Solicitacao:

Amyris Pesquisa e Desenvolvimento de Biocombustil&ila. , detentora do CQB 255/08, vem,
respeitosamente, a presenca desta Comissao, pord@eseu representante legal, Sr. Roel Win
Collier, requerer a liberagdo comercial da leved@accharomyces cerevisiagepa 1979

geneticamente modificada para producéo de farneseno

Saccharomyces cerevisiae

A leveduraS. cerevisiaecitada na literatura como agente de fermentacaotiligada na
industria de alimentos e bebidas em diversas farBrasforma ativa, &accharomycesg utilizada
na indastria de panificacdo, na fermentacéo alcaélem outros processos fermentativos (Yamada
et al, 2003). Na forma inativa, essa levedura tem sidito usada na alimentacdo animal, como
fonte de proteina e outros nutrientes; enquantongualimentacdo humanaSaccharomycetem
sido utilizada principalmente na forma de derivadoemo aromatizante, realcador de sabor e
complemento nutritivo, por possuir fonte de pradside alta qualidade, de vitaminas do complexo
B e minerais, especialmente selénio e zinco. Ret@,taS. cerevisiae produzida por processos
bem controlados, em fermentadores, com elevadodgrawreza.

Além de apresentar elevado teor em proteina (3D%)7 os produtos de levedura séo ricos em
vitaminas do complexo B (B B,, Bs, acido pantoténico, niacina, &cido félico e bia}jnem
minerais, em macro e microelementos, particulareneaténio e fibra dietética, representados por
carboidratos da parede celular, principalmente mas& glicanas. Apresenta uma diversidade de
aminoacidos, sendo uma excelente fonte de lisiqgagdaz da levedura um complemento ideal.

As leveduras secas apresentam uma composicao guapricximada de 6 % de umidade, 45 %
proteina, 6 % de lipideos e 9 % de cinzas. Comgt&nbia de reserva, as leveduras acumulam
trealose, glicogénio e lipideos. Destacando-seoogponentes da parede celular: glicana, manana e
quinina.

Diferentes técnicas podem ser empregadas quanttlizagiio da biomassa de levedura.
Antigamente, recuperava-se o maximo de leveduragéteroSachharomycesla producédo de
bebidas fermentadas, principalmente cervejaszamitio-as em panificacao. Estas linhagens devem
ser cuidadosamente selecionadas, de modo a atemrjentamente as condi¢des do processo de
propagacdo e as exigéncias da panificacdo e depezsestar caracteristicas como: estabilidade
durante a conservacdo da cultura, capacidade deiroento sob condi¢cdes de elevada aeracéo,

elevada capacidade de propagacdo nos mais diferestiestratos, entre outros. Em 1968,



Fleischmann iniciou a producéo industrial da levadorensada e contribuiu para a melhoria da
bioquimica da fermentacéo.

O nitrogénio, devido a sua importancia para asdasas, é considerado um elemento essencial
para a multiplicacdo e crescimento das mesmas. rigstente entra como constituinte de varias
substancias organicas encontradas nas levedura® aminoacidos, proteinas, enzimas,
piridinas, purinas pigmentos respiratorios, leaitivitaminas e cefalina. Para que possa ocorrer uma
continua producdo de novas células, torna-se réggess adicdo de nitrogénio extracelular. A
forma como este nutriente se encontra disponiveme® é de grande importancia para o seu
aproveitamento, sendo a mais favoravel a amoniaaadua auséncia sao utilizadas outras fontes, e
como consequéncia ha um aumento de producdo deostmepsecundarios, como alcoois
isoamilico, amilico e propilico.

As proteinas presentes nas leveduras, além deeeser importantes funcbes metabolicas,
apresentam grande interesse comercial. A levedis@dtante da fermentacéo alcoolica industrial
estd sendo recuperada na forma de subproduto @a@mercializada como alimento protéico,
para racao animal, no mercado interno e externam®ém destacado que geralmente o conteudo
protéico dos microrganismos é mais elevado em &elacmaioria das outras fontes (Nogueira e
Oliva Neto, 2000). A ampla utilizacdo da levedueapénificacdo € uma evidéncia que comprova
seu perfil de seguranca favoravel. Diversas agéng@ernamentais estudam e aprovam a
utiizacdo da levedura de panificacdo. O o6rgdo maweo responsavel pelo controle de
medicamentos e alimentos (Food and Drug AdministtatFDA) classifica &. cerevisiae como
GRAS (Generally Recognized As Safe), ap6s estudansivamente o microrganismo. O Instituto
Nacional de Saude americano (National Instituteblexdith - NIH considera 8. cerevisiae tao
segura, que a maioria dos experimentos que a eamoBAo isentas de suas orientacdes (NIH,
2002). Da mesma maneira, a EPA isenfa aerevisiae da maior parte das clausulas previstas no
Toxic Substance Control Act (legislacdo americana tegula a introducdo de novos produtos
guimicos no mercado). PortantcS acerevisiae é empregada como organismo eucariético modelo

padrdo em estudos nas areas de microbiologiagidotelular, bioquimica e genética.

Descricdo do OGM

A cepa geneticamente modificada utilizada pela Asninc., cepa Y1979, deriva da cepa
comercial deS. cerevisiaeonhecida como PE-2, extensivamente utilizada ehasinia brasileira de
etanol. A cepa PE-2 tolera bem as condicbes sewraprocesso industrial que inclui altas
concentracbes de etanol. PE-2 foi originalmentéadso de dornas de fermentacdo da Usina da

Pedra, em 1994, no estado de Sdo Paulo, e se meftiiente em outras usinas para a producao de



alcool etilico, com bom tempo de permanéncia nasasosem serem substituidas por leveduras
selvagens.

A S. cerevisiadoi geneticamente modificada para produzir efi@emnte o farneseno. Isto
foi conseguido pela introducdo de um unico transgengeneFS (GenBankAAX39387.1), que
codifica afarneseno sintas¢Gene Bank AAX39387.1) da planta artemisfatémisia annua
Asteraceag usada ha séculos para tratar febres e mais recemtenpara tratar malaria em
humanos, foi o Unico transgene de outra espéoigpncado a cepa Y1979. farneseno sintasé7
kDa converte o intermediario intracelulaPP em farneseno. Além da introducdo do gé&s
foram introduzidas copias adicionais de genes esmtlisgdeS. cerevisiagla via do mevalonato sob
controle de promotores da prop8acerevisiaeA cepa final Y1979 contém a via do mevalonato de
cepas nativas expressa com 0S mesmos promototais depas nativas, mas com cépias adicionais
expressas com promotores de outraS.deerevisiaetais como aqueles envolvidos no metabolismo
central ou na utilizacdo de galactose. A modificagi@ra superexpressao da rota nativa do
mevalonato resulta no aumento do fluxo de carb@mdrd da rota e prové mais substrato FPP para
FS do que proveria a rota nativa. O nocaute dos g&1és5 e IME1 geraram uma cepa sem
capacidade de reproducdo sexuada a um nivel detket&sporulacdo. O gene STES € necessario
para a reproducdo sexuada $nterevisia@ em cepas cujo STES5 é ausente mostram uma reducéo
da eficiéncia de reproducdo em até seis ordensagaitnde. O gene IME1 é o principal regulador
transcricional da meiose e mutantes com dele¢cagede falham em esporular. Esse mesmo gene,
IME1, € um regulador positivo da meiose &n cerevisiae A integracdo de marcadores de
fragmentos de ADN (knock-in) foi procedida por etsyole remocao ou “reciclagem”de marcadores
da via “URA blasting. Resumidamente, na auxotrdgauracila, um cassete de ADN, contendo o
gene URA1l (que codifica orotidina-5’-monofosfoto sdarboxilase) e suficiente sequéncia
homologa de ADN flanqueador para o alvo, foi irdermo gene de resisténcia alvo inativando,
entdo, o gene de resisténcia. O gene URAL foi suleseemente removido pela selecdo contada
em placas de agar contendo o antimetab@HBOA Este processo foi repetido até que todas as
integracbes desejadas estivessem completas e twlawmarcadores de selecdo (genes para

resisténcia a antibidticos, por exemplo) fossenoredos.

Considerando que:

1 - Nao existem interagbes com efeitos adversosrehdos na cepa Y1979. O gene alvo, da
farneseno sintase® 0 Unico gene que expressa uma proteina na@mn@is outros genes TRP1,
ADE1, URA3, GAL7, GAL4, ERG12, ERGS8, ERGY9, ERGIRE&19, ERG20, CTRS3, IDI1,
HMG1, LEU2, GAL80, IME1, e STE5 sé&o oriundos dapié S. cerevisiaee tem funcbes de
regulacéo da rota do mevalonato e de balango go fle carbono;



2 - Nao existe qualquer evidencia de que estessgen seus produtos estdo associados a efeitos

adversos em seres humanos ou meio ambiente.

3 - A Cepa Y1979 foi modificada a partir da cepaZ?EA linhagem PE-2, conhecida popularmente
como linhagem da Usina da Pedra, isolada e idesuidi em 1994, é utilizada na producgéo de etanol
a partir de cana-de-acucar no Brasil em cercaO% 8as usinas no pais sendo responsavel,

portanto, por 10% do etanol produzido no mundo.

4 - Em geral, nenhuma evidéncia na literaturaefatontrada que indique que as modifica¢des
genéticas par8. cerevisiadbaseado nos genes ou em produtos genéticos)ast@doiadas com a
presenca de viruléncia, patogenicidade, persistérmil invasividade, comparado a levedura
mutante que esta geralmente presente no meio abkortanto, essas alteracfes feitas na cepa
PE-2, para obter a cepa modificada Y1979, ndo deamar efeitos adversos aos seres humanos,

animais ou meio ambiente, mesmo em caso de linesiéental.

5 - O farneseno € um feromdnio de natural secrgtadafideos em doses baixas considerandos o0s
possiveis efeitos toxicos, porém, em doses muéwvaelas pode ser toxico para insetos [35]. No
processo proposto a fermentagdo serd feita emmsisiechado, sendo extremamente improvavel
gue haja a liberagcéo de quantidades desta sulsmctoncentracdes no meio ambiente que possa
ser toxica ao homem, animais e meio ambiente. Thrabaealizados no Laboratorio MB Research
Laboratories (Spinnestown, Pennsylvania, EUA) soarBL50 do farneseno em ratos determinou
ser superior a 5000 mg/Kg de peso. Nestas dosage®m ndo se observou respostas no teste
dermal até 24 horas, tendo uma resposta muito #mgétimo dia e uma resposta fraca no décimo

guarto dia.

6 - Os testes realizados pela empresa e demonstrexdproposta ndo foram observados efeitos

pleiotrépicos ou epistaticos dos genes inseridos.

7 - E desconhecida a patogenicidad&deerevisiag a detecgido Gnica dessa levedura em isolados
clinicos de individuos extremamente imunocomprasostié muito rara. Ha de se ressaltar também
gue essa levedura esta presente em diversos alsnig como cascas de frutas, cascas de graos,
massas, paes, bebidas fermentadas; essa amplédudity garante que praticamente toda
populacdo humana, ao longo dos séculos, tem maobidiato direto com alimentos contenflo

cerevisiae .



8 - Amyris Crystalserv Persquisa e Desenvolvimed® Biocombustiveis Ltda realizou
experimentacdo e com laboratorios independentbesrédrio do Prof. Dr. Italo Delalibera Jr —
Departamento de Entomologia e Acarologia — Esalg/Us laboratorio do Prof. Dr. Wellington
Luiz de Aradjo — Ndcleo Integrado de Biotecnoloda Universidade de Mogi das Cruzes) para
possiveis riscos ambientais derivados da utilizat®dr1979. Nesses estudos foi avaliado se a
presenca de Y1979 altera de algum modo a diversidagliantidade microbiana presente no solo
em comparacdo a presenca da cepa controle PE-2foNd@etectada alteracdo em organismos

aguaticos expostos a cepa Y1979, bem como na tagpmsetos a ao farneseno.

9 - Conforme relatado anteriormente e descrito Im@cevidéncias de que a cepa Y1979 possa
produzir metabdlitos e proteinas potencialment&c&®xou que possam causar efeitos adversos ao
consumidor, animal ou humano. A DL50 do farnesemsugerior 5000 mg/kg de peso. Até esta
dosagem nenhum dos animais morreram. Além dis&mais ndo pretende usar a cepa Y1979 e o
farneseno para consumo humano ou animal. E impebse o ser humano ou animal venha a
ingerir tais doses acidentalmente. A enziam@eseno sintasgroduto de expresséao do gene alvo,
nao apresenta similaridade com alérgenos conheoidgsie animais testados ndo apresentaram
reacOes alérgicas apds ingestédo da levedura ce&g@®Ydonforme descrito anteriormente.

Conclusao:

Considerando as observacdo da literatura e a daéscdios experimentos realizados pela
empresa Amyris Crystalserv Persquisa e Desenvohtinele Biocombustiveis Ltda, somo
favoraveis a solicitacdo de uso industrial da cép@79 para producéo do fernaseno, componente
fundamental para a producdo de combustivel. Nadkilas sobré&accharomyces cerevisiger
um organismo corriqueiramente presente no procdssaivilizacdo humana; a cepa PE-2 foi
encontrada e descrita em 1994 como prevalente arasuprodutoras de alcool no estado de Séo
Paulo; as modificacdes desenvolvidas na Y1979rtér pla PE-2 ndo geraram quaisquer novos
riscos, os quais foram confirmados por experiméaapresentada pela empresa e por laboratérios
independentes.
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