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Fundamentacéo Técnica:

A requerente encaminha consulta a fim de obter parecer final acerca do
enquadramento do Milho Ceroso CRISPR-Cas como ndo OGM e seus
derivados, nos termos do Art. 3° da Lei N° 11105/05 e a luz da resolucéo
Normativa 16 da CTNBiIo.

Trata-se de uma variedade de milho ceroso editada pelo sistema CRISPR-
Cas9. 0 fendtipo ceroso do milho é determinado por uma mutacao no gene
WxI localizado no cromossomo 9, que codifica a biossintese da amilose
catalisada pela enzima sintase associada aos granulos de amido. A mutagéo no
alelo wxl, que torna o gene ndo funcional, resulta na perda da producéo de



enzimas funcionais, interrompendo assim a rota de sintese da amilose,
conduzindo a producdo de amido com quase 100% de amilopectina. Varias
mutacdes espontaneas e induzidas no gene WxI levando ao fendtipo ceroso
ja foram relatadas em milho.

A tecnologia CRISPR-Cas foi usada para deletar o gene de milho Wx1 de
linhagens de milho dentado da DuPont Pioneer, resultando no fenotipo de
milho ceroso. Isto foi conseguido pela introducédo de dois RNAs guias para
gerar duas quebras em locais precisos da dupla fita de DNA do milho. Um
RNA guia 5' (CR4) é homologo a sequéncia na regido do promotor do gene
Wx1 a montante do suposto sitio de inicio da transcric¢do (transcription start
site -TSS), e um RNA guia 3' (CR8) é homologo a sequéncia na regido 3' nao
traduzida (3'UTR) do gene Wx1. A DSB gerada foi, subsequentemente,
reparada por um mecanismo celular nativo chamado Juncéo de Extremidades
N&o Homadlogas (Non-Homologous End Joining — NHEJ). O resultado foi a
obtencdo de uma linhagem de milho com uma dele¢éo da sequéncia de DNA
entre os dois sitios de quebra de dupla fita de DNA, causando a inativacao do
gene Wx1.

O milho ceroso CRISPR-Cas foi gerado pelo bombardeamento de particulas
de embriBes imaturos de milho com seis plasmideos. O plasmideo 1 é o
doador da nuclease Cas9; os plasmideos 2 e 3 sdo doadores do RNA guia5'e
RNA guia 3', respectivamente, os plasmideos 4 e 5 sdo doadores de dois genes
auxiliares (ZM-ODP2 e ZM-WUS2) usados para melhorar a resposta para
desenvolvimento de embrides e de frequéncia de regeneracédo de plantas; e 0
plasmideo 6 é o doador do marcador de selecdo NPTII.

A delecdo do gene Wx1 diretamente nas linhagens endogamicas elites foi
obtido pela transformacdo dessas linhagens com os plasmideos referidos
acima. As plantas TO sdo sequenciadas para caracterizar a delecdo do gene
Wx1 em nivel de nucleotideos, como descrito pela requerente. Os ensaios de
PCR quantitativo (qQPCR) foram realizados nesta fase para avaliacao inicial da
presenca/auséncia de elementos genéticos chave dos seis plasmideos de
transformacéo. Varias plantas TO, com a delecdo do gene Wx1 confirmada,
foram cruzadas com a linhagem convencional. As plantas BCO (F1)
resultantes, passam por uma analise molecular abrangente para (a) confirmar a
delecdo do gene, e (b) analise baseada no Sequenciamento de Proxima
Geracdo (Next Generation Sequencing — NGS) para verificar a auséncia de
DNA plasmidial ndo intencional de todos os plasmideos utilizados no
processo de transformacéo. Esta planta BCO (F1), finalmente confirmada, foi
entdo avangada para BC1 e outras geracOes para o desenvolvimento do
produto comercial. Apds varias etapas de autopolinizacdo, ela se torna uma
linhagem endogamica elite "acabada". Tal desenvolvimento e anéalise foram
conduzidos para cada linhagem pura distinta produzida. Finalmente, duas
linhagens parentais endogamicas elites "acabadas” foram cruzadas para



produzir sementes hibridas de milho ceroso comercial CRISPR-Cas. O
desenvolvimento de novas linhagens endogémicas elites contendo a delecéo
do gene Wx1, como descrito aqui, é repetido em diferentes linhagens
endogamicas dentadas para o desenvolvimento de novos hibridos cerosos para
uso comercial.

A tecnologia de Sequenciamento de Proxima Geracdo (Next Generation
Sequencing — NGS) foi usada para caracterizar a delecdo do gene Wx1
comparando a mesma regido da sequéncia no milho convencional, contendo o
gene Wx1 intacto, e no milho ceroso CRISPR-Cas. Conforme mencionado, a
Juncéo de Extremidades Ndo Homdlogas (Non Homologous End Joining —
NHEJ) é um processo de reparo nativo que pode produzir uma ligeira variacdo
no sitio de reparo da dupla fita de DNA, causando dele¢des ou adigdes
adicionais (a partir de um pool celular livre) de nucleotideos no sitio de reparo
da dupla fita de DNA. Cada linhagem endogamica distinta de milho ceroso
CRISPR-Cas produzida que ¢é posteriormente avancada foi sequenciada para
caracterizar precisamente o sitio de reparo da DSB, isto €, para confirmar a
delecdo especifica com precisdo de 3.853 pb do gene Wx1-alvo e auséncia de
qualquer delecdo ou adicdo de nucleotideos ao sitio da DSB.

Para comprovar a auséncia de sequéncias nucleotidicas , a

requerente desenvolveu uma ferramenta eficiente de caracterizagcdo molecular
baseada em sequenciamento, Southern-by-Sequencing (SbS). A anélise ShS
abrange as sequéncias completas de todos os seis plasmideos e é concebida
para detectar juncdes Unicas que seriam criadas entre 0 DNA genémico da
planta e sequéncias derivadas dos plasmideos de transformacéao se houvesse
integracdo do DNA do plasmideo. Uma planta na qual ndo foi detectado DNA
derivado de plasmideo ¢ selecionada e avancada para o desenvolvimento do
produto comercial. Oconteido de amilopectina foi calculado a partir destes
resultados. o teor de amilopectina do amido em gréos de milho ceroso
CRISPR-Cas foi aumentado em relacdo ao milho dentado néo ceroso. Estes
resultados confirmam que a delecdo do gene Wx1 usando a tecnologia
CRISPR-Cas resulta na alteracdo pretendida na composicado de amido nos
graos.

Parecer final:

No ambito das competéncias do art. 14 da Lei 11.105/05, a CTNBio analisou
as informacdes contidas no pedido e considerou que as técnicas empregadas
para construcdo do milho ceroso ndo resultaram em um organismo
geneticamente modificado.



O presente produto se enquadra no Art. 1, paragrafo 3 da Resolucao
Normativa 16 da CTNBio, por atender em pelo menos, uma das seguintes
caracteristicas:

| — produto com auséncia comprovada de ADN/ARN recombinante, obtido
por técnica que emprega OGM como parental;

Il — produto obtido por técnica que usa ADN/ARN que ndo se multiplicara em
célula viva;

I11 — produto obtido por técnica que introduz mutagdes sitio dirigidas, gerando
ganho ou perda de funcdo génica, com a auséncia comprovada de ADN/ARN
recombinante no produto;

IV — produto obtido por técnica onde existe a expressdo, temporaria ou
permanente, de moléculas de ADN/ARN recombinante, sem que haja a
presenca ou introgressdo dessas moléculas no produto;

V — produto onde sdo utilizadas técnicas que empregam moléculas de
ADN/ARN que, absorvidas ou nédo de forma sistémica, ndo causam
modificacdo permanente do genoma.
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