i -
o

COMISSAO TECNICA NACIONAL DE BIOSSEGURANGA
PARECER TECNICO N2 964/2022/SEI-CTNBio - Membros

PARECER TECNICO: 8107/2022
Processo: 01245.005737/2022-22
Requerente: Embrapa Agroenergia
Assunto: Carta Consulta TIMP
Data de Protocolo: 18/04/2022
Presidente da CIBio: Barbara Andrade Dias Brito da Cunha
Endereco: Av. W3 Norte (Final), Brasilia/DF
CQB: 345/12
Extrato Prévio: 8265/2022
Decisdo: Deferido
Reuni&o:253? Reunido Ordinaria ocorrida em 04/08/2022
Descricao:

Consulta sobre o status regulatério da cana-de-agucar editada usando a
metodologia RNP (Sistema DNA-Free).

Fundamentacéo Técnica:

Fundamentacgdo Técnica: O documento apresenta a tecnologia avancada de
melhoramento genético utilizando a metodologia CRISPR/Cas9 para a edi¢édo
do gene BAHD para a producdo de variedades de cana-de-agcucar com maior
acumulo de aclcares. O desenvolvimento de plantas de cana-de-agicar com
maior digestibilidade e acimulo de agucar foi realizado utilizando a
tecnologia de edicdo de genoma CRISPR/Cas9, que consistiu na criacdo de
mutacBes em uma regido especifica do gene BAHD, resultando em
knockdown. Este gene é responsavel pela incorporacéo dos acidos
hidroxicindmicos (acido feralico (FA) e acido para-cumarico (pCA) na parede



celular de gramineas, bem como o aumento do teor de acgUcar, uma vez que
esses compostos favorecem a recalcitrancia da parede celular. Com isso a
reducdo desses acidos hidroxicindmicos e 0 aumento de agucar auxiliaria na
digestibilidade da biomassa utilizada como matéria-prima para producgéo de
etanol de segunda geracéo (etanol 2G) e racdo animal. As plantas de cana-de-
acucar editadas serdo utilizadas como variedades apresentando o diferencial
de modificacdo da parede celular e aumento do teor de aglcar para ganho em
produtividade. Esta variedade visa melhorar a biomassa vegetal para producéo
de etanol de 22 geracdo (E2G), racdo animal e bioprodutos (acucar; fibras:
papel, cartdo, plastico) que possuem alto valor agregado. No caso do E2G,
este € gerado a partir dos coprodutos da cana-de-actcar como a palhae o
bagaco. Um dos maiores desafios para a producédo de E2G consiste em
diminuir a recalcitréancia da parede celular da biomassa, que serve como
matéria-prima, a acdo enzimatica.

A requerente solicita a aprovacao de tecnologia TIMP para a modificacdo da
parede celular e aumento do teor de agucar, aumentando a sua digestibilidade.
Também, o resultado aumentaria a eficiéncia da producao de etanol de 22
geracdo (E2G). A requerente relata o Design dos sgRNA, construcdo dos
vetores, delivery do complexo DNA CRISPR/Cas9 e regeneragdo dos
explantes. A ferramenta CasOFFinder6 foi utilizada na predigdo de potenciais
off-targets para cada gRNA desenhado para regido codante do gene BAHD
ndo encontrando eventos off-target. Um Dendrograma da analise de HCA para
os dados obtidos a partir dos extratos de folhas de cana-de-acucar,
apresentando a proposta de agrupamento. Das nove plantas editadas BAHD,
seis apresentaram silenciamento de aproximadamente 30% em comparacao a
NT, enquanto trés ndo apresentaram diminuic¢ao na expressdo do gene BAHD.
A inativacdo ou nocauteamento génico é tipicamente alcangada por meio de
mutacdes que resultam na perda da atividade do produto final do gene (seja
ele um RNA funcional ou uma proteina). A consequéncia dessas alteracdes
genéticas sdo alelos sem funcdes biologicas. Como sabido, a via NHEJ € um
processo propenso a erro promovendo indels no sitio de clivagem da Cas9.
Essa insercdo/delecdo de um ou mais nucleotideos quando ndo multiplos de
trés, altera a fase de leitura da frame. Isto por sua vez quase sempre resulta em
um codon de parada prematuro. Nos alelos que a insercdo/delecdo nédo origina
um stop codon prematuro, como é o caso das plantas 06, 18 e 20, a expressao
do gene ocorre, mas a proteina traduzida néo é funcional. A andlise dos
resultados obtidos, indica que as plantas foram alteradas no gene alvo, sem
alteracdes significativas em outros locais do genoma, ndo oferecendo risco de
impacto ambiental.

Parecer:

Diante da analise realizada pela CTNBIo nos dados aportados pela requerente,
considera-se que a edi¢cdo gendmica da cana-de-agUcar usando a metodologia



RNP (Sistema DNA-Free) realizada utilizando técnicas inovadoras de
melhoramento de precisdo previstas na Resolucdo Normativa 16 da CTNBIo.
Portanto, a cana-de-agucar usando a metodologia RNP (Sistema DNA-

Free) ndo se enquadra como um novo OGM nas defini¢Oes do artigo 3o da
Lei 11.105 de marco de 2005.
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