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Fundamentação Técnica  

A requerente encaminha Consulta Prévia a respeito do Enquadramento 

Regulatório quanto à Resolução Normativa 16 da CTNBio de uma cana-de-

açúcar produzida pelo método CRISPR/Cas9 com maior digestibilidade de 

biomassa vegetal e maior acúmulo de açúcares para produção de etanol de 2ª 

geração (2G), ração animal e produção de compostos químicos de alto valor 

agregado. 

Os dois genes selecionados para edição gênica, denominados BAHD01 e 

BAHD05 (BAHD acil transferases), são responsáveis pela incorporação de 

ácidos hidroxicinâmicos (ácido ferúlico (FA) e ácido para-cumárico (pCA)) 

na parede celular de gramíneas. A presença de FA e pCA inibe a digestão 

impedindo o acesso enzimático à biomassa, tornando a desconstrução da 

parede celular e a liberação de açúcares fermentescíveis difícil para a 

produção de etanol. Com isso, diminuir o conteúdo e as reação mediadas de 

FA e pCA é uma estratégia promissora para aumentar a digestibilidade e o 

teor de açúcares em cana-de-açúcar. 

Sequências de mRNA dos genes BAHD01 e BAHD05 identificadas no 

genoma da cana-de-açúcar foram utilizadas para o desenho dos gRNAs. Para 

o gene BAHD01 foram selecionados dois gRNAs complementares ao 2º éxon, 

enquanto para BAHD05 foram selecionados dois gRNAs complementares ao 

1º éxon. As sequências dos gRNAs possuem 20 nucleotídeos, ambas sob 

controle do promotor U6 de Oryza sativa. Para os gRNAs que não 

apresentaram um nucleotídeo G na posição +20 (PAM-distal), este 

nucleotídeo foi inserido na construção a fim de garantir a transcrição eficiente 

do promotor. Os elementos genéticos foram clonados nos plasmídeos 

D315p6pUC e D477p4pUC sintetizados pela empresa DNA Cloning Service 



(Hamburgo, Alemanha). As construções foram utilizadas para transformação 

transiente em calos embriogênicos da variedade de cana-de-açúcar SP80-

3280. 

Folhas imaturas de cana-de-açúcar (palmitos) da variedade SP80-3280 com 

idade de 6 a 8 meses, apresentando entre 8 a 10 intrenós visíveis, foram 

desinfestados em fluxo laminar. Os palmitos ficaram sob agitação constante 

durante 5 minutos com etanol 70% e em seguida foram lavados quatro vezes 

com água destilada autoclavada. Estes foram cortados em placa de Petri 

esterilizadas contendo solução de ácido cítrico a 150 mg L−1 e 

acondicionados em meio de indução de calos (4,34 g L−1 de sais MS, 20 g 

L−1 de D-maltose, 15 g L−1 de manitol, 0,5 g L−1 caseína hidrolisada, 0,15 g 

L−1 ácido cítrico, 0,1 g L−1 inositol, 0,1 g L−1 prolina, 3 mg L−1 de 2,4-D, 

1x de complexo vitamínico B5 (Gamborg et al. 1968) e 3 g L−1 de fitagel) em 

sala de cultivo a 27±1°C no escuro. Após 15 dias foram transferidos para meio 

de indução de calos com maior concentração de fitagel (3,5 g L−1). Os calos 

foram isolados após 15 dias da troca de meio. O delivery do complexo DNA 

CRISPR/Cas9 foi realizado após sete dias mediado pela técnica biobalística. 

A ferramenta CasOFFinder6 foi utilizada na predição de potenciais off-targets 

para cada gRNA desenhado, tanto para região codante dos genes BAHD01 e 

BAHD05. Para tal foi realizada a checagem de todos os genomas de cana-de-

açúcar disponíveis no software RGEN para desenho de sgRNAs. A busca por 

potenciais sítios off-target dos guias do gene BAHD05 também foi realizada 

pelo software Cas-OFFinder. Tanto para o guia T3 quanto para o guia T4 

foram preditos 4 sítios on-target, assim como foi feito a análise de 

similaridade pela ferramenta BLASTn para o gene BAHD01, também foi 

realizada para os 4 on-target do gene BAHD05. Diferentemente do que foi 

observado para o gene BAHD01, as sequências do gene BAHD05 são 

bastante similares. Três sítios off-target foram preditos para o guia T3, 

apresentando dois mismatches próximos a PAM. O guia T4 não apresentou 

nenhum sítio off-target. 

Procedeu-se a um sequenciamento das plantas selecionadas. Os produtos de 

PCR obtidos foram ligados ao vetor pGEM®-T Easy (Promega), conforme 

recomendações do fabricante. As misturas de ligação foram utilizadas na 

transformação por choque térmico de células competentes de Escherichia 

coli linhagem Top 10. Os clones positivos foram selecionados e utilizados 

para extração de DNA plasmidial pelo HiPure Plasmid Miniprep Kit 

(Invitrogen™ PureLink™). As amostras foram enviadas para sequenciamento 

de Sanger no equipamento ABI 3130xl (Applied Biosystems) pela empresa 

ACTGene Análises Moleculares. Para cada planta candidata, 15 clones foram 

sequenciados. O programa ICE (Inference of CRISPR Edits) – SYNTHEGO 

versão 2.0 (Hsiau et al. 2018) foi utilizado para análise das sequências. O 

sequenciamento Sanger revelou regiões com picos de sequência polimórfica, 



devido à alta quantidade de cromossomos homeólogos no genoma da cana. 

Edições gênicas foram encontradas em mais de um clone da planta editada 

BAHD05 

Variedades comerciais de cana-de-açúcar podem ter até 128 cromossomos, 

distribuídos em aproximadamente 12 a 14 grupos homólogos, com tamanho 

total do genoma atingindo 10 Gbp, esta estrutura complexa do genoma 

dificulta o sequenciamento, montagem e anotação. Assim, procedeu-se a 

análise de PCR das plantas BAHD01 e BAHD05 editadas, sem integração do 

vetor contendo os guias no genoma de cana-de-açúcar. A requerente 

apresentou resultados da amplificação onde as faixas sem bandas identificam 

mutantes livres de transgene. 

Os resultados obtidos a partir da análise multivariada dos dados de perfil 

metabólico das amostras, obtidos por CLAE-EM, indicam que houve 

alteração significativa no perfil metabólico de quatro plantas do 

gene BAHD01 (identificadas pelos números 11, 68, 132 e 135) e de uma 

planta submetida ao protocolo de edição gênica para silenciamento do 

gene BAHD05 (identificada pelo número 149) quando comparadas ao perfil 

metabólico observado para seus respectivos controles NT1 (BAHD01) e NT5 

(BAHD05). 

Os resultados apresentados em relação à análise do perfil metabólico sugerem 

que as diferenças observadas nos perfis de 5 amostras avaliadas são 

resultantes dos protocolos de edição gênica ao qual elas foram submetidas, 

uma vez que as condições de cultivo, coleta e preparo do material foram 

otimizadas para evitar alterações no perfil metabólico decorrentes de variação 

ambiental. 

Parecer 

Dessa forma, a requerente Embrapa Agroenergia submete à CTNBio pede 

parecer para a confirmação de que a cana-de-açúcar/BAHD1 e 

BAHD5 produzidas com o método CRISPR/Cas9 de melhoramento genético 

com as características aqui descritas não se enquadram no escopo da Lei de 

Biossegurança nº11.105/2005. Com base nas informações apresentadas e, 

considerando que de acordo com a Resolução Normativa Nº 16, de 15 de 

janeiro de 2018 "as TIMP abrangem um conjunto de novas metodologias e 

abordagens que diferem da estratégia de engenharia genética por transgenia, 

por resultar na ausência de ADN/ARN recombinante no produto final" e 

apresentam as características abaixo: 

I – produto com ausência comprovada de ADN/ARN recombinante, obtido 

por técnica que emprega OGM como parental; 



II – produto obtido por técnica que usa ADN/ARN que não se multiplicará em 

célula viva; 

III – produto obtido por técnica que introduz mutações sítio dirigidas, gerando 

ganho ou perda de função gênica, com a ausência comprovada de ADN/ARN 

recombinante no produto; 

IV – produto obtido por técnica onde existe a expressão, temporária ou 

permanente, de moléculas de ADN/ARN recombinante, sem que haja a 

presença ou introgressão dessas moléculas no produto; e 

V – produto onde são utilizadas técnicas que empregam moléculas de 

ADN/ARN que, absorvidas ou não de forma sistêmica, não causam 

modificação permanente do genoma. 

 Dessa forma, a proposta em questão se enquadra em um dos exemplos de 

Técnicas Inovadoras de Melhoramento de Precisão (TIMP) constantes no 

ANEXO I da referida Resolução Normativa e, portanto, não considerada um 

organismo geneticamente modifição à luz da legislação nacional. 
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