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PARECER TECNICO N° 2281/2010

Processo n©1200.003590/2009-85

Requerente:Amyris Brasil S.A.

CNPJ: 09.379.224/0001-20

Endereco: Amyris Brasil S.A. Techno Park — Rodovia AnhanguEm 104,5. Rua Rui
James Clerk Maxwell n® 315 — CEP 13069-380 - Caaypin SP. Fone: (19) 37839457.
Fax: (19) 37839450.

Assunto: Solicitacdo de Parecer para liberacdo comercidbdedura $accharomyces
cerevisiae) geneticamente modificada para producéo de fanoesepa Y1979.

Extrato Prévio: 2014/2009, Publicado no D.O.U No. 191, 06 de owtuler 2009.
Decisdo:DEFERIDO

Resumo: A CTNBio, ap0s apreciacdo da solicitacdo de Pard@smico sobre a
biosseguranca de organismo geneticamente modifitadtasse | de risco bioldgico para
comercializacdo, producédo industrial do compostonaguo farneseno e quaisquer outras
atividades relacionadas a esse organismo genetitameodificado e progénies dele
derivados, conclui pelo DEFERIMENTO nos termos elgstrecer técnico. A presidente
da Comissao Interna de Biosseguranca da empresasfABrasil S.A., Dra. Luciana Di
Ciero, solicita a CTNBio parecer técnico para l#gdio comercial de levedura
(Saccharomyces cerevisiae) geneticamente modificada para producéo de fanoesepa
Y1979. O organismo a ser liberado comercialmente &&/eduras da espécie
Saccharomyces cerevisiae transformadas com o gene da farneseno sintasdadga p
medicinal, ndo patogénicafatemisia annua L. para as finalidades de comercializacéo,
producdo industrial do composto quimico farnesenguaisquer outras atividades
relacionadas a esse OGM e progénies dele derivAdG3NBIo considerou sigilosas as
informacdes indicadas como tal pela proponenteambito das competéncias conferidas
pela Lei 11.105/05 e regulamentadas pelo Decré&®18005, a Comissdo considerou
gue as informacgbes prestadas pelo proponente ratesthiosseguranca do produto e
atendem as normas da CTNBio e a legislacdo pertingue visam garantir a
biosseguranca do meio ambiente, agricultura, sadd®na e animal.

Descricéo inicial e consideragdes gerais:

A proposta se refere a liberacdo comercial de ewvedura de panificacdo que foi
geneticamente modificada para a geracdo de famesen produto natural ubiquo,
produzido por indmeras plantas mas ndo sintetizadturalmente pela levedura
Saccharomyces cerevisiae. A construcdo genética envolve varios genes natuda
levedura, com promotores modificados para que aneibdlica do mevalonato se torne
altamente produtiva e apenas um gene de outroisnganque codifica para a farneseno
sintase, obtido da planta medicinal, ndo patogéhitsmisia annua L. Com esta adicéo a
via, o farnesil pirofosfato (FPP) da levedura évestido no farneseno, substrato para a
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producdo de um biodiesel sustentavel ja que estdlea o produz fermentando o
melaco da cana-de-acucar.

Por forca da legislacao brasileira, esta solicdagéta sendo avaliada pelo setor
responsavel pela seguranca relativa a saude huenananal embora esta levedura e o
produto de sua utilizacdo ndo se destinem ao canstlimentar humano ou animal. O
produto gerado € um substituto “verde” e renovalel um combustivel fossil de
esgotamento previsivel e ndo renovavel na escakngeo de interesse humano.

A empresa encaminhou documentacdo detalhada engusti¢tas e uma)
paginas compreendendo o texto, 56(cinquienta e Bgisas, 30(trinta) tabelas, indice,
abreviaturas, sequéncias do DNA inserido, extergallthmento de 13(treze) métodos
utilizados na geracdo do OGM e na investigacdo asipeis efeitos adversos sobre
organismos do meio ambiente, plano de monitoramenf®B6(cento e trinta e seis)
referéncias bibliograficas. Este parecer foi cadsolo a partir da avaliacdo dos membros
da CTNBio Francisco G. Nobrega (9 refs.) e Jos& ldg Lima Filho (36 refs.) e do
parecer do especialis& hoc Mario Henrique de Barros (8 refs.) sendo que todos
recomendaram a aprovacao da solicitagdo da Amyris.

Esta construcdo genética tem origem em um projet@lth responsabilidade
social, qgue acabou dando origem a empresa, app@dd-undacao Bill e Melinda Gates
e que buscava a producdo de artemisinina paramgata da maléria resistente,
tratamento este limitado pelo custo e dificuldadesobter a quantidade necesséria da
planta que produz o principio ativAr{emisia sp.). O projeto teve sucesso e a producao
sera cerca de 90% mais barata que a extracao aionah O processo, sem finalidade
lucrativa foi transferida para a Sanofi-Aventis cqgparticipagdo do Institute for
OneWorld Health, para producdo da artemisinina. éd¢anto a concepcao da via
produtora do sesquiterpeno, tem muitas outras sg@es comerciais, com enorme
potencial para gerar outras moléculas de grander vebmo produtos quimicos
complexos, medicamentos, combustiveis e lubrifemntgerando produtos na area
denominada biologia sintética. A empresa portasta dedicada ao desenvolvimento de
produtos que substituem material derivado de hattmnetos ndo renovaveis com
reducdo do “carbon footprint”, gerando produtosngods por meio da modificacdo do
metabolismo de microrganismos.

Informacgdes sobre o organismo geneticamente modiéido:

A leveduraSaccharomyces cerevisiae foi o primeiro organismo utilizado pelo
homem para processar alimentos e gerar comesteissentando a biotecnologia mais
antiga. Em sitio de uma aldeia neolitica chinemap$ com uma bebida fermentada de
arroz, mel e frutas com 9.000 anos de idade forasorgrados (McGovern et al., 2004).
Este organimo é um representante classico dacc&#egRAS (“generally recognized as
safe”) sem restricdo para 0 consumo humano, seguid®A, presente na producdo de
bebidas e pdo. A confianca em sua seguranca lesobéim o NIH a liberar
experimentos com a levedura da maior parte de resascoes, e a EPA a isentaSa
cerevisiae da maior parte das clausulas previstas no Toxigst8nce Control Act
(legislacdo americana que regula a introdugao gesprodutos quimicos no mercado).
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Tem sido também muito usada na alimentacdo anguaip fonte de proteina e
outros nutrientes. Na alimentacdo humana, a lesediem sido utilizada na forma de
derivados, como aromatizante, para realcar saba@omo complemento nutritivo,
possuindo proteina de alta qualidade, rica emalisintaminas do complexo B e minerais
importantes como selénio e zinco além de fontelitad, representadas por mananas e
glicanas da parede celular. Mesmo leveduras madgi€ por engenharia genética ja
foram aprovadas para o consumo humano na prodecémiob nos EUA e Canada e no
Reino Unido para a producdo de cerveja e pao (Alslhd990; Dequin, 2001)
consideracfes que atendem ao item 1 da RN-5, dflex2domo consequéncia de suas
facilidades de cultivo e manipulacdo genética, otapara genes nucleares como
mitocondriais, a levedur@ cerevisiae tornou-se o organismo cientificamente mais bem
estudado e caracterizado dentre todos os eucarietm® sido o primeiro deles a ter seu
genoma totalmente sequenciado (Goffeau, 1996) dosennsiderado um eucarioto
unicelular modelo para pesquisas. Ha mais de dez tamos disponivel uma colecéo de
cepas de&. cerevisiae, cada uma delas contendo uma mutacdo especificarede seus
6.000 genes, permitindo estudos de funcdo génicgraede interesse (Brachmann,
1998).

Sua patogenicidade era considerada nula até qas sasto raros de presenca de
S cerevisiae foram descritos em isolados clinicos de individem® extrema deficiéncia
imunolégica. Também ha raros relatos de alergiacralmente em trabalhadores em
panificagdo. Além seu papel na producado de alinseedta levedura esta sempre a nossa
volta, presente em cascas de frutas e superficgrates. Sua seguranca e importancia
industrial é patente ja que é responsavel pelambipais produtos industriais derivados
de fermentacao: cerveja, vinho, proteina celutredura de panificacédo e acido citrico.
Seu efeito como probidtico na alimentacdo humaaaimal foi comprovado em varios
estudos (Gaioto, 2005 e Caballero-Cordoba e SgarB®@00). As demandas da RN-5,
anexo Il referentes aos itens 2 e 3 ndo se apljidaque esta levedura ou o biodiesel
resultante da fermentacé&o industrial ndo se destataconsumo humano ou animal.

A cepa Y1979 é derivada da linhagem PE-2, oriungldUdina da Pedra, isolada e

identificada em 1994. E utilizada na producido dmata partir de cana-de-agticar no
Brasil em cerca de 30% das usinas do pais sengons®vel, portanto, por 10% do

etanol produzido no mundo. A importancia econ6nadeata linhagem estimulou sua

caracterizacdo genética completa sendo seu geremaatemente sequenciado (Argueso
et al., 2009).

Resumo das manipulagdes moleculares envolvidas:

A cepa Y1979 é um dipléide, estado que bloqueiaruzaznento que se da
naturalmente entre as formas haploides a. Adicionalmente foram inativados nesta
cepaos genes STE5 e IME1 que impedem a producdo despmwos haploides,
reduzindo a niveis insignificantes o potencial @estvedura de se combinar
geneticamente com outras existentes na naturezsmarentre linhagens de laboratoério.
Estas modifica¢des, juntamente com as alteracOemd®d mevalonato, tornam esta cepa
um organismo de laboratério, altamente dependeateoddicdes especificas para sua
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proliferacdo e manutencdo, de maneira analogaaasapl domesticadas pela humanidade
ao longo de milhares de anos e garantindo a extokficaldade deste organismo em
colonizar o meio ambiente, invadindo ou competioolm a microbiota natural.

Os cientistas da empresa desenvolveram uma plaafaficiente para a
construcdo modular de cassetes de integracdo, itadtuest por uma biblioteca de
plasmideos contendo elementos genéticos flanqugamtosegmentos ligantes que séo
propagados erk&. coli. Os elementos genéticos sdo promotores, termiegadgenes de
interesse, loci alvo, marcadores de selecdo, €ada elemento genético ou “bit” é
flanqueado por um dos diversos grupos de ligantegrgcos. “Bits” com sequéncias
ligantes comuns podem ser conectados atraves miaaé@r PCR “overlap”. Os ligantes
encerram sitios de reconhecimento para enzimagsiecéo do tipo Il, que cortam o
DNA adiante do sitio de reconhecimento gerando gsorbesivas especificas. Assim
ficam simplificadas as construcdes genéticas pesex¢ao na levedura.

A construcéo se iniciou com a cepa Y1198 (PE-Brminharam com a cepa Y1979 em
nove etapas sequenciais. Por exemplo a etapa @@&#augéo foi preparada por meio da
uniao de 8 “bits” que foram ligados na ordem:

LEU2US-NatA-ERG12-tPGAL1,10-ERG8-PGAL40c-GAL4-LEUZD

A etapa 1foi a esporulacdo da PE-2 e isolamento de umdacélpléidea para as
construcdes subsequentes.

Na etapa 2 foi feita a integracdo de ERG10, ERG13, HMGR ({pieintegrada por
recombinagdo homologa (segmento de 11.077 bp)ous IGAL80 na cepa Y1664. As
células transformadas foram selecionadas em mgjmrhicina B. Resultou a cepa
intermediaria Y1515. Os elementos genéticos saalldeios em tabela indicando o
nucleotideo de inicio e fim do elemento e a sedaémeicleotidica completa é
apresentada para cada etapa da construcdo. Paaasisrmacoes se utilizou o método
guimico (acetato de litio) que torna as célulakededura competentes para receber DNA
exégeno.

Na etapa 3 foi integrada uma cassete contendo ERG8, ERG12rapsformantes
selecionados em meio contendo 100 pg/ml de noucsent A integracdo € sempre
verificada por amplificacdes usando PCR com osadares diagnosticos apropriados
antes de prosseguir na construcdo. Como exempgiifiGnteriormente, este cassete
dirigiu a integracdo para o l6cus LEU2 e a linhagesultante tornou-se dependente de
leucina para crescer.

A etapa 4aconsistiu em introduziu o gene AaFS (GenBankAAX3BR3) derivado da
planta Artemisia annua L. em plasmidio replicativo de alto nUmero de copiasipo 2 p
para garantir boa expressdo do produto deste geffiefarneseno sintase. O gene
integrado no plasmideo de expresséo foi sintetizado modificacdes apropriadas para
adequar o uso de seus codons aos tRNAs isoacepbais abundantes da levedura. O
plasmideo pAM404 porta o gene LEU2. Esta etapate¥rnmediaria e necessaria para
evitar acumulo do metabdlito farnesil pirofosfaf®P) toxico para a levedura quando em
grande quantidade. Esta Btapa 4ba cassete S4b contém um marcador de resisténcia a
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kanamicina (G418 em levedura), o gene ERG19, o dsopentenil pirofosfato
descarboxilase (IDI1), e o gene ERG20. Houve switsio do promotor nativo ERG9
pelo promotor CTR3 de forma que a expressao do EiSSa ser modulada por cobre.
Transformantes contendo o plasmidio pAM404 e oetasS4b foram selecionadas em
meio sem metionina e leucina e contendo G418 (@amet e denominados cepa
Y1770.

Na etapa 50 gene URA3 foi especificamente nocauteado e a ecepdificada foi
selecionada em meio contendo 5-FOA.

A etapa 6 promoveu a integracdo de um cassete contendo © aRS entre os
marcadores GAL80US e tHMGR da cassete da etagarihando o gene de resisténcia
a higromicina. O marcador URA3 presente na cageetiminado por selecdo com 5-
FOA. O gene de resisténcia NatA inserido na etafm &gora removido por integracao
de uma cassete contendo também o gene AaFS quenhiecoi com 0S genes
flanqueadores e seu marcador URA3 foi removido ¢c®mOA. Mais uma etapa
intermediaria integra outra cépia de AaFS (a 3¥atenaneira que o gene de resisténcia
a canamicina (G118) é removido e o marcador URA®ideremovido como explicado
acima.

Na etapa 7 foi gerada a cepa Y1913 usando-se um cassete qeeuteou STES
introduzindo uma cépia extra de tHMGR. Transforreantom este cassete e com
pAM404 foram denominados cepa Y1913.

Naetapa 8a cepa Y1913 foi propagada em meio YEPD n&o-seletr 3 dias até perda
do plasmideo pAM404. Em seguida a cepa foi transida com um cassete contendo
mais uma (a 4?) copia do gene AaFS e o gene LE&[#amda para integrar sobre o gene
IME1 inativando-o.

Na etapa 9a cepa foi transformada temporariamente com umsnptieo carregando o
gene OH (para induzir troca do tipo de acasalamentoutro carregando o gene STES
para permitir o acasalamento dos haploides isogérgoe vao aparecer. Diplédes sdo
selecionados e em meio sem sele¢do induzidos erpesglasmideos contendo 0s genes
HO e STES5. A cepa resultante € a Y1979, dipléide) ¢ copias do gene FS e incapaz de
esporular e acasalar. A via metabdlica turbinadaltante funciona produzindo HMG-
CoA (via ERG13), mevalonato (via HMG1), 5-fosfo-ratnato (via ERG12), 3-fosfo 5-
pirofosfo mevalonato (via ERGS8), 3-isopentenil fosfato (via ERG19),
dimetilalilpirofosfato (via IDI1 ) e farneseno (Vi€5).

Estabilidade da cepa construida e competitividade:

A cepa é dipldide com duas coOpias idénticas de @mdmossomo. Efeitos
adversos em fungcdo dos véarios genes superexpressds gene heterélogo FS,
pleiotropicos e epistaticos ndo foram observadosepa. A estabilidade do gene FS foi
testada molecularmente por mais de 40 geracoeseyaslou imutavel. A inativacdo dos
genes STES5 e IMEL1 torna a cepa incompetente par@@se e 0 acasalamento. O teste
de competitividade da cepa Y1979 em crescimentguntm com 6 cepas usuais na
producdo de etanol como a PE-2, foi iniciado com®98e Y1979 e 10% das
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competidoras. Em todos os casos, apés 3 dias lhoveesdo das contagens com 90% da
competidora e apenas 10% de clones representantio’a.

Avaliacdo de risco a saude humana e animal:

Apesar desta levedura se destinar exclusivamemeoducdo de biodiesel, a
empresa realizou uma série de experimentos paraiex@a possiveis efeitos adversos
face & possivel exposicdo acidental de trabalhadoréd CanTox do Canada foi
contratada para um estudo dos genes expressos|eestiira e do gene heterdlogo,
buscando sua possivel semelhanca com alérgenasnasaconhecidas. As bases de
dados consultadas foram MedLine (1950-2009 Fel)xFile (1965-2009 Feb), Biosis
Previews (1926-2009 Feb), Agricola (1970-2009 Felgmbase (1974-2009 Feb). Nao
se encontrou qualquer indicacdo na literatura g@iras a associacao entre a expressao
dos genes da via do mevalonato e FS e um aumematoigenicidade ou/e viruléncia ou
alergenicidade da levedura notadamente in6cua eomus (atende ao item 10 do anexo
Il da RN-5 embora ndo se intenciona usa-la conmeaito). A planta de origem da
farneseno sintase é também, de longa data utilizadaastas popula¢des ha séculos no
tratamento de febres e maléaria. O proprio sesqeter farneseno pertence a uma classe
de produtos amplamente disseminados na naturezdoEenelevadas pode ser toxico. O
laboratério independente MB Research foi contrafzata avaliar aspectos de seguranca
relacionados ao farneseno resultante da fermentagélivada pela cepa Y1979. Foram
avaliados a toxicidade oral aguda, toxicidade démnaguda, irritacdo aguda ocular,
sensibilizagdo dos linfonodos e mutagenicidade. tGdos os casos, os resultados
sugeriram que o farneseno €, em geral, bem tolezad®@o é mutagénico. A DL50 do
farneseno em ratos foi determinada como sendo isuper5000 mg/Kg de peso. A
aplicacdo desta dose na pele foi feita em coelhn8oehouve reacdo dérmica em 24
horas, com pequena resposta no sétimo dia e naia finda apos 15 dias. Assim,
guanto a substancia pura farneseno e prevendovesssixposicdes acidentais, foram
avaliados aspectos relacionados aos itens 7 (andtisinolégica e histologica), 8
(possivel efeito toxico) e 9 (avaliacao toxicol@icOs compostos deste grupo podem
agir como feromoénios de alarme em cupins e outrestos e constituir parte substancial
de substancias odoriferas como as presentes noreede gardénia. Plantas atacadas por
parasitas emitem compostos volateis entre os quiasneseno (Kannaset al., 2009).
Estes compostos tém efeito inibidor da proliferagdacteriana. Os frutos que
consumimos produzem o farneseno como macas, layang@acomposto esta presente nos
Oleos essenciais de sandalo, manjericdo, mexetiocaigs, limas, semente de cenoura,
gardénia, gengibre, uva, e muitos outros.

Quanto as diferencas de composicdo quimica e imualc entre o alimento
oriundo do vegetal geneticamente modificado e detat ndo modificadan natura ou
apos processamento e a existéncia de equivalénbstascial entre o OGM e seu
organismo parental assim como a investigacdo destiligidade da levedura e suas
fracdes, ndo ha sentido em estabelecer comparggdgee esta levedura ndo sera
utilizada como alimento humano ou incorporada agamnimal. Os estudos da CanTox
demonstraram n&o haver base bioldgica para efeitossistema imunolégico ou
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toxicidade além do organismo ndo se destinar aswwno como alimento. Portanto as
recomendacbes do anexo Il da RN-5 quanto aos #efdesempenho nutricional), 5
(digestibilidade e estabilidade das proteinas esga®), e 6 (potencial teratogénico), ndo
se aplicam a esta solicitacao.

Para a inativacdo apos a fermentacdo a empresdiudsei pelo uso de vapor
superaquecido gerado com facilidade em sua plagte efetivamente mata as leveduras
e ndo deixa residuos ambientalmente agressivostmaf que 62C por 90 minutos
inativa completamente a cepa nas varias condig@sipadas (em agua ou vinhacga). Na
producdo a Amyris usard temperaturas bem superi@2$C) garantindo completa
seguranca de inativacao.

Avaliacdo de impacto ambiental da cepa GM:

Aspectos especificos da biosseguranca ambientapaY1979.

O processo apresenta da pagina 11 a pagina 168ramde conjunto de experimentos
desenhados e realizados para avaliar aspectosatinde da seguranca ambiental da
levedura recombinante.

Nivel de risco do organismo receptor

Ha muitas evidéncias de que a levedura de pardficagegura, sendo a principal
delas a sua ampla utilizacdo para a producédo de péreja, vinho e um grande nimero
de outros alimentos e suplementos alimentares¢fifics e, mais recentemente, para a
producéo industrial de etanol.

O 6rgao norte americano NIH (National Institutes Hdalth) considera este
microrganismo tao seguro que dispensa certos proeatbs de avaliagcdo de risco,
conforme explicitado no Appendix C-lll. Saccharomy¢iost-Vector Systems
(veja http://oba.od.nih.gov/oba/rac/guidelines_QB¥NGuidelines_Apr_02.htm).

Deteccao

A deteccao da levedura recombinante por PCR € stngphcurada. As leveduras
nativas apresentam apenas uma banda de 270 pbanémggque as leveduras
geneticamente modificadas poderdo ser facilmenséinduidas pela presenca duas
bandas, uma de 279 pb e outra de 417 pb.

Estabilidade da construgéo

O gene para a FS esta integrado no genonta akeevisiae e a cepa Y1979 néo
contém plasmideos, portanto € esperado que a lektdbi do gene seja mantida.
Entretanto, para avaliar uma improvavel instabilglea empresa desenvolveu um ensaio
para detectar a presenca do gene FS. Amostras fsdadas a partir de cultivo em
diferentes periodos e submetidas a técnica de RG#Idnia, na tentativa de detectar a
presenca do gene FS. Os iniciadores foram espauiicte desenhados para as regides
flanqueadoras, fora do gene FS, para mostrar quéatd, 0 gene permaneceu intacto
durante a experimentacdo. Os resultados mostraugno (gene FS esteve presente em
todas as etapas e que nenhuma instabilidade geriétidetectavel na cepa Y1979 em
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mais de 72 h de cultivo continuo (~ 40 geracdeslas as 24 coldnias testadas apés 24 h,
48 h e 72 h de cultivo continuo continham todaS agegracdes genéticas. Este ensaio,
portanto, sugere fortemente que a estabilidadetigarda constru¢do é mantida na cepa
Y1979.

Variacao da expressao génica

N&o ha qualquer razéo teorica para se esperar lbenacdo da expressao génica
de genes néo relacionados a via de producdo dolonat@ N&o foi observada, nos
resultados experimentais apresentados, qualquécagéb disso. Por outro lado, a
expressao do gene, avaliada pela producéo de émmessteve sempre dentro da faixa
esperada.

Destino da biomassa, gases e efluentes

Conforme instruido no Processo, a fermentacdo m@@edida em sistema de
reatores fechados, cujo objetivo € minimizar oariambiental. A biomassa produzida
durante esse processo sera inativada antes dessartda. A Amyris Brasil produzird o
farneseno em unidades proprias e pretende fututani@enciar a tecnologia para
terceiros.

Durante o processo fermentativo na industria deserevar em consideracao os
riscos de escape da levedura GM ao ambiente. Akasé&e multiplicam vegetativamente
nos fermentadores e a empresa se propde a adofaotonolo no qual a linhagem GM é
inativada por calor, gerado por vapor a altas teatpes, apds a fermentacgdo. Isto visa
minimizar a liberacdo de células vivas no ambi@mdastrial.

O processo produtivo, desde a alimentacdo do pméefdgador (que é o tanque
para multiplicacdo e preparo do indculo), passapela alimentacdo das dornas de
fermentacdo, até as centrifugas de separacadpéefrisistema absolutamente fechado,
cujo fluxo se da por tubulacbes e bombas de alegéot As leveduras oriundas do
processo fermentativo sdo recicladas e retroalianemts dornas. As células excedentes e
todo o efluente de fermentacdo (que € conhecideipbaca) serdo inativadas por calor.
Dados apresentados no processo as folhas 112 emddtdam que Y1979 deixa de se
multiplicar quando aquecida a 66°C por 120 s, ieddpnte se suspendidas em agua ou
em vinhaca. Uma vez que o calor gerado no prodedsstrial € da ordem de 120°C, isto
garante, na pratica, a morte de 100% das células.

Fluxo génico vertical

A cepa Y1979 foi incapacitada para a reproducdaiaix e a esporulacdo a
quaisquer niveis detectaveis, por nocaute dos gemE$ e IME1l. STE5 é necessaria
para o acasalamento em S. cerevisiae. Cepas cobncasde STE5 mostram uma
reducdo da reproducdo sexuada em mais de seissatdemagnitude (Elion, 2001). O
gene STE5 codifica para uma proteina necessarie gpaeproducdo sexuada em S.
cerervisae e reune pelo menos trés outros compEmeeicessarios para a reproducao
bem sucedida. Na auséncia de STE5, células deuevedo conseguem detectar a
presenca de parceiros sexuais no ambiente. Poregua gene IMEL1 € o principal um

SPO — Area 05 — Quadra 03 Bloco B — Salas 10 a 14
Brasilia , DF — CEP: 70610-200
Fones: (55)(61) 411 5178 / 411 5516 — FAX: (55)(&W7 7475



Ministério di I
Ciégncia e Tecnologii

comissao técnica nacional

Ministério da Ciéncia e Tecnologia - MCT CTN B
Comisséo Técnica Nacional de Biosseguranca - CTNBIio 10

B .
umM PAlS DE TODO! de biosseguranca

regulador transcricional da meiose e mutantes calelecdo deste gene nao esporulam
(Kassir et al., 1988). Medidas extras de precaygia reduzir ainda mais o evento ja
improvavel de transferéncia de genes da cepa GM qaras leveduras foram tomadas.
Sabe-se que leveduras diploides ndo acasalanveduta cepa Y1979 € um dipléide.

Fluxo génico horizontal

A probabilidade de fluxo genético de leveduras gaganismos pertencentes a
outras familias filogenéticas € baixa. No caso dpacY1979, que nado dispde de
plasmideos, esta frequéncia é ainda menos. A fnequé&las transferéncias de genes
horizontais entre espécies € prognosticada a ser 20x10-17, inferida a partir dos
dados evolutivos (Schlutest al., 1995). Além disso, a cepa Y1979 é muito menos
robusta quando comparada a PE-2 e outras levedigrascorréncia natural, sendo
rapidamente superada por estas quando na NatUfepmsetanto, 0 mais importante
elemento desta analise de risco é que a levedtaars®ta pelo calor antes de qualquer
liberagcdo no ambiente. Assim, a transferéncia bota teria que ser passiva, a partir de
restos celulares, o que é ainda mais improvavel.

Competitividade com leveduras nativas

Em condicbes de fermentacdo controlada, a cepankecante ndo apresenta
competitividade em relacdo as linhagens comerdigésileiras mais comuns. Os
resultados sdo muito claros e estdo adequadam@méseatados no processo. O
experimento em vasos contendo solo de area agpeodacana também indicam que a
sobrevivéncia da cepa Y1979 no solo ndo vai além IR dias e que ela é menos
competitiva do que as leveduras nativas.

Sobrevivéncia e resisténcia térmica

A cepa Y1979 é notadamente mais sensivel ao calq@recessos de esterilizacdo
gue a cepa PE-02, apresentando sobrevivéncia d€D&x% apos 60 segundos a 66 oC,
duas ordens de grandeza menor do que a cepa PHR02s as cepas sdo mortas com 90
segundos ou mais de exposicdo a 90 oC. Os ressilesiao claramente indicados na
pagina 113 do processo. Os resultados sdo confagrzat outro experimento descrito na
pagina seguinte e em conjunto mostram que é viawesdterilizacdo da vinhaca e do
suspiro (sobre a dorna), que contém levedura.

Impacto sobre colecdes de dgua
As cepas PE-02 e Y1979, quando adicionadas a afgiaram varios parametros
fisico-quimicos de forma essencialmente equival@réginas 115-116 do processo).

Impacto sobre o solo

Quando pellets de células das duas cepas ou sspectigas vinhacas foram
adicionadas a vasos com terra com plantas de @aatttar, ndo houve diferenca
significativa devido a aplicacdo das vinhacas eégss Y1979 e PE-2 para quase todos os
nutrientes avaliados. Contudo, ap0s a adicdo dbdstgpdoram encontrados maiores
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niveis de potassio e calcio nos tratamentos cord B relacdo a Y1979. A adicdo de
pellets de levedura a cultura da cana, contudoénéu procedimento realizado de rotina
nem sequer de forma excepcional, sendo apenas tiffoi@arde experimentacdo. As
diferencas observadas nao tém, portanto, implicaggativa na seguranca do ambiente.
Os resultados estédo claramente apresentados mdeast&il.6 e VII.7 das paginas 117 e
118 do processo.

Impacto sobre a biota

O solo é o principal ecossistema receptor de ureateal liberacdo acidental de
Y1979. Os resultados a pagina 133 do processo I@ &fte 12) mostram que a levedura
Y1979 teve um efeito de toxicidade igual ou mermgde o PE-2 sobif@aphnia similis.
deDugesia tigrina (uma planéaria de 4gua doce) que a cepa da levedntmle PE-2. A
mortalidade deDanio rerio associada a cepa Y1979 foi também equivalentgetlga
controle, PE-02, como mostrado na tabela VII.Jj%@ina 138 do processo.

Foi avaliado também o impacto da levedura e devsiaca sobre duas espécies
indicadoras utilizadas internacionalmente em tedeecotoxicidade de solo, sendo a
espécie de colémbold;olsomia candida, usada como representante da mesofauna e a
espécie de minhockisenia andrei, como representante da macrofauna edafica. Nao
houve qualquer diferenca entre a cepa Y1979 equigadente ndo modificada PE-02.

Em relagdo a microfauna, diferentes abordagensnfatélizadas. A abundéncia
de bactérias em vasos mantidos em casa-de-vegeatagadoram aplicados células e a
vinhaca de Y1979, foi avaliada através de plaquatom@o solo em meio de cultura. A
diversidade de bactérias, fungos e leveduras faliala pela técnica DGGE em solos
extraidos destes mesmos vasos. Testes de comgatibil foram conduzidos em
laboratorio utilizando fungos e bactérias repremsies de grupos funcionais importantes
como os entomopatdégenos, decompositores e anttpdis fitopatdgenos. Além disto,
foi conduzida uma analise de um processo ecologigmortante do solo que é a
decomposicdo de matéria organica, processo esteéqgerercido por uma grande
diversidade de organismos da fauna do solo. Estan@& forma indireta de avaliar
alteracfes na fauna do solo.

N&o foram encontradas diferencas estatisticasfis@fivas entre a cepa Y1979
em relacdo a levedura PE-2, no que se refereragteda diversidade microbiana ou da
abundancia de alfa-proteobactéria, actinobactérifungos no solo durante um periodo
de 60 dias.

A cepa Y1979 também ndo apresentou impacto sighifit no modelo de
microrganismos do solo que indicam as condicOessalele do solo, tais como o
Metarhizium anisopliae (um entomopatégeno), ®richoderma harzianum (um fungo
fitopatogénico antagonista), &acillus pumilus CL16 (bactéria decompositora de
celulose) e dPleurotus sajor-caju (um fungo decompositor de lignina). Mais uvea
ressaltamos que a levedura ndo serd lancada vivaem ambiente, exceto em um
cenario de acidente.
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A cepa Y1979 também ndo apresentou impacto sigtific em plantacbes de
cana-de-acUcar ou nas taxas de decomposicdo dowselm suas propriedades quimicas
quando comparada a levedura nativa PE-2. Essaslipasqforam simuladas em
experimentos no quais a vinhaca da cepa Y1979nmpregada na rega (irrigacdo) de
cana-de-acucar, como € feito atualmente com PEdtras vinhacas de levedura nas
usinas de etanol no Brasil.

Também séo apresentados os resultados de tesdemvpliar os efeitos potenciais
do farneseno na comunidade de insetos em geralragéo de sua atividade com
feromonios. Ao longo de um estudo de cinco mes&Es foaram identificados impactos na
comunidade local de insetos quando se comparouresidhas que continham farneseno
com as armadilhas de controle que n&o continhammf@mios (herbivoros, parasitéides e
predadores).

A presenca do farneseno na vinhaga é, por fim, peacupacéo adicional. De
fato, o farneseno se acumula tanto na parte liquodermentado quando no interior da
levedura. A maior parte do farneseno da fermentacdetirada antes do descarte da
vinhaca estéril. Na massa de levedo, a concentia@de ser consideravelmente maior.
Mas este produto ndo sera empregado para nutagéenos que novos estudos levem a
sua recomendacao. O descarte sobre o0 solo € qomaivel destino, de imediato, para
este derivado.

Plano de monitoramento:

Seu objetivo sera inicialmente garantir e acompaalediciéncia da inativagdo do
MGM no efluente industrial. Qualquer escape seraito@mdo para avaliar persisténcia
do organismo no meio ambiente. O trabalhador e& ¢ontato com o MGM. No
entanto por meio do registro de ocorréncias, haassépanhamento do padréo de saude
dos trabalhadores visando detectar qualquer efaierso. Os dados obtidos serao
apresentados em relatério anual por 5 anos.

O uso da técnica de PCR de colbnia sera utilizalootina nas amostras de
levedura recolhidas no ambiente da empresa paréaararvazamentos. A metodologia
molecular para acompanhamento no meio ambientsctitde

Concluséo:

Considerando que ndo existem efeitos adversos tapteg de interacdes
indesejaveis entre 0s genes expressos em leveduramsgene inserido ou que sua agao
resulte em alteragdo do comportamento (virulénatafgenicidade/competitividade)
desta levedura para o meio ambiente ou para humaramsmais; que a linhagem de
origem € de uso corrente e segura; que o produfercentacdo € substancia presente de
maneira abundante na natureza, de toxicidade sigtiva apenas para insetos e que sua
producdo serd em sistema fechado e que os métedasativacdo do efluente sé&o
eficientes e a proposta de monitoracdo adequade|uimos que os riscos a saude
humana e animal sdo praticamente inexistentes estaeproducdo industrial € segura,
atendendo a legislagéo brasileira de biossegu@ngaisa a protecdo do meio ambiente,
agricultura, satde humana e animal.
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A CTNBio decidiu por dezoito votos favoraveis, unotoy contra e duas
abstencdes pelo deferimento da liberacdo cometaigdvedura Y1979 para a producéo
de farneseno.
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