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Descricgao:

A GDM Genética do Brasil S.A. apresenta “Consulta sobre
o status regulatorio da soja com tolerancia a seca editada por CRISPR-Cas no
Brasil”, em atendimento a Resolu¢cao Normativa n°16, de 15 de janeiro de

2018.

A soja com tolerancia a seca é uma soja criada com a edicao precisa de
genomas através do uso do sistema CRISPR-Cas, originando-se, portanto,
através de Técnicas Inovadoras de Melhoramento de Precisdo (TIMP) e esta
enquadrada no Artigo 1°, paragrafo 1° e paragrafo 3° inciso 11, da Resolugédo
Normativa 16, cujo “produto obtido por técnica que introduz mutacoes sitio
dirigidas, gerando ganho ou perda de funcéo génica, com a auséncia
comprovada de ADN/ARN recombinante no produto”.



A seguir, encaminhamos todas as informagdes solicitadas no “Anexo 11” da
Resolugdo Normativa n°16 de 15 de janeiro de 2018. Adicionalmente,
informamos que existem informacdes confidenciais ao referido processo, o
qual esté solicitado e descrito em volume separado.

Assim sendo, apresentamos esta Carta Consulta @ CTNBIo na expectativa de
obter um parecer favoravel em relacdo ao enquadramento da soja com
tolerancia a seca obtida por CRISPR-Cas como ndo-OGM e seus derivados,
nos termos do Artigo 3° da Lei n°11.105 de 24 de marco de 2005, baseado nos
requisitos estabelecidos na Resolugdo Normativa n°18 de 15 de janeiro de
2018.

Fundamentacdo Técnica:

A GDM Genética do Brasil S.A. apresenta “Consulta sobre

o status regulatorio da soja com tolerancia a seca editada por CRISPR-Cas no
Brasil”, em atendimento a Resolucdo Normativa n°16, de 15 de janeiro de
2018.

A requerente considera que a soja com tolerancia a seca pode ser considerado
no ambito da RN16 por utilizar ferramentas de biologia molecular para
atualizar mutacdes sitio-dirigidas e alvos e atender ao artigo Artigo 1°,
paragrafo 1° e paragrafo 3° inciso I11, da Resolucdo Normativa 16, cujo
“produto obtido por técnica que introduz mutagdes sitio dirigidas, gerando
ganho ou perda de fungdo génica, com a auséncia comprovada de ADN/ARN
recombinante no produto”.

Classificacao taxonémica:

Nome da familia: Fabaceae (leguminasas)
Genero: Glycine

Nome da espécie: Glycine max (l.) Merr. (soja)

A pesquisa foi realizada utilizando a variedade GDM18C210, uma variedade
de soja convencional, com grupo de maturacédo IV e adaptacédo para o Sul dos
Estados Unidos e parte da Argentina. A obtencdo dessa nova variedade de
soja com tolerancia sera destinada para o uso tradicional da soja e enquadra-se
na classe de Risco 1.

Os elementos genéticos e suas sequéncias de ADN usadas no
desenvolvimento da soja com tolerancia a seca ndo estao presentes no genoma
da planta selecionada. Além disso, sdo elementos com baixo risco individual e
baixo risco para a coletividade por ndo conterem genes ou elementos
geneticos patogénicos, com potencial de recombinacao ou alergénicos.



De acordo com estas caracteristicas, a soja com tolerancia a seca é classificada
na Classe de Risco 1 (baixo risco individual e baixo risco para a coletividade):
O OGM que contem sequéncias de ADN/ARN que nédo causem agravos a
saude humana e animal e efeitos adversos aos vegetais e a0 meio ambiente, de
acordo com a Resolugcdo Normativa n° 18, de 23 de marco de 2018, Art. 8° do
Capitulo IV.

A soja com tolerancia a seca é uma soja criada com a edicdo precisa de
genomas, através do uso do sistema CRISPR-Cas, em que o alelo selvagem de
um gene foi mutado (editado) para resultar em plantas com maior tolerancia a
seca, que ndao contém outras mutacdes ou insercdes transgénicas no seu
genoma.

Na criacdo da soja com toleréncia a seca, o sistema CRISPR-Cas foi utilizado
para causar mutacGes na sequéncia do gene RACK1 de uma planta de soja,
que resultassem em enzimas (proteinas com atividade catalitica) ndo
funcionais, através da terminacdo antecipada da sequéncia de amino acidos
das proteinas (proteinas truncadas) com a modificacdo de um dos aminoacidos
para um codon de terminacdo. O sistema CRISPR-Cas foi inserido no genoma
de uma variedade de soja e removido nas geracGes seguintes, através de
melhoramento classico por cruzamentos genéticos naturais da soja
(autofecundacéo). Testes moleculares foram utilizados para identificar a
planta que ndo herdou os elementos genéticos do sistema CRISPR-Cas e que
herdou 0 gene com a modificacédo desejada.

O gene utilizado como alvo para a indugdo de mutagénese dirigida durante o
processo de criacdo da soja com tolerancia a seca foi 0 gene chamado e
Receptor for Activated C Kinase 1 (RACK1). A sua identificacdo no genoma
de soja é Glyma.05G243800, de acordo com a anotacdo versdao Wm82.a2.v1
do genoma referéncia de soja da cultivar Williams 82 (Schmutz et al. 2010).

O complexo proteico CRISPR-Cas foi utilizado para causar mutagénese sitio
dirigidas em genes de plantas de soja com o objetivo final de editar
precisamente 0 genoma da soja, modificando um alelo selvagem sem resultar
em plantas com mutacdes em outros genes ou inser¢des transgénicas no seu
genoma. Isso atende a Resolugdo Normativa n® 16 de 15 de janeiro de 2018
como uso de Mutagénese Sitio Dirigida, descrita no Anexo I.

Um sistema CRISPR-Cas foi desenhado para expressar a enzima Cas9 e dois
gRNA para guiar o corte do ADN do gene RACKZ1. Estes elementos genéticos
foram clonados num plasmideo binario, para multiplicacdo em E. coli e
Agrobacterium tumefasciens.

A insercdo do sistema CRISPR-Cas em soja foi realizada atraves de
transformacdo genética por Agrobacterium tumefasciens. Apds a



transformacdo, os tecidos foram cultivados em meio de cultura suplementados
com hormonios vegetais para regenerar plantas de soja (T0). Estas plantas
comumente apresentaram inser¢do do vetor num dos cromossomos, gerando
plantas hemizigotas para o vetor. Este estado genotipico foi utilizado para
selecionar plantas com cromossomos sem a insercdo do vetor e com edi¢do no
gene alvo RACK1 ao final do processo, garantindo que nenhum residuo

do vetor de transformacao estava presente nas plantas.

Como resultado da edicéo do gene RACKL, foram encontradas duas edi¢coes
na sequéncia de ADN do gene, sendo cada uma resultante de cada um dos
dois gRNAs usados, originando um novo alelo

A primeira destas alteracdes na sequéncia de ADN do gene RACK1 resultou
na delecéo de trés nucleotideos, com consequente alteracdo da sequéncia
predita da proteina pela troca de dois aminoacidos por um amino acido
diferente na posicdo do primeiro gRNA. A segunda alteracdo na sequéncia de
ADN do gene RACKU1 resultou na delecédo de quatro nucleotideos, resultando
na alteracdo do codigo genético (frame- shift) e criacdo de um cddon de
terminacdo cinco codons apo6s o local de edicdo. E formacdo de um cddon de
terminacdo da sequéncia proteica predita. As posi¢oes especificas de
anelamento dos dois gRNAs e posicdes especificas das mutagdes induzidas
pelo sistema CRISPR-Cas estdo descritas no relatorio.

A analise de amostras de tecido foliar do geno6tipo ndo editado (controle) e da
planta editada para tolerancia a seca pelo sequenciamento do genoma
completo confirmou as edic¢des pela verificacdo de auséncia de edi¢Oes off-
target e da presenca de qualquer sequéncia remanescente do vetor usado no
processo de edicdo que continha o sistema CRISPR-cas.

A requerente informa que nenhuma modificacdo foi realizada para alterar a
expressao génica do gene RACK1 ou quantidade de tradugédo da sua proteina e
por isso ndo se espera que haja mudanca na expressao génica ou das
quantidades da proteina truncada traduzida do alelo editado em relagéo a
versao selvagem. A proteina resultante do alelo editado do gene RACK1
possui sequéncia quase idéntica a versdo original, apenas divergindo na troca
de dois para um outro aminoacido na regido de edicdo do primeiro gRNA e na
troca de cinco aminoacidos desde a regido de edi¢do do segundo gRNA até a
formacdo de um codon de terminacdo. Como a proteina do gene RACK1
interage com varias outras proteinas a nivel celular e é responsavel pela
modulacdo de resultados fisiologicos pela transducéo de sinais (Adams et al.
2011), o unico fenotipo esperado € que a modulacao diferenciada em situacdes
de estresse bidtico, e principalmente abiético, resulte numa maior tolerancia a
estes estresses, como descrito em diferentes espécies de plantas e para
distintos estresses (Li et al. 2009, Komatsu et al. 2014, Wang et al. 2014, Li et
al. 2018).



Né&o detectamos e a requerente também informa ndo conhecer nenhuma
aprovacao comercial ou de outro tipo para o gene RACKL.

A avaliagéo da possivel edicdo de regides ndo alvo (off-targets) foi realizada
pela homologia de sequéncia de outras regides do genoma em relacéo a regiao
alvo das clivagens pretendidas pelo servico "CCTop - CRISPR/Cas9 target
online predictor”, disponibilizado no sitio https://crispr.cos.uni-heidelberg.de/.
A sequéncia de ADN alvo para a edi¢do do gene RACK1 foi encontrada com
100% de identidade, como esperado (resultados ndo apresentados so
informados). Outras quatro regides do genoma apresentaram alguma
homologia com as regides dos dois gRNAs desenhados para edic¢ao e criacao
da soja com tolerancia a seca. Entretanto, apresentaram no minimo trés bases
de diferenga, o que teoricamente diminui muito a possibilidade de clivagem
pelo sistema CRISPR-Cas.

Além da avaliacdo de bioinformética das sequéncias de outros locos do
genoma que poderiam resultar em edi¢6es ndo intencionais (off-target), a
planta de soja com tolerancia a seca foi submetida a um teste molecular de
sequenciamento gendmico para comparacao das sequéncias, ndo foi detectado
edicOes ndo intencionais

Ainda com relacdo a caracteristicas ndo intencionais ou efeitos pleiotropicos
da edicdo do gene RACK1, ndo foram observadas nenhuma caracteristica
fenotipica entre a soja com tolerancia a seca, editada para o gene RACK1, e a
amostra controle nos plantios subsequentes a edi¢cdo génica realizada. A
estabilidade do comportamento da planta editada, em relacdo a planta controle
GDM18C210, também foi usada como indicativo da baixa chance de que
variedades comerciais derivadas da soja com tolerancia a seca apresentem
efeitos fenotipicos ndo intencionais.

Parecer:

Diante da andlise realizada pela CTNBIio nos dados aportados pela requerente,
considera-se que a edicdo gendmica que resultou na toleréncia a seca em soja
foi realizada utilizando técnicas inovadoras de melhoramento de precisédo
previstas na Resolugdo Normativa 16 da CTNBiIo. Portanto, a soja com
tolerancia a seca ndo se enquadra como um novo OGM nas definicdes

do artigo 3o da Lei 11.105 de margo de 2005.

Data: 05/05/2022

(assinado eletronicamente)
Dr. Paulo Augusto Vianna Barroso
Presidente da CTNBio
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