos indices de
eficiéncia na ativagdo de expressdo do gene reporter, sem grandes variagdes entre si, no estudo
com modelos eucariontes padrdes diversos de eficiéncia foram observados, ainda que tenha sido
possivel a detecgdo molecular da recombinagdo mesmo para integrases que nao levaram a um
aumento de expressao do gene alvo.

Esta variacdo de eficiéncia entre diferentes modelos ndo ocorre apenas quando da
transicdo de um modelo procarionte para um eucarionte, mas também entre organismos
taxonomicamente mais proximos, como o caso de estudos com TP901, que em um mesmo
trabalho se mostrou funcional em células humanas mas incapaz de executar a recombinag¢do em
células de camundongo™®, mesmo ja tendo se mostrado funcional em Saccharomyces cerevisiae*'.
Mais recentemente Guiziou e colaboradores*” também ndo obtiveram sucesso com o uso desta
integrase em Arabidopsis. Tais variagdes reforcam a importincia de plataformas para
sistematizacdo da caracterizagdo funcional de integrases em modelos diversos para melhor
estabelecer o conjunto dessas ferramentas de edicdo génica mais apropriado para cada
organismo. Um levantamento dos estudos até entdo publicados com a aplicagdo de
serina-integrases para edicdo de DNA em organismos eucariontes ¢ apresentado na Tabela 01,
incluindo ndo apenas as integrases e organismos estudados, mas também o mecanismo de
rearranjo do DNA aplicado e as metodologias de entrega da integrase efetora. O artigo de
descri¢do de nossa plataforma de protocolos para avaliagdo sistematica de serina-integrases em
células animais, incluindo humanas, e vegetais encontra-se publicado no peridédico PlosONE
com titulo “Protocol for the establishment of a serine integrase-based platform for functional
validation of  genetic switch controllers in eukaryotic cells” [doi:
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0303999 ], sendo apresentada uma copia no Anexo A.

TABELA 01. Aplicagdes de serina-integrases na edigdo de DNA em sistemas eucariontes.

Int Mecanismo Organismo Delivery Ref

68 novas (sh2s; 30
Si74 ; Bm99 ; Me99 ;
Ma37 ; Nm60 ; Cc91 ;
Vh19; Cs56 ; Bt24 ; No67
; Fm04 ; Bu30 ; Ma05 ;
Rh64 ; Cb16 ; uCb4 ;
Ec03 ; Ec04 ; Ec05 ; Ec06
; EcO7 ; Ef01 ; Ef02 ; Kp01
; Kp03 ; Kp04 ; Kp05 ;
Pa01 ; Pa03 ; Sa01 ; Sa02
s oy e Y%L integrag@o Homo sapiens transfeccdo
Td01 ; Enc3 ; Fp10 ; Ph43
; Sm18 ; Cd16 ; Pf80 ;
Bs46 ; Pf48 ; Rb27 ; Sa51
; Bc30; Cd04 ; Cd15;
Sa34 ; Pp20 ; RIO9 ; Efs2 ;
Pf15 ; Ps45 ; Sp56 ; Dn29
;Vh73 ; Em12 ; Pc64 ;
Vp82 ; Cp36 ; Pc01;
Enc9)
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A célula minima Mycoplasma mycoides JCVI-Syn3

Para além da necessidade de desenvolvimento de ferramentas moleculares que permitam
a manipulacdo genética de organismos, a busca por dominar os mecanismos moleculares da vida
ao ponto de cria-la sinteticamente demandaria um conhecimento profundo, se ndo absoluto, do
comportamento, interacao e fun¢do de cada componente molecular em uma célula. Tal ideal,
praticamente inconcebivel em muitos aspectos dada a complexidade inerente aos sistemas
biologicos, torna-se menos intangivel a luz de uma visdo embasada em um reducionismo
cientifico, propondo a utilizacdo de modelos mais simples possiveis para interpretacdo e
explicagdo de fendmenos. Assim, a idealizagdo de um modelo reducionista em termos
moleculares culminaria na busca de uma célula contendo apenas um conjunto minimo de genes
teoricamente capazes de originar um organismo vivo e funcional, fornecendo um contexto
celular simplificado a ser usado nestes estudos.

Tal debate se faz presente na literatura hd muito tempo, com discussdes tedricas e
primeiras proposi¢des ja desde os anos 1950 com o interesse na identificacdo das menores
unidades replicativas autonomas®’°, com as discussdes ganhando for¢a e tomando novos
formatos na busca direta de genes essenciais com a inicio da publicagdo de genomas completos
em meados dos anos 19907"7. Tal conjunto minimo autossuficiente de genes, denominados
entdo como genes essenciais, definiriam as bases moleculares da propria existéncia e propagacao
do conceito de vida como conhecemos’™. A existéncia de tal conjunto seria inclusive sugerida na
propria natureza em eventos de perda de genes observados em relagdes de parasitismo, por
exemplo, onde muitos dos componentes celulares e vias metabolicas deixam de ser necessarios a

partir do momento em que diversas necessidades metabolicas passam a ser atendidas pelo meio
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externo. Um exemplo interessante deste tipo de minimizacdo natural de genomas pode ser
encontrado no caso de bactérias como as mycoplasmas. M. genitalium, uma bactéria patogénica
parasita responsavel por infecgdes dos tratos genital e respiratorio humanos, ¢ considerado o
principal evento desse processo de reducdo natural de genomas, carregando um genoma de 580
kb consistindo em apenas 525 genes’ (a bactéria modelo E. coli, a fins de comparagio, possui
4401 genes), ja tendo sido teorizado e demonstrado por ensaios de perdas de fungdo individual
que tal nimero poderia chegar a ser reduzido para 3827 .

Esta busca, porém, ndo se limitou a simples observacgdo e descricdo de células presentes
na natureza, dando lugar ao direcionamento de esfor¢os voltados a criacdo de uma célula
sintética capaz de carregar apenas genes essenciais. O primeiro organismo controlado por um
genoma inteiramente sintetizado quimicamente foi publicado por Gibson e colaboradores em
2010, com a construgdo da bactéria Mycoplasma mycoides JCVI-synl.0” . A constru¢do deste
organismo consistiu na sintese quimica completa do genoma de M. mycoides , com adaptagdes
para remocdo de genes de viruléncia e insercdo de sequéncias necessarias para montagem e
identificacdo da nova molécula, e o posterior transplante desse genoma para células de M.
capricolum cujo material genético havia sido previamente removido. Os avangos na capacidade
de sintese e manipulacdo de um genoma completo tornaram entdo possivel a edigdo de
sequéncias extensas e reorganizacdo dessas moléculas para criacdo de novos organismos, além
de fornecer a comunidade cientifica uma nova plataforma para estudos de genomica funcional
com a linhagem JCVI-synl1.0. Dominando assim um amplo arsenal de ferramentas relacionadas
ao desenho, sintese, manipulagdo e transplante de genomas sintéticos desenvolvidas no ambito
da geragdo de Synl.0, tais estudos se concentraram no uso desta linhagem para identificacdo dos
chamados genes essenciais, uma vez que agora seria possivel ndo apenas silenciar
individualmente genes para avaliacdo de essencialidade em ensaios de perda de fungdo, mas de
fato construir um organismo contendo apenas genes essenciais em seu genoma.

Os estudos de essencialidade realizados envolveram o silenciamento de genes por meio
de bombardeamento de transposon Tn5 a fim de provocar sua integragdo aleatdria em regides do
genoma, resultando em quebra do gene afetado com consequente interrup¢do de expressdo da
proteina por ele codificada e perda de funcdo exercida por esta’”’. A Figura 3 traz o diagrama
com mapeamento dos sitios de inser¢do do transposon ao longo do genoma identificados. Apos
os bombardeamentos as células foram cultivadas e as sobreviventes tiveram seu genoma
sequenciado para deteccao do local de insercao do transposon. A presenca do transposon em uma
sequéncia identificada em uma célula viva indicaria, assim, a ndo essencialidade do gene
silenciado, uma vez que sua perda de funcdo ndo resultou em perda de viabilidade. Auséncia de
eventos de insercdo em um determinado gene seria uma confirmacdo de sua essencialidade, pois
indicaria que as células em que tal gene fosse silenciado ndo seriam capazes de sobreviver a
ponto de aparecerem nos sequenciamentos. Uma terceira categoria de genes também foi
classificada, denominados genes quasi-essenciais. Esses genes seriam identificados ao
acompanhar culturas contendo pools de células carregando inser¢oes em diferentes partes do
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genoma individualmente. Ao longo das geragdes a queda de representatividade (chegando a
auséncia) de células com um determinado gene silenciado inicialmente presente nos primeiros
ciclos de divisdo seria indicativo de uma perda de capacidade competitiva e prejuizo a
capacidade de propagagdo. Ainda que ndo imediatamente deletéria, sua remocdo traria danos
significativos a célula, sendo entdo mantidos juntamente com os genes essenciais.

(i) quasi-essential

v v WV OV VvV VV VvV WV YY"V v v v

h 4 v;vw v vv

(e) essential

h o A . 4
vy v v'-*“ 4 v Yv_ w w
Y% v Y v v v ew v v v

(n) non-essential

Figura 3. Mapeamento de ocorréncias de inser¢do de Tn5 no genoma de Synl.0 por meio de ensaios de
bombardeamento de transposon para identificacdo de genes essenciais. Setas pretas representam insercdes
detectadas na primeira passagem. Setas rosa representam inser¢des detectadas apds a quarta passagem. A auséncia
de inser¢des em um gene permite sua classificagdo como essencial, enquanto a deteccdo de inser¢des na primeira
passagem mas sua auséncia apds a quarta passagem sinaliza perda de capacidade competitiva Adaptado de
Hutchinson et al. (2016)™

Tendo em maos o levantamento de genes afetados procedeu-se entdo a sintese quimica de
um novo genoma de M. mycoides, agora sem os genes considerados ndo-essenciais. A sintese e
implantacdo do novo genoma resulta na criacdo e publicagdo da nova linhagem M. mycoides
JCVI-syn3.0, carregando um genoma de apenas 531 kbp, com manuten¢do de apenas 473 genes
dos 910 originalmente presentes em Syn17®. Apesar da constru¢do bem sucedida e do importante
avango que representou a criagdo de uma célula sintética minima viva e capaz de se replicar,
Syn3.0 apresentou consideravel reducao nas taxas de replicacdo e certa instabilidade morfologica
que levaram a necessidade de reinser¢ao em seu genoma de 19 genes originalmente considerados
ndo essenciais, dando origem a linhagem JCVI-syn3A”"®, Uma nova linhagem foi
posteriormente criada a partir de Syn3A visando facilitar sua utilizagdo como plataforma
experimental. A nova linhagem, denominada JCVI-syn3B, carrega os 492 genes de Syn3A e uma
regido de integracdo direcionada (landing pad) baseada em sitios loxP para inser¢ao facilitada de
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genes de interesse em seu genoma por meio de utilizacdo do sistema Cre/Lox. Uma comparacdo

entre os genomas de Syn1.0 e Syn3.0 ¢ apresentada na Figura 4.

1 JCVI-synl.0
1000000 1,078,809 bp

JCVI-syn3.0

531,490 bp

800000— ~400000

200000

/
600000

Figura 4. Representagdo dos genomas da célula sintética M. mycoides JCVI-synl.0 e da célula minimizada
M. mycoides JCVI-syn3.0 Regides em vermelho representam genes mantidos durante o processo de minimizagao.

Adaptado de Hutchinson et al. (2016)
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Capitulo 1

Construcao de interruptores genéticos ativados por
serina-integrases na célula sintética minimizada Mycoplasma
mycoides JCVI-syn3B: regulaciao transcricional controlada
por Int9 e sua aplicacio no controle de expressio da
endonuclease I-Ceul para producao de SimCells.

Introducao

Marco incontestavel no campo da biologia sintética, a criacdo da célula controlada por

um genoma minimizado M. mycoides JCVI-Syn3.0 e suas linhagens derivadas tem aberto

caminho para significativos avangos em areas diversas, da gendmica funcional™

79-81

a criagdo de
, bem como sua aplicacdo enquanto chassi para expressao
heter6loga de proteinas e montagem de mecanismos moleculares provenientes de outros
organismos®®. A consideravel redu¢do de seu genoma facilita (ou ao menos torna menos
complexo) o processamento computacional de informacdes globais do sistema, sendo uma das
areas de destaque na literatura envolvendo a célula minima que tem se mostrado altamente
prolifica em especial nos ultimos anos. Dentre os varios avangos de bioinformatica observados

modelos descritivos in silico

tem destaque a caracterizagdo protedmica in silico™, mapeamento de fluxos metabdlicos™ e
descricao de arquitetura cromossomal e mecanismos de expressdo génica da célula, assim como
a montagem do banco de dados Synwiki*, voltado para o levantamento e disponibiliza¢do facil
de genes e proteinas de Syn3A. Outro campo de destaque ¢ o de estudos evolutivos com a célula.
O acompanhamento de culturas ao longo de centenas a milhares de geragdes em estudos de
evolugdo laboratorial adaptativa tem demonstrado, dentre outros, um aumento de fitness com
reducdo do tempo de duplicacdo ao longo das passagens®®®’. Hossain e colaboradores também
descrevem o desenvolvimento de resisténcia a antibioticos por meio de ensaios de evolugao
adaptativa com Syn3B*.

A remocdo de praticamente metade dos genes originalmente presentes fornece um
ambiente citoplasmatico com muito menos componentes moleculares capazes de interferir no
funcionamento de vias metabdlicas ou expressdo heterdloga de proteinas, por exemplo. O
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contexto molecular menos complexo também abre espaco para o estudo, desenvolvimento e
aplicacdo de ferramentas moleculares e circuitos genéticos visando a constru¢do de novo de
componentes sintéticos que poderdo vir a formar uma célula completamente sintética dentro da
abordagem Bottom-Up. No entanto, este mesmo processo de minimizacao cria impedimentos ao
uso de importantes ferramentas moleculares ao remover componentes celulares necessarios.

A remocao de sistemas de reparo de DNA, por exemplo, interfere diretamente no uso do
sistema CRISPR para edi¢des de DNA em Syn3B e outras espécies de mycoplasma minimizadas
naturalmente, uma vez que ainda que a enzima Cas seja capaz de ser direcionada a um sitio
especifico com uso de RNAs guia e catalisar a quebra das fitas de DNA, a auséncia do um
sistema de reparo e recombinagdo homodloga impede a inser¢do de mutagdes ou integracao de
sequéncias de DNA no genoma, interrompendo o processo inclusive por incapacidade de
promover a religacdo nas regides clivadas®. Atualmente, para qualquer edi¢do diretamente no
genoma da célula minima este precisa ser introduzido em células de levedura, onde serdo
editados por CRISPR ou recombinacdo homologa, por exemplo, e posteriormente purificado e
transplantado novamente para uma célula receptora, sendo um processo consideravelmente
trabalhoso. Para contornar tais limitagdes, algumas metodologias vém sendo desenvolvidas a fim
de permitir edi¢do ou ao menos regulagdo génica nestes sistemas. Um dos exemplos ¢ a
metodologia de interferéncia por CRISPR, batizada de CRISPRi, utilizada para permitir o
silenciamento de genes alvo nas células Synl.0, Syn3.0 e derivadas®. O método envolve a
utilizacdo de uma Cas9 defectiva (dCAS9) , capaz de se ligar a sequéncia alvo guiada pelo
sistema classico de gRNA, mas incapaz de causar quebra na dupla fita de DNA. Sua ligacdo a
regido alvo causa apenas um impedimento estérico a liga¢ao de polimerases, bloqueando assim a
transcri¢do do gene a ser silenciado. J4 para edi¢do direta de DNA em algumas espécies de
mycoplasma metodologias como a fusdo de dCas9 a editores de base’, reintrodugdo de vias de
reparo que possibilitem o uso da tecnologia CRISPR e associagdo de recombinases ja foram
publicadas®.

Especialmente visando a criacdo de circuitos genéticos capazes de emular redes
regulatorias sintéticas e o desenvolvimento de ferramentas de edi¢do génica funcionais para a
célula minima, serina-integrases surgem como importantes candidatas dada sua capacidade de
realizar rearranjos de DNA a partir da recombinacao direta de seus sitios de reconhecimento sem
a necessidade de nenhum outro fator complementar do hospedeiro, o que que se mostra uma
consideravel vantagem no contexto molecular reduzido da célula minima.

Considerando o potencial representado pelos avancos alcancados na biologia sintética
com a identificagdo de genes essenciais € a constru¢cdo e disponibilizagdo da célula minima
JCVI-syn3B, somado aos obsticulos impostos a aplicagdo de ferramentas moleculares
amplamente utilizadas, como CRISPR e a escassez de promotores induziveis funcionais no
sistema, justamente em decorréncia da minimizagdo atingida, ¢ proposto no presente trabalho a
avaliacdo funcional e aplicag@o de serina-integrases na célula minima M. mycoides JCVI-Syn3B
visando ampliar a disponibilidade de ferramentas de edi¢do génica no organismo, bem como
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permitir a constru¢do de interruptores genéticos capazes de regular a expressdo génica em
resposta a estimulo externos, o que abrird caminho para a constru¢do de circuitos genéticos
complexos capazes de atuar como redes regulatdrias sintéticas em possiveis construgdes
bottom-up de uma célula verdadeiramente sintética em um futuro préximo.

Objetivo Geral

Construir interruptores genéticos controlados por serina-integrase capazes de modular a
expressdo de gene-alvo integrado ao genoma da célula sintética minimizada M. mycoides
JCVI-syn3B por meio da inversdo 180° de sua sequéncia codificadora. Além de funcionar como
prototipo de redes regulatdrias sintéticas, o interruptor deverd ser aplicado na geracdo de
SimCells (ou Simple Cells, corpos celulares depletados de genoma utilizados como plataforma de
expressao em biologia sintética) através do controle da transcri¢do da endonuclease I-Ceul.

Objetivos especificos

e Selecdo de integrases e desenho de vetores integrativos contendo os modulos
efetor (gene da integrase) e repdrter (reverso-complemento do gene de proteina
fluorescente mcherry flanqueado por sitios att);

e Construcdo dos vetores por meio de metodologia de montagem in vivo em E. coli
de fragmentos com extremidades homologas;

e Transformagdo integrativa de Syn3B para geracdo de linhagens contendo o
interruptor em seu genoma

e Avaliagdo funcional do interruptor por indugdo com tetraciclina e quantificagdo de
niveis de fluorescéncia

e Constru¢ao e avaliagdo de interruptor Int9-ICeul para controle de expressdo da
endonuclease

e Geracao de SimCells

o Testes de promotores induziveis para constru¢cdo de sistema kill-switch baseado
em CRISPRIi para sele¢dao negativa de células escape

e Desenvolvimento de sistema de selecdo negativa e produgdo de amostras de
SimCells puras

Metodologia

Solucgoes e Meios de Cultura

Meio LB baixo sodio (para sele¢do com Zeocina)
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Triptona 10g

NaCl 5g
Extrato de levedura 5¢g
Bacto agar 16g

Agua destilada gsp 1L
Ajuste para pH 7.5

Autoclave 15 min; 121°C

Meio SP4

(Parte 1):

Mycoplasma Broth Base (BBL)
Bacto Tryptone (Difco)

Bacto Peptone (Difco)

Agua destilada

(agar microbiologico , granulado)

Ajuste para pH 7.5 com 1-2 N NaOH
Autoclave 15 min.

(Parte 2):
CMRL 1066 10x TC medium (Gibco 21540-026)
Dextrose 20%, filtrada
Yeast Extract Solution (Gibco 18180-059)
Yeastolate, 4% autoclavado (Difco 5577-15)
Agua destilada autoclavada
KnockOut* (Gibco 10828028)
Penicillin G, premade solution, 400000 U/mL stock
NaHCO3, 7.5%, filtrado
L-Glutamine, 200 mM, filtrada
Phenol red solution, 0.5% (Sigma P0290)
Total:

10g

1 litro

35¢g

10g

53¢

gsp 600 mL

apenas para meio solido

50mL
25 mL
35mL
S0 mL
50 mL
170 mL
2.5 mL
14.6 mL
SmL
4 mL
403.7 mL

Recomenda-se filtrar com membrana de 0.22um a Parte 2 completa apos preparo,

mesmo com a utilizagdo de componentes estéreis.
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* KnockQOut pode ser substituido por Soro Fetal Bovino (Inativado por calor a 56°C por
1h), mantendo-se o mesmo volume indicado.

Apos preparo das duas fragoes (Parte 1 e Parte 2), e garantindo-se o resfriamento da
Parte 1 apos autoclavagem, misture-as para obtengdo do meio SP4 completo. pH final do meio
deve estar entre 7.6 e 7.8

Tampdo S/T
0.5 M Sacarose
10 mM tris-HCI, pH 7.5

Solucao Concentrada de Sacarose
0.5 M Sacarose
20 mM tris-HCI, pH 7.5

Solugdo 70% PEG6000
PEG6000 175 g
Tampao S/T 10.5 mL

Volume final: 25 mL

Incubar a 50°C com agitagdo para solubiliza¢do. Manter a 4°C apds preparo
Obs.. antes de usar durante transformagdo, manter a 50-60°C para preparo de aliquotas
e reequilibrar a 37°C por pelo menos 15 min antes de adicionar as células

Linhagens celulares, cultivo e manipulacdo

As linhagens de M. mycoides JCVI-syn1.0, JCVI-syn3.0 e JCVI-syn3B utilizadas
neste trabalho foram gentilmente cedidas por Dr. John Glass através de Acordo de Transferéncia
de Materiais entre EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia e J. Craig Venter Institute
(JCVI, La Jolla, CA, EUA). O material recebido foi utilizado na inoculagdo de culturas liquidas
de meio SP4 puro mantidas em estufa de incubacdo a 37°C por pelo menos duas passagens para
reativacdo e preparo de estoques a serem mantidos congelados em ultra-freezer a -80°C. Indculos
iniciais para experimentos eram realizados por meio de raspagem de culturas estoque congeladas
e inoculagdo do material em 1 mL de meio SP4 - puro ou suplementado com os devidos
antibidticos quando necessario - incubadas a 37°C overnight. Mudancas da coloracdo do meio
SP4 de vermelho para alaranjado/amarelado em decorréncia da acidificagao do meio sinalizam a
progressao dos estagios de desenvolvimento das culturas.
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Os pares de oligonucleotideos SynID apresentados na Tabela 2 foram usados na
confirmacdo das linhagens quando do preparo de estoques ou sempre que necessaria a
confirmagdo ao longo do trabalho. Toda manipulagdo de microrganismos foi realizada em capela
de fluxo laminar presente em laboratdrio sob conformidade e registro de Nivel de Biosseguranca

IIL.

TABELA 2. Oligonucleotideos utilizados na genotipagem de linhagens M.

mycoides JCVI-syn

Oligonucleotideo

Sequéncia

SynID All Fwd*

cgtagatcaattggatagatcg

SynID AIll Rvs**

agagcttcagtctgctgcte

SynID_capri_Fwd

gcatcaaaaacaacacttgcag

SynID capri_Rvs

gaagctgaagaaattgctgetg

SynID S10 Fwd

tgaggattgcatgaaacacgac

SynID S10 Rvs

ctettgettgacctaaactage

SynID S20 Fwd

ggtcctggtagttatactggtg

SynID S20 Rvs

ggtaaacttggttctgttagag

SynID S3s Fwd

gaaccaagtacaatgctaagtg

SynID S3s Rvs

gatctatacgctatgattgctg

SynID S30 Fwd

taattgtaatggtgtagcaagce

SynID S30 Rvs

cagtatgctactgctagatgtc

SynID S3A30 Fwd

acgtggagggtaattctgctag

SynID S3A30 Rvs

cttcattccgtaactcttctac

SynID S3A3B_Fwd

tgataaccaccagttattcctg

SynID S3A3B Rvs

ccaattcaaggaactgcttcag

SynID_S3B_Fwd

ccttegtttatcttgectgete

SynID S3B Rvs

cagagtactgcaatttgactg

*Fwd: forward (oligos com orientagdo senso)
**Rvs: reverse (oligos com orientacdo antisenso)
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Design e construgdo de plasmideos

Avaliagdo funcional de serina-integrases. Vetores utilizados nos ensaios de avaliagao
funcional de interruptores genéticos ativados por serina-integrases foram construidos
utilizando-se como arcabouco o plasmideo pSD080 cedido por Dr Yo Suzuki (JCVI, La Jolla,
CA, EUA), derivado da familia de plasmideos desenvolvidos para aplicacdo do sistema CRISPRi
em Syn3A®. Tal plasmideo carrega a maquinaria do sistema Cre/LoxP necessaria para integragdo
direcionada no landing pad presente no genoma da linhagem Syn3B, bem como genes de
resisténcia a Zeocina e Puromicina para selegdo de transformantes. O desenho dos plasmideos de
interesse inclui dois modulos presentes no mesmo vetor integrativo: um modulo efetor € um
modulo repérter. O modulo efetor consiste no gene da serina-integrase selecionada sob controle
transcricional do promotor induzivel TetR-Pxyl/TetO2 ativado por tetraciclina. O moédulo
reporter consiste no gene mcherry silenciado, por estar inserido em orientacdo contraria a de seu
promotor constitutivo de espiralina, flanqueado pelos sitios attB e attP da respectiva integrase
avaliada. Os genes utilizados na construgdo foram desenhados e sintetizados na forma de gBlocks
(IDT) com codon otimizacdo baseada na tabela de frequéncia de coédons de Plasmodium
falciparum disponibilizada pela propria ferramenta. Foram selecionadas para avaliagdo da
capacidade de inverter o gene reporter as integrases Int9 e Int13%4°, Vetores intermediarios
diversos também foram construidos como controles para avaliar possiveis interferéncias como a
presenca de sitios pré- e pos- recombinagdo sobre os niveis de expressao do reporter. Diagramas
das construgdes estao apresentados na Figura 5.

Os vetores utilizados receberam as seguintes denominagdes:

e pSDO80 iX pBP: gene reporter silenciado flanqueado pelos sitios attB e atfP; auséncia
do gene da respectiva integrase (iX, onde ‘X’ representa o numero referente a Int
utilizada)

e pSDO080 iX pLR: gene repoérter ativo flanqueado pelos sitios recombinados a#fL e atfR;
auséncia do gene da respectiva integrase (iX, onde ‘X’ representa o nimero referente a
Int utilizada)

e pSDO0O80 iX iBP: gene reporter silenciado flanqueado pelos sitios a#/B e atfP; inclusdo do
gene da respectiva integrase (iX, onde ‘X’ representa o numero referente a Int utilizada)

e pSDO80 iX iLR: gene repodrter ativo flanqueado pelos sitios recombinados atfL e attR;
inclusdo do gene da respectiva integrase (iX, onde ‘X’ representa o nimero referente a
Int utilizada)

e pSDO80 Tetmcherry: gene repérter ativo sob regulacdo por promotor induzivel
TetR-Pxyl/TetO2; auséncia de quaisquer sitios atf e integrase

21


https://www.zotero.org/google-docs/?lY5fcY
https://www.zotero.org/google-docs/?51n1Mu

pBP pLR

N N
p « attB e attP sites Marker - Puromicina
» <« attL e attR sites Cre/loxP system
=) mCherry OFF 1 constitutive Promoter
Int_BP Int_LR 4| mcherry ON “] Tet Promoter
N N

FIGURA 5. Mapas esquematicos das construcdes realizadas

A construcao dos vetores foi realizada através da metodologia de montagem in vivo de
fragmentos com extremidades homdlogas publicada por Kostylev e colaboradores® (Figura 6).
Brevemente, oligonucleotideos sdo utilizados para amplificacdo dos fragmentos de interesse e
adicdo de regides de homologia com 30-50 nt nas extremidades. Apds amplificagdo as amostras
sdo submetidas a tratamento com enzima de restricdo Dpnl (Thermofisher) para eliminacdo do
DNA molde e purificagdo por kit (Zymo) dos amplicons gerados. Os fragmentos obtidos sdo
entdo misturados em propor¢do molar de 3:1 e adicionados diretamente em reagdes de
transformagdo por choque térmico de células quimiocompetentes de E. coli DH5a (NEB).
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FIGURA 6. Modelo de constru¢do de plasmideos pelo método de montagem in vivo de fragmentos com

extremidades homologas

Avaliagdo de promotores induziveis. Para os ensaios com promotores induziveis em
Syn3b foi utilizado como arcabougo o vetor Pmod2loxpurolox-cre-sp. Assim como pSD080, o
vetor pMod também possui o sistema Cre/LoxP para integracdo no landing pad e genes de
resisténcia a ampicilina e puromicina para sele¢do de transformantes em E. coli ¢ mycoplasma,
respectivamente. As sequéncias de promotores induziveis pA13 (arabinose), pL52b62 e pLG64
(IPTG) e respectivos fatores de transcricao foram selecionadas apos publicagao de caracterizagao
funcional em Mycoplasma pneumoniae por Broto e colaboradores® e utilizadas no desenho final
das construgdes contendo os fatores de transcri¢do com expressdo constitutiva controlada por
promotor de espiralina e o gene reporter mcherry codon otimizado sob controle transcricional
dos promotores induziveis selecionados. Os mapas e instru¢des de construcdo dos vetores
Pmod pA13 mCh TFAraR, Pmod pA13 mCh TFAraR AraE, Pmod pL52b62 mCh TFL4 e
Pmod pLG64 mCh TFL4 foram enviados para a empresa EPOCH Life Science Inc (Missouri
City, TX, EUA) para sintese quimica.
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Transformacdo de células Syn3b

Para obtencdo de linhagens Syn3B transformantes de interesse, 1 mL de meio SP4
liquido puro era inoculado e incubado a 37°C por 24h. Apos esse periodo, 1 uL, 2 uL, 5 uL, 10
pL e 20 puL da cultura inicial eram adicionados a novos tubos de centrifugagdo contendo mais
1.3 mL de meio SP4 puro e incubadas overnight, 37°C. Ao fim da incubag¢ao a cultura de células
naturalmente competentes mais apropriada para inicio do processo de transformagao ¢ escolhida
com base na cor da cultura, sendo o ideal a escolha da cultura apresentando um inicio de
transicdo para uma coloragdo levemente alaranjada do meio. A cultura deve entdo ser
centrifugada a 9000 RCF por 8 min a temperatura ambiente, lavada em 800 pL. de Tampao S/T e
apds nova centrifugacao ressuspender o precipitado em 70 pL de CaCl2 e incubadas em gelo por
30 min. Apds incubagdo, 17 puL de células sdo transferidas para um novo tubo contendo 3 uL da
amostra de DNA a ser transformada e a mistura homogeneizada com uma pipeta e novamente
incubada em gelo por 15 min. 133 pL de solugdo 70% de PEG6000 dissolvido em Tampao S/T
sdo adicionados ao mix de células e DNA e incubados por 2 min a temperatura ambiente.
Segue-se nova lavagem com 800 pL de Tampao S/T, centrifugacdo a 10000 RCF, 10°C por 15
min, ressuspensdo do precipitado em 500 pL. de meio SP4 e nova incubagao por 4h a 37°C. Ao
fim desse periodo as células devem ser espalhadas em superficie de meio SP4 s6lido contendo 2
mg/mL de puromicina para sele¢do dos transformantes. As colonias estardo visiveis com auxilio
de lupa estereoscopica apos 2 a 4 dias de incubacgao a 37°C.

Sequenciamento Nanopore e andlise de dados

Para a identificagao da integracdo direcionada dos interruptores genéticos na regiao de
landing pad presente no genoma de Syn3B, bem como a confirmagdo da edi¢cdo génica apos
ativacdo de Int9 ou Intl3 - com consequente formacao dos sitios atflL. e atfR e a inversao e
ativagcdo do gene reporter - foi realizado sequenciamento de DNA gendmico de culturas das
linhagens Syn3B Int9BP e Syn3B Int13BP crescidas na auséncia ou presenga do indutor
Tetraciclina por meio de tecnologia nanopore (Oxford Nanopore Technologies - ONT, UK). Para
tal, 1 mL de culturas crescidas por 48h em meio SP4 na presenga ou auséncia do indutor foi
utilizado para extracdo de gDNA por meio de uso do kit PureLink Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen, USA) de acordo com recomendagdes do fabricante. O DNA obtido foi avaliado por
eletroforese em gel de agarose e quantificacdio em Qubit com kit 1x dsDNA BR Assay
(Invitrogen, USA). Para o preparo das bibliotecas a serem analisadas foi utilizado o protocolo de
sequenciamento rapido para gDNA - Rapid Barcoding kit 96 V14 (SQK-RBK114.96 - ONT, UK
) de acordo com orientacdes do fabricante. Este protocolo utiliza transposase para quebra e
inser¢do das sequéncias de identificagdo Rapid Barcodes (RB01-96), sendo as etapas de lavagem
realizadas por precipitacdo magnética com esferas AMPure XP beads (ONT, USA).

As bibliotecas foram sequenciadas em flow cell R10.4.1 FLO-PRO114M (Oxford
Nanopore Technologies, UK) na unidade de sequenciamento Promethlon 2 (PRO-SEQ002) com
uso do software MinKNOW [v23.11.5]. Basecalling, demultiplexing e remog¢ao de sequéncias
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adaptadoras foram realizados usando modelo de High-accuracy basecalling (HAC) 400bps na
versdo mais atualizada do basecaller Dorado [v7.2.13]. Para andlise dos resultados, as
sequéncias FastQ obtidas para cada barcode foram importadas para o software Geneious Prime
[2024.0.2] e mapeadas contra as sequéncias referéncia apropriadas a cada caso utilizando a
ferramenta de mapeamento Minimap?2 [2.24].

Avaliagao funcional de interruptores genéticos.

Para avaliacdo funcional das integrases foram realizados ensaios de indugdo e
quantificagdo de fluorescéncia do gene reporter. Para tal, raspagens das culturas congeladas de
transformantes foram inoculadas em meio SP4 + 2 mg/mL de Puromicina e incubadas overnight,
37°C. As culturas crescidas foram entdo utilizadas na inoculagao de dois grupos cada: I- Grupo
controle em SP4 + Puromicina e II - Grupo Induzido em meio SP4 + Puromicina + Tetraciclina.
Em um primeiro momento todas as indugdes foram realizadas com 4 ug/mL de Tetraciclina,
sendo testada a concentragao de 0.4 ug/mL posteriormente apenas nos ensaios com Int9. Apos
48h na presenga do indutor, 800 pnL de cada cultura dos grupos experimentais foram transferidos
para um novo tubo de centrifugagao contendo 400 uL de solu¢do concentrada de sacarose (0.5 M
sacarose, 20 mM Tris-HCl; pH 7.5) e centrifugadas a 16000 RCF, 10 min em temperatura
ambiente. Com cuidado o meio na fase superior deve ser retirado, seguindo-se a remog¢ao da
solugdo de sacarose e a ressuspensdo do precipitado em 100 pL de solucdo de sacarose nova.

Para aferi¢do da intensidade de fluorescéncia de mCherry, os 100 pL. contendo as células
lavadas foram transferidos para placas de cultura de 96 pocos pretas. As leituras foram realizadas
em leitor SpectraMax M3 (Molecular Devices LLC, EUA) com medi¢ao em comprimentos de
onda 575 nm para excitacdo ¢ 620 nm para emissao. Apds a leitura, 90 uL das culturas foram
novamente transferidas para placas de cultura de 96 pogos transparentes para leitura de
absorbancia em 600 nm utilizada na normaliza¢ao dos dados de fluorescéncia obtidos.

Ensaio de Unidades de Mudanca de Cor de Culturas

O ensaio de Unidades de Mudanca de Cor® (Colour Changing Units ou CCU, em inglés)
foi utilizado na avaliacao funcional da endonuclease [-Ceul expressa apos ativagdo de interruptor
controlado por Int9 em Syn3B. O ensaio permite acompanhar alteracdes de viabilidade de
culturas. Para tal, apés 24h de indugdo a 37°C com 4 mg/mL de Anidrotetraciclina (aTc),
dilui¢des seriadas em fator 1:10 das culturas foram preparadas em pocos de placa de cultura de
96 pogos contendo meio SP4, volume final de 150 pL por pogo, e incubadas por 48h a 37°C. Ao
final da incubacdo a extensdo de pontos de dilui¢do apresentando alteracdo de cor do meio em
decorréncia do crescimento celular indica a intensidade do efeito citotoxico. 20 pL das culturas
induzidas também foram plaqueadas em spots em placa de meio SP4 so6lido + 4 pg/mL aTc para
avaliacdao da formacao de colonias.
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Curva de Crescimento e Acumulo de Conteudo Genomico

Dada a atividade de endonuclease e consequente destruicdo do material genomico de
[-Ceul nas células, outra forma aplicada para avaliar seu nivel de atividade dependente de
ativacao pelo sistema Int9 foi a realizagdo de curvas de crescimento em presenga do marcador de
DNA DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-indol). Inicialmente, pré-indoculos com as células
transformadas foram incubados por 24h a 37°C. Apos o crescimento foi adicionado as culturas
DAPI (Ready made solution 1 mg/mL, Sigma-Aldrich) na concentragdo final de 10 pg/mL por
30 minutos para garantir uma marcagao inicial das células, seguindo-se lavagem com meio SP4
novo, centrifugacdo (4000 RCF, 4 min, temperatura ambiente) e ressuspensao das células em
meio SP4 novo mantendo-se o volume inicial da cultura. Apos a marcacao inicial com DAPI as
células foram inoculadas em placas pretas de 96 pogos na presenga ou auséncia de 4 pg/mL de
tetraciclina para ativagdo do interruptor genético e consequente indug¢do da expressao de I-Ceul.
Concentragdes de 1:1 e 1:50 do pré-inoculo foram plaqueados em volume final de 150 pL de
meio SP4 + 1 pg/mL DAPI em cada pogo e a placa incubada em leitor SpectraMax M3 a 37°C
por 48h em regime de cinética com leituras de fluorescéncia (Excitacdo: 360 nm, Emissao: 460
nm) a cada 30min precedidas de agitacdo de 10 segundos para obtenc¢do das curvas.

Caracterizagdo funcional de promotores induziveis

A avaliagdo dos promotores induziveis pAl13, pL52b62 e pLG64 também foi realizada
por meio de quantificacdo de intensidade de fluorescéncia em leitor SpectraMax M3, uma vez
que nas construgdes sintetizadas tais promotores controlam a transcricdo do gene reporter
mcherry. As linhagens transformadas com cada construgdo foram incubadas por 24h na presenga
dos indutores apropriados. As culturas foram preparadas seguindo o mesmo protocolo acima
descrito para avaliacao funcional dos interruptores genéticos controlados por integrase, sendo a
afericao de intensidade de fluorescéncia do reporter realizada também nas condi¢des descritas.

As concentragdes de indutor testadas para cada promotor foram: I- 0%, 0.2%, 0.5% e 1%
de arabinose para indu¢do das construgdes pAl3 AraR e pAl3 AraE AraR ; II - 0 mM, 0.5
mM, 1 mM e 2 mM de IPTG para indugdo das construgdes pLG64 14 e pL52b62 L4 ; I - 0
pg/mL e 0.4 pg/mL aTc para inducdo da construgao Tetmcherry.

Resultados e Discussao

Os grandes avangos atingidos com a criacdo de uma célula altamente minimizada como
Syn3 e os estudos sobre essencialidade génica envolvidos, bem como as limitagdes e barreiras
encontradas ao longo do projeto, ampliam consideravelmente as possibilidades de
desenvolvimento de conhecimentos e ferramentas em diversas frentes da Biologia Sintética.
Algumas dessas possibilidades incluem o uso da célula minimizada como chassi de biofabricas e
meios de estudo e criagao de vias e componentes moleculares em uma abordagem Bottom-up da
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biologia sintética, uma vez que disponibiliza-se um ambiente bioldgico mais simplificado, com
menos interferéncias possiveis nos sistemas em um contexto onde diversas vias metabolicas e
regulatorias estdo ausentes. Em contrapartida, limitagdes impostas como a possibilidade de
silenciamento de apenas um gene por vez em cada célula utilizando-se do bombardeamento de
transposons, a presenca de genes identificados como essenciais ou quasi-essenciais ainda com
funcgdes desconhecidas e a possibilidade de ainda ampliar a minimizagdo do genoma trazem
grandes demandas para uma abordagem 7op-down da biologia sintética. Dada a experiéncia de
nosso grupo com aplicagdo de serina-integrases em diversos modelos eucarioticos e a
plasticidade de tais ferramentas, seu estudo e aplicacao na célula minima gera bastante interesse
nas duas abordagens.

A falta de vias regulatorias abre espaco para a construcao de vias sintéticas baseadas em
cascatas de ativadores construindo interruptores e circuitos genéticos, bem como a falta de um
sistema de reparo de DNA eficiente torna o organismo recalcitrante a muitas metodologias de
edi¢do génica, especialmente através do sistema CRISPR tdo amplamente utilizado atualmente.
A independéncia de co-fatores enddgenos e a direcionalidade de recombinagdo de sitios att
especificos torna o uso de serina-integrases como Otimos candidatos a ferramentas de edi¢do e
controladores de vias regulatdrias no sistema, contornando algumas das dificuldades impostas
pela minimiza¢do. Ao mesmo tempo elas também podem enriquecer os esfor¢os de identificacdo
de genes essenciais, uma vez que o uso de combinagcdes de diferentes integrases, alinhado a
insercdo de sitios att flanqueando grupos de diferentes genes relacionados em um mesmo
cromossomo possibilitaria o estudo dos efeitos do silenciamento concomitante de mais de um
gene ao mesmo tempo, permitindo um entendimento maior das relagdes inter-genes ofuscadas
por redundéncias funcionais. Nesse contexto, nos propusemos a avaliagdo funcional e aplicagdo
de algumas dessas serina-integrases na célula minimizada M. mycoides JCVI-syn3B.

A estratégia utilizada no desenho das construcdes se baseia na utilizagao de integrases
para inverter a orientagdo de um gene de interesse como consequéncia da recombinagdo de seus
sitios atfB e attP inseridos antes e apds a sequéncia codificadora do gene (Figura 5). Dado o
desenho inicial, onde o gene de interesse se encontra posicionado em orientagdo oposta a de seu
promotor, portanto silenciado, sua inversao pela integrase efetora devera resultar na ativacdo da
expressdo. Com base em resultados previamente obtidos por nosso grupo*’ foram selecionadas as
integrases Int9 e Int13. As construcdes realizadas por meio de montagem in vivo de fragmentos
com extremidades homoélogas ou Gibson Assembly foram verificadas por sequenciamento.
Mutagdes presentes em fragmentos foram consideradas erros de sequenciamento quando
houvesse existéncia de fragmentos corretos se sobrepondo (Figura 7). Apoés confirmagdo as
construcdes foram utilizadas na transformacdo integrativa de Syn3B, originando as linhagens
experimentais.
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FIGURA 7. Mapa das construgdes utilizadas no estudo. As setas vermelhas representam alinhamento de sequéncias
obtidas por sequenciamento Sanger para confirmacdo das construgdes. Mutagdes corrigidas pela sobreposigdo de
sequéncias corretas foram consideradas erros de sequenciamento.

Os transformantes com resisténcia a puromicina também foram avaliados por sequenciamento de
genoma utilizando tecnologia nanopore para confirmagdo da integracdo das construgdes na
regido de landing pad presente em Syn-3B. As sequéncias obtidas foram filtradas por meio de
alinhamento local utilizando a versdo plugin do mapeador Minimap2 presente no software
Geneious Prime, sendo utilizado como isca a sequéncia do reporter mcherry. Os reads
selecionados por conter sequéncias do gene reporter foram entdo alinhados pelo mesmo método
ao genoma de Syn3B com a insercdo esperada. Conforme apresentado na Figura 8, ¢ possivel
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observar a integracao adequada da constru¢do, com regides flanqueadoras alinhadas a jusante e a

montante do sitio de insercao.
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FIGURA 8. Mapeamento de integragdo dos interruptores genéticos controlados por Int9 ou Intl3 ao
genoma de Syn3B. A) Sequenciamento gendmico da linhagem Syn3B_Int9iBP. B) Sequenciamento genomico da

linhagem Syn3B _Int13iBP. Sequencias de gDNA obtidas por tecnologia nanopore.

Inicialmente as indugdes foram realizadas crescendo as culturas na presenca de
tetraciclina na concentragdo de 4 pg/mL. Além da linhagem carregando o sistema de ativagdo
completo, diversos outros controles foram avaliados. As linhagens pBP e pLR carregam o gene
reporter flanqueado por sitios aff, porém nao apresentam o gene da respectiva integrase no

29



sistema, sendo esse um controle focado no comportamento do gene repoérter inativado ou a
resultante pos-recombinacao no caso de pLR. Assim como o controle Int_ LR j& apresenta o gene
reporter ativo na posi¢do esperada pos-recombinagd@o porém também conta com a presenca da
integrase no sistema, funcionando como controle positivo. Linhagens transformadas com o vetor
pSDO080_DelCas9 foram utilizados como outro controle positivo, onde ha expressao constitutiva
de mCherry na auséncia de sitios att o flanqueando. J& a constru¢do gRNAS8S53 utiliza 0 mesmo
arcabouco, mas nao possui o gene mcherry, sendo considerado como controle negativo.

Como indicado pelos resultados obtidos nas primeiras rodadas de indug¢do apresentados
nas Figuras 9A e 9B, a baixa intensidade de fluorescéncia medida com o grupo pBP de Int9 e
Int13 em ambas condig¢des, presenga ou auséncia de indutor, demonstram o silenciamento bem
sucedido do gene repérter e auséncia de possivel atividade promotora dos sitios aft como
observado por Yang e colaboradores para o sitio atfP de Intl3 em E. coli®®. A auséncia de
fluorescéncia em Int BP para ambas integrases em condi¢des ndo induzidas também aponta uma
boa robustez do sistema, sem ocorréncia de vazamentos (leaking) e auto-inducgdo significativos.
Esse comportamento ganha destaque quando considerados os resultados obtidos por Mariscal e
colaboradores” com o modelo de silenciamento por dCas9 em seu sistema de CRISPRi nas
células sintéticas M. mycoides JCVI-synl.0 e Syn3.0, onde um grau de vazamento do sistema ¢
observado.
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FIGURA 9. Ensaios de ativagdo do interruptor controlado por integrase por meio da indugdo do efetor por
tetraciclina. A) e B) Intensidade de fluorescéncia do reporter mCherry apos 48h de incubag@o em presenca ou
auséncia de indutor para transformantes contendo interruptores ativados por Int9 ou Intl3, respectivamente. C)
Avalia¢ao de diferentes concentragdes de indutor para ativagdo de interruptor controlado por Int9 apos 48h de
incubagdo. DelCas9: controle positivo com expressdo constituvida de mcherry; gRNA853: controle negativo sem
presenca do gene mcherry.

O segundo grupo controle com resultados importantes sdo as linhagens pLR. Nessas
construgdes o comportamento difere entre Int9 e Intl3. No primeiro caso os niveis de
fluorescéncia observados se aproximam do controle positivo DelCas9, indicando pouca
interferéncia causada pela presenca dos sitios recombinado attL e attR sobre a expressdo do gene
reporter. J& com a presenca dos sitios attL e attR de Int13 flanqueando o gene ativado nos grupos
pLR e Int LR ha um consideravel efeito negativo nas taxas de expressdo de mCherry. Tal efeito
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pode ser uma das razdes por tras do aparente insucesso da ativagcdo do gene alvo apods inducao de
Int13 no grupo Int BP.

O significativo aumento nos niveis de fluorescéncia registrados com a linhagem Int BP
de Int9 apds inducdo da expressdo de integrase na presenca de tetraciclina demonstra a
capacidade da integrase em recombinar seus sitios a#/B e attP integrados ao genoma de Syn3B,
levando a inversdo da sequéncia codificadora do gene mcherry e sua consequente ativagdo e
expressao.

Visando avaliar a sensibilidade do sistema a tetraciclina, foram realizados novos ciclos de
indugdes com a concentragdo de 4 pg/mL de tetraciclina inicialmente utilizada e uma
concentragdo 10 vezes menor ( 0.4 pg/mL) do indutor. Os niveis de expressdo de mCherry se
mostraram semelhantes nas duas condi¢des (Figura 9C). A possibilidade de uso de menores
concentragdes do indutor pode ser interessante, por exemplo, quando da aplicacdo do sistema em
condi¢des menos favoraveis ao crescimento celular, permitindo um menor desgaste das células,
ou contextos que limitem a disponibilidade da tetraciclina até¢ as células ou demandem uma
economia de recursos, como a utilizacdo em culturas de maior volume e até producgdes em larga
escala.

A detec¢dao molecular da recombinagao promovida também foi realizada por meio de
sequenciamento nanopore, tendo sido possivel identificar a formagdo adequada esperada dos
sitios attL e attR apods indugdo da integrase, tanto para Int9 quanto para Int13 (Figura 10). O
contraste entre a auséncia de aumento dos niveis de fluorescéncia mesmo com a ocorréncia da
inversdo e formacdo de sitios com a indu¢do de Intl3 se assemelha a resultados obtidos por
Gomide e colaboradores* com outras integrases em nosso estudo com células eucariontes.
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FIGURA 10. Sequenciamento e deteccdo da formagdo de sitios atfL e affR apds 48h de inducdo da
expressao da respectiva integrase efetora. A) a#R Int9; B) a#tL Int9; C) a#R Int13 e D) attL Int13. Sequenciamento
de gDNA extraido de células induzidas realizado com uso de tecnologia nanopore.

O sequenciamento também possibilita a quantificacdo do numero de sequéncias contendo
cada um dos sitios pré- e pds- recombinagdo. Ainda que seja necessario aplicar metodologias de
analise dos dados de sequenciamento mais apropriadas para obtencdo de dados quantitativos, a
observacdo do numero bruto de reads contendo cada sitio refor¢a algumas caracteristicas
identificadas nos ensaios de quantificagdo de fluorescéncia realizados. Conforme pode-se
observar na Tabela 3, ndo houve deteccdo de sitios atfL ou atfR de Int9 na auséncia de
tetraciclina, reforcando a auséncia de vazamentos e escape no controle da expressdo da integrase
e ativagao indevida do reporter. Ja considerando o grupo induzido, a auséncia de reads contendo
sitios a#B ou atfP ¢ indicativo da alta eficiéncia de conversdo do sistema nas culturas induzidas.
Como forma de normalizagdo, também foram feitos alinhamentos com trés sequéncias de
aproximadamente 60 nucleotideos (semelhante aos sitios att) retiradas de regides diferentes do
gene mcherry presente na construgao.

TABELA 3. Quantificagdo de reads contendo sequéncias dos sitios att de Int9 obtidas por meio de
sequenciamento nanopore. As sequéncias mCh pertencem ao gene reporter mcherry.

attB attP attL attR mCh1 mCh2 mCh3
i9iBP_noTet 75 76 0 0 80 74 86
i9iBP_Tet 0 0 132 148 148 147 149

Considerado em conjunto com o comportamento observado nos demais controles, esses
dados comprovam a capacidade do sistema interruptor com Int9 de causar alteragdes diretamente
no genoma hospedeiro funcionando como uma eficiente via regulatoria de expressao de genes de
interesse e edicdo do genoma.

Outro ponto importante a ser avaliado foi a comprovagdo da estabilidade das
modificagdes de orientagdo e ativagdo do repoérter. Para isso, culturas induzidas e ndo induzidas
ap6s 48h de incubagdo foram lavadas e submetidas a um novo ciclo de indu¢ao por 48h (Figura
11). Os termos “ 0” e “ 4” no final dos nomes das amostras indicam as condi¢des “nao
induzido” ou “induzido com 4 pg/mL de tetraciclina” no primeiro ciclo. Todos os grupos foram
entdo submetidos a nova condicdo de inducdo ou ndo-indu¢do em uma segunda etapa apds
lavagens do meio. A manuten¢do da capacidade de ativagdo do sistema em um segundo ciclo de
inducdo observada em Int BP_0 demonstra a estabilidade do sistema apos diversos ciclos de
multiplicagdo celular, mantendo-se o sistema responsivo ao indutor. J4 os altos niveis de
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fluorescéncia observados em Int BP_4 mesmo em condi¢des de auséncia do indutor demonstram
o carater permanente da edi¢do e consequente ativagdao do gene alvo ocorrida ainda no primeiro
ciclo de indugdo. O comportamento desse grupo na presenga do indutor se assemelha ao
observado para Int LR, Int LR 0 e Int LR 4, onde na presenca do indutor houve uma leve
diminui¢do da intensidade de fluorescéncia, possivelmente em decorréncia de interferéncia
estérica causada por interacdes da integrase com os sitios recombinados atfL e/ou attR e
potencialmente atrapalhando a atividade transcricional da polimerase. Comportamento
semelhante quanto ao efeito da presenca de sitios attl. e attR e sua interacdo com integrases ja
foi observado em outros trabalhos*’*®, sendo inclusive um fator levado em consideragio nos
modelos matematicos de descrigdo de cinética elaborados por Chao e colaboradores. Outro
possivel fendmeno seria uma interferéncia no recrutamento da maquinaria de transcri¢do em
decorréncia do aumento de atividade transcricional na unidade transcricional responsavel pela
expressdo da integrase na presenga do indutor, por esta se encontrar imediatamente & montante
da unidade de transcri¢do do gene repoérter (a ser investigado).
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FIGURA 11. Ensaios de indugdo sequencial de culturas previamente expostas a tetraciclina. Uma segunda
rodada de indugdo foi realizada apds lavagens das células utilizadas no primeiro ciclo de 48h de indugo. Grupos
nomeados com o indicador “0” se referem as amostras controle ndo induzidas no primeiro ciclo, enquanto o
marcador “ 4” indica indu¢do com 4 pg/mL de tetraciclina durante a primeira etapa.

Apo6s a identificacdo de um sistema regulatdrio sintético baseado em integrases funcional
no sistema minimizado, seguiu-se sua aplicacdo na constru¢do de um interruptor genético com
Int9 responsavel pela ativagdo de um gene alvo com aplicagdes praticas, tendo sido selecionado
o gene exdgeno da endonuclease I-Ceul. Dada a presenca de sitios de restricdo de I-Ceul em
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copias do gene rrl do RNA ribosomal 23S, a ativacdo desta nuclease gera danos irreversiveis ao
genoma da célula, iniciando cascatas de degradagdo do material genético. Os corpusculos
resultantes, apresentando membrana celular, citoplasma e toda maquinaria molecular intactos,
porém agora sem um genoma, ¢ conhecido como SimCell”’, do inglés Simple Cells . As SimCells
apresentam grande valor dentro da biologia sintética justamente por ainda possuirem toda a
maquinaria necessaria para expressdo de proteinas de interesse, montagem de vias metabdlicas
ou cascatas de ativagao e testes de ferramentas moleculares, por exemplo, enquanto a auséncia de
um genoma contorna questdes relacionadas a biocontencdo de organismos geneticamente
modificados e biosseguranca. Nesse contexto consideramos o grande impacto da producdo de
SimCells a partir da célula minima por esta apresentar um ambiente celular mais simplificado,
uma vez que a falta dos diversos componentes moleculares ndo essenciais reduz o potencial de
interferéncias indesejadas sobre os sistemas construidos e produtos esperados.

A construcdo do sistema de regulacdo de I-Ceul por Int9 apresenta a mesma estrutura
geral do interruptor Int9 testado com o gene reporter mcherry. O cassete integrado ao genoma de
Syn3B apresenta dois moddulos, um contendo o gene de Int9 sob controle transcricional do
promotor induzivel por tetraciclina e outro contendo o gene da nuclease silenciado em orientagao
oposta a seu promotor de espiralina com expressdo constitutiva, flanqueado pelos sitios a#/B e
attP de Int9.

Uma vez que a agdo de [-Ceul resulta na perda de material genético e viabilidade celular,
as avaliagOes realizadas focaram no acompanhamento de curvas de crescimento em presenga do
marcador fluorescente de DNA DAPI e no impacto da ativagdao da nuclease sobre o crescimento
de culturas. A Figura 12 traz as curvas registradas para dois clones carregando o sistema
Int9/I-Ceul e dois controles, sendo um a linhagem contendo o sistema repoérter mCherry
previamente avaliado e a linhagem selvagem Syn3B. As indugdes foram realizadas com o
andlogo de tetraciclina aTc (anidrotetraciclina) por sua maior estabilidade em cultura.
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FIGURA 12. Curvas de crescimento com marcagdo de DNA por DAPI de linhagens contendo a
endonuclease I-Ceul com expressdo controlada por Int9. O acumulo de DNA celular foi acompanhado por 48 horas
em leitor de placa (Excitagdo: 360 nm, Emissdo: 460 nm).

Como podemos observar, a presenca de aTc ndo interfere no crescimento de Syn3B. Ja as
curvas obtidas com os clones Int9/I-Ceul apresentam uma clara queda, sem a retomada
exponencial observada nos grupos nao induzidos, possivelmente em decorréncia da degradacao
do genoma e consequente morte celular das bactérias. A recuperagdo apds aproximadamente 30
h de incubagdo esta provavelmente relacionada a ja reportada taxa de escape, com retomada de
crescimento por parte de células sobreviventes.

Ainda que haja claramente uma diferenca entre as curvas observadas entre as amostras
induzidas e ndo induzidas de Int9/mCherry, a cinética difere do efeito apresentado pelos clones
Int9/I-Ceul, se assemelhando mais a um atraso do crescimento do que um efeito deletério. Para
melhor avaliar esse comportamento e melhor corroborar a hipotese de que as quedas no acumulo
de DNA obtidas com com a indugdo de I-Ceul se deve ao apropriado funcionamento do sistema
e ativagao do efeito de endonuclease e nao a algum efeito deletério da expressao de Int9, foram
realizados o plaqueamento em meio sélido para observacdo de surgimento de coldnias e
avaliacdo de Unidades de Mudanga de Cor (CCU) das culturas.

O crescimento em placas de CCU de culturas pré-induzidas e controles mostra que ja nas
primeiras 24h de incubacdo os clones da linhagem Int9/I-Ceul ndo apresentam crescimento em
nenhum dos pontos de diluicdo quando tratados com aTc, enquanto as culturas das linhagens
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selvagem e Int9/mCherry ndo apresentam diferencas na indicagdo de crescimento entre os grupos
controle e tratado . Este comportamento se torna ainda mais evidente ap6s 48h de incubacdo das
placas, onde as linhagens controle ndo demonstram qualquer diferenga no nimero de pontos de
dilui¢do seriada com alteragdo de cor indicativa de crescimento (7 pontos de dilui¢ao cada) entre
grupos induzidos e ndo induzidos, enquanto clones Int9/I-Ceul induzidos apresentam
crescimento em até apenas 4 pontos de diluicdo (Figura 13A). O entendimento da alteragdo nas
curvas de crescimento do controle Int9/mCherry observada como sendo efeito apenas de um
atraso na taxa de crescimento também fica indicado na (Figura 13B) com a formagao abundante
de colonias em meio so6lido apos plaqueamento de culturas induzidas, diferentemente do
observado ap6s indugdo e plaqueamento dos clones Int9/I-Ceul, onde ndo foi possivel detectar
formacao de colonias.
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FIGURA 13. A) Ensaios CCU de linhagens carregando a endonuclease I-Ceul com expressdo controlada
por Int9 apds indugdo por tetraciclina. B) Plaqueamento dos mesmos tratamentos para acompanhamento de
formagao de colonias em meio SP4 sélido.
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Apesar de os resultados iniciais obtidos apontarem o funcionamento desejado do sistema,
replicatas adicionais ainda sd3o necessdrias para a apropriada caracterizacdo do interruptor
Int9/I-Ceul e producao de SimCells derivadas de Syn3B. Ainda assim, eles apontam na dire¢do
de um sistema robusto de regulacdo transcricional da nuclease. Ensaios anteriormente realizados
por membros do grupo com sistemas utilizando apenas o promotor induzivel TetR-Pxyl/TetO2
como unica camada regulatéria de I-Ceul indicavam problemas possivelmente provenientes dos
niveis de vazamento mesmo sem a presenca do indutor, condi¢do ja descrita durante o
estabelecimento do sistema de silenciamento por CRISPRi nas células JCVI-syn®. Ao que tudo
indica, a expressao de I-Ceul em condigdes ndo-indutoras leva a uma selecdo negativa precoce
do sistema, favorecendo o predominio de escapes nas culturas.

A utilizagdo do sistema Int9/I-Ceul parece permitir contornar essa questdo. No entanto, a
selecao das SimCells formadas ou selecdo negativa dos escapes ainda se coloca como um
desafio. Uma possivel alternativa a ser testada ¢ o acoplar ao sistema Int9/I-Ceul o sistema
CRISPRIi de forma que, apds acdo da nuclease e degradacdo do genoma, rodadas de ativacao do
sistema de silenciamento tendo como alvo genes essenciais levaria & morte das células que
eventualmente ainda apresentassem o genoma intacto, funcionando assim o sistema CRISPRi
como um killswitch responsavel pela sele¢ao negativa dos eventos de escape.

O principal gargalo para o acoplamento dos dois sistemas ¢ a auséncia de outros
promotores induziveis funcionais caracterizados nas diversas linhagens de M. mycoides
JCVI-Syn além do promotor de tetraciclina atualmente usado. Nesse sentido nos propusemos a
identificar novos promotores induziveis funcionais em Syn3B, tendo iniciado as buscas
selecionando alguns promotores recentemente caracterizados em M. pneumoniae. O promotor
pA13 ¢ induzido por L-Arabinose, sendo testado na presenca do regulador AraR com ou sem
adicdo da permease codificada por AraE, enquanto os promotores pLG64 e pL52b62, induziveis
por IPTG, foram testados juntamente com o fator de transcricdo Lacl4. As construcdes
desenhadas para os testes carregam os genes de cada fator de transcri¢do sob controle de um
promotor constitutivo, enquanto o promotor induzivel a ser testado regula a expressdo do gene
reporter mcherry. A avaliagdo foi realizada utilizando-se trés transformantes independentes para
cada combinagdo de promotores e efetores, e trés concentragdes do respectivo indutor, bem como
um grupo controle nao induzido. Como podemos observar na Figura 14A, os resultados obtidos
indicam comportamentos opostos dos dois promotores induzidos por IPTG, ainda que ambos
indesejaveis: enquanto a utilizagdo do promotor pLG64 ndo promoveu a expressdo de mCherry
independentemente da concentragdo de indutor utilizada, o uso do promotor pL52b62 resultou
em expressdo semelhante do reporter em todos os grupos, mesmo na auséncia de IPTG. Ja o
promotor Lac pAl3, induzido por L-Arabinose, apresentou melhor comportamento,
especialmente na presenga de AraE (Figura 14B). No entanto, ainda que o comportamento com
padrao dose-resposta obtido com o aumento das concentragdes do indutor seja um bom
indicativo de funcionalidade, os niveis de fluorescéncia registrados ainda foram
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consideravelmente mais baixos do que os resultados obtidos com o j& previamente utilizado
promotor TetR-Pxyl/TetO2, induzido por tetraciclina (Figura 14C).
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FIGURA 14. Quantificagdo de expressdo do reporter mcherry sobre regulagdo de diferentes promotores
induziveis na presenca de variadas concentragdes dos respectivos indutores. A) Niveis de fluorescéncia de mCherry
sob controle transcricional de promotores induziveis por IPTG. B) Niveis de fluorescéncia de mCherry sob controle
transcricional de promotores induziveis por L-Arabinose. C) Niveis de fluorescéncia de mCherry sob controle
transcricional de promotor induzivel por Tetraciclina.

E importante considerar que a transigdo entre espécies para uso de promotores induziveis
normalmente demanda ajustes nas concentracdes de indutores usadas. A ativacdo do promotor
induzido por tetraciclina utilizado, por exemplo, demanda concentracdo de 400 ng/mL para
indugdo na célula minima, ainda que, em M. pneumonie, concentragdes de até¢ 10 ng/mL ja sejam
capazes de ativar a expressdo com esse promotor’”. No entanto, especialmente no caso da
construgdo mais promissora pAl3 AraR+AraE, o aumento da centracao de indutor representa
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um desafio talvez inatingivel, uma vez que, a0 menos nas condi¢des testadas, 5% de indutor no
meio SP4 ja foi o suficiente para inibi¢ao de crescimento das células.

Nesse contexto, a utilizacdo de promotores induziveis por fatores outros que nao
quimicos, como temperatura ou comprimentos de onda de luz especificos, pode ser uma boa
alternativa para tentar contornar a inibi¢do de crescimento causada por altas concentragdes de
indutores quimicos.

E importante considerar também que, mesmo levando a niveis de expressdo mais baixos
no sistema, promotores como pAl3 poderiam ser utilizados na regulacdo da expressao do gene
de integrase valendo-se do principio de cascata de amplificacao de sinal, uma vez que a inversao
de um gene pela integrase s6 necessitaria ocorrer uma unica vez no genoma de uma célula para
ativa-lo e levar a produgdo da pronteina de interesse. Apos a inversdo os niveis de proteina
produzidos dependeriam apenas das taxas de expressdo permitidas por seu proprio promotor,
tornando possivel o uso de promotores mais fracos na constru¢do de um sistema de selecio
negativa dos escapes observados durante a geragao de SimCells.

Conclusoes e Perspectivas

A proposta deste trabalho de utilizagdo de integrases no sistema sintético representado
pela célula minima M. mycoides JCVI-syn3B visa principalmente ampliar suas possibilidades de
estudo e aplicacdo no campo da biologia sintética por meio do desenvolvimento de novas
ferramentas moleculares com plasticidade funcional para tanto contornar dificuldades praticas
enfrentadas no uso de metodologias importantes na edigdo genética, quanto permitir a criacao de
vias regulatorias sintéticas baseadas em circuitos genéticos em um sistema em que grande parte
dos componentes moleculares originalmente presentes foram eliminados, o que potencializa a
aplicacdo de tais circuitos como parte constituinte de uma célula verdadeiramente sintética no
futuro. Os esforgos aqui apresentados também s3o de grande relevancia por constituirem os
primeiros trabalhos envolvendo a célula minima JCVI-Syn3B realizados no pais.

Tendo testado inicialmente em Syn3B duas das integrases de melhor funcionamento
utilizadas em nosso grupo, Int9 se mostrou capaz de controlar a expressdo do gene reporter
integrado ao genoma minimo. No interruptor genético construido, a adi¢ao de Tetraciclina como
indutor externo ativa a expressdo da integrase efetora, que por sua vez age invertendo a
sequéncia silenciada do gene alvo através da recombinagdo de seus sitios de reconhecimento
inseridos nas extremidades do gene. Essa inversao do DNA alinha a orientacao da sequéncia
codificadora com a de seu promotor e permite a sua transcri¢do. Com a avaliacdo de diversos dos
grupos controles utilizados, uma das importantes conclusdes observadas ¢ a robustez do sistema,
capaz de operar com concentragdes reduzidas do indutor, mas ainda sim apresentando um escape
minimo em condi¢des ndo induzidas. Esse resultado favorece o uso da ferramenta no sistema,
uma vez que dentre as poucas ferramentas ja disponiveis para uso na célula minima, algumas
importantes como CRISPRIi e o proprio promotor induzivel por Tetraciclina apresentam taxas de
escape que podem prejudicar sua utilizacdo. O sucesso na inversao da sequéncia de DNA alvo
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sem a necessidade de outros componentes celulares auxiliares também refor¢a a importancia do
uso de Int9 no sistema, uma vez que o uso de CRISPR-Cas9 na célula, a principal ferramenta
atualmente utilizada na edi¢do de genomas, ¢ impedido pela dependéncia de sistemas de reparo e
recombina¢do homologa ausentes em Syn3B.

Essas caracteristicas observadas no interruptor controlado por Int9 também o tornaram
um interessante candidato para otimizagdo do controle de expressdo da nuclease I-Ceul para a
producdo de SimCells. Ensaios anteriores realizados pelo grupo com a nuclease vinham
enfrentando dificuldades pois, por se tratar de um sistema sensivel, o vazamento transcricional
observado quando utilizado somente o promotor TetR-Pxyl/TetO2 interfere fortemente no
controle da acao da nuclease, favorecendo a selegdao de células imunes a degradagdo e perda do
gene na cultura. Os resultados iniciais obtidos até o momento com a utilizagao do interruptor Int9
para controle da expressao de I-Ceul indicam o sucesso do sistema.

Uma segunda etapa no processo de producao de SimCells originadas de Syn3B com o uso
do interruptor ativado por Int9 envolve a sele¢ao das células que tiveram seu genoma degradado.
Uma forma proposta para alcancar tal resultado ¢ a utilizagdo de mecanismos de contencdo
biologica baseados em CRISPRi para realizar a sele¢do negativa em decorréncia do
silenciamento de genes essenciais em células que sobreviverem a ativa¢do da nuclease. Uma
segunda alternativa de sele¢do negativa seria a inducao de expressdao de um reporter fluorescente
nas células escape e posterior exclusao destas com uso de de citometria de fluxo acoplado a
sistema de sele¢do direcionada. Em ambos cendrios, uma segunda classe de promotor induzivel
serd necessaria, uma vez que a expressao de dCas9 para ativacdo do sistema CRISPRi ou do
gene reporter deve ocorrer apos a ativagao de I-Ceul. Os resultados iniciais obtidos em Syn3B
com promotores induziveis previamente caracterizados em M. pneumoniae demonstram o
potencial de utilizagdo pelo menos do promotor pAl3 induzido por L-Arabinose, porém
investigacdes incluindo otimizacdo das condi¢des de inducdo ainda precisam ser realizadas a fim
de se construir o sistema de sele¢do negativa para producao de SimCells.

Uma vez que a constru¢do de circuitos complexos ¢ uma possibilidade com a
concatenagdo de multiplas integrases e seus respectivos sitios a#f e tais circuitos seriam de grande
interesse em aplicagcdes dentro da biologia sintética, esforcos em busca da caracterizagdo e
identificacdo de integrases adicionais funcionais em Syn3B deverdo ser priorizados nas etapas
futuras. Como candidatos se destacam as demais serina-integrases ja testadas pelo grupo em
modelos animais e vegetais. Seu teste em Synl.0 também devera ser realizado visando expandir
a aplicagdo dessas recombinases em ensaios de gendmica funcional, uma vez que a insercao de
sitios att de uma mesma integrase flanqueando genes diversos permitird, por exemplo, o
silenciamento simultdneo de grupos de genes em uma mesma célula. Tais ensaios de perda de
fungdo em grupo deverdo enriquecer os estudos de essencialidade ja realizados e poderdo
contribuir para a otimiza¢do do processo de minimiza¢do do genoma de Synl.0, uma vez que as
metodologias de silenciamento por bombardeamento de transposon utilizadas permitem apenas a
avaliagdo de perda de fun¢do de um gene por vez em uma célula.
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Capitulo I1

Desenvolvimento da plataforma Int-Plex@: interruptor
de memoria genética bimodular controlado pelas
serina-integrases Int9, Intl3, phiC31 e Bxbl capaz de
regulacio transcricional por meio de inversao ou excisao de

sequéncias integradas ao genoma de Nicotiana benthamiana.

Introducao

Ao longo das ultimas décadas, grande parte dos avangos de maior impacto em Biologia
Sintética de Plantas®® surgiram do aprofundamento no entendimento das questdes envolvendo os
processos de coevolucao entre virus e seus hospedeiros e o consequente desenvolvimento de
ferramentas biotecnologicas a partir dos aparatos moleculares selecionados por milhdes de anos
dessa corrida armamentista . Alguns exemplos dessas ferramentas biotecnoldgicas baseadas em
uma abordagem bottom-up da biologia sintética incluem (I) endonucleases de restricdo
bacterianas ¢ DNA ligases oriundas de fagos, que abriram os caminhos para a revoluciao das
tecnologias do DNA recombinante utilizadas atualmente em metodologias de montagem de
BioBricks e constru¢des complexas de DNA em uma tnica reacao (do inglés one-step assembly);
(I) Serina-Integrases” (Ints) derivadas de fagos filamentosos, recombinases multifuncionais
com potencial de reorganizar sequéncias de DNA a partir da recombinagao de sitios pequenos
pré-definidos, servindo também como ferramentas de montagem in vitro de moléculas de DNA
como plasmideos; (III) a tecnologia do RNA interferente (RNAi)'*'*" amplamente utilizada em
estudos de perda de fungio; (IV) Sistema CRISPR-Cas'®, a tecnologia mais utilizada atualmente
na edicdo génica de plantas. Uma grande desvantagem na utilizacdo das duas ultimas
metodologias mencionadas ¢ o carater permanente das alteragdes por elas causadas, uma vez
silenciado ou editado um gene ndo ¢ possivel retornar ao seu estado original. Nesse contexto
ganha destaque a aplicacdo de serina-integrases na superagao desse gargalo, uma vez que seu uso
permite a constru¢do de aparatos genéticos modulares baseados em sistemas de portas ldgicas e
légica booleana a fim de concatenar diferentes integrases efetoras ortogonais cuja acdo em
cascata possa culminar em edigdes e posterior regresso ao estado original de um gene de
interesse®%. Tal circuito genético permitiria a modulagdo dindmica e reversivel de se¢des do
genoma de organismos escolhidos. Provenientes de bacteriofagos, Ints sdo recombinases capazes
de catalizar de maneira direta e unidirecional eventos sitio-especificos de insercdo, delecdo ou
inversdo 180° de sequéncias de DNA flanqueadas por sitios de reconhecimento denominados
sitios attB e attP, sendo o tipo de reorganizagdo resultante determinado pela orientagdo

43


https://www.zotero.org/google-docs/?ensnlw
https://www.zotero.org/google-docs/?7UPewY
https://www.zotero.org/google-docs/?RH3X8b
https://www.zotero.org/google-docs/?twQMEs
https://www.zotero.org/google-docs/?zfoJ7G

direcional de um sitio em relagdo a seu par''. A recombinagio dos sitios gera dois novos sitios
recombinantes denominados sitios attL e attR.

Visando aumentar o nimero de Ints disponiveis como ferramentas moleculares, Yang e
colaboradores® desenvolveram abordagens de bioinformatica que permitiram a identifica¢do de
novas 34 Ints e respectivos sitios att em bancos de dados, sendo em seguida 11 deles
funcionalmente caracterizadas em E. coli. Uma vez que a limitacdo de Ints funcionais
caracterizadas é ainda mais proeminente em sistemas eucarioticos, Gomide e colaboradores®
avaliaram a atividade das novas integrases em células animais e vegetais, identificando Int9 e
Int13 dentre as de maior efici€ncia na inversao da sequéncia codificadora de eGFP em células de
planta em um contexto de transformagdo transiente de protoplastos. Neste trabalho € proposta e
avaliada a constru¢do do Interruptor Genético de Memoria Int-Plex@ (INTegrase PLant
EXpression), um sistema formado por dois modulos funcionais e quatro efetores constituido pela
sequéncia reverso complementar do gene mgf flanqueado por um arranjo dos quatro sitios attB e
outro dos quatro sitios a#tP das integrases phiC31, Bxbl, Int13 e Int9 imediatamente & montante
e a jusante do gene, respectivamente. A construcdo, integrada ao genoma de Nicotiana
benthamiana, responde a agdo das respectivas integrases como inputs de sinal responsaveis pelo
output (edicdo do genoma) definido pelo usudrio: ativagao ou inativagdo por inversao do gene de
interesse ou excisdo do gene, podendo ser entendido como um circuito de portas logicas. O
moédulo de excisdo, ativado pelos inputs phiC31 ou Bxbl, ¢ desenhado como uma porta NOR,
onde a presenca de qualquer um dos inputs impede a expressdo do gene de interesse, uma vez
que este sera excisado do genoma. J& o modulo de inversdo pode ser descrito como uma porta
XOR onde apenas um dos inputs pode estar presente para que haja ativagao do sinal. Caso Int9 e
Int13 participem ativamente no sistema, independentemente da ordem ou simultaneamente, o
sistema regressara ao seu estado original inativado. A combinacdo de estados dos dois modulos
dita o comportamento final do interruptor com um todo, for¢ando-os a se comportar como dois
inputs de uma porta final AND a fim de que seja obtida a expressdao do gene alvo (Figuras 15A e
15B).

Objetivo Geral

Desenvolvimento da plataforma Int-Plex@ (Integrase - Plant Expression), um interruptor
de memoria genética bimodular controlado pelas serina-integrases Int9, Intl13, phiC31 e Bxbl
capaz de modular expressao de genes alvo através de inversao 180° reversivel de sua sequéncia
codificadora flanqueada por sitios att ou excisdao do cassete integrado ao genoma de N.
benthamiana.

Objetivos especificos

e Construgdo dos interruptores genéticos constituintes da plataforma Int-Plex@);
e Teste inicial dos circuitos genéticos em sistema de expressdo in vitro cell-free
TxTI;
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e Geracdo da linhagem transgénica N. benthamiana - IntPlex@;

e Cultivo e selecdo de eventos transformantes positivos de N. benthamiana -
IntPlex(@, com caracterizagao das insergdes obtidas;

e Agroinfiltracdo de eventos positivos para entrega dos genes efetores ao sistema.

e Extragdo de DNA gendmico de folhas infiltradas para detecgdo molecular de
edigdes decorrentes de ativacao do sistema.

e Avaliacao funcional do modulo de inversao por meio de PCR, sequenciamento de
DNA e microscopia confocal de folhas agroinfiltradas.

e Avaliacao funcional do modulo de excisdo por meio de PCR e sequenciamento de
DNA de folhas agroinfiltradas.

e Avaliacdo da capacidade de disseminagdo sistémica com uso de vetor viral PVX
por meio de PCR e sequenciamento de DNA de folhas apicais ndo infiltradas 21
dias ap6s inoculagdo original.

Metodologia

Design e construgdo de plasmideos

Os vetores utilizados no trabalho podem ser divididos em dois grupos, uma construcao
reporter a ser integrada ao genoma de N. benthamiana e as construcdes efetoras carregando os
genes de integrase.

Plasmideo reporter. O desenho da unidade repodrter do interruptor genético construido
consiste na sequéncia reverso-complementar do gene fluorescente mgfp , dessa forma silenciado
por se encontrar em orientacdo oposta a de seu promotor, flanqueado pelos sitios a#tB das
integrases Bxbl1, phiC31, Int9 e Intl13 nessa ordem a montante do gene e os sitios a#tP de Bxbl,
phiC31, Int9 e Int13 nessa ordem a jusante (Figura 15A).
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FIGURA 15. A) Mapa da construgdo reporter pART27 mgfp(rc) inserida no genoma de N. benthamiana.
LB (left border - borda esquerda) e RB (rigth border - borda direita) indicam as extremidades do inserto no genoma
da planta. “NNNNNNNN” ilustra sequéncias de DNA gendmico no sitio de integragdo. B) Portas logicas constituidas
pelos modulos de inversdo e excisdo do sistema Int-Plex@.

Genome Edition

Enquanto os sitios attB e attP de Int9 e Int13 se encontram em orientagdo oposta entre si,
resultando em inversdo da sequéncia por eles flanqueada quando ha recombinac¢do dos sitios
pelas respectivas integrase (Figura 16A), os sitios attB e attP mais externos, de Bxbl e phiC31,
encontram-se na mesma orientacdo. Tal configuracdo resultard na delecdo de todo o cassete por
eles flanqueado quando houver a recombinagdo dos sitios por alguma dessas integrase,
removendo a constru¢do do genoma (Figura 16B). Outra possibilidade de acao do interruptor € a
ativacdo combinada de mais de uma integrase. A introdugdo de Int9 no sistema, por exemplo,
ativara a expressao de mGFP ao causar inversao de sua sequéncia codificadora. Uma posterior
acdo de Intl13 sobre esse cassete ativado ocasionara no retorno ao estado original silenciado da
sequéncia codificadora, permitindo assim uma regulacdo temporal da expressdo do gene alvo.
(Figura 16C)
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FIGURA 16. Esquema de edi¢des esperadas do cassete integrado pART27 mgfp(rc) apds ativagdo de
integrases. A) Modulo de inversdo editado por Int13. B) Modulo de excisdo editado por phiC31. C) Moédulo de
inversdo apos edigdo sequencial por Int9 e Intl3. A dupla inversdo retorna o gene mgfp a seu estado inicial

silenciado
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Foi realizada sintese quimica da constru¢do e o fragmento gerado foi clonado no vetor
primario pART?7 entre os sitios de restricdo de Xhol a fim de completar a unidade transcricional
com o promotor CaMV 35S e regido terminadora do gene Octopina Sintetase (OCS) presentes
no plasmideo. Uma nova rodada de digestdo e subclonagem foi realizada para inser¢do da
unidade transcricional no vetor bindrio pART27. Esta vetor possui o replicon minimo RK@ para
replicagdo em E. coli e Agrobacterium tumefaciens, gene Tn7 de resisténcia a
espectinomicina/estreptomicina para sele¢do de transformantes e, fazendo parte do T-DNA a ser
integrado no genoma vegetal, o gene NPTII de resisténcia a kanamicina para sele¢ao das plantas
transgénicas geradas. A construgdo final foi nomeada pLSB pART27 mGFP(rc), tendo sido
todas as etapas de sintese e montagens realizadas pela empresa EPOCH Life Science Inc
(Missouri City, TX, EUA).

Plasmideos efetores. Os genes das serina-integrases Int9, Int13, PhiC31 e Bxbl
utilizados foram selecionados a partir do trabalho previamente publicado®. As unidades
transcricionais compostas pelo promotor constitutivo actin2, o gene da integrase e terminador
NOS foram recuperados do vetor pUCS57 utilizado e subclonados no vetor binario
pCAMBIA2300'®,  gerando o conjunto de plasmideos efetores nomeados
pLSB pCAMBIA2300 X (onde X indica a integrase presente). Os genes das integrases também
foram inseridos em vetor binario PVX-GW'" para criagdo do conjunto de plasmideos efetores
virais nomeados pLSB PVX GW_X (novamente, X = Int9, Int13, PhiC31 ou Bxbl). Versdes
dos vetores com os mesmos genes de Int fusionados a uma Sequéncia de Localizacdo Nuclear
(NLS) foram construidas a fim de avaliar seu possivel impacto na atividade das recombinases,
dado que sua atividade deve ser exercida diretamente no material gendmico localizado no ntcleo
das células.

Geracdo de Plantas Transgénicas

A transformagdo das plantas para geracdo de N. benthamiana transgénica foi realizada
por Martha L. Orozxo-Cardenas, MSc., PhD no Centro de Pesquisa em Transformacgdo Vegetal
da Universidade da Califérnia Riverside. Células competentes de A. tumefaciens GV3101 foram
transformadas por eletroporagdo com o plasmideo PISB pART27 mgfp(rc) e os transformantes
positivos selecionado com espectinomicina e estreptomicina. Os clones resistentes aos
antibioticos ainda foram confirmados por PCR de colonia com oligonucleotideos para detecgdo
de genes de resisténcia e fragmentos internos do cassete. A linhagem de agrobactéria
transformada foi entdo utilizada na agroinfiltracdo de folhas de N. benthamiana com seis
semanas de cultivo. Apds infiltragdo calos e brotos foram induzidas com uso de meio de indugdo
contendo sais MS, Vitaminas MS, 100 mg/L de Myo, 2 mg/L BAP. 0.1 mg/L NAA, 3% sacarose,
100 mg/L kanamicina, 250 mg/L Cefotaxima e 500 mg/LL Carbenicilina. Trinta brotos
transformados com pLSB pART27 mgfp(rc) e dez contendo o vetor vazio pART27 foram
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transferidos para meio de enraizamento contendo 2 concentracdo de Sais MS, vitaminas MS,
100 mg/L Myo-inositol, 0.2 mg/L IBA, 1.5% sacarose, 500 mg/L Vancomicina, 500 mg/L
Cefotaxima e 500 mg/L Carbenicilina.

As plantas resistentes foram confirmadas por PCR utilizando oligonucleotideos para
detecgdo dos genes mgfp e nptii, este ultimo em especial no caso das plantas portadoras do vetor
pART27 sem o cassete att_mgfp(rc).

Condigoes de cultivo e manuseio em casa de vegetacdo

As sementes de N. benthamiana transgénicas recebidas foram germinadas em solo
comercial sob condi¢des ambientais de luminosidade, temperatura ¢ umidade controladas em
sala de cultivo. Plantulas regeneradas transferidas de meio de cultura in vitro para solo foram
mantidas sob as mesmas condi¢des controladas. Para os ensaios de agroinfiltracdo foram
utilizadas sempre plantas de geragcdo F2 com oito semanas de crescimento.

Sequenciamento Nanopore e andlise de dados

Para a identificagdo dos pontos de integracao do interruptor genético no genoma de N.
benthamiana foi realizado sequenciamento de genoma completo dos quatro eventos
selecionados por meio de tecnologia nanopore (Oxford Nanopore Technologies, UK). Para tal,
DNA gendmico total das plantas foi obtido por meio de extragcdo pelo método CTAB como
descrito acima. O DNA obtido foi avaliado por eletroforese em gel de agarose e quantificagdo
em Quibit com kit 1x dsDNA HS Assay (Invitrogen, USA). Para o preparo das bibliotecas a
serem analisadas foi utilizado o protocolo de sequenciamento por ligagdo para gDNA - Native
Barcoding kit 96 V14 (SQK-NBD114-96 - Oxford Nanopore Technologies, UK ) de acordo com
orientacbes do fabricante. Brevemente, as amostras foram submetidos a tratamento com
NEBNext FFPE Repair Mix (NEB, M6630) e NEBNext Ultra Il End repair/dA-tailing Module
(NEB, E7546) para reparo de quebras (nicks) e preparo de extremidades para posterior ligagao
de oligos contendo os sistemas de identificacdo Native Barcodes (NB01-96) por meio dos kits
NEB BIlunt/TA Ligase Master Mix (NEB, M0367) e NEBNext Quick Ligation Module (NEB,
E6056), sendo as etapas de lavagem realizadas por preciptagdo magnética com esferas
AMPure XP beads (ONT, USA).

Para sequenciamento de amplicons a fim de confirmar a edi¢cdo do genoma apds acao das
integrases, reacoes de PCR realizadas conforme descrito anteriormente foram purificadas por
meio de uso do kit ReliaPrep DNA Clean-up and Concentration System (Promega, USA). As
bibliotecas foram preparadas utilizando o protocolo de sequenciamento por ligagdo para
amplicons - Native Barcoding kit 96 V14 (SQK-NBD114-96) seguindo orientagbes do
fabricante. Neste protocolo também ha todas as etapas de preparo de extremidades, ligacao de
adaptadores e purificacdo por precipitagdo magnética conforme descrito no paragrafo acima,
sendo uma das principais diferencas a auséncia de etapa de reparo de quebras.

Independentemente do método de preparo utilizado, as bibliotecas foram sequenciadas
em flow cell R10.4.1 FLO-PRO114M (Oxford Nanopore Technologies, UK) na unidade de
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sequenciamento Promethlon 2 (PRO-SEQ002) com uso do software MinKNOW [v23.11.5].
Basecalling, demultiplexing e remog¢do de sequéncias adaptadoras foram realizados usando
modelo de High-accuracy basecalling (HAC) 400bps na versdo mais atualizada do basecaller
Dorado [v7.2.13]. Para andlise dos resultados, as sequéncias FastQQ obtidas para cada barcode
foram importadas para o software Geneious Prime [2024.0.2] e mapeadas contra as sequéncias
referéncia apropriadas a cada caso utilizando a ferramenta de mapeamento Minimap?2 [2.24].

Agroinfiltracdo

Células de A. tumefaciens GV3101 foram transformadas com os vetores bindrios
pLSB pCAMBIA2300 X ou pLSB PVX GW _X por eletroporagdo e selecionadas em meio LB
solido contendo 50 pg/mL de kanamicina e 15 ug/mL gentamicina. Apds dois dias de incubacao,
conjuntos de coldnias eram recuperados das placas e inoculados em 2 mL de meio LB liquido e
crescidas overnight em agitador orbital a 28°C, 200 rpm. As células foram recuperadas por
centrifugacao a 4000 RCF por 15 min a temperatura ambiente e ressuspendidas em Tampao de
Infiltracdio 1x MMA (10 mM MES - pH 5.6, 10 mM MgCl, , 180 uM acetoseringona) em
densidade OD600= 0.3. Células contendo os plasmideos com cada integrase e o gene 35S:p19
foram misturadas em volumes iguais para formulagdo da suspensdo de infiltragdo. Folhas de
plantas com 8 semanas de cultivo foram entdo inoculadas com a suspensdo de agrobactéria por
meio de seringa sem agulha pressionada diretamente em sua superficie. Testes de co-infiltragdo
contendo ou nao transformantes com o gene 35S:pl19 foram realizados sem observagdo de
alteragOes no resultado. Infiltracdes com cada uma das integrases foram realizadas em diferentes
folhas de uma mesma planta, sendo feitas duplicatas da infiltragdo em cada planta, com pelo
menos 3 plantas por ensaio independente.

Extracdo de DNA e PCR

A extragdo total de DNA genomico foi realizada de acordo com o protocolo modificado
do método CTAB estabelecido por Lacorte e colaboradores () com adaptagdes. Sec¢des com
aproximadamente 20 mg foram obtidas das folhas tratadas ou grupos controles 5 dias apos
infiltracdo, armazenadas em tubos de centrifugacdo de 1.5 mL e imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido. As amostras congeladas foram entdo maceradas com auxilio de pistilos de
vidro dentro dos tubos até atingirem um estado de pd fino, ao qual foi adicionado 200 pL de
CTAB dando sequéncia ao protocolo.

As amostras de DNA obtidas foram entdo submetidas a reagdes de amplificagdao por PCR.
Para deteccdo molecular da flipagem do gene repérter mgfp foram utilizados os pares de
oligonucleotideos 35S 282F + a#R Int9 R e a#lL Int9 F + IDP OCSt 349 Rv para
identificacdo dos sitios recombinados atfl. e atfR de Int9 e os pares de oligonucleotideos
35S 282F + atfR Intl13 R e attL Intl3 F + IDP_OCSt 349 Rv para identificacdo dos sitios
recombinados attL e attR de Intl13. Para detec¢do dos fragmentos OnOff resultantes de dupla
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edi¢do Int9/Int3 foram utilizados os pares de oligonucleotideos 35S 282short Fw +
OnOff a#R9 core Rv, OnOff atl9 core Fw + IDP_OCSt 349 Rv, 35S 282short Fw +
OnOff a#lL.13 core Rv, OnOff a#R13 core Fw + IDP OCSt 349 Rv. J& a deteccdo
molecular da delegdo do cassete realizada por phiC31 ou Bxbl foi utilizado o par 35S 282F +
IDP_OCSt 349 Rv  para amplificacio da sequéncia mantida no genoma, € o par
NbDel mGFP_493 Fw + NbDel mGFP 300 Rv para deteccdo da molécula circular excisada
contendo o gene mgfp e os sitios att removidos.

Para avaliacao das recombinagdes em sistema Tx Tl foram utilizados os oligonucleotideos
2041GbA ck 5p FW + deGFP_Hd Ws Rv para deteccao de invesdes, 2041GbA ck 5p FW +
2041 ck 3p RV1 para as delecdes e o par deGFP circ Cw2 + deGFP circ Ccw2 para
amplificacdo das moléculas circular excisada. As sequéncias dos oligonucleotideos utilizados
podem ser encontradas na Tabela 4.

TABELA 4. Oligonucleotideos utilizados na deteccdo das edigdes realizadas no cassete

reporter pART27_mgfp(rc) ou pART27_degfp(rc)

Oligonucleotideo Sequéncia
35S 282F attgatgtgatatctccactgacgtaagggatgacgeac
35S 282short Fw tgacgtaagggatgacgcac
IDP_OCSt 349 Rv taggtttgaccggttctgee
attL_ Int9 F ataattggcgaacgaggtatctgcatagttattccgaac
attR _Int9 R tggaagtgtetatcaggtaactggatacctcatc

atfL_Int13 F

tccagatccagttgttttagtaacataaataca

attR _Intl3 R

gtagaacttgaccagttggtcctgtaaatataagcaatcc

OnOff atl.9 core Fw

ttggcgaacgaggtatctge

OnOff a#R9 core Rv

gaagtgtgtatcaggtaactgg

OnOff a#l.13 core Rv

gtttttccagatccagttgtt

OnOff atrR13 core Fw

tgtagaacttgaccagttggt

NbDel mGFP 493 Fw

tcaagacccgccacaacatcg

NbDel mGFP_300 Rv

gaagaagatggtcctctectge

2041GbA_ck 5p FW

atgaccaaaatcccttaacgtgag

deGFP_Hd Ws Rv

ccecgggaagcttgatceecggeggegg
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2041 ck 3p RVI tggcttaactatgcggceatcag

deGFP_circ_ Cw2 ccttgatgecgttcttetgettg

deGFP_circ_Ccw2 cgacaaccactacctgagcac

As Reagdes de amplificagdo foram realizadas em Termociclador Veriti 96-well Fast
(Applied Biosystems, CA, EUA) com uso de 1U da enzima Platinum Taq DNA Polymerase
(Invitrogen) e mix de reacdo composto por 2.5 uL de Tampao de PCR 10X (- MgCl12) e 1.5 mM
MgClI2 fornecidos juntamente com a polimerase, 0.4 mM mix de dNTPs, 0.2 uM de cada oligo e
1 pL de DNA para um volume final de 25 pL. Condi¢des de ciclagem consistiram em uma
incubacao inicial a 94°C por 2 min seguida de 40 ciclos compostos por desnaturacdo a 94°C,
30s; Anelamento em temperatura apropriada a cada par de oligos, 30s e Extensdo a 72°C na taxa
de 1 min/kb do amplicon esperado e uma incubagdo final a 4°C .Uma vez que o par de oligos
utilizado na deteccdo da dele¢do por phiC31 ou Bxb1 se liga e amplifica tanto o cassete completo
quanto o deletado, e levando em consideracao a coexisténcia de ambas as formas na amostra de
DNA avaliada, o tempo da etapa de extensdao nas rea¢des de PCR foi reduzido para 30s com
intuito de priorizar a amplificagdo do fragmento menor.

Os fragmentos obtidos foram separados em gel de agarose 1% corado com SYBR Safe
DNA Gel Stain (Invitrogen) e as bandas excisadas com auxilio de transluminador de luz LED
azul a fim de evitar danos causado as moléculas de DNA quando da utilizacdo de luz UV. O
DNA recuperado em gel foi purificado com o kit comercial ReliaPrep™ DNA Clean-Up and
Concentration System (Promega) e ligado ao vetor de clonagem pGEM-t-Easy de acordo com as
instrucdes do fabricante. Apds transformagdo das ligagdes em células quimiocompetentes E. coli
DHI10b e selecao em meio s6lido das coldnias positivas, os plasmideos foram recuperados por
miniprep com kit comercial e enviados para sequenciamento (Macrogen, Seul, KR).

Ensaios de expressdo in vitro

Para as avaliagdes funcionais iniciais foram realizados ensaios de transcri¢ao e traducao
in vitro com extrato celular livre de células (cell-free TxTI) utilizando o kit myTxTl T7
expression (Arbor Biosciences, USA) de acordo com recomendagdes do fabricante. Reacgoes de
24 uL foram preparadas em tubo de centrifugagao de 1,5 mL contendo 10 nM de cada plasmideo
(repérter e efetor) e incubadas a 29°C por 16h em termobloco. Os resultados foram avaliados
primeiramente em transluminador de luz azul para deteccdo de fluorescéncia do reporter deGFP.
Posteriormente 1 pL de cada reagdo foi recuperado para andlise molecular por PCR e
sequenciamento como previamente descrito. Como controles foram realizadas reagdes contendo
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apenas o plasmideo repodrter (negativo), apenas o plasmideo de expressdo constitutiva
pTXTL-T7p14-deGFP (positivo) e na auséncia de plasmideos (branco).

Microscopia Confocal

As imagens de microscopia confocal foram obtidas com uso do Microscopio Confocal de
Varredura a Laser Leica TCS SP8. A deteccio de mGFP foi realizada utilizando-se os
comprimentos de onda de 488 nm e 500-550 nm para excitagao com laser de argonio e filtro
bandpass para emissdo, respectivamente. Sinais oriundos de autofluorescéncia por cloroplastos
foram detectados, em paralelo a aquisi¢do de fluorescéncia de mGFP, usando filtro bandpass de
comprimentos de onda 650-710 nm. Os parametros de aquisi¢ao de imagem (como poténcia de
laser, didmetro de abertura de pinhole, ganho, entre outros), preparo de amostras e periodo
pos-infiltracdo foram mantidos constantes entre os diversos grupos ao longo de cada ensaio. Os
dados brutos foram processados com o software LAS X (Leica Application Suite,
www.leica-microsystems.com)

Resultados e Discussao

Os esforgos iniciais de aplicacdo em sistemas eucariontes das novas serina-integrases
descritas por Yang e colaboradores® buscaram ampliar o leque de ferramentas moleculares
disponiveis nesses sistemas para a criagdo de circuitos genéticos capazes de modular a expressao
génica em organismos complexos tanto de origem animal quanto vegetal’. No entanto, as
avaliacdes em sistema vegetal se restringiram a transformacgdes transientes de protoplastos
obtidos de Arabidopsis thaliana, o que, apesar de ainda permitir avaliar o comportamento das
integrases em um ambiente molecular eucaridtico, remove os obstaculos principais representados
pelo nucleo e o acesso a cromatina quando o gene alvo flanqueado pelos sitios de
reconhecimento se encontra integrado ao genoma do organismo.

Visando dar continuidade ao trabalho inicial e abordar as questdes sobre os obstaculos
destacados, um sistema composto por dois modulos funcionais operados pelas integrases de
maior eficiéncia em célula vegetal identificadas no primeiro trabalho (Int9 e Int13) e duas
integrases de uso ja obstante descrito plantas (phiC31 e Bxbl) foi construido e integrado ao
genoma de N. benthamiana. A estrutura geral do cassete reporter consiste na sequéncia do gene
mgfp em orientagdo reverso-complementar por quatro sitios attB e quatro sitios a#tP em cada
uma das extremidades. A orientagdo relativa entre cada par de sitios att ¢ o que define o efeito
resultante da agdo de cada uma das integrases e confere o cardter bi-modular do sistema.
Enquanto os sitios a#tB e attP das integrases Int9 e Int13 se encontram em orientagdo oposta em
relacdo a seu par, resultando na inversdao do gene por eles flanqueado, os sitios de phiC31 e Bxbl
se apresentam na mesma orientacdo, o que gera como resultante da atividade de recombinagdo
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dos sitios a dele¢do da sequéncia interna. Outra caracteristica importante ¢ a de que, devido ao
carater ortogonal das integrases, isto €, sua especificidade de acdo apenas sobre seus sitios
cognatos, recombinacdes sequenciais com Int9 e Intl3 resultardo na inversdo e ativacdo de
mGFP seguida pelo regresso ao estado original do sistema.

A fim de avaliar a possibilidade de interferéncia na atividade isolada de cada integrase
decorrente da presenga dos demais sitios atf, bem como a capacidade de uma segunda integrase
inverter o cassete ja previamente editado por outra integrase no caso do médulo On/Off, foram
inicialmente realizadas reagdes em sistema de expressao in vitro (TxTl) com o kit myTxTI
(Arbor Bioscience, MI, EUA) utilizando os vetores p2041 pART27 degfp(rc) e p2041 Int.
Apbs 24h de incubacdo das reagdes a 29°C os tubos foram visualizados em cdmara de luz azul
para deteccdo de fluorescéncia de deGFP. Como pode-se observar na Figura 17A, foi possivel
identificar a expressdo de GFP na presenca tanto de Int9 quanto de Intl3. Nas reagdes com
co-incubacdo de p2041 pART27 degfp(rc) com os dois vetores p2041 Int9 e p2041 Intl3
também foi detectada a expressdo de GFP, ainda que o esperado seja o regresso da construgao ao
estado silenciado. Neste caso a manutencao da fluorescéncia se deve a grande estabilidade da
molécula nas reacdes TxTIl, podendo ser detectada na reagdo por varios dias. No entanto, a agao
combinada das integrases sobre o vetor reporter pode ser comprovada por meio de amplificagao
e sequenciamento do DNA presente nas reacdes apds incubagdo (Figura 17B). A orientagdo do
gene degfp oposta a do promotor e a formacao dos dois pares de sitios attL e attR de Int9 e Int13,
com a presenca do sitio a#tR Int13 a esquerda e ndo a direita do gene, confirmam a dupla edi¢ao
On/Off. Todos os rearranjos esperados puderam ser detectados por PCR, como indicado na
Figura 17C, incluindo a deteccdo da molécula circular gerada apos os eventos de dele¢ao do
alvo.
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FIGURA 17. Teste em sistema de expressdo in vitro TxTl do modulo de inversdo de Int-Plex@. A)
Deteccdo da expressdao de deGFP em transluminador de luz Azul. As legendas indicam os plasmideos adicionados
em cada reagdo. pART27: vetor reporter ndo ativado; NC: controle negativo sem DNA adicionado; PC: controle
positico com adi¢ao de vetor apresentando expressdo constitutiva de degfp. B) Confirmagdo por sequenciamento
Sanger de ocorréncia de dupla edi¢do do material submetido a sistema TxTI na presenga de vetores efetores de Int9 e
Int13. C) Amplifica¢Ges para deteccdo de todos os eventos de rearranjo observados no sistema TxTl. Rep: reporter
(vetor pART27 deGFP); NTC: no-template control (Controle negativo sem adi¢gdo de DNA a pcr). Marcador de
peso molecular: 1kb Plus (invitrogen).

Tendo validado o interruptor em sistema cell-free deu-se inicio as avalia¢des in vivo com
a geracao de plantas N. benthamiana transgénicas carregando o sistema reporter bi-modular em
seu genoma. As plantas recebidas da facility de transformacdo vegetal da Universidade da
California Riverside foram submetidas a processamento em quarentena vegetal de acordo com
protocolos de biosseguranga estabelecidos pela Unidade de Quarentena da Embrapa Recursos
genéticos, sendo posteriormente submetidas a selegdo por kanamicina e detecgdo molecular do
cassete attB _mgfp(rc) attP por PCR. Quatro plantas derivadas de eventos de transformacao
distintos foram confirmadas e selecionadas ao final do processo.
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Para a caracterizacdo das inser¢des do cassete no genoma de N. benthamiana foi utilizada
a técnica de sequenciamento NGS com tecnologia nanopore por meio do sequenciador
Promethlon. A capacidade de gerar sequéncias longas em larga escala, permitindo o
sequenciamento de genomas completos em um curto espaco de tempo, abre espago para
avaliagdes diretas de eventos de integracdo de transgenes de uma maneira mais precisa e
extremamente menos trabalhosa que a utilizacdo de metodologias cldssicas, como a realizagdo de
southern blot para confirmacdo e quantificacdo de eventos de integracdo somados a técnicas
complexas de PCR dependentes de primers degenerados, como tail-PCR'" | para detec¢do da
regido em que tais interagdes se deram. As claras vantagens da aplicacdo de sequenciamento
nanopore para tal fim t€ém contribuido para que cada vez mais trabalhos facam uso desta técnica,
jé& tendo sido aplicada na avaliagdo de transgenes inseridos em genomas de diversas espécies
vegetais para caracterizagdo e rastreio de plantas geneticamente modificadas''® " ¥,

No presente trabalho, analises iniciais de identificagdo dos locais de integracao do cassete
reporter do sistema Int-Plex@ por meio de sequenciamento nanopore permitiram o mapeamento
de pelo menos um ponto de integragdo em cada um dos eventos selecionados, com eventos E1l e
E15 apresentando integracdo de duas coOpias cada, em regides distintas do genoma. A tabela §
traz informagdes gerais, qualitativas e quantitativas, a respeito das corridas de sequenciamento
realizadas.

TABELA 5. Dados descritivos do sequenciamento nanopore realizado para mapeamento de sitios de integragdo do
sistema Int-Plex@

Evento Reads (M) Bases (Gb) N50 (kb) Qscore Hits*
E1 1.01 6.12 6
E3 0.87 6.22 5
13,8 15
E10 0.54 3.68 2
E15 1.62 15 18

*para classificagao de hits foi estabelecido o critério de reads contendo ao menos uma parte do
cassete reporter complementada de sequéncia néo pertencente a construgao integrada. Reads contendo
apenas sequéncias da constru¢ao foram desconsiderados.

E possivel observar uma maior cobertura obtida no sequenciamento dos eventos El e
E15, bem como a obtencdo de um maior nimero de sequéncias contendo uma parte do cassete
inserido e pelo menos uma das regides gendmicas flanqueadoras (coluna Hits). Este padrao
possivelmente apresenta correlagdo com a identificacdo de mais de um evento de integracao
apenas nos individuos E1 e E15, sendo necessario complementar as analises para obtengao de
maior cobertura. Giraldo e colaboradores'’” e Malmberg'® e colaboradores, por exemplo,
estimam a necessidade de uma cobertura entre 5 a 10 vezes para uma resolugdo satisfatoria na
identificacdo de transgenes.
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Para identificacdo dos sitios de inser¢ao, inicialmente foram realizados alinhamentos dos
dados brutos para mapeamento de reads contendo ao menos uma parte do cassete repOrter e
flancos nao alinhados indicativos de sequéncia genomica. Com essas regioes candidatas foram
entdo realizados alinhamentos contra o genoma de N. benthamiana utilizando a ferramenta Blast
do proprio bando de dados. Como referéncia foi selecionada a versdo v2.6.1 do genoma de N.
benthamiana depositado na plataforma SolGenomics Network (https://solgenomics.net/), um
banco de dados e plataforma dedicada exclusivamente a dados gendmicos de solanaceas'’. Um
ultimo alinhamento local utilizando o mapeador Minimap2 no software Geneious Prime foi
realizado diretamente contra os cromossomos identificados durante os Blast para confirmagao de
colocalizagdo de flancos direito e esquerdo de cada sitio de insercdo. O mapeamento das

insercdes até agora identificadas nos eventos de N. benthamiana avaliados neste trabalho estdo
indicados na Figura 18.

Chr1s

FIGURA 18. Localiza¢ao dos sitios de integracdo do sistema Int-Plex(@ identificados no genoma de M.
benthamiana para os quatro eventos independentes avaliados. Os circulos concéntricos coloridos representam o
genoma de cada um dos eventos alinhado ao genoma selvagem Niben2.6.1 utilizado como referéncia. Picos

representam a integra¢do. Do mais externo para o mais interno: eventos El(azul escuro) > E3(vermelho) > E10(verde) >
E15(azul claro).
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Os ensaios de avaliagdo funcional do sistema Int-Plex@ foram realizados por meio de
agroinfiltracdo das plantas com células de 4. tumefaciens transformadas com os vetores efetores
pLSB_ pCAMBIA2300 X ou pLSB PVX GW_X carregando as integrases. Dessa forma a
transferéncia do T-DNA contendo o gene de uma das quatro integrases garantira sua expressao
na célula vegetal e, se bem-sucedida, a edicdo do sistema reporter presente no genoma,
resultando em expressao de mGF ou excisdo do cassete a depender do efetor utilizado. No quinto
dia pos-infiltragdo as folhas infiltradas eram recolhidas para remog¢do de se¢des destinadas a
extracdo de DNA gendmico para detec¢do por PCR seguida de sequenciamento dos fragmentos
do cassete editado ou microscopia confocal de fluorescéncia. As sequéncias obtidas apos
transformagdo com Int9 ou Intl13 confirmam a inversdo do gene e ativacdo da expressdo de
mGFP, bem como nao apontam existéncia de dano ao DNA ou inser¢do de mutagdes no sitio de
clivagem e recombinacdo ou nos demais sitios atf adjacentes (Figura 19A para Int9; Figura 20A
para Int13).

A. f_ | ﬁ v i
mm rlhhwi A i ) WU '”“ Sl ol "H H *""fﬂ »M ww il
AL “ L b um nwlmw il ! amm ”

P attsp phica1 P a3 [ ant/R 3 mgpon | ocsteminator

Chlorophyll ) Brlght feld

58



FIGURA 19. Resultados representativos obtidos para um dos eventos avaliados ap6s infiltragdo com Int9.
A) Sequenciamento de fragmentos contendo sitio a#fL Int9 ou sitio a#fR Int9 amplificados apos flipagem de mgfp.
Resultados obtidos por sequénciamento Sanger de amplicons purificados. B) Microscopia de fluorescéncia a laser
confocal realizada em regido infiltrada mostrando ativagdo da expressdo de mGFP.

EcoRf Kpni Kpnl Hinay

A'attL Int13 = i m} : Tl
i ﬂi “u LAl Al MH gl hh il U I mu ikl ' um
WA WM'NY’J{MMWJ\*"MV B WM WWW\WWV\ L ']ﬂ"f I

attB/P BxB1 attB/P Int9 attL/RInt9 mafp Off rCaMV 355 promoter % Reverse complement
D attB/P phic31 I attB/P Int13 SHLR Int13 mgfp On T ocs terminator

Chlorophyll Bright field

FIGURA 20. Resultados representativos obtidos para um dos eventos avaliados ap6s infiltragdo com Int13.
A) Sequenciamento de fragmentos contendo sitio a#fL Intl3 ou sitio a#/R Int13 amplificados apds flipagem de

mgfp. Resultados obtidos por sequénciamento Sanger de amplicons purificados. B) Microscopia de fluorescéncia a
laser confocal realizada em regido infiltrada mostrando ativagdo da expressao de mGFP.

As imagens de microscopia confocal permitem observar o surgimento de emissdo de
fluorescéncia em decorréncia da ativagdo da expressao de mGFP, porém de maneira heterogénea
ao longo da superficie das folhas infiltradas,compativel com taxas de eficiéncia relatadas
previamente por nos e outros trabalhos presentes na literatura (Figuras 19B e 20B para Int9 e
Int13, respectivamente).

Outro dado significativo obtido € a deteccdo de inversdo e ativagao do sistema em folhas
distantes das inoculadas passados 21 dias da infiltragdo com os vetores pLSB PVX GW_X.
Sendo derivado de vetor viral PVX_GW'* proveniente do virus da batata Potato virus X , uma
das habilidades esperadas com esse método de entrega do DNA efetor ¢ justamente sua
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capacidade de movimentagdo entre as células vegetais, disseminando o gene da integrase para o
restante da planta. Apds o periodo de disseminacdo sistémica ¢ possivel observar o
desenvolvimento de sintomas indicativos de infec¢do viral nas folhas apicais, com o surgimento
de mosaico foliar com branqueamento de nervuras, encarquilhamento foliar ¢ ma formacao de
extremidades e folhas jovens (Figura 21). A deteccio de inversdo do gene reporter em plantas
apicais ndo infiltradas refor¢a a capacidade de disseminagdo sistémica e estabilidade da
construgdo efetora quando utilizado um vetor viral.

PVX GW contendo integrase efetora.

N .

J& com relagdo a introducdo sequencial de Int9 e Intl3 visando ativa¢do e posterior
retorno ao estado inicial silenciado do gene reporter, foram avaliados dois intervalos entre o
primeiro e o segundo evento de infiltracdo, com introducdo da segunda integrase trés ou cinco
dias apos agroinfiltragdo com a primeira. No entanto, diferentemente do obtido nos ensaios
iniciais em sistema TxTl de expressao in vitro, ainda ndo foi possivel detectar o fragmento com
dupla edicdo em amplificacdes do DNA genomico das plantas transgénicas. Uma possivel razdo
para a ndo deteccdo ¢ a baixa representatividade da molécula On/Off em relagdo a todas as
copias ndo editadas ou editadas por apenas uma das integrases no pool de DNA gendmico
analisado. A dependéncia de um evento prévio de baixa eficiéncia (primeira edi¢do) para a
ocorréncia do segundo evento também pouco eficiente torna necessaria uma otimizagdo da
técnica de deteccdo aplicada.
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As infiltracdes para entrega das integrases phiC31 e Bxbl foram realizadas seguindo o
mesmo protocolo j& discutido. Uma vez expressas, estas integrases ativam o modulo de excisao
do sistema reporter. A recombinagdo dos sitios a#/B e a#fP devera resultar na liberagdo de uma
molécula circular contendo o gene mgfp e os sitios att das demais integrases, com o surgimento
do sitio recombinante a?fR no ponto de circularizacdo, permanecendo no genoma as regioes de
promotor 35S CaMV e terminador OCS com o sitio a#/L. formado na regido de ligagdo do DNA,
unico vestigio remanescente no genoma do cassete removido. Como pode-se observar no
diagrama apresentado na Figura 22A, a utilizacdio do par de oligos 35S 282F e
IDP_OCSt 349 Rv resulta na amplificagdo de um fragmento de aproximadamente 1.6 kb da
construcdo reporter original ou um fragmento de aproximadamente 0.6 kb em caso de dele¢ao
por acdo de integrase. A obtencdo desse padrdo de mudanga de tamanho de banda em separagdo
por eletroforese apresentada na Figura 22B em gel de agarose indica o sucesso da delegdo em
todos os eventos avaliados, porém a presenca de bandas indicativas tanto do cassete editado
quanto da constru¢do original em uma mesma amostra reforca a natureza heterogénea da
amostra. A fim de permitir uma melhor resolu¢do dos resultados de sequenciamento molecular
dos fragmentos, reducdes no tempo de extensdo da polimerase nas reagdes de PCR foram
realizadas para favorecer o enriquecimento dos fragmentos de 0.6 kb (Figura 22B).
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FIGURA 22. Ativacdo do modulo de excisdo do sistema Int-Plex@. A) Fragmentos esperados em
amplificagdo apos excisdo do gene mgfp em decorréncia de infiltragdo com integrases phiC31 ou Bxbl. B)
Amplificagdes obtidas apos tratamentos. Obtengdo de fragmentos dos dois tamanhos indicam heterogeneidade da
amostra de DNA, com redugdo do tempo e extensdo da polimerase selecionando preferencialmente a detecg¢do do
fragmento editado. Amostras indicadas por tridngulos foram tratadas com a versdo da integrase contendo a
sequéncia NLS. NT, evento positivo ndo transfectado com integrase.

E interessante notar que, pelo menos qualitativamente considerando o padrio de
intensidade das bandas, a utilizagdo de phiC31 otimizada com uma sequéncia NLS parece ser
mais eficiente na excisao do cassete, o que devera ser futuramente avaliado por métodos
quantitativos apropriados. Resultados semelhantes com relagdo ao aumento de eficiéncia de
phiC31 em sistema eucaridtico com a adicdo de sequéncias de localizacdo nuclear ja foram
demonstrados® . Os fragmentos amplificados foram submetidos a sequenciamento para
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confirmacdo da delecdo da regido flanqueada pelos sitios e permanéncia de apenas o sitio attL
formado pela acdo da integrase utilizada. Também foram realizados amplificacdo e
sequenciamento com o objetivo de detectar a molécula circular resultante da excisdo do gene
mgfp e os sitios att internos da construcdo utilizando o par de oligonucleotideos
NbDel mGFP_493 Fw e NbDel mGFP_300 Rv, que ao promoverem a extensdo em diregao as
extremidades do gene mgfp resultardo em um amplicon apenas se houver a circularizagdo da
molécula excisada. Como indicado na Figura 23, os sequenciamentos de amostras obtidas apos
ativacao do sistema com Bxb1 conseguiu identificar ambas moléculas esperadas, confirmando a
geracdo e persisténcia nas células, pelo menos apds 5 dias, da molécula circular contendo o
transgene deletado.

FcoRl Hinal

?L. BxB1 4; _;L
’T"i.l“.‘._ki,,‘w,‘,.,'f Mt mmﬂMJ I mmmnlnnmlnnu “w unhnlhh
B. c
M “Nl I MWNN J" ‘” Ui ‘” ”‘” "“‘ ' ) “‘““” Mﬂlﬂ Al M “lm “
C.
A A A
attB/P BxB1 SB/P Int9 attl/R BxB1 mgfp Off rCan3SS promoter % Reverse complement
P g phics1 P attsp i3 l SR Int13 mafo On T ocs terminator

FIGURA 23. Alinhamento de sequéncias obtidas a partir das amplificagdes do DNA de amostras tratadas
com integrases Bxbl. (A) Detecgdo do sitio aztl. mantido no genoma vegetal resultante da delecdo do cassette por
acgdo da integrase. (B) e (C) Detecgdo do sitio attR de BxB1 presente na molécula circular gerada pela excissdo do
cassette do genoma, juntamente com os sitios a#/P das demais Int & montante (B) e sitios a#tB a jusante (C).
Resultados obtidos por sequénciamento Sanger de amplicons purificados.

Quanto a edi¢do por phiC31, foi possivel identificar a marca de delecdo no genoma
(Figura 24), porém a molécula circular deletada ainda nao foi identificada (apesar de obtencao,
ainda que fraca, de amplicon de tamanho esperado em gel de agarose). Avaliacdes adicionais
serdo realizadas para melhor esclarecer tal auséncia, se por questdes de baixa eficiéncia da
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integrase no modelo somada a necessidade de métodos de detec¢cao de maior sensibilidade ou se
ha possibilidade de uma menor estabilidade da molécula circular, fazendo com que 5 dias apods
delegdo ja nao seja possivel sua deteccao

Feait

Lrm

attl phiC31

il

EcoR! aft8 BxB1 e ohiC31 2P BxB1 Haniif

attB/P BxB1 attb/P Int9 attL/R BxB1 r CaMV 355 promoter

attB/P phiC31 attB/P Int13 attl/R phiC31 T ocs terminator

FIGURA 24. Alinhamento de sequéncias obtidas a partir das amplificagdes do DNA de amostras tratadas
com integrases phiC31. (A) Detecgdo do sitio attl. mantido no genoma vegetal resultante da delegdo do cassette por
acdo da integrase. Resultados obtidos por sequénciamento Sanger de amplicons purificados.

Conclusoes e Perspectivas

Sendo um avango de nosso trabalho envolvendo o uso de serina-integrases em sistemas
eucaridticos previamente publicado®, o sistema Int-Plex@ foi construido buscando-se avaliar
principalmente se as integrases seriam capazes de atuar em alvos integrados ao genoma do
organismo, em contraste com o sistema transiente inicialmente analisado. A integracdo ao
genoma eucariotico impde desafios principalmente de acesso ao alvo, tanto pela barreira
representada pela membrana nuclear quanto pelas questdes de acesso a cromatina e imposi¢des
topograficas impostas. A composicao de dois modulos funcionais, um de inversdo e outro de
excisdo do DNA, também representa a evolugao de complexidade em relagdo aos interruptores
simples testados anteriormente. Além disso, a possibilidade de controle temporal da expressao de
algum trago, principalmente em plantas, ¢ bastante valiosa em um cenario em que o acimulo de
um produto apenas em um momento ou contexto especifico pode representar um ganho de
eficiéncia energética importante nas etapas iniciais de desenvolvimento ou de maior
susceptibilidade a algum possivel efeito citotdéxico do produto em questdo , com significativo
impacto em termos de produtividade

Os resultados obtidos demonstram o sucesso da plataforma tanto na modulagdo da
expressao do gene de interesse quanto na possibilidade de biocontengdo de transgenes com o
modulo de excisao da construcdo integrada ao genoma de N. benthamiana. As avaliagdes
moleculares por amplificagdo e sequenciamento apods introducdo das integrases no sistemas
indicam a capacidade de tanto Int9 quanto Int13 promoverem a inversao do gene alvo por meio
da recombinagdo de seus sitios atf sem que haja dano ao DNA ou interferéncia em decorréncia
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da presenca dos sitios att das demais integrases. A ocorréncia do segundo evento de inversao,
que devera retornar o sistema a seu estado original apos insercdo sequencial das duas integrases
com um espacamento temporal, ainda necessita ser melhor avaliada, com otimizacdo de
sensibilidade dos métodos escolhidos para a avalia¢do, tendo sido até o momento identificada
apenas nos testes com a plataforma em sistema de transcri¢do e traducao cell-free in vitro.

O modulo de excisdo controlado pelas integrases phiC31 e Bxb1 também se mostrou bem
sucedido apés integragdo da construcdo ao genoma vegetal. A deteccdo da molécula circular
resultante da dele¢ao reforga o sucesso, porém serd importante realizar avaliacao temporal de sua
deteccao a fim de melhor acompanhar o processo de degradacao e eliminagdo do transgene pelo
organismo.

Com relacdo a capacidade das integrases de acessarem o nucleo, todas as quatro
integrases avaliadas obtiveram sucesso em sua edicdo independente da presenca ou ndo da
Sequéncia de Localizagcdo Nuclear inserida em seu gene, indicando a possibilidade da existéncia
de NLS intrinsecas nas sequéncias originais, ainda que de um ponto de vista evolutivo tais
sequéncias ndo se teriam feito necessarias considerado o contexto natural de interacdo entre
bacteriofagos portadores das integrases € um hospedeiro procarioto, consequentemente sem
barreiras nucleares a serem ultrapassadas. Vale ressaltar o aparente aumento de eficiéncia
observado em phiC31 apds insercdo da sequéncia NLS, ainda que tal observagao tenha sido feita
at¢é o momento de maneira indireta ndo sistematizada, sendo necessario ainda aprofundar a
avaliagdo por meio do emprego de métodos quantitativos apropriados.

Por fim, tanto o método de entrega das integrases com o vetor binario pPCAMBIA quanto
a utilizacdo do vetor viral PVX também se mostraram bem sucedidos. Em termos de aplica¢ao
em campo, a utilizacio de um vetor viral merece destaque dado a sua capacidade de
disseminagdo sistémica a partir do ponto de infiltragdo, atingindo todos os tecidos vegetais. Tal
disseminagdo pode ser observada quando da aplicagao do vetor PVX, com alcance e edigao de
folhas apicais distantes do ponto de aplicacdo, inclusive folhas formadas semanas apos a
inoculacdo dos efetores. No entanto, o uso de um vetor viral impde dificuldades principalmente
com relagdo a contengdo de transmissdo entre individuos e ao desenvolvimento de sintomas que
podem comprometer a saude e produtividade do cultivo. O acompanhamento das plantas
inoculadas com o vetor viral PVX, por exemplo, demonstrou o surgimento de sintomas nas
folhas a partir da terceira semana. No entanto, ainda que seja importante para otimizar a entrega
do gene efetor de maneira eficiente, a otimizagdo e engenharia de vetores virais nao-infectivos
demanda intensos esfor¢cos em virologia vegetal e fitopatologia ndo condizentes com o escopo do
projeto desenvolvido no presente trabalho, sendo uma possibilidade de estudo no futuro, mas
sem integrar as proposi¢des de perspectivas imediatas do trabalho.

A primeira versdao do manuscrito para publicagdo do sistema Int-Plex@ ja encontra-se
depositada no repositério BioRXiv [doi: https://doi.org/10.1101/2024.01.11.575089 ]. Uma
copia € apresentada ao final do presente trabalho (Anexo B).
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Capitulo 111

Implementacido de metodologias chave da Biologia
Sintética:  Sistema de  expressao cell-free  TxTI
(Transcription-Translation), Producao de Lipossomos e
Encapsulamento como ponto de partida na construcao de
Células Sintéticas.

Introducao

A abordagem Bottom-Up da biologia sintética tem como objetivo final ideal a criagao de
células completamente constituidas por partes geradas sinteticamente por cientistas capazes de,
uma vez devidamente agrupadas, originar um organismo que apresente caracteristicas que
emulem aquelas apresentadas por seres naturais como auto-suficiéncia energética, replicacao e
disseminagdo de informagdo genética, por exemplo. No entanto, grandes avangos se fazem ainda
necessarios para se alcangar tal meta, demandando a concentragdo de esforcos em dareas
abrangentes como biologia de membranas lipidicas, constituintes citoplasmaticos e componentes
moleculares envolvidos em vias metabolicas e de replicagdo do DNA. Um campo intermediério
neste percurso ¢ a montagem de sistemas novos baseados em componentes celulares organicos
pré-existentes, como a utilizagdo de extratos celulares para criagdo de sistemas de expressao in
vitro ¢ a utilizagdo de lipideos na construcao de estruturas de membrana na forma de lipossomos.
A encapsulagao nessas vesiculas dos extratos celulares capazes de expressar proteinas a partir da
introdugdo apenas de plasmideos de DNA seria uma forma de mimetizar fun¢des celulares em
organismos nao vivos. Outro exemplo dessas unidades sintéticas intermediarias, capazes de
executar fungdes moleculares e carregar informagdes genéticas porém ndo vivas, seriam as
SimCells discutidas no Capitulo I do presente trabalho.

Neste contexto, parte dos esforgos realizados durante a execugdo dos projetos em
biologia sintética realizados no ambito do desenvolvimento da presente tese incluiram a
implementagao de metodologias de preparo de meios de expressdo in vitro baseados na utilizacao
de extratos celulares e a geragdo de lipossomos para encapsulagdo de extratos e produtos
protéicos de interesse.
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Objetivo

Implementar metodologias base em biologia sintética para construgdo de organelas e
células sintéticas, envolvendo protocolos de producdo e aplicagdo de sistema de expressdo de
proteinas in vitro baseado em extrato celular de E. coli (TxTl), produgdo de lipossomos
unilamelares e encapsulamento do sistema de expressdo cell-free em vesiculas de bicamada

lipidica.

Objetivos Especificos

Desenho e sintese de plasmideos para expressao no sistema TxTI

Producdo de extrato de lisado celular de E. coli

Expressao e purificagdo da RNA polimerase T7 para uso em sistema TxTI
Montagem do sistema TxTI de expressdo in vitro com todos seus componentes ¢
producao de proteinas de interesse

Preparo de lipossomos constituidos por fosfolipidios e colesterol pelo método de
emulsdo inversa

Encapsulamento em lipossomos de proteinas produzidas no sistema TxTI

Metodologia

Os protocolos utilizados foram adaptados para uso a partir de protocolos e treinamentos
gentilmente cedidos através de colaboragdo com o Laboratorio de Biologia Sintética da
Universidade de Minnesota, sob orientacdo da Dra. Kate Adamala. Os protocolos referentes a
preparo de extrato celular e montagem de reagdes de expressdo in vitro sdo baseados em
adaptacdes dos trabalhos desenvolvidos por Noireaux'?” e Jewett'*

Protocolo de producdo de extrato celular para sistema TxTI

Meio 2x YTPG

Paral L:

- 31 g de 2xYT-Broth

- 3 g Fosfato de Potdssio monobasico KHK2PO4 (22 mM) — 22 mL de estoque 1 M
- 7 g Fosfato de Potéssio dibasico K2HPO4 (40 mM), 40 mL de estoque 1 M

- em 800 mL de H20

- Autoclavar 15 min ; 121C

-Solugdo de glicose: 18 g de Glicose em 200 mL H20
-Autoclavar
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- Acrescentar a solugdo de glicose estéril ao meio autoclavado. Armazenar na geladeira

Tampao de Lavagem A (Wash Buffer A)

Paral L:

10 mL 1 M Tris Acetato, pHS.2

14 mL 1 M Acetato de Magnésio (estoque a 1 M ou 1.99 g de MgAce)

5.89 g de Acetato de Potéssio (98.14 g/mol)

Adicionar aproximadamente 974 mL de dgua destilada estéril

Autoclavar

Adicionar 2 mL de estoque 1 M DTT apenas antes de usar (concentracdo final de 2 mM
DTT)

Dia 0: Crescer pré-inoculo em 50 mL de 2xYTPG, raspar células da placa riscada ou
estoque de glicerol overnight a 37 C. Células Rosetta devem ser inoculadas em meio com
chloramphenicol para manuten¢do do plasmideo pLys (c6dons raros).

Dia 1:
- inocular 750 mL de 2xYTPG (sem antibiotico) com 5 mL do pré-indculo.
- Incubar a 30C ; 180 rpm

Certifique-se de pre-resfriar a centrifuga, tubos falcon 50 mL e garrafas de centrifugacao
500 mL.
Pesar tubos falcon vazios e anotar o resultado

- Coletar as células quando a cultura atingir OD600 de 0.5. Centrifugar a 3.000 rpm ; 30
min ; 4C

- Lavar precipitado com 200 mL de Tampao de Lavagem A duas vezes. Baixar células
centrifugando a 3.000 rpm ; 30 min ; 4C.

- Realizar ultima lavagem com 40 mL de Tampao e juntar os precipitados. Remover
tampao apos centrifugacao

- Pesar o tubo falcon e calcular a massa do precipitado obtido.

O precipitado pode ser congelado em nitrogénio liquido nesta etapa ¢ mantido a -80C
para retomada do protocolo no dia seguinte.

- Ressuspender precipitado em Tampao de Lavagem A (1.1 mL Tampao para cada 1 g de

precipitado)
- Para sonicador: preparar banho de gelo em Erlenmeyer com agitador magnético.
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- Sonicar 4.5 mL de células em tubo falcon de 15 mL. Ciclos: 10s ON, 15s OFF, 50%
amplitude até atingir 2.7kJ (aprox. 14 minutos)

- Ap0s sonicar, transferir lisado para tubos eppendorf e centrifugar por 30 min ; 15.000 g
;4C

- Coletar sobrenadante e distribuir 500 uLL em tubos falcon 15 mL.

- Incubar tubos por 1h a 37° C sob agitagdo para runoff

- Apds a incubagdo, transferir extrato para tubos eppendorf e centrifugar por 30 min ;
15.000 g ; 4C

- recuperar sobrenadante e distribuir em aliquotas de 50 ul

- Congelar imediatamente em nitrogénio liquido ou banho de alcool e armazenar a -80C.

Protocolo de produgdo e purificacdo de RNA polimerase T7 para uso em
sistema TxTI

Materiais a serem preparados de antemao:

2 L meio LB, autoclavados

4 Erlenmeyer de 2 L, autoclavados

2x Garrafas de Centrifuga e Tampas, autoclavados

2 mL de Estoque 1 M IPTG (mantido a -20°C)

0.25 mL PMSF 200 mM (aliquotas mantidas e -20°C. !! Reagente toxico, manusear com
cuidado !!

Células transformadas para expressao de T7 RNApol 6HisTag: Rosetta2-1396p,
transformada com o plasmideo UMN 1396p (Pt7-911Q Seelig Lab) e mantidas em estoque
glicerol a -80°C

Solucoes
Os tampoes devem ser feitos e mantidos sem os Inibidores de Protease ou BME

Tampao de Lise: 50 mM HEPES KOH pH 7.6, 1 M NH,Cl, 10 mM MgCl,
Para 50 mL de tampao:

2.5mL 1 M HEPES KOH pH 7.6

2.68 g Ammonium Chloride

0.5mL 1 M MgCl,

24.8 uL. 14.3 M BME

Tampao de Lavagem: 50 mM HEPES pH 7.6, 1 M NH4Cl, 10 mM MgCl,, 15 mM Imz
Para 20 mL de tampao:

1 mL of 1 M HEPES KOH pH 7.6

1.07 g of Ammonium Chloride
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0.2 mL of 1 M MgCl,
300 uL of 1 M Imidazole

Tampao de Eluicao: 50 mM HEPES KOH pH 7.6, 100 mM KCI, 10 mM MgCl,, 300
mM Imz

Para 20 mL de tampao:

1 mL of 1 M HEPES KOH pH 7.6

1 mL of 2 M KClI

0.2 mL of 1 M MgCl,

6 mL of 1 M Imidazole

DIA 1
1. Prepare 2 pré-inoculos de 10 mL LB (+10 pL Ampicilina), raspando células do
estoque glicerol

2. Incube overnight a 37°C sob agitacao

DIA 2

1. Inicie culturas grandes: 20 mL de pré-inoculo para 2 L de LB+Amp

2. Distribua 500 mL da cultura em cada um dos 4 Erlenmeyer de 2 L e incube a
37°C, 250 rpm

3. Realize medicdes periodicas de Absorbancia até a cultura atingir OD~0.5 (entre
6h e 7h para Rosetta ; aprox. 3h para BL21)

4. Ao atingir a OD inicie a indugao por IPTG, concentracao final 1 mM (Adicione 1
mL do estoque 1 M IPTG para cada litro de cultura)

5. Mantenha as garrafas de centrifugacdo vazias em camara fria ou geladeira para
resfriarem, bem como resfrie a centrifuga com rotor basculante para as garrafas

6. Apo6s 3h de incubagdo pos-indugdo, resfrie as culturas em gelo por 20 min

7. Centrifugue as células em duas garrafas de centrifuga a 3700 rpm, 10 min, 4°C

(centrifugue 500 mL ou menos por vez em cada garrafa, descartando o sobrenadante e repetindo
a centrifugacdo de 10 min para o restante do volume)

8. O precipitado presente nas duas garrafas pode ser processado e purificado no
mesmo dia (préoxima se¢do) ou congelados em nitrogénio liquido e mantidos a -80°C.

Purifica¢ao (para precipitado de 1 L de cultura)

1. Descongele as células na cdmara fria (aprox.. 30 min)

2. Finalize o Tampao de Lise: acrescente 0.25 mL PMSF 200 mM e 24.5 uL. BME
para 50 mL de tampao (Aqui recomendo o preparo de apenas 25 mL de tampdo para cada
precipitado de 1 L de cultura)
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3. Apds descongelado, ressuspender o precipitado em 20 mL de Tampao de Lise,
agitando em movimentos circulares vigorosos ou com auxilio de uma p5000

4. Transfira o volume para um tubo Falcon de 50 mL e incube em gelo por 30 min

5. Durante a incubagdo refrigere a centrifuga e monte o setup do sonicador na
camara fria (fotos)

6. Apds os 30 min de incubagdo prossiga com a sonicagdo: 15% Amplitude (~7W);
ciclos de 15s ON/15s OFF até atingir 2kJ (aprox. 8 min). Deixe a amostra resfriar por 5 min.
Repita o processo 4 vezes.

7. Centrifugue o lisado a 15000 g, 45min, 4°C

8. Durante a centrifugag¢do prepare a resina: lave 1.2 mL de Ni-NTA agarose slurry
(deve conter ~0.6 mL de beads de agarose) 2 vezes com agua e 2 vezes com tampao de lise
usando um eppendorf e centrifuga

0. Apoés a centrifugacdo, recupere o sobrenadante e mantenha no gelo (100 pL
podem ser separados para posterior analise em SDS-PAGE)

10. Adicione a resina lavada ao falcon contendo o sobrenadante recuperado

11. Incube a mistura ‘sobrenadante + resina’ por lh na mesa agitadora (rocker) na
camara fria

12. Durante a incubagao prepare e finalize as solugdes:

Tampao de Armazenamento 2X (Storage buffer) (1 L): 100 mM TrisHCI pH 7.6, 200
mM KCl, 20 mM MgCl2, 14 mM BME:

100 mL of 1 M TrisHCI 7.6

100 mL of 2 M KCI

20 mLf 1 M MgCI2

980 uL of 14.3 M BME

Tampiao de Lavagem: Acrescente 4.9 uL. de BME em 10 mL do Tampao de Lavagem
estoque

Tampao de Eluicdo: Acrescente 4.9 pL de BME em 10 mL do Tampdo de Eluicdo
estoque

13. Finalizada a incubagdo transfira, ainda na camara fria, a resina para uma coluna
cromatografica plastica de 10 mL, drenando o sobrenadante com auxilio de uma seringa
acoplada a coluna (Fotos). Lave com 10 mL de Tampao de Lavagem

14. Elua a proteina com 10 mL de Tampao de Eluicao, coletando as 3 primeiras fragdes
de 1 mL por gravidade. A maior concentracdo da proteina estara nas duas primeiras fragdes.

15. Realize a quantificacdo por leitura de A280 para cada fracdo, coletando as com
maior absorbancia.
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16. Dialise as fragdes contendo a enzima (fragdes com quantificacdes semelhantes
podem ser misturadas) contra o Tampao de Armazenamento 2X, 1 L no total (Dialise em 500 mL
da solucdo por 3h ; Troque o tampao por mais 500 mL novos e deixe overnight. Sempre na
camara fria)

17. Para a dialise utilize cartuchos Slyde-A-lyzer MWCO 30 kDa de volume apropriado
para a quantidade de amostra recuperada

18. Colete a enzima dos cartuchos, acrescente 1 volume de glicerol estéril ¢ mantenha
em tubos de 1.5 mL a -20°C

19. Realize a quantificagdo final. A concentragdo sera: [Concentracao](em M)= A280/
(Coeficiente de Extin¢do da T7 x Peso Molecular T7), sendo Coeficiente de Extingdo T7=1.42¢
Peso Molecular T7 = 99000 Da. Concentragdes finais para purificacdes a partir de precipitado de
1 L de cultura deverao ficar entre 20-50 uM

20. Em gel SDS-PAGE a T7 RNApol proveniente do vetor pT7-911Q terd ~106 kDa,
podendo ser marcada por anticorpo Anti-His em Western Blot.

Protocolo de preparo de mix de aminodcidos para reacoes TxTI

O estoque é preparado na concentracio 10X, com 20 mM de cada aminoacido.

- Pese e adicione cada aminoacido de acordo com a Tabela 6 abaixo em um Falcon 50
mL (para 40 mL de solucdo).

- Solubilize em 40 mL ou 100 mL de solugao 400 mM KOH

- Ajuste para aproximadamente pH 6.6 com Acido Acético (solugdo inicial deve ter pH

~10)
- Para 40mL de solucio — aproximadamente 750 pL de Acido Acético glacial
- Afericdes de pH devem ser realizadas por meio de fita reagente
- Filtrar solugdo e preparar aliquotas de 500 pL em tubos 1.5 mL rotulados (AA
mix)

- Congelar imediatamente ao final do processo e manter a -80°C

TABELA 6. Quantidades de cada aminoacido para preparo de solucdo estoque 20 mM do Mix de aminoacidos
para reagdes TxTI

Aminoacido Peso molecular Para 40 mL de para 100 mL de
estoque 20 mM estoque 20 mM
Alanina A 89.09 71.3 mg 178.18
Arginina R 174.29 139.4 348.58
Asparagina N 132.12 105.7 264.24
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Aspartato D 133.1 106.5 266.2

Cisteina C 121.16 96.9 242.32
Glutamato E 147.13 117.7 294.26
Glutamina Q 146.15 116.9 292.3

Glicina G 75.07 60.1 150.14
Histidina H 155.15 124.1 310.3

Isoleucina I 131.18 104.9 262.36
Leucina L 131.18 104.9 262.36
Lisina K 164.21 131.4 328.42
Metionina M 149.21 119.4 298.42
Fenilalanina F 165.19 132.2 330.38
Prolina P 115.13 92.1 230.26
Serina S 105.9 84.7 211.8

Treonina T 119.12 953 238.24
Triptofano \W% 204.23 163.4 408.46
Tirosina Y 181.19 145.0 362.38
Valina \Y% 117.15 93.7 2343

Protocolo de preparo de Mix Energético

Composicao Mix Energético 10x

15 mM ATP e GTP 15 mM espermidina
9mM CTP e UTP 40 mM oxalato de s6dio
0.68 mM éacido folinico 7.5 mM cAMP

2 mg/mL de mix de tRNAs de E. coli 300 mM 3-PGA

3.3 mM nicotinamida adenina dinucleotideo 500 mM HEPES pH 8
(NAD)

2.6 mM coenzima-A (CoA)

- Descongele as solugdes estoque em gelo e prepare o mix na camara fria



- Os reagentes devem ser misturados seguindo a ordem apresentada na Tabela 7 ,

misturados com vortex ap6s a adigdo de cada componente

-Apos o preparo, separar em aliquotas de 0.5 mL e congelar imediatamente

TABELA 7. Reagentes e concentragdes para preparo de estoque 10X do Mix Energético para reagdes TxTI1

Reagentes e concentracio final em Mix | Estoque*

10X

500 mM HEPES pH 8

Agua milliQ

15 mM ATP e GTP, 9 mM CTP e UTP ***
2 mg/mL mistura de tRNAs de E. coli

0.68 mM 4cido folinico

33 mM nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD)

2.6 mM coenzima-A (CoA)
15 mM espermidina

40 mM oxalate de sodio
7.5 mM cAMP

300 mM 3-PGA (energy)

Observacoes:

mL de Mix **

2M

50 mg/mL
33.9mM
175 mM

65 mM
IM

200 mM
650 mM
1.4 M

* solugdes estoque devem ser mantidas a -80°C

** Volumes menores podem ser preparados

Preparo de reacoes de expressdo in vitro com sistema TxTI

Volume do estoque para 10

2.5 mL
0.94 mL
961uL
400uL
200uL
188ul

400uL
150ul
2mL
115.4ul
2.14 mL

Para o preparo de reacdes de 50 uL seguir as concentragdes e volumes indicados na

Tabela 8.

TABELA 8. Composicdo ¢ ordem de preparo de reacdo TxTI completa

Reagente Estoque

Concentracio final

Volume (ul)

H20 gsp

15.65
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Glutamato de Magnésio (mM) 1000 mM 12 mM 0.6

Glutamato de Potassio (mM) 3000 mM 140 mM 2.3
DTT (mM) 100 mM 1 mM 0.5
Mix Energético 10x 1x 5
Mix de Aminoacidos (10x) 20 mM 2 mM 5
DNA 200 nM 10 nM 2.5
Inibidor de RNAse murino 40U/ul 50x 1x 1
T7 polimerase 100uM 1.5uM 0.75
Extrato celular 3x 1x 16.7

E possivel substituir a RNA polimerase T& purificada pelo uso direto do
plasmideo p70a_T7rnap (Arbor Bioscience). Seu uso facilita a purificacdo das
proteinas produzidas com cauda de histidina pela auséncia de polimerase
contendo His-tag. Porém, ¢ esperado uma reducao na eficiéncia da reacao.

e Descongelar e manter todos os componentes em gelo durante o preparo das
reagoes. Retornar aos freezers o mais rapido possivel.

e Aliquotas do Extrato Cell Free sdo de ~55 uL, o suficiente para TRES reagdes de
50 puL, ja considerados desvios da pipetagem e preparo das aliquotas. !! EVITE
DESCONGELAR ALIQUOTAS EXCEDENTES !!

e Asreacdes devem ser incubadas a 30°C de 4h a 16h

e Reacgdes podem ser incubadas em termociclador, com incubagdo overnight a 4°C
ao final se necessario

Producdo de Lipossomos por Emulsdo Inversa

A produgdo de lipossomos foi realizada por método de emulsdo inversa baseada em
método publicado por Fujii e colaboradores'”’. Esse método resulta em estruturas de 1 a 10 um
de didmetro. Como Dbase lipidica foram wutilizados a fosfatidilcolina POPC
(1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine), colesterol e 18:1 Liss Rhod PE, um
fosfolipidio conjugado ao marcador fluorescente Rodamina.

O protocolo envolve, em linhas gerais, a suspensdao dos lipidios em cloroférmio,
deposicao da mistura em frascos de vidro para formacao de um filme lipidico em decorréncia da
evaporagdo do solvente, ressuspensdo do filme lipidico em 6leo mineral e emulsdo da reacdes de
TxTIl a serem encapsuladas. A emulsdo ¢ entdo depositada sobre tampao aquoso e centrifugada
para formacao dos lipossomos, seguindo uma etapa de lavagem e concentragdo dos lipossomos.

75


https://www.zotero.org/google-docs/?BzflUD

Deposigdo e preparo de filme lipidico. Utilize seringas de vidro para manipulagdo das
solugdes lipidicas. Preparar a mistura de lipidios nas seguintes propor¢des em frasco de vidro:
e POPC/Colesterol/Lyss-Rhod-PE
e 2.67mL (66.7 mg) de solucao 25 mg/mL de POPC em cloroférmio
e 1.33 mL (33.3 mg) de solucdo 25 mg/mL de Colesterol em cloroférmio
e 200 pL (0.2 mg) de solugdo 1 mg/mL de Liss-Rhod-PE em cloroformio

e Agite o frasco em movimentos circulares para homogeneizacao e aliquote 700 pL.
em frascos de vidro de 2 mL (volume suficiente para preparo de 6 aliquotas)

e Mantenha os frascos abertos em capela de exaustao overnight para evaporagao do
solvente e formagao dos filmes lipidicos

e Apds preparo, manter os frascos selados com parafilme em freezer -80C até o
uso, caso ndo faga uso imediato das preparacdes

Ressuspensdo do filme lipidico. Para reconstituir o filme em solugao, utilize 6leo mineral
pesado puro.
Adicione 0.5 mL de 6leo mineral em cada frasco contendo os filmes lipidicos
Incube a 60°C por 10 min

e Agite em vortex por 10 min
e Incube novamente a 60°C por 3h
e Envolva os vidros em papel laminado e mantenha-os em banho sonicador a 60°C

por 30 min
o Esta etapa pode ser substituida por repeti¢des dos ciclos de vortex e
incubagdo a 60°C por 10 min até que o filme seja completamente
dissolvido

Preparo por auto-montagem dos lipossomos.
e Adicione 225 pL de Tampao de Centrifugacdao (HEPES 100 mM, glicose 200
mM, pH 8) em tubos de centrifugacdo de 1.5 mL
e Nos vidros contendo a solugdo de lipidios em 6leo mineral, adicionar 30 puL de
Tampdo interno ( HEPES 100 mM, sacarose 200 mM, pH 8 - ¢ possivel
acrescentar marcadores fluorescentes hidrossoliveis nesta etapa) ou 30 uL de
reacdo TxTI a ser encapsulada.
o Agite em vortex por 30s para preparo da emulsdo, equilibrando a 4°C por
10min em seguida

e Adicione a emulsdo equilibrada cuidadosamente sobre os 225 pl. de Tampao de
Centrifugagao pipetando-a na parede interna do tubo. Espera pelo menos 1 min
para estabilizacao da interface criada entre a emulsdo em o6leo e a fase aquosa,
garantindo uma separa¢ao bem demarcada
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Centrifugue a 18000 g a 4°C por 15 min
Retire com cuidado e descarte com auxilio de uma pipeta 0 maximo possivel da
fase oleosa
o Os lipidios formados deverdo estar depositados no fundo do tubo, na fase
aquosa

e Adicione 225 pL. de Tampao de Lavagem (HEPES 100 mM, glicose 250 mM, pH
8) em um novo tubo de centrifugacao

e (uidadosamente transfira o Tampdo de Centrifugagdo contendo os lipossomos
para o tubo preparado com o Tampao de Lavagem, evitando contamina¢do com a
fase oleosa remanescente no tubo
Centrifugue a 12000 g a 4°C, 5min
Transfira 225 pL da fase inferior contendo os lipossomos para um tubo novo

Os lipossomos formados podem ser observados por microscopia de luz ou fluorescéncia quando
utilizado lipidio conjugado a Rodamina, assim como quando encapsulado algum outro marcador.
A solugdo contendo os lipossomos também pode ser submetida a processo de extrusdo para
garantir uma menor polidispersividade referente a variacdo de diametro da populagao de
lipossomos formados.

Vetores de expressao em sistema TxTI

As construcdes realizadas para expressdo in vitro em sistema TxTI utilizaram como
arcabouco, majoritariamente, o plasmideos 2041p, gentilmente cedido por Dra Adamala
(Universidade de Minnesota, Mn, EUA). De modo geral, diversos dos vetores comerciais
disponiveis para expressdao em E. coli podem ser utilizados no sistema, desde que utilizem
promotores de fator sigma como p70a ou 6** Dada a complementagdo do sistema com adigdo da
RNA polimerase T7, plasmideos contendo o promotor T7 também podem ser utilizados, como a
familia de vetores de expressdao pET. No entanto, vetores como 2041p apresentam otimizagdes
para melhor desempenho no sistema, como exemplo a redu¢do em seu comprimento e utiliza¢ao
de sequéncias de ligacdo do ribossomo (RBS) e regidoes UTR selecionadas. A unidade
transcricional de 2041p também conta com terminador T500 e uma isoforma otimizada do
promotor T7 recentemente caracterizada denominada promotor T7Max'® Figura 25. Para
deteccao e purificagdo das proteinas de interesse, também foi adicionado as construcdes inseridas
no plasmideo 2041p cauda de histidina 6xHisTag na extremidade C-terminal. Outro vetor
bastante utilizado no sistema ¢ o vetor 2008p, apresentando basicamente o mesmo arcabougo e
componentes da unidade transcricional principal (pT7Max, RBS e T500), no entanto carregando
o gene reporter degfp (uma isoforma de GFP otimizada para expressdo em sistema TxTI) com
cauda 8xHisTag C-terminal.
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[ T7Max [ RBS | T500 terminator
T7 promoter

FIGURA 25. Mapa da unidade transcricional principal do plasmideo 2041p para uso em sistema TxTI,
contendo promotor T7Max, sequéncia RBS e terminador T500.

Western Blotting

Para avaliagdo das proteinas produzidas por rea¢des TxTIl, bem como confirmacdo de
encapsulamento, foram realizados ensaios de Western Blot utilizando anticorpos anti-His
conjugados a fosfatase alcalina.

Microscopia Optica

Para observacao inicial dos lipossomos produzidos, aliquotas de 5 pL. foram depositadas
diretamente sobre laminas de vidro e retangulos paralelos de fita adesiva foram utilizados como
espacadores para evitar colapso das estruturas em decorréncia do peso das laminulas de vidro
utilizadas. Nao foi realizado tratamento para fixagdo ou contraste das amostras. As laminas
preparadas foram observadas em microscopio AxioPhot (Zeiss) sob luz branca com filtro de
contraste de fase Phl. As imagens adquiridas foram analisadas com auxilio do software Zen v3.3
Blue Edition (Zeiss) para medicao.

Resultados e Discussao

Atualmente ¢ possivel encontrar sistemas de transcri¢ao e traducio in vitro desenvolvidos
e comercializados por diversas empresas, com composicdes e aplicagdes bastante variadas.
Porém alto custo, longos periodos de envio e taxas de importacdo podem ser alguns dos fatores
limitantes no uso destas metodologias. Desta forma, a possibilidade de producao in loco de
extrato livre de células apresenta-se como um meio de contornar varias destas questdes e facilitar
seu acesso. Como pode-se observar no painel apresentado na Figura 26, ha consideravel redug¢ao
de custo por reacdo quando utilizado o sistema TxTl produzido com os protocolos aqui
apresentados em comparagao a kits comerciais. Algumas adaptagdes ainda sdo possiveis a fim de
uma reducdo maior de custos, como o uso de inibidores de RNase alternativos, a inclusdo de
NTPs diretamente ao mix energético € uso de plasmideo para expressao de T7 RNA polimerase
diretamente nas reagdes, em substituicao a expressao e purificacao da proteina.
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CUSTO POR PROTOCOLO

Componente Volume Custo
P Final Produgao

) AA mix 20mM 10X 40 mL R$ 22.36
CUSTOS REAGOES TXTL “CASEIRO”
- Energy Mix 3-PGA 10X 10 mL R$ 2578.75
Emix
Extrato Celular (1.5L cultura) 2.7mL RS 139.49
\ T7 RNApol (1L cultura Rosetta-p911Q) 2 mL (20um) RS 297.20
_—
COMPARATIVO DE CUSTOS

salts
Rxn
ANaseOUT e TxTI_Caseiro R$ 2.88 R$0.24
Promega (E coli T7 530) RS 25.64 RS 2.14
Arbor (myTxTl T7 Expression) ussS 11 USS 0.92
Murray/Noireaux (2012)* USS 0.31 UsS 0.03

* Protocolo caseiro. Sem gastos de T7pol e RNase Inhibitor. Considera mao
de obra no célculo (60% do total).

FIGURA 26. Levantamento de custos de produgdo de sistema TxTl e comparagdo com sistemas
comerciais. Precos levantados em novembro/2021.

Apos os esforgos iniciais para implementa¢do e adequacao dos protocolos de producao do
sistema TxT]I, diversas proteinas ja encontram-se em processo de expressao e teste na plataforma
em nossos laboratorios. Dentre as primeiras proteinas expressas estdo alguns objetos de estudo
no ambito de variados projetos atualmente desenvolvidos no laboratorio de Biologia Sintética da
EMBRAPA Cenargen, como as lectinas de atividade antiviral Cianovirina'®!"’ (CVN) e
Griftisina'"! (GRFT), o peptideo com atividade antitumoral GAGE'?, espidroinas Masp2'"* de
teia de aranha e mais recentemente diversas proteinas derivadas de soja retiradas do proteoma da
cultivar BRS 537" (Tabela 9). Western blots representativos da expressio dessas proteinas se
encontram na Figura 27.
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FIGURA 27. Western Blotting de expressdo de proteinas diversas em sistema TxT1. A) Proteinas de soja
(VS1-VS10), CVN, GRFT e GAGE, todas apresentando cauda de 6x-histidina para detec¢do com anticorpo anti-his.
C-: controle negativo sem inclusdo de proteina no pogo; C+: controle positico GFP-his. B) Proteina de teia de
aranha Masp2 16x, produzida em TxT] com uso de T7pol-his purificada adicionada a reagdo (seta azul). A revelagao
foi realizada com uso de anticorpo anti-His conjugado a fosfatase alcalina e substrato cromogénico NBT/BCIP

Com relagdo a producdo de lipossomos por emulsdo inversa, ¢ possivel observar a
formagdo das estruturas esféricas esperadas, porém com um alto grau de polidispersidade
(Figura 28B). Uma maior homogeneidade pode ser alcangada apds passagem dos lipossomos em
sistema de extrusao usando membranas com poros de 0,1 pm, apesar de a reducao de dimensdes
interferir na capacidade de visualizag¢do das estruturas (Figuras 28A e 28C ).
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FIGURA 28. Produgédo de lipossomos por emulsdo inversa. A) Sistema de extrusdo manual com membrana

de 0.1 um. B) Microscopia de campo claro dos lipossomos gerados. C) Microscopia de campo claro apos extrusdo

dos lipossomos demonstrando redugdo de didmetro e menor indice de polidispersividade aparente.

Para os ensaios iniciais de encapsulagdo de reacdes TxTIl e proteinas produzidas no
sistema foram utilizados os vetores 2041p com genes de proteinas selecionadas a partir do
genoma de soja para teste com um espectro variado de tamanho das proteinas (Tabela 9).

TABELA 9. Proteinas de soja selecionadas para processo de expressdo em sistema TxTl e

encapsulamento em lipossomos.

Codigo Proteina Massa (kDa)
VS1 Bowman Birk type proteinase inhibitor C II 13.13
VS2 Bowman Birk type proteinase inhibitor D II 13.31
VS3 S2 albumin 19.53
VS4 Lectin 1 31.99
VS5 Tubulin B-chain Fragment 51.23
VS6 B-amylase 57.14
VS7 Glycinin G4 (GY4) 64.86
VS8 a-subunit of B- Conglycinin Fragment 71.37
VS9 Heat shock 70 kDa protein 71.93
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VS10 Lipoxygenase 95.48

As reacdes de expressdo in vitro foram realizadas previamente a 29°C overnight, sendo
entdo adicionadas a etapa de emulsdo para encapsulamento reacdes ja contendo as proteinas de
interesse expressas divididas em dois pools denominados Odd (VS1, VS3, VS5, VS7 e VS9) e
Even (VS2, VS4, VS6, VS8 e VS10) . Também ndo foi realizada extrusdo dos lipossomos
formados a fim de facilitar a visualizacdo e diminuir a lise dos lipossomos com consequente
perda de material encapsulado (Figura 29), tendo sido identificados lipossomos de diametros
entre 1| pm e 6 pm no geral, como esperado de acordo com o protocolo utilizado.

5.793 um

1.913}

|

- %
- 1,610 um
-
"c;}'e‘f
A2

FIGURA 29. Microscopia de campo claro para medi¢do de lipossomos produzidos por emulsdo inversa
utilizados no encapsulamento de proteinas.

Para deteccdo indireta da encapsulagdo, a solugdo de lipossomos produzidos foi
centrifugada e parte do sobrenadante recuperada. Em seguida, os lipossomos foram
ressuspendidos ¢ uma segunda aliquota da solugdo foi removida. O método assegura que no caso
de deteccdo de proteinas expressas em western blot apenas apoés lise dos lipossomos em tampao
de amostra contendo SDS fervido a 95°C, mas ndo no sobrenadante centrifugado ha indicios
positivos do encapsulamento das proteinas, ndo apenas deteccdo de material contaminante
externo aos lipossomos. Como podemos observar na Figura 30, a auséncia de proteinas no
sobrenadante indica o sucesso das etapas de lavagem e auséncia de proteinas livres no sistema.
No entanto, de todas as proteinas adicionadas com as reagdes a serem encapsuladas, apenas a
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proteina SV6 foi detectada apds lise dos lipossomos (Figura 30B, amostra I). Também ha
indicios de encapsulamento de SV3 (Figura 30A, seta vermelha), porém o sinal muito fraco
demanda melhor caracteriza¢do para comprovacao.
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Il - Lipossomos I - TxTI

FIGURA 30. Western blotting para detec¢do de expressdo de proteinas de soja em sistema TxTI e
encapsulamento. A) Encapsulamento de pool de proteinas “impar” (SV1/3/5/7/9). B) Encapsulamento de pool de
proteinas “par” (SV2/4/6/8/10), conforme apresentado na tabela 09. TxTI: reac@o cell-free pura apos produgdo das
proteinas; Sobrenadante: tampao recuperado apos centrifugagdo para retirada de lipossomos; Lipossomos: lisado
preparado a partir de precipitado de lipossomos contendo proteinas encapsuladas. A revelacdo foi realizada com uso
de anticorpo anti-His conjugado a fosfatase alcalina e substrato cromogénico NBT/BCIP

Ainda que o resultado indique o sucesso de encapsulamento de SV6, com sugestdo
positiva também para SV3, contida nas reacdes de TxTI, estudos ainda serdo necessarios para
identificacdo das caracteristicas determinantes do sucesso ou falha envolvidas no processo de
encapsulamento, além da otimizagao dos protocolos para garantir o encapsulamento de um maior
numero de proteinas nos lipossomos.

Conclusoes e Perspectivas

Ainda que existam separadamente e suas aplicagdes individuais sejam extremamente
amplas, a juncdo de um sistema de expressao in vitro baseado em extrato celular e lipossomos
apontam uma direcdo bastante clara de biomimética para o desenvolvimento de novas
plataformas sintéticas de protdtipos celulares dentro da abordagem bottom-up de construgao de
um organismo sintético. O objetivo inicial de implementagcdo de ambos processos no portfolio
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metodoldgico do grupo se mostra bastante bem sucedido, ndo s6 pela capacidade de expressao de
diversas proteinas de interesse e produgdo de lipossomos demonstradas, mas principalmente
pelos diversos projetos derivados da aplicacdo conjunta ou individual das técnicas, incluindo a
utilizagcdo de sistema TxTI na testagem inicial do Int-Plex@, interruptor genético desenvolvido
em N. benthamiana apresentado no Capitulo IT do presente trabalho.

Com relagdo as capacidades de encapsulamento em estruturas lipidicas, nosso processo
de formacdo de lipossomos estd atualmente sendo aprimorado por meio da inclusdo de
mecanismos de producdo automatizada através de sistema microfluidico. Seu uso permite a
geracdo de lipossomos com didmetros variados, ainda que mantendo um indice de
polidispersidade consideravelmente baixo, isto ¢é, alta homogeneidade na distribuicdo de
diametros em uma populacdo. Além de que com a automatizagdo passa ser possivel a producdo
de lipossomos em escala consideravelmente aumentada, favorecendo nido apenas a utilizacio
destas plataformas no estudo de condi¢cdes favoraveis ao desenvolvimento de organismos
sintéticos, como a aplicagdo pratica de lipossomos carreadores de cargas de interesse em areas
diversas.
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Abstract

Serine integrases (Ints) are a family of site-specific recombinases (SSRs) encoded by
some bacteriophages to integrate their genetic material into the genome of a host. Their
ability to rearrange DNA sequences in different ways including inversion, excision, or
insertion with no help from endogenous molecular machinery, confers important biotech-
nological value as genetic editing tools with high host plasticity. Despite advances in their
use in prokaryotic cells, only a few Ints are currently used as gene editors in eukaryotes,
partly due to the functional loss and cytotoxicity presented by some candidates in more
complex organisms. To help expand the number of Ints available for the assembly of more
complex multifunctional circuits in eukaryotic cells, this protocol describes a platform for
the assembly and functional screening of serine-integrase-based genetic switches
designed to control gene expression by directional inversions of DNA sequence orienta-
tion. The system consists of two sets of plasmids, an effector module and a reporter mod-
ule, both sets assembled with regulatory components (as promoter and terminator
regions) appropriate for expression in mammals, including humans, and plants. The com-
plete method involves plasmid design, DNA delivery, testing and both molecular and phe-
notypical assessment of results. This platform presents a suitable workflow for the
identification and functional validation of new tools for the genetic regulation and repro-
gramming of organisms with importance in different fields, from medical applications to
crop enhancement, as shown by the initial results obtained. This protocol can be
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completed in 4 weeks for mammalian cells or up to 8 weeks for plant cells, considering cell
culture or plant growth time.

Introduction

The ability to regulate gene expression in response to external cues is one of the central mecha-
nisms of the differentiation and maintenance of life in nature, as well as one of the main goals
of scientists in efforts to control and reprogram organisms. Therefore, the availability of
molecular tools that allow genetic manipulation is crucial for advances in synthetic biology,
especially in creating intricate genetic circuits and activation cascades to work as synthetic reg-
ulatory networks. A prominent group of effectors used to that end are integrases, a superfamily
of site-specific recombinases (SSRs) capable of directed and controlled rearrangement of DNA
sequences [1-4]. Although tyrosine integrases such as Cre/LoxP [5-8] and A Int [5] systems
have historically been predominantly used, recently, another family of SSRs known as serine
integrases has received attention, in great part because of the advantages they present over
their counterparts. The main advantages for application in synthetic biology include the
shorter length of their attachment sites, unidirectional recombination and nondependence on
auxiliary effectors to work [9-14]. Despite the advantages, only a very limited number of func-
tional serine integrases have been available for use in eukaryotic organisms. We have recently
used 6 out of the 13 newly described functional serine integrases previously identified and
characterized in Escherichia coli by Yang and collaborators [15] to assemble and test genetic
switches capable of modulating gene expression upon Int activation in eukaryotic systems,
including plant-, bovine- and human-derived cells [16]. While in the original work in E. coli
all integrases showed similar efficiency, their efficiency in plant and mammal cells varied con-
siderably, yet successful recombination was detected for all integrases used.

Originally present in nature as a mechanism used by some bacteriophages to integrate their
DNA into the genome of a prokaryotic host, the serine-integrase mechanism of action involves
recognition and physical interaction with a specific pair of attachment sites present in both
phage and bacterial host DNA known as attP and attB sites, respectively [17, 18]. Upon bind-
ing to DNA, conformational alterations of the complex help to expose the central part of the
att sites, known as the core sequence, to the catalytic site responsible for the double break in
the DNA strands. Subsequent conformational changes lead to the recombination of cut ends
from complementary att sites and final ligation to form the newly recombined attL and attR
sites in a permanent, unidirectional way [19-21]. Since this whole process occurs without the
need for any additional endogenous effector, serine integrases exhibit valuable host plasticity
when considered as a gene editing tool. However, it is the rational manipulation of att site
combination and orientation that truly broadens the use possibilities of these recombinases.
When cognate att sites are present in different DNA molecules, the natural integration process
occurs. Notwithstanding, if atf sites are synthetically designed to be present at the same mole-
cule, the recombination of these sites can have varying outcomes according to their orienta-
tion, namely, excision of a portion of the DNA molecule, a 180° inversion of a DNA sequence
flanked by the att sites [15] and recombinase-mediated cassette exchange (RMCE) [22, 23].
Diagrams to better illustrate these possible outcomes are presented in Fig 1.

Genetic switches designed to invert a given sequence are especially interesting for expres-
sion control. In this type of system, a gene of interest or the promoter regulating its expression
is assembled in an opposing orientation relative to the other and flanked by a pair of att sites.
Upon integrase activation, att sites are recombined with consequent inversion of the DNA
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Fig 1. Serine integrase mediated DNA rearrangement. (A) Although the original function of this class of recombinases in nature is the integration of bacteriophage
DNA into a host genome upon recombination of attB and attP sites, synthetic manipulation of att sites can lead to different outcomes. Recombination of att sites
located in the same molecule will result in (B) Excision of flanked DNA region if both sites have the same orientation or (C) Inversion when sites are present in
opposite orientations. (D) Recombinase Mediated Cassette Exchange (RMCE) allows the exchange of a large sequence of DNA when a molecule harbors two copies
of an attP site and a second molecule harbors two copies of the cognate attB site.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0303999.9001

sequence in between, therefore allowing proper gene transcription [15, 16]. Recombination by
serine-integrase is unidirectional and permanent unless a cognate recombination directional-
ity factor (RDF; an accessory protein encoded in the same phage genome that contains the one
integrase with which it can interact) [24] or bidirectional activating mutations [25] are
present.

Although the most prominent applications of recombinases to date involve the use of tyro-
sine-integrases, serine-integrases were first identified and used to deliver DNA in Streptomyces
spp. over 30 years ago [26]. Since then, many works have taken advantage of their recombina-
tion capabilities in prokaryotic models [15], unicellular eukaryotic organisms [23], and in a
few cases, complex multicellular organisms, including mouse and human cells [16, 27], and
they have even been used as molecular tools for in vitro DNA plasmid assembly [14, 28]. More
recently, the serine-integrase ability to excise or flip terminators and genes has been more
widely applied in the assembly of genetic circuits designed to either modulate gene expression
or compute events by permanently rearranging DNA parts based on binary logic [15, 29-32].
The higher intricacy of activation cascades and genetic circuits with multiple integrases as
effectors intensifies the demand for new functional integrases and corresponding att sites,
encouraging efforts to describe new members and to develop systematic models for the identi-
fication and testing of candidates, such as bioinformatic tools to identify potential serine-inte-
grases and att sites in genome databases [15, 27] and in silico platforms to help with the design
and assembly of complex genetic circuits [33-35]. That need is even more accentuated when
considering the use of genetic circuits based on integrases in eukaryotic organisms, since the
higher complexity and compartmentalization create a functional bottleneck in which many
integrases that function in bacteria do not work or present cytotoxic effects in eukaryotic sys-
tems [16, 23]. Xu et al. [36] showed that some integrases able to rearrange sequences on plas-
mid DNA in human cells lost their ability to do so when the target DNA was integrated into
the genome, while Andreas et al. [37] showed that alterations such as adding a nuclear localiza-
tion signal (NLS) at the ®C31 C-terminus region enhanced its editing capabilities in mouse
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cells. As mentioned, we also showed that integrases with similar efficiency levels in bacteria
showed varying degrees of efficiency when tested in plant and animal cells. Moreover, despite
the increasing levels of interest and publications using serine-integrases in eukaryotic organ-
isms, very few new members have been validated in these systems, with many groups always
working with the same limited pool of candidates, mainly ¢C31, BxB1, and less frequently,
¢R4 and TP901. Considering this scenario, we propose in this protocol a platform to systemat-
ically test and identify functional serine integrases for the assembly of genetic circuits in differ-
ent plant and mammalian organisms.

The platform can be seen as a workflow comprising six main stages: I) in silico design and
synthesis of plasmid constituents of each effector and reporter module; IT) cell acquisition and
culture maintenance, which can be subdivided into in vitro culture of established mammalian
cell lines, patient cell isolation and plant growth for protoplast isolation according to the
model selected; ITI) DNA delivery; IV) cytotoxicity evaluation; V) molecular analysis, includ-
ing DNA preparation, primer design, PCR setup and sequencing; and VI) phenotypic analyses
by fluorescence microscopy and flow cytometry. Fig 2 shows a schematic overview of the
workflow proposed.

Materials and methods

The protocol described in this peer-reviewed article is published on protocols.io [dx.doi.org/
10.17504/protocols.io.rm7vzx945gx1/v1] and is included for printing purposes as S1 File. Sub-
protocols specific for each organism group used in the present work are included for printing
purposes as S2-S5 Files.

Ethical statement

All work involving cells derived from mammalian organisms must comply with and be per-
formed under strict ethical guidelines. Experiments with human materials must conform to all

“Model ) Design ) Test ) Analysis ) Inlograse Switch
)\ ”jl)

Phenotipic
Analysis
—

Molecular
Analysis

Fig 2. Strategic overview of the serine integrase-based platform for the functional characterization of genetic switch controllers in eukaryotic cells.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0303999.9002
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relevant institutional and governmental ethics regulations, and appropriate informed consent
must be obtained for the use of human blood or patient-derived materials. For the develop-
ment of the present protocol, Peripheral Blood Mononuclear Cells from healthy donors were
collected and used upon approval by the Brazilian National Cancer Institute (INCA) Ethics
Committee and signing of Review board-approved informed consent forms by the donors.
Experiments involving the use of human-derived stem cells were approved by the ethics com-
mittee of Copa D’Or Hospital (CAAE number 60944916.5.0000.5249, approval number
1.791.182). Regarding the acquisition and use of bovine primary fibroblasts, all experimenta-
tion performed was approved by the Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA) of
Embrapa Genetic Resources and Biotechnology (Brasilia, Brazil) in March 2013 (approval ref-
erence no. 001/2013).

Experimental design

In silico design of plasmids. These initial steps are crucial for a successful experiment
since they include the definition of all the regulatory parts to be used, as well as the rational
design of the switch to be tested. The modular aspect of the construction allows the easy and
fast assembly of numerous plasmid sets carrying different integrases and their respective
reporter cassettes. As indicated in the schematics presented in Fig 3, the basic expression unit
for the effector plasmids consists of the promoter sequence most appropriate to the organism
in which the test will be performed, followed by the integrase gene and a terminator sequence
downstream. For better expression rates, the integrase gene sequence may be codon optimized
before synthesis to match the codon usage patterns of the organism or group of interest. This
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Fig 3. Designed unidirectional genetic switches composed of two sets of synthesized plasmids. (a) and (b) Plasmid sets for S1 strategy in mammalian and plant
models, respectively. (c) Plasmid sets for S2 strategy applied for plant models. Here, the promoter sequence, not the gfp gene, is under the control of integrase-mediated
inversion and activation. Figure adaptation from Gomide et. al., 2020 [16].

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0303999.g003
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expression unit must be inserted into an appropriate backbone that allows cloning and trans-
formant selection for the preparation of DNA in bacteria before assays and proper behavior
once delivered into the eukaryotic model. The promoter sequence must render constitutive
expression, and weak promoters, i.e. sequences known to promote low transcription rates-
therefore affecting mRNA accumulation-, are avoided to reduce the chance of falsely identify-
ing an integrase as nonfunctional in the system when in reality it is due to low expression lev-
els. Additional elements, like RBS and enhancer sequences can be screened and used to fine-
tune transcription and increase integrase expression In this protocol, we selected the promot-
ers pUbC [38] and pAct [39] for use with mammalian and plant cells, respectively.

The reporter unit has a more complex design but still follows the modular aspect of the
effector plasmids with the classic downstream sequence of promoter, gene of interest and ter-
minator sequence. The promoter and terminator sequences selected for this protocol in the
reporter module were pEF1a [38] and B-globin poly(A) signal for use with mammalian cells
and pCaM V35S and NOS terminator for use with plant cells. gfp was used as the reporter gene
here, although the choice of reporter must take into consideration background fluorescence
wavelength and possible emissions from cell constituents such as chloroplasts in the plant cells
to avoid emission overlap. Two reporter strategies were designed and named S1 and S2 Strat-
egy. S1 strategy (Fig 3A and 3B) is designed to assess the integrase’s capacity for rearranging a
coding DNA sequence orientation, for which the reporter gene sequence must be inserted into
the construct in an anti-sense position in relation to the promoter, thus in a silenced state—
here referred to as the OFF STATE—and flanked by the integrase recombination sites. It is
crucial that recombination sites are inserted in opposite directions to each other to ensure
inversion of the DNA sequence between them given the recombination dynamics discussed
above. The selection of integrases and their cognate att site pair should involve considering the
eventual presence of starting codons in the att sites or recombined attL and attR site sequences
that can interfere with gene expression and reading frames. In the occurrence of such codons,
swapping attB and attP positions can be considered, as long as the final design contains the
most downstream site in its reverse complement form.

The genetic switch can be assembled to direct the reorientation of genetic parts other than a
gene of interest. In the S2 strategy designed for this platform, the promoter is initially inactive
due to its opposite orientation in relation to the reporter gene (Fig 3C). Another improvement
in this strategy is the use of a cassette of att sites in tandem, which allows the use of the same
reporter plasmid to test the activity of different integrases or sequential induction events with
different integrases to invert the flanked sequence back to its initial position. Despite broaden-
ing the applications of the genetic switch, this strategy demands prior knowledge of the inte-
grases selected or a more thorough evaluation and proper use of controls to ensure their
orthogonality.

All plasmids used in the development of this protocol are listed in Table 1 below, with
Addgene database accession number for more information including annotated sequence
maps. The genetic parts in the constructions can be changed to better suit different organisms.

Cell acquisition and culture maintenance. Another important aspect of the presented proto-
col is the plasticity in regard to eukaryotic cell models with which it can be performed. Primary
bovine fibroblasts were obtained from 14-month-old Bos indicus bull oxtail by biopsies follow-
ing the protocol defined by Freshney [40] with modifications. Briefly, recovered pieces of tis-
sue are washed with 0.05% trypsin to detach cells, which are then cultured in Dulbecco’s
Modified Eagle Medium supplemented with fetal bovine serum 10% at 37°C and 5% CO2
atmosphere in culture flasks for at least three passages or until a homogeneous culture of
attached fibroblasts can be observed. HEK293T cells can be purchased from cell line culture
collections and stored, although some culture passages are recommended prior to cell
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Table 1. Plasmids used in the assembly of S1 and S2 strategy sets.

Plasmid Set
pSG

pIE

pSP
pSG

pIE

Name
INCTbiosyn-pEF-gfp(rc)2
INCTbiosyn-pEF-gfp(rc)4
INCTbiosyn-pEF-gfp(rc)5
INCTbiosyn-pEF-gfp(rc)7
INCTbiosyn-pEF-gfp(rc)9
INCTbiosyn-pEF-gfp(rc)13
INCTbiosyn-pEF-gfp(rc)phiC31
INCTbiosyn-pEF-gfp(rc)Bxb1
INCTbiosyn-pUB-HspINT2
INCTbiosyn-pUB-HspINT4
INCTbiosyn-pUB-HspINT5
INCTbiosyn-pUB-HspINT7
INCTbiosyn-pUB-HspINT9
INCTbiosyn-pUB-HspINT13
INCTbiosyn-pUB-HspINTphiC31
INCTbiosyn-pUB-HspINTBxb1
INCTbiosyn-p35S(rc)2_4_5-gfp
INCTbiosyn-p35S-gfp(rc)2
INCTbiosyn-p35S-gfp(rc)4
INCTbiosyn-p35S-gfp(rc)5
INCTbiosyn-p35S-gfp(rc)7
INCTbiosyn-p35S-gfp(rc)9
INCTbiosyn-p35S-gfp(rc)13
INCTbiosyn-p35S-gfp(rc)phiC31
INCTbiosyn-p35S-gfp(rc)Bxbl
INCTbiosyn-pAct-AtINT2
INCTbiosyn-pAct-AtINT4
INCTbiosyn-pAct-AtINT5
INCTbiosyn-pAct-AtINT7
INCTbiosyn-pAct-AtINT9
INCTbiosyn-pAct-AtINT13
INCTbiosyn-pAct-AtINTphiC31
INCTbiosyn-pAct-AtINTBxb1

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0303999.t001

127504
127505
127506
127507
127508
127509
127510
127511
127512
127513
127514
127515
127516
127517
127518
127519
127520
127521
127522
127523
127524
127525
127526
127527
127528
127529
127530
127531
127532
127533
127534
127535
127536

Addgene ID

transfection to ensure that metabolically fit cultures are being used. For human donor primary
or derived cells used to pursue potential medical applications of the genetic switches, PBMCs
were isolated from donor blood via Ficoll density gradient centrifugation, while neural stem
cells and human embryonic stem cells from the BR-1 cell line were cultured in neural induc-
tion medium (NEM, Advanced DMEM/F12 and neurobasal medium (1:1) with neural induc-
tion supplement). All animal and human donor-derived cells and experimentation performed
with them must undergo appropriate ethics committee evaluation and approval.
Plant cells derived from A. thaliana. Briefly, protoplasts were isolated from young leaves of
5-week-old plants cultivated at 22°C under a 12 h light/12 h dark regimen according to the
protocol described by Yoo et al. [41] with modifications. The collected leaves were prepared by

making shallow cuts on the adaxial face with a scalpel to enhance internal exposure to the

enzymatic solution. In this work, A. thaliana leaf cells were disaggregated using an enzymatic
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cocktail of 0.2% pectolyase, 0.5% driselase and 1.5% cellulase, but other combinations and
adaptations are possible to better digest the cellular walls of cells from other species. The age
and overall morphology and health of leaves can have a great impact on protoplast isolation;
therefore, the use of young specimens of up to 60 days is recommended.

DNA delivery and controls. Given the particularities of each model, different plasmid
delivery strategies are applied depending on the cell line. In general, nonintegrative transfec-
tion resulting in transient expression of the effector integrase and reporter gene is sufficient
for the functional screening proposed in this protocol. All strategies applied here have in com-
mon the concurrent transfection of effector and corresponding reporter plasmids in equimolar
ratio and a period of at least 24 h post-transfection before assessing the outcome responses.
Different delivery strategies were used depending on the model. Transfection of HEK293T
cells and primary bovine fibroblasts was performed by lipid-mediated delivery using Lipofecta-
mine LTX and Plus reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s recommendations.
Despite being widely used and considered a gold standard method for DNA delivery [42], lipo-
fectamine transformation can result in low transformation efficiency and high cytotoxicity for
some cell lines, including human primary cells and non-adherent cultures. Hence, PBMC,
NCS and hES cell transformation was carried out by electroporation using an optimized adap-
tation of the nucleofection method established by Chicaybam et al. [43]. This method yields
higher transformation efficiency for some human cells, including primary and stem cells, with
low cytotoxic effects at a lower price than the classical nucleoporation method. For plant pro-
toplasts, CaCl2-PEG chemical transfection [44, 45] was used to carefully deliver the plasmid
sets. Although other methods exist for DNA delivery in protoplasts, including agrobacteria-
mediated transformation [46] and electroporation [47], PEG-mediated transfection is the
most used delivery system due to its easy manipulation, low cost and no need for specific
equipment. Another important advantage of this method is that it allows for more gentle
manipulation of cells, an important aspect when handling fragile protoplasts following cell
wall digestion.

Although the cotransformation of an effector and corresponding reporter plasmid pair is
the central aspect of the functional evaluation of an integrase, many control groups containing
different plasmid combinations are necessary to validate the obtained results. The first set of
controls will be the samples to which only one member from the plasmid pair is delivered to
eliminate any background signal or endogenous machinery activity interference that could
lead to false-positive results. With these samples, we will have the opportunity to assess fluores-
cence levels coming from a non-activated reporter in the absence of the effector integrase, for
instance, which could be indicative of a leaky system or unwanted promoter activity from the
downstream att site present. One important example of such occurrence is the observed pro-
moter activity of Int13 attP site described by Yang et al. in E. coli [15]. An unlikely, although
not impossible, fluorescence emission by the integrase itself could also be ruled out in this con-
text. These control groups are also important to identify potential cytotoxic effects from any of
the components of the system, especially from the integrase being tested, which may cause
DNA damage or integration at endogenous pseudosites [36, 48, 49], disrupting the proper
expression of important unrelated genes. It is important to note that for these controls, the
plasmid absent from the original pair must be replaced by the same amount of a mock plasmid,
normally the empty backbone used in the constructions, to maintain the DNA load concentra-
tion and molar ratio. Another set of controls is especially necessary in the case of our S2 strat-
egy or when future applications of the integrases being tested involve the simultaneous
presence of more than one in a genetic switch or cascade: in this case, combinations of an
effector plasmid with one integrase should be cotransformed with the reporter plasmid
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carrying recombination sites of a different integrase to assess orthogonality, i.e., one integrase
is not capable of interacting with or rearranging att sites other than their cognate site pair.

Positive controls included plasmids carrying unaltered reporter gene sequences under con-
stitutive expression and the design and synthesis of the expected rearranged cassette carrying
the reporter gene sequence in its forward orientation flanked by the expected recombined attL
and attR sites. The first group is a classic positive control to ensure cell behaviour and allow
equipment calibration. As for the constructions with attL and attR sites, it is an important
group to help evaluate if an observed lowered level or lack of signal from the reporter following
integrase activation indicates a negative result or inhibitory transcriptional interference due to
the presence of the post-recombination sites. Although serine-integrases are not able to recom-
bine attL/R sites, Chao et al. demonstrated that integrase interaction with these sites can alter
target expression [50].

As mentioned, the use of the first set of control groups is suitable for evaluating cytotoxicity.
Given that one of the steps in the recombination of att sites by an integrase involves double-
strand breaks in the DNA, the occurrence of off-target activity at pseud-sites causing unin-
tended DNA damage can be a concerning source of toxicity and limit the use of such integrase
in the assembly of a genetic switch. Cell integrity markers and colorimetric assays designed to
measure cell viability are an easy way to check for deleterious effects. PBMCs and stem cells
used were stained with 7-AAD, a live cell impermeable fluorophore that allows the quantifica-
tion of stained dead cells in the same flow cytometry run used to assess reporter expression. A
similar strategy was applied to protoplasts by staining cells with fluorescein diacetate (FDA),
although in this case, live cells were stained. For HEK293T cells and primary bovine fibro-
blasts, an enzymatic MTT assay was performed.

Molecular analyses

To confirm integrase activity, both molecular and phenotypical analysis methodologies should
be applied. As we observed previously [16], when screening for integrases capable of rearrang-
ing DNA in eukaryotic cells, sometimes the confirmation of sequence inversion by amplifica-
tion and sequencing was not accompanied by a positive reporter signal. DNA extraction and
amplification should follow standard practices established for Sanger sequencing, but primer
design must be carefully performed. In addition to confirming DNA inversion, amplification
and sequencing are means to confirm proper recombination of att sites by directed editing of
the integrase not causing point mutations or DNA damage at the core sequencing, gene of
interest or surrounding regions. A good strategy is to amplify the 5" end of the gene and
upstream formed attL site as one fragment and the 3’ end of the gene and the downstream
attR formed site as another fragment, keeping an overlap region between them to ensure good
coverage of the whole cassette, as shown by the diagram in Fig 4. It is important to note that
when opting to use primers annealing to post recombination attL and atfR sites to increase
specificity, the primers must have a high Tm point and PCR setup performed with higher
annealing temperatures since part of the primer will inevitably anneal to respective attB and
attP sites to a certain extent.

Obtained amplicons must be sequenced to ensure amplification specificity and correct for-
mation of attL and atfR sites with target coding sequence inversion. For most standard model
organisms, especially cell cultures with high transformation efficiency, amplification should be
no problem and Sanger sequencing will provide good results whilst still easily accessible in
facilities or sequencing companies at low costs. A recommendation is to have fragments
sequenced with forward and reverse primers to allow better coverage of both ends of the
region of interest. Overlap of these sequences can also help identify mutations from
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Fig 4. Oligonucleotide pairs and expected amplification regions in the two-amplicon strategy. Figure adaptation
from Gomide et. al., 2020 [16].

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0303999.9004

sequencing error instead of integrase-cause DNA damage. However, sequencing method selec-
tion can be affected by other factors. When working with cells of low transformation efficiency
that could impair DNA delivery, tissues instead of cell culture that can result in mixed popula-
tion with more non-transformed than transformed cells, or screening integrases with very low
recombination efficiency, a more robust and sensitive sequencing method may be used. Nano-
pore DNA sequencing is a good alternative in these scenarios [51], more easily detecting low
copy numbers of edited sequences in a mixed population. This methodology present other
advantages when compared to Sanger sequencing, including the possibility to better evaluate
the ocurrence and rate of integrase-related mutations and DNA damage due to its high accu-
racy and possibility of reads quantification for integrated stoichiometry analysis.

Phenotypical analyses

Reporter activation can be assessed by fluorescence visualization or quantification. Fluores-
cence microscopy is a fast way to observe reporter expression activation but will result only in
qualitative data. For accurate quantification to allow efficiency ranking between all integrases
tested flow cytometry must be performed. Multiple time points should be evaluated to identify
the best incubation period for each model. For the models used in our work, 48h was defined
as standard incubation time, with eGFP signal decrease after 72h post-incubation in mamma-
lian cells. Due to the short survival in culture conditions, flow cytometry of treated protoplasts
was performed after 24 hours following transformation. High event count must be used, and
all control groups must be considered to ensure a proper definition of gates to differentiate
between eGFP positive and negative cell populations.

Assays must be done with at least three independent biological replicates; technical repli-
cates should be included to account for measurement and equipment variations. Statistical
method choice must be done considering the specificities of each new model and experimental
design selected. For our platform, quantitative data were analyzed using the nonparametric
Kruskal—Wallis test, with Dunn’s test as post hoc for pairwise comparisons. Although One-
way ANOVA is typically used for multiple comparisons, nonparametric tests do not rely on
assumptions regarding normal distribution and variance homogeneity, which can be hard to
confirm when working with small sample sets.
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Expected results

We first developed our platform to assess the functionality of 6 integrases previously character-
ized only in E. coli, named Int2, Int4, Int5, Int7, Int9 and Int13 [15]. Original bacterial host
and sequence of attB/attP sites for each Int are presented at Table 2. However, the plasticity of
our workflow makes it suitable for the initial screening in eukaryotic cells of any other new ser-
ine integrases identified in silico from genome databases or with ones previously tested only in
prokaryotic cells with very little adaptation needed.

In our work [16], we were able to confirm the successful recombination of recognition sites
and formation of correct attL and attR sites with consequent inversion of the egfp gene used as
areporter for all the integrases studied. Despite the positive results at the molecular level, mgfp
expression levels after switch activation varied depending on the integrase and organism used
when cells were analyzed by flow cytometry or fluorescence microscopy. Overall, for the S1
experimental design Int13 switches resulted in higher levels of fluorescence emission for all the
organisms used, followed by Int9 and Int4 in bovine fibroblasts and protoplasts. Int5 switch
yielded the lowest levels of signal despite molecular confirmation of DNA inversion, possibly
an indication of low frequencies of recombination in the systems (Fig 5). Integrases phiC31
and BxB1, used for comparison given their well established applications in mammal and plant
systems, also resulted in varying signal levels depending on the cell used, although overall
results were similar to the ones obtained when using Int13. Interestingly, the S2 promoter
switch construction led to a result compatible with the S1 GFP switch in plant protoplasts.
However, Int2 exhibited a much higher number of EGFP-positive cells when the promoter
was flipped than when the targeted gene was [16].

These analyses have proven the efficiency of our Int-based platform for the functional char-
acterization of these enzymes, as well as its robustness for the further investigation of Ints as
genetic switch controllers in eukaryotic cells. Considering that all six integrases showed similar
efficiency compared to each other when first used in E. coli, the broader range of efficiency
obtained in eukaryotic cells can be advantageous when considering the assembly of multicom-
ponent circuits, where variations on potency can help regulate flow rates at defined points in a
cascade, allowing a fine-tuning of the system.

Although not further investigated in the present work, the variations in gfp expression levels
observed both amongst integrases or between mammalian and plant models were partially
unexpected. Some works studying integrase applications on eukaryotic models concluded that
such variations could occur not only between distant groups like mammalian cells and plants
or yeast but also when comparing more closely related organisms, as reported by Xu et al.
(2013) [36] when comparing the use of more than ten Ints in human and murine cells. One
example can be easily observed with Int TP901: In the mentioned work, this Int was found
functional in human cells but incapable of rearranging DNA in mouse stem cells. The same
group reported its functionality in Saccharomyces cerevisiae with considerably higher effi-
ciency [23], while Guiziou et al. (2023) [52] found no TP901 activity in Arabidopsis. Despite
reporting and discussing these variations, none of the works presented a deeper investigation
into their biological causes. Possible clues can be found in the work published by Chao and
collaborators (2021) [50]. They measured recombination kinetic parameters for six Ints,
including TP901, to propose a prediction model for systematically reporting Int recombina-
tion activity. One important finding in their work is that different Ints can present varying
expression levels under the same promoter, and Int concentration can also impact the recom-
bination rate. For instance, phiC31 showed higher recombination rates when under transcrip-
tional control of a weaker Ub promoter than when controlled by the strong CMV promoter.
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Fig 5. EGFP fluorescent cell ratio between Int S1 treatments in the different eukaryotic systems analyzed (a, human cell; b, bovine fibroblasts cells; and ¢, A.
thaliana protoplasts). pIE: effector Integrase Expression plasmid; pSG: reporter Switch GFP plasmid; pGFP: positive control with constitutive expression of gfp.
Figure adaptation from Gomide et. al., 2020 [16].

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0303999.9005

These results highlight the complexity of Int efficiency control and how organism-dependent

molecular context can affect Int behavior.

Limitations

Although the Int-based platform proved efficient and robust for the functional validation of
integrases in eukaryotic cells, some limitations exist. Studies have revealed that Ints are typi-
cally very specific to their cognate att sites. However, Int shows low levels of off-target activity
at pseudo-site sequences similar to their natural att sites [17, 53-55]. Additionally, Ints can
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cause residual DNA damage or mutations when acting in cells that are not their natural hosts.
Various types of damage have been found, including mutations and deletions of the att sites,
which can make them refractory to later reactions [56]. Cell cytotoxicity is another limiting
factor observed when using Ints [23, 36].

As for technical limitations in our platform, the main one we should consider is the discov-
ery of new Ints to be tested since a complete system involves not only the integrase itself but
also the identification of the cognate attB/attP site pair, which can be more complex to identify
than the recombinase gene [15]. The use of RDFs to allow controlled bidirectional recombina-
tion is another factor that can broaden Int applications and should be considered. However,
limitations including the need of one specific RDF protein for each new serine-integrase, the
availability of only a few Int-RDF pairs identified at the moment and laborious validation and
optimization required to establish new tools present significant challenges for their use.
Regarding analytics, implementing quantitative methods for molecular detection of DNA rear-
rangement like qPCR assays can bring another valuable parameter for Int efficiency classifica-
tion. The use of a more robust method for sequencing, like nanopore NGS, can be an
alternative in some situations, especially when dealing with low recombination efficiency or a
mixed population of edited and not edited targets if an inadequate representation of edited
molecules could be preventing identification of DNA rearrangement.
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genome modulation driven by large serine-integrases.
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ABSTRACT

The comprehension of virus-host interactions has allowed numerous advances in
developing biotechnological methodologies for plant genome editions, constituting a
promising path for plant genetic engineering. Among these advancements, phage-
encoded large serine-integrases have emerged as noteworthy tools to modulate plant
metabolic pathways by inserting, excising, or inverting DNA stretches in a reversible
and specific way. The present work shows the foundation of the Int-Plex@ (INTegrase
PLant EXpression) binary memory switch system, which consists of the application of
four distinct orthogonal prophage large serine-integrases (Int) (BxB1, phiC31, Intl13,
and Int9) as an input trigger mechanism for the inversion or excision of genomic DNA.
The memory genetic switch is divided into the excision module and the inversion
module. The excision module is activated by BxB1 or phiC31 enzymes (input). In this
case, the DNA sequence flanked by its attachment sites is excised from the genome
(output). The inversion module is activated by Int9 or Intl3 (input). The inverted
mgf gene sequence is flipped to its functional coding sequence, and the switch output is
mMGFP. Moreover, prokaryotic-based cell-free in vitro transcription-translation reactions
(TxTI) were used as a fast platform for testing Ints attB/P in tandem site activity.
Furthermore different plasmid delivery strategies for plant cell Int heterologous
expression were tested: leaf tissue agroinfiltration of  Agrobacterium
tumefaciens transformed with binary plasmids and a biolistic system. After each
treatment, the edited genomic DNA sequences were amplified and verified by Sanger
and Nanopore sequencing. Despite the challenges of using Ints, the potential benefits
are significant and deserve deeper exploration and development. The Int-Plex@ binary
genome memory switch system can be applied to produce genetic circuits combined
with omics tools and sgRNAs to engineer and modulate plant metabolic pathways
temporally and reversibly.

Keywords: orthogonal phage serine integrase, genome editing, nanopore sequencing,
plant biotechnology, synthetic biology.
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1. INTRODUCTION

Over the last several decades, major advances in plant synthetic biology have emerged
from significant discoveries based on the understanding of the co-evolutionary arms
race between viruses and their hosts. These ongoing battles have led to the evolution of
intricate and complex molecular interactions that were exploited to create novel
biotechnological tools based on the bottom-up approach for plant genome modulation.
Examples include (1) bacteria restriction endonucleases and phage DNA ligases, which
allowed the revolution of recombinant DNA technology and are used in
BioBrick™ assembly and modern one-step DNA assembly techniquest”; (II) viral
vectors for gene delivery®®; (l11) virus-induced gene silencing (VIGS)¥®!: (1V) the
RNA interference (RNAI) technology, which is widely used in gene down-regulation
studies'®!*: and (V) CRISPR-Cas systems, which has recently been widely applied in
crop genome editing technology!>>8, However, these last two technologies are
irreversible and permanent; once the plant gene is silenced or edited, it cannot return to
its original state. Therefore, to overcome these limitations, a promising approach,
originating from bacteriophage-prokaryotic interactions, is the application of
filamentous phage-encoded large serine integrases (Ints), which are multifunctional
recombinases with the potential to edit DNA sequences and also serve as efficient in
vitro DNA assemblers'®22, Therefore, considering the development of a dynamic and
reversible genome modulation system in plant cells, it is possible to include the
orthogonal Ints in modular synthetic genetic devices based on Boolean logic gates2°,
Ints catalyze directly and unidirectionally a site-specific insertion, deletion or 180°
inversion of DNA sequence flanked by the two attachment sites (att), attB (bacteria)
and attP (phage) depending on the design of their orientation relative to each
other, which results in the formation of two new post-recombination attachment
sites, attL (left) and attR (right)!%202>2830 BxB1 and phiC31 Ints have been
successfully used in plant engineering and gene stacking?®3134,

Furthermore, using a bioinformatics approach, Yang et al. prospected 11 new Ints with
their respective functional att sites?®. Subsequently, Gomide et al. showed that those
Ints function in eukaryotic cells and ranked Int9 and Int13 among them as the most
effective Ints for plasmid flipping in the plant cell context?. Thus, the IntPlex@ binary
memory switch takes BxB1, phiC31, Int9, and Int13 as input signals to control an
output (genome edition) in a user-defined manner (site-specific excision or inversion).
Lastly, the possibility of using distinct plasmid delivery as a general method for
integrase expression was examined.

2. RESULTS

2.1 Int-Plex@ binary memory switch system design

We have assembled a multifunctional genetic switch system based on att site pairs from
4 Ints, namely BxB1, phiC31, Int9, and Int13. The cassette constructs consist of the
reverse complement sequence of green fluorescent protein reporter gene gfp (mgfp or
degfp) flanked by in tandem attB or attP sites from the Ints selected (Figure 1A).
Promoter and terminator sequences to complete the transcription unit varied according
to the in vitro or in vivo experimental model. Effector Ints were delivered individually
in a separate plasmid under transcriptional control of a constitutive promoter®°, This
configuration allows the formation of a binary system with an Excision Module
controlled by BxB1 or phiC31 recombinases designed as a NOR logic gate, in which the
presence of either Int (input) prevents reporter expression due to its deletion (output)
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96 and an Inversion Module controlled by Int9 or Intl3 with the structure of an XOR gate
97  (Figure 1B). To achieve varying outcomes in DNA rearrangement depending on the Int
98 acting on the system, we inserted the att sites in the construction either in the same or
99  opposing orientation relative to their respective site counterpart. While for BxB1 and
100  phiC31, attB and attP sites are in sense orientation, with their recombination resulting in
101 excision of the DNA sequence flanked by them from the construction (Figure 1, C and
102 D), Int9 and Int13 att sites are in reverse complement orientation, which means that
103 upon recombination, the target DNA sequence will be 180° flipped (output), modulating
104  the gfp expression (Figure 1, E and F). Although both Int9 or Intl3 are capable of
105 unidirectionally flipping the reporter gene coding sequence and activating its
106  transcription, an essential feature of this type of logic gate is the gene set/reset, that
107  upon concurrent or sequential introduction of both enzymes, a second inversion event
108  will result in the return of the target DNA orientation to the original OFF state, silencing
109  reporter expression (Figure 1, G and H). In this double-editing event, one Int will
110  recognize its attB/P sites and catalyze the inversion of the reporter from its OFF state to
111 ON state, forming the intermediate plasmid with attL/R sites which results in the GFP
112 production. Instantaneously, this intermediate plasmid is the substrate for the action of
113 the second Int, which, upon recombination of its attB/P sites, will result in the formation
114  of the final plasmid with both attL/R sites for Int9 and Int13 with consequent recovery
115  from the ON state to initial OFF state, silencing gfp expression (Figure 1, G and H).
116
117 2.2 Invitro function of Int-Plex@ binary memory switch system
118  Our first goal was to understand the behavior of this new binary memory system and
119  ensure that the presence of att sites in tandem would not interfere with expected Int
120  activity. For the functional evaluation, we chose cell-free in vitro transcription-
121  translation reactions (TxTI), given its valuable application as a fast platform for testing
122 Int activity, DNA editing tools and genetic circuits®>¢, The switch was assembled using
123 TxXTI optimized parts, including the degfp gene as a reporter, Ribosome Binding Site
124 (RBS) and the T7Max transcription system® (Figure 2A). Reactions containing the
125  reporter construction alone or with plasmids for Int expression were incubated overnight
126 and analyzed for DNA rearrangement and deGFP fluorescence emission. This enabled
127  us to test the efficacy of each reaction independently and transiently in vitro for the first
128  time before integrating the memory switch into the plant genome. Besides deGFP
129  expression, DNA excisions by BxB1 or phiC31 were detected, as predicted, by the PCR
130  amplifications (Figure 2, B and C). The excised circular DNA molecule was confirmed
131 by Sanger sequencing, where post-recombination attR site for BxB1 is present (Figure
132 3, D and E). Sanger sequencing of phiC31 treatments is in progress. All sequences are
133 available for consultation at the link provided in the Data availability section. In
134  addition, the introduction of Int9 or Int13 could invert the DNA and allowed deGFP
135  production in vitro (Figure 3, A and B). Although the presence of both Int9 and Int13 in
136  the same reaction must result in the re-establishment of the initial OFF state with degfp
137  silencing, the closed nature of the reaction environment and relatively short incubation
138  time preserved the protein produced while the single-edited intermediate was present,
139  maintaining a high level of fluorescence. The double-editing event was confirmed by
140  Sanger  sequencing of the reporter construct, where both  post-
141 recombination attL/attR site pairs for Int9 and Int13 are present in the same molecule
142 (Figure 3, C-E).
143
144 2.3 Int-Plex@ binary memory switch system design for plant genome modulation
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145  To demonstrate the applicability of this tool in DNA modulation, we also verified the
146  functionality of the switch stably integrated into the plant genome. Here, we assembled
147  the reverse complement sequence of mgfp flanked by four in tandem BxB1, phiC31,
148 Int9, and Int13 attB and attP sites in a synthetic genetic switch, denoted IntPlex@
149  binary memory switch and inserted into the Nicotiana benthamiana genome. Each
150  serine integrase was plant codon optimized and inserted in a different set of plasmids
151 for two systems of gene delivery: agroinfiltration by Agrobacterium tumefaciens and
152  biolistic. The IntPlex@ binary memory switch takes these four serine integrase input
153  signals to control an output (genome edition) in a user-defined manner (excision or
154  inversion).

155

156  2.3.1 Plant genome excision triggered by phiC31 or BxB1

157  BxB1 or phiC31 catalyzed the excision of mgfp from the genome. Upon delivery of the
158  effector plasmids containing the integrases by agroinfiltration, molecular analyses of
159  plant DNA within five d.p.i (days post infiltration) showed successful deletion, with
160  genome sequencing confirmation of proper formation of respective attL sites for each
161  Int (Figure 4A and Figure 5) and loss of DNA sequence flanked by its attachment sites
162  (output) (Figure 4, B and C). Sanger sequencing of phiC31 treatments is in progress.
163  Moreover, Nanopore sequencing was utilized to identify the excised circular DNA
164  molecule containing mgfp, BxB1 attR site and remaining attB/P sites from the other
165 integrases (Figure 6). The sequencing run lasted four hours, yielding roughly 800,000
166  reads. As depicted in Figure 7, the basecalled read lengths exhibited a bimodal
167  distribution, with the median read length positioned within the distribution's upper
168  mode. Quality scores ranged along the x-axis, predominantly showing mid to high
169  values indicative of reliable base calling accuracy. This pattern reflects a diverse set of
170  read lengths, with shorter reads tending to have higher quality scores. For subsequent
171 analysis, only reads with quality scores of 10 or above were maintained (383,245 reads).
172 However, the detection of phiC31 output and stability and processing time for the
173 circular DNA excised degradation remains to be evaluated. Regarding the delivery of
174  the Int effector by biolistic, neither genome editing, nor the output molecule were
175  detected (data not shown). Nanopore sequencing will be applied to detect the output
176  molecules and analyze the low detection rate. All sequences are available for
177  consultation at the link provided in the Data availability section.

178

179  2.3.2 Plant genome inversion triggered by Int 9 or Int 13

180  This switch operates as an ON switch, where MGFP is expressed in the ON state and
181  not in the OFF state. Upon delivery of the effector plasmids containing the integrases by
182  agroinfiltration, molecular analyses of plant DNA within five d.p.i showed successful
183 DNA inversion. Int9 recognized its attB/P sites and catalyzed the inversion
184  of mgfp from its OFF state to ON state, resulting in the formation of the intermediate
185  genome with attL/Int9 and attR/Int9 sites and the output MGFP after int delivery via
186  agroinfiltration (Figure 8A). Likewise, Int13 recognized its attB/P sites and catalyzed
187  the inversion of mgfp from its OFF state to ON state, resulting in the formation of the
188  intermediate genome with attL/Int13 and attR/Int13 sites and the output MGFP (Figure
189  8B). As for effector Int delivery by biolistic, phenotypical analysis showed no increase
190  in mGFP fluorescence (data not shown). However, fluorescence could be detected in the
191  positive control of plants bombarded with microparticles coated with a plasmid
192 constitutively expressing eGFP®. Despite the lack of signal, DNA inversion could be
193  detected for both Ints by PCR amplification, with confirmation of inversion and
194  recombined attL/R sites by DNA sequencing.
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195  2.3.3 Plant genome modulation: Turning DNA ON and OFF

196  While a one-way memory switch is functional, reversibly turning a gene on and off
197 would allow interesting bidirectional regulation. Thus, Int9 and Int13 were
198  agroinfiltrated into the plant five days apart to turn mgfp on and off in the same cell.
199 Initially, Int 9 recognized its attB/P sites and catalyzed the inversion of mgfp from its
200 OFF state to ON state, resulting in the formation of the intermediate genome with
201  attL/Int9 and attR/Int9 sites and the output MGFP. Five days after, this intermediate
202 genome was the substrate for the action of Intl13 that recognized its attB/P sites and
203  catalyzed the inversion of mgfp from its ON state to OFF state, resulting in the
204  formation of the final genome with both attL/Int9 and attR/Int9 and attL/Int13 and
205  attR/Intl3 sites. Thus, the system presents the MGFP until the ON state mRNA
206  molecule can no longer be translated according to the MGFP half-life time. The Sanger
207  sequencing of Int9 and Int13 treatments are in progress. All sequences are available for
208  consultation at the link provided in the Data availability section.

209

210

211 3. DISCUSSION

212

213 In this study, our primary goal was to broaden the plant genome modulation toolbox by
214  creating a binary memory switch controlled by serine integrases. Currently, the
215 available array of tools for constructing synthetic memory systems in plants is quite
216  limited, mainly relying on phiC31 and BxB12°313238:39 Efforts for the systematic
217  identification of new Ints and their att sites, including metagenomic studies,
218  development of new bioinformatic approaches, and functional characterization,
219  contribute to expanding the availability of such tools and enhance the possibilities for
220 assembly of more complex multicomponent genetic circuits®®. In that context, we
221 applied phiC31, BxB1, and two more recent Ints (Int9 and Int13) previously
222  characterized in a plant model to create a bimodular switch for DNA excision and
223 bidirectional inversion®. All four Int successfully rearranged the target DNA inserted
224 into the genome of N. benthamiana as programmed, confirming the functionality of
225  both modules in our system.

226 More than assembling a new switch system for gene expression regulation, this proof-
227  of-concept demonstration paves the way for applying new Int candidates other than
228  phiC31 and BxBL1 in plants. Beyond orthogonality, which allows for various effectors in
229  the same circuit, different integrases can show a range of efficiency degrees beneficial
230 for implementing flow control nodes in a synthetic regulatory pathway. As
231 demonstrated by Gomide et al. (2020), for instance, Int13 and Int5 both could invert a
232 target DNA sequence in Arabidopsis thaliana protoplasts, although resulting in different
233 levels of reporter expression?>.

234 Another essential advantage point of IntPlex@ is the use of independent Ints to control
235 inversion directionality. After the first inversion event by Int9 or Intl13, restoration to
236 the initial OFF state depends exclusively on introducing the second enzyme, with no
237  chance of interference. In contrast, the RESET system published by Bernabé-Orts et al.
238 (2020) applies phiC31 with its correspondent RDF protein to revert unidirectionality?®.
239  Although aiming at somewhat different outcomes, it is noteworthy that with RDF, they
240  observed an increase in system instability. Recombination of attL/R sites requires direct
241  interaction of Int-RDF, but the presence of free phiC31 led to new recombination of the
242  attB/P sites just restored, resulting in mixed states of the switch at the same time?.

243  The Sanger Sequencing method is widely used for identifying plant genome editions.
244 Nevertheless, it comes with some limitations, including the prerequisite for pre-existing
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245  knowledge of the DNA sequence and a constrained ability to simultaneously detect
246  various DNA fragments. On the other hand, the utilization of Nanopore DNA
247  sequencing has enabled determination of total DNA products of the plant cells genome
248  edition reactions in a short time and with high-throughput data analysis in real time.
249  Nanopore sequencing holds great promise for detecting edited DNA and when
250 combined with stoichiometry analysis, this technology provides a powerful toolset to
251 access genomic diversity for studying edited DNA at a quantitative level. The
252  integration of nanopore sequencing and stoichiometry analysis not only enhances the
253  ability to detect edits accurately but also facilitates a deeper understanding of the
254  dynamics and efficiency of serine integrase editing reactions.

255 It is worth mentioning that when a system is imported from the prokaryotic to the
256  eukaryotic cell, as is the case for bacteriophage-derived recombinases, it is necessary to
257  consider the presence of the nucleus as a physical barrier to the performance of enzymes
258 that act on DNA. Nevertheless, all four integrases tested in this work were able to
259  overcome the nuclear barrier and interact with chromatin without the need to add NLS
260  or other protein engineering. It is possible that the passage through the nuclear pore
261 occurred due to the presence of intrinsic NLS in its native structure after exposure of
262  positively charged amino acids during protein folding?®. Notably, the system functioned
263  consistently over two plant generations. Employing large serine-integrases in modular
264  switch devices exemplifies a sophisticated and controlled approach, affording precision
265 in genetic alterations with the potential for intricate modulation of plant physiological
266  processes. Consequently, the integration of large serine-integrases into the
267  biotechnological toolkit heralds a promising trajectory for refining and expanding
268  strategies in plant genetic engineering. However, further research is needed to fully
269  understand the potential of this system in plant biotechnology, the potential for
270  unintended off-target effects, and to optimize its use.

271

272 4. CONCLUSIONS

273

274  PhiC31, BxB1, Int9, and Intl3 promoted efficient directional DNA site-specific
275  recombination of complex chromatin of the plant cell, and thus have major potential
276  applications in genome engineering and metabolic pathway engineering. This memory
277  genetic switch system is dynamic and may be combined with other technologies like
278  inducible promoters and advanced sequencing tools. For example, implementing the
279  sequence barcoding with Nanopore sequencing amplifies the capabilities of genomic
280 analysis and allows for comprehensive profiling of the entire edited genome, capturing
281  structural variations or ensuring the fidelity of the editing process. Together, this
282  combined approach not only validates the accuracy of serine integrase-mediated edits at
283 a detailed level but also offers a holistic view of the entire genome modulation,
284  fostering a deeper understanding of the genomic landscape post-editing. Lastly, it is
285  more than evident that we are living in an era marked by the development of tools that
286 allow crop genomes to be edited to provide resistance to environmental challenges,
287  improve nutritional content and optimize defenses against pathogens. However, the lack
288  of efficacy of plasmid delivery systems has hampered advancements in the precision of
289  gene editing. This is a crucial moment that requires the convergence of efforts to
290 develop studies that aim to refine plasmid or gene delivery systems, ensuring that
291  genetic modifications reach the maximum number of cells efficiently.

292

293 5. MATERIAL AND METHODS

294
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295 5.1 mGFP genetic switch plasmid design

296 In pLSB_pCAMBIA2300_IntX or pUC_IntX plasmids, both actin2 gene promoter and
297 NOS terminator drive (a) plant codon-optimized serine integrases transcription for
298  heterologous expression or (b) serine integrases fused with NLS signal. In
299 pLSB_PVX_GW._IntX plasmids, both subgenomic CP promoter and NOS terminator
300 drive serine integrase transcription for heterologous expression with or without the NLS
301 signal.

302

303 5.2 Serine-Integrase Plasmid Design

304  The Int9, Int13, phiC31, and BxB1 genes were retrieved from pUC57% and cloned into
305  PVX-GW binary plasmid®” by Epoch Life Science Inc. These plasmids resulted in a set
306  of serine integrase expression plasmids, individually called pLSB_PVX_GW_X (X =
307 Int9, Int13, phiC31, or BxB1). The Int9, Int13, phiC31, and BxB1 genes controlled by
308 the actin2 gene promoter and NOS terminator were retrieved from pUC57 and cloned in
309 pCAMBIA2300 plasmid by Epoch Life Science Inc?®. These plasmids resulted in a set
310  of serine integrase expression plasmids, individually called pLSB_pCAMBIA2300_ X
311 (X =1Int9, Int13, phiC31, or BxB1).

312

313 5.3 Plant transformation

314  Transgenic plants of Nicotiana benthamiana were produced at University of California
315 Riverside’s Department of Botany and Plant Science performed the plant
316  transformation. pART27 plasmid containing the genes BXB1 PHIC31 9 13 mGFP(rc)
317  and nptll were delivered into GVV3101 Agrobacterium tumefaciens via electroporation.
318  Antibiotic-resistant colonies were selected and confirmed by colony PCR for glycerol
319  stocks. The transformed A. tumefaciens strain was used to inoculate the leaf tissue of
320  six-week-old plants. Callus induction and shoot induction media containing MS salts,
321 MS vitamins, 0.56 0.56mM Myo, 8.84 8.84 uM BAP, 0.54 0.54 uM NAA, 3% sucrose,
322 0.21 0.21 mM kanamycin, 0.55 0.55 mM Cefatoxime and 1.321.32 mM Carbenecillin
323 were used to induce calli and shoots. Thirty and ten shoots transformed with

324 BXB1 PHIC31 9 13 mGFP(rc) and pART27-nptll (empty plasmid) respectively were
325 transferred to rooting media containing ¥2 MS salts, MS vitamins, 0.56 0.56 mM Myo-
326  inositol, 0.98 0.98 uM IBA, 1.5% sucrose, 0.34 0.34 mM vancomycin, 0.55 0.55 mM
327  cefotaxime, and 1.32 mM Carbenicillin. A total of 40 N. benthamiana plants were
328 analyzed by end-PCR using specific primers for each construct. Twenty-one plants

329  amplified an expected band of 717 bp with the specific primers FwmGFP/RvmGFP, and
330 nine plants transformed with pART27 (empty plasmid) amplified a band of 699 bp for
331 the nptll gene. Nicotiana benthamiana transgenic seeds germinated in vermiculite, and
332 plantlets were grown in a greenhouse. Eight-week-old plants were used for the

333  Agrobacterium infiltration or biolistic procedure.

334

335 5.4 Invitro Transcription/Translation Reactions

336 In vitro, Transcription/Translation Reactions, or TXTI reactions, were performed with
337 myTxTl T7 Expression Kit (Daicel Arbor Biosciences) following manufacturer
338 instructions. Briefly, 24 uL reactions were assembled in 1.5 mL centrifugation tubes
339  with 18 pL Sigma 70 Master Mix, 0.1 nM P70a-T7rnap HP, and 10 nM of each plasmid
340 (reporter + effector Int). Reactions were incubated at 29°C for 16 h. After incubation,
341  GFP production was visually assessed with an LED blue light Transilluminator
342 (KASVI), and 2 uL were used as a template for PCR amplification.

343

344 5.5 Delivery Systems
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345 5.5.1 Agroinfiltration

346 The binary plasmids were electroporated into Agrobacterium tumefaciens strain
347 GV3101 and selected on LB agar supplemented supplemented with 0.1 mM kanamycin
348 and 0.1 mM gentamicin.. After two days of growth, several colonies were carefully
349  harvested from the plate and suspended in LB medium (2 mL). The bacteria were grown
350 overnight on an orbital shaker at 28 °C at 200 rpm. The cells were collected by
351 centrifugation for 15 min at 4000 g, and the precipitate was resuspended in the 1x
352 MMA infiltration buffer (10 mM MES, pH = 5.6, 10 mM MgCl;, 180 puM
353  acetosyringone) to OD600 = 0.3. Agrobacteria harboring plasmids with each integrase
354 and 35S: p19 gene were mixed in equal volumes. Leaves of 8-week-old N. benthamiana
355 plants were injected with agrobacteria suspension using a syringe without a needle.
356  Agroinfiltration assays were assessed with and without co-infiltration with 35S: p19
357 with no changes in results. The infiltrations were performed on the same plant, and
358 duplicate infiltrations were performed on at least three plants within a single
359  experimental assay.

360

361  5.5.2 Biolistic

362  Genetic modified N. benthamiana plant leaves carrying inverted mgfp gene flanked by
363  integrases attachment sites were directly shot with gold (1.5-3.0 um) and tungsten
364  (approx. 1um) microparticles as previously described*:. The microparticles were coated
365 with pUC27 plasmids carrying Int9, Intl3, phiC31, and BxB1l integrase genes
366 individually?®. As a positive control of gene delivery, a plasmid carrying a constitutive
367  promoter controlling GFP gene was shot under the same conditions at wild-type N.
368  benthamiana leaves. Microparticles mixed with 8 pL DNA (1pg.uL™?) were accelerated
369  at 650 psi into plant leaves (2,5-3,5 cm length) at a 2 cm distance. Eight shots of each
370  DNA construction were bombarded in 8-week-old plants. 72h after foreign DNA was
371 delivered, shooted leaves were analyzed on Confocal laser scanning microscope (Leica
372 TCS SP8, GER) to visualize mgfp expression. PCR screening has been performed to
373  detect mgfp and the attL and attR post-recombination sites.

374

375 5.6 Plant total DNA extraction and PCR

376  Total plant DNA isolation was based on the modified CTAB Method Protocol described
377 by Lacorte et al. (2010) with adaptations®. Firstly, plants were screened by PCR using
378  primer pairs DEP_mGFP_FW and DEP_mGFP_RV - designed to detect mgfp — and
379  nptll_Fw and npt_Il_Rv - for the amplification of nptll, a kanamycin resistance marker
380 — to identify positive transformants. Following the integrase delivery method and
381 incubation period, we collected slices of approximately 20mg from leaves of treated and
382  control plants and proceeded with DNA extraction, as mentioned above. DNA samples
383  were then used as templates in PCR reactions for detection of either attL and attR sites
384  resulting from Int9 or Intl3 recombination or the deletion of mgfp gene flanked by
385  phiC31 and BxB1 att sites upon introduction of these integrases in the system. For attL
386 and attR sites amplification, we have used the primer combinations 35S 282F +
387 attR IntX R and attL. IntX F + IDP_OCSt 349 Rv, respectively, with “IntX” on the
388  primer name denoting the use of specific primers for each Int. As for deletion
389  confirmation, primer pair 35S_282F + IDP_OCSt_349 Rv was used to amplify the
390 whole cassette between the 35S promoter and OCS terminator, with a band shift of
391 about 1kb indicating mgfp excision. The circular molecule containing the mgfp gene
392  excised from the system by phiC31 or BxB1 was amplified using the primer pair
393  NbDel_mGFP_493 Fw + NbDel_mGFP_300_Rv. Two PCR reactions were necessary
394  for the biolistic method to amplify attL and attR sites. The primer pair 35S_282F +
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395 IDP_OCST 349 RV performed the first round, which amplified the cassette. The first
396  reaction was then used as a template for the specific reaction with primers attached on
397 the attL and attR sites, paired with terminator and promoter primers, respectively. That
398  way, the second round of amplification for detection of the Int9 attL site used primers
399 35S 282F + OnOff_attR9 _core Ry, for Int9 attR site primers OnOff_attL9 core Fw +
400 IDP_OCST_349 RV, for Intl3 attL site primers 35S_282F + OnOff_attR13 core_Rv
401  and to amplify Int13 attR site primers OnOff_attL.13 core Fw + IDP_OCST 349 RV.
402  As for the primers used for molecular detection in TXTI reactions, inversion of the
403  reporter was amplified with primer pair 2041GbA ck 5p FW + deGFP_Hd_Fw while
404  excision was detected with primers 2041GbA_ck 5p FW and 2041 ck 3p_RV1.
405  Primers used in this study are listed in Table 1.

406

407  Table 1.
PRIMER NAME PRIMER SEQUENCE
DEP_MGFP_FW atgagtaaaggagaagaact
DEP_MGFP_RV ttatttgtatagttcatccatg
NPT_Il_FW atggcaattaccttatccgcaacttc
NPT _Il_RV cagaagaactcgtcaagaaggcg
35S _282F attgatgtgatatctccactgacgtaagggatgacgcac
ATTR_INT9 R tggaagtgtgtatcaggtaactggatacctcatc
ATTR_INT13_R gtagaacttgaccagttggtcctgtaaatataagcaatcc
ATTL_INT9 F ataattggcgaacgaggtatctgcatagttattccgaac
ATTL_INT13_F tccagatccagttgttttagtaacataaataca
IDP_OCST_349 RV taggtttgaccggttctgcc
ONOFF_ATTL9 CORE_FW | ttggcgaacgaggtatctgc
ONOFF_ATTR9_CORE_RV | gaagtgtgtatcaggtaactgg
ONOFF_ATTL13 CORE_FW | tgtagaacttgaccagttggt
ONOFF_ATTR13_CORE_RV | gtttttccagatccagttgtt
NBDEL_MGFP_493 FW tcaagacccgccacaacatcg
NBDEL_MGFP_300_RV gaagaagatggtcctctcctgc
2041GBA_CK_5P_FW atgaccaaaatcccttaacgtgag
DEGFP HD FW cccgggaagcttatggagcttttcactggegttg
2041 CK 3P_RV1 tggcttaactatgcggcatcag

408

409 Amplification reactions were performed in a Veriti™ 96-Well Fast Thermal

410  Cycler (Applied Biosystems, USA). Reaction set-up included 2.5ul of 10X PCR Buffer
411  (Thermo Scientific, USA), 1.5 mM MgCI2, 0.4 mM dNTP mix, 1 U Platinum™ Taq
412 DNA Polymerase (5 U/ uL) (Thermo Scientific, USA), 0.2 uM each primer and 1 pL of
413  purified DNA in a 25 uL final volume. PCR cycling consisted of one initial incubation
414  at 94°C for 2 minutes, followed by 40 cycles of denaturation at 94°C, 30s; Annealing
415  TEMP for 30s; Extension at 72°C for 1 min/kb, with final incubation at 4°C. Given that
416  primer pair 35S_282F + IDP_OCSt_349 Rv will amplify both intact and disrupted
417  cassette resulting from mgfp gene deletion by phiC31 or BxB1, an extension time of just
418 30 seconds were used in this case to favor amplification of the 1kb smaller amplicon.
419  All PCR products were detected in 1% agarose gel electrophoresis stained with
420 SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA). Gel slices containing the specific
421  bands were excised under LED Blue Light transluminator (KASVI, Taiwan) to prevent
422  nicking of the DNA and its purification was carried out using the ReliaPrep™ DNA
423  Clean-Up and Concentration System (Promega, USA) according to manufacturer


https://doi.org/10.1101/2024.01.11.575089
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2024.01.11.575089; this version posted January 11, 2024. The copyright holder for this
preprint (which was not certified by peer review) is the author/funder, who has granted bioRxiv a license to display the preprint in
perpetuity. It is made available under aCC-BY-NC-ND 4.0 International license.

424  specifications. Isolated amplicons were cloned in pGEM-T-Easy (Promega, USA) and
425  sequenced (Macrogen, USA) after DNA propagation in Escherichia coli DH10 strain.
426

427 5.7 Confocal laser scanning Microscopy

428  Leaf samples were analyzed using the Confocal laser scanning microscope (Leica TCS
429  SP8, GER) after 5 d.p.i. Argon laser line excitation wavelength and emission bandpass
430 filter wave lengths for MGFP were 484 nm and 500-550 nm. Chlorophyll
431  autofluorescence was detected, in parallel with MGFP acquisition, using a 650—-710 nm
432  bandpass filter. Image acquisition parameters (e.g. laser power, pinhole, detector gain,
433 etc.) and sampling time post-infiltration were held constant within an experiment (i.e.
434  within each figure). Raw data were processed in the LAS X (Leica Application Suite,
435  GER) software (www.leica-microsystems.com, GER).

436

437 5.8 Nanopore sequencing and Data analysis

438  Library preparation was carried out using the ligation sequencing kit (Oxford Nanopore
439  Technologies, UK) SQK-NBD112-24, according to the manufacturer's instructions.
440  Briefly, all amplicons were purified, and approximately 200 fmol per sample were
441  submitted to end-prep and native barcode ligation, using NEBNext Ultra Il End
442  repair/dA-tailing Module (New England Biolabs, USA) and NEB Blunt/TA Ligase
443  Master Mix (New England Biolabs, USA) respectively. Next, native adapter ligation
444  and cleaning steps were performed using NEBNext Quick Ligation Module (New
445  England Biolabs, USA) kit and Agencourt AMPure XP beads (Beckman Coulter, USA),
446  respectively. The library was sequenced on a R10.4 flow cell (FLO-MIN112) (Oxford
447  Nanopore Technologies, UK) on a MInlON Mklb sequencer with MinKNOW
448  (23.04.6). Basecalling, demultiplexing and adapter/barcode trimming were performed
449  using Guppy [v6.5.7]*, with a Super accurate (SUP) basecalling model. The reads with
450  barcodes on both ends and quality scores > 10 were mapped against all the in silico
451  predicted genome-edited sequences, including the predicted circular molecules
452  containing the excised mgfp gene, using minimap2*.
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604

605  Legend of Figures

606

607  Figure 1. Schematic overview of the IntPlex@ memory genetic switch architecture and
608  Boolean-based logic gates. (A) The diagram describes the architecture of the bimodular
609  genetic switch, which consists of a gfp sequence in reverse orientation (gray)
610 surrounded by four attB and attP sites (triangles) of four serine integrases: BxB1l
611  (yellow), phiC31 (lilac), Int9 (blue) and Int13 (red). For in vitro assays, the switch
612  contains the degfp gene and the switch integrated into the plant genome contains the
613  mgfp gene. (B) Int9/Int13-based XOR logic gate for gfp orientation flipping (turn gfp
614  on). Int9/Int 13 based OR logic gate for turning gfp on and off. BxB1/phiC31-based
615 NOR logic gate for gfp excision. In the presence of Int9 or Int13, the gfp is inverted to
616 its coding sequence (ON state). Moreover, in the presence of Int9 and Int 13, the gfp is
617 modulated and oscillates between the on and off states. In the presence of BxB1 or
618  phiC31 input, the gfp is excised. The system output is edited DNA: plasmid or plant
619  genome. (C) The diagram shows IntPlex@ memory genetic switch operation driven by
620 BxB1. The resulting edited DNA with the BxB1 attL scar (left) and the excised circular
621  DNA molecule with BxB1 attR (right). (D) The diagram shows IntPlex@ memory
622  genetic switch operation driven by phiC31. The resulting edited DNA with the phiC31
623  attL scar (left) and the excised circular DNA molecule with phiC31 attR (right). (E) The
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624  diagram shows IntPlex@ memory genetic switch operation driven by Int9. The
625  sequence flanked by the Int9 attB and attP sites and, consequently, the inversion of the
626 gfp to its coding sequence (GFP output). The Intl3 att sites are also inverted and
627  oriented towards their reverse complement. (F) The diagram shows IntPlex@ memory
628  genetic switch operation driven by Intl13. The gfp flanked by the Int13 attB and attP
629  sites is flipped to its coding sequence (GFP output). (G and H) The diagram shows
630 IntPlex@ memory genetic switch operation driven by Int9 and Int13. The gfp is flipped
631 in two steps according to which integrase is added first. (G) In the first step, Int9
632  recognizes its attB/P sites and catalyzes the inversion of gfp from its OFF state to ON
633  state, resulting in the formation of the intermediate sequence with attL/Int9 and
634  attR/Int9 sites and the output GFP. Instantaneously, this intermediate sequence is the
635  substrate for the action of Intl3 that recognizes its attB/P sites and catalyzes the
636 inversion of gfp from its ON state to OFF state, resulting in the formation of the final
637  plasmid with both attL/R Int9 and attL/R Int13 sites. (H) In the first step, Int13
638  recognizes its attB/P sites and catalyzes the inversion of gfp from its OFF state to ON
639 state, resulting in the formation of the intermediate sequence with attL/Int13 and
640  attR/Int13 sites and the output GFP. Instantaneously, this intermediate sequence is the
641  substrate for the action of Int9 that recognizes its attB/P sites and catalyzes the
642 inversion of gfp from its ON state to OFF state, resulting in the formation of the final
643  plasmid with both attL/R Int9 and attL/R Int13 sites. The corresponding colors and
644  shapes indicate the genetic components of the switch.

645

646  Figure 2. In vitro function of Int-Plex@ memory switch driven by serine integrases in
647  cell-free TX-TL system. (A) Schematic overview of the IntPlex@ memory bimodular
648  genetic switch architecture, which consists of a RBS sequence in reverse orientation
649  (black) and a degfp sequence in reverse orientation (gray) surrounded by four attB and
650  attP sites (triangles) of four serine integrases: BxB1 (yellow), phiC31 (lilac), Int9 (blue)
651 and Intl13 (red). (B) Agarose 1% gel of PCR reaction for each primer combination used
652  to confirm the presence of edited DNA. (C) Agarose 1% gel of PCR reaction for each
653  primer combination used to confirm the presence of the excised DNA with attR scar. (D
654  and E) Sanger sequencing chromatograms of excised circular DNA with attR scar. The
655  DNA fragments were obtained through PCR using pairs of primers indicated in Table 1.
656  The position of the primers is indicated by black arrows. All sequences corresponded to
657  the in silico predicted genome-edited sequences. The corresponding colors and shapes
658 indicate the genetic components of the switch. First lane is 1 kb plus ladder (Life
659  Technologies, USA). Reverse complementary sequences are indicated by a black
660  asterisk. No off-target effects were detected in the analyzed sequences.

661

662  Figure 3. In vitro function of Int-Plex@ memory switch driven by serine integrases in
663  cell-free TX-TL system. (A) The diagram shows the flipping of the degfp in two steps.
664 In the first step, Int 9 recognizes its attB/P sites and catalyzes the inversion of degfp
665 from its OFF state to ON state, resulting in the formation of the intermediate plasmid
666 ~ with attL/Int9 and attR/Int9 sites and the output deGFP. Instantaneously, this
667 intermediate plasmid is the substrate for the action of Int13 that recognizes its attB/P
668  sites and catalyzes the inversion of degfp from its ON state to OFF state, resulting in the
669  formation of the final plasmid with both attL/R Int9 and sites attL/R Int13. (B) In vitro
670  reactions after 24h post incubation of Int-Plex@ cassette plasmid with Int 9 and Int 13
671  plasmids in Arbor Biosciences™ myTXTL system. Furthermore, it is noteworthy that
672  since both enzymes were added simultaneously (pART27+Int9+Int13), the ON state
673  varies according to the first integrase to catalyze the plasmid inversion. Thus, the
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674  system presents the deGFP for several days according to the ON state mMRNA molecules
675  and protein half-lives. (C) Agarose 1% gel of PCR reaction for each primer combination
676  used to confirm the presence of the inverted DNA with attL/R sites. (D and E) Sanger
677  sequencing chromatograms of regions flanking the degfp obtained after simultaneous
678  treatment with Integrases 9 and 13. The DNA fragments were obtained through PCR
679  using pairs of primers indicated in Table 1. The position of the primers is indicated by
680  black arrows. All sequences corresponded to the in silico predicted genome-edited
681  sequences. The corresponding colors and shapes indicate the genetic components of the
682  switch. First lane is 1 kb plus ladder (Life Technologies, USA). Reverse complementary
683  sequences are indicated by a black asterisk. No off-target effects were detected in the
684  analyzed sequences.

685

686  Figure 4. IntPlex@ memory genetic switch for DNA excision driven by BxB1. (A)
687  Sanger sequencing chromatogram of edited plant genome with attL/BxB1 scar. (B and
688 C) Sanger sequencing chromatograms of excised circular DNA with attR scar. The
689  DNA fragments were obtained through PCR using pairs of primers indicated in Table 1.
690  The position of the primers is indicated by black arrows. All sequences corresponded to
691 the in silico predicted genome-edited sequences. The corresponding colors and shapes
692 indicate the genetic components of the switch.

693

694  Figure 5. IntPlex@ memory genetic switch for DNA excision driven by phiC31. Sanger
695  sequencing chromatogram of edited plant genome with phiC31 attL. The DNA
696  fragments were obtained through PCR using pairs of primers indicated in Table 1. The
697  position of the primers is indicated by black arrows. The sequence corresponded to the
698 in silico predicted genome-edited sequence. The corresponding colors and shapes
699 indicate the genetic components of the switch.

700

701 Figure 6. Nanopore sequencing evidence of genetic switch operation driven by BxBL.
702 (A) The diagram illustrates the nanopore raw reads mapped to the predicted excised
703 circular DNA molecule with BxB1 attR. The corresponding colors and shapes indicate
704  the genetic components of the switch. (B) A detailed view of the excision region,
705  showing the resulting BxB1 attR and the flanking phiC31 attP/attB sites.

706

707  Figure 7. Basecalled reads length vs reads quality score. The color gradient indicates
708  the density of reads, with warmer colors representing higher densities.

709

710  Figure 8. IntPlex@ memory genetic switch for gene modulation (turn gene on) driven
711 by Int9 or Intl3. (A) Sanger sequencing chromatogram of edited plant genome with
712 Int9 attL and attR post recombination sites. The sequence shows the flipping of the
713 DNA flanked by the Int9 attB and attP sites and, consequently, the inversion of the mgfp
714  to its coding sequence (MGFP output). The Int13 att sites are also inverted and oriented
715  towards their reverse complement. (B) Sanger sequencing chromatogram of edited plant
716  genome with Int13 attL and attR post recombination sites and the inversion of the mgfp
717  to its coding sequence (MGFP output). The fragments were obtained through PCR using
718  pairs of primers indicated in table 1. The position of the primers is indicated by black
719  arrows. A pair of primers was used to amplify the complete attL site (black upper
720 arrow) and a second pair of primers to amplify the attR site (black lower arrow). The
721  sequences corresponded to the in silico predicted genome-edited sequences. The
722 corresponding colors and shapes indicate the genetic components of the switch.

723
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