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Esta submissdao € referente ao Processo n° 01200.003386/2003-79, Arroz
Libertylink, evento LLRice62. Nio existe nenhum interesse comercial no produto foco
do processo acima mencionado, nem ligagdes diretas ou indiretas com a empresa
solicitante, da mesma forma que ndo possui nenhuma conexdo com empresas
concorrentes que competem no desenvolvimento de produtos similares. A submissio
apresentada ¢ informativa devido a experiéncia na area de pesquisa tratada no texto
abaixo. E requisitado, portanto, que exista a possibilidade de participacao na Audiéncia
Piablica n® 03/2209 para posterior aprofundamento das questdes aqui sumarizadas.

Foram analisados e avaliados os estudos contidos no Capitulo 7 e 10 que
correspondem a caracterizagdo molecular e a alguns aspectos da seguranca alimentar.
Esta submissdio esta organizada de forma a contemplar cada item da caracterizagio
molecular seguindo as diretrizes para a condugio de avaliagiio de seguranga alimentar
de alimentos derivados de plantas DNA-recombinante da Comissio do Codex
Alimentarius ¢ os principios do Protocolo de Cartagena sobre Biosseguranga.

Caracteriza¢io molecular do inserto

O estudo de Tack e Beuckeleer (1998) traz trés géis de Southern Blot cujo
objetivo foi de demonstrar a estabilidade ¢ verificar a integragio dos transgenes no
evento LLRice62.

Para a verificagdo da integragio dos transgenes, foram realizados dois géis de
Southern Blot, cada um com uma sonda diferente. O gel da Figura 5 (pagina 73) utilizou
a sonda do vetor de replicagdo, com 2665bp. Eventos de integragdo podem gerar
resultados falsos positivos quando sondas grandes sdo utilizadas. Quanto maior o
tamanho da sonda, maiores sdo as chances de ndo detectar as diferencas entre 0 DNA da
planta e 0 DNA da sonda. Da mesma forma, se existe a integragdo no evento LLRice62
de algum pequeno fragmento (ex: = de 1 a 20bp) correspondente & seqiiéncia
nucleotidica da sonda utilizada, a mesma poderia ndo detectar devido a fraca
hibridizagio entre um fragmento de 2665bp (sonda) e seu correspondente (ex: 20bp) no
DNA da planta.

A Figura 6 (pagina 74) apresenta um gel em que a sonda de construgio (1502bp)
foi utilizada. Da mesma forma, a sonda € de tamanho grande e as implicagdes deste tipo
de metodologia correspondem ao descrito anteriormente, Neste caso, no entanto, a
sonda poderia estar hibridizando mesmo se houver algum tipo de diferenca na
seqiiéncia. A confirmacdo desta situagio se revela no evento em questio. No estudo de
Berghmann e De Beuckeleer (2001) esta confirmada a dele¢io de um nucleotideo que
deveria estar presente no transgene 7335 na localizagdo do 2205bp (ordem conforme
sequéncia do plasmideo vetor). Apesar da diferenga na seqiiéncia da sonda e do DNA da
planta, a mesma hibridiza normalmente.

Além disso, outros problemas foram verificados no procedimento realizado. Na
Coluna 5 da Figura 6, em que o DNA da planta transgénica foi digerido com a enzima
de restrigdo LcoRV, deveriam aparecer 2 bandas correspondentes aos 2 fragmentos de
DNA  digeridos pela enzima e hibridizados pela sonda, conforme o mapa de
interpretagdo da pagina 76. No gel, aparece apenas a banda de 3500bp. Iguaimente, na
Coluna 11, em que o DNA da planta transgénica foi digerido com a enzima Ncol
deveriam aparecer 2 bandas correspondentes aos fragmentos de 1000bp e de 2800bp.
No entanto, apenas o fragmento de 2800bp aparece. Nesta mesma coluna, aparece uma




banda extra de tamanho aproximado de 4500bp de sinal fraco. A requerente ndo faz
mencdo a nenhum destes resultados.

A auséncia de fragmentos esperados pode estar relacionada com a auséncia de
sitios de restricio das enzimas FeoRV e Neol, ou, da nio hibridizagio da sonda com
esses fragmentos. Neste ultimo caso, a ndo hibridizagio poderia estar relacionada com a
ndo homologia da DNA da planta com o DNA da sonda devido a diferengas na
seqiiéncia nucleotidica.

A importancia das analises moleculares utilizando-se a técnica de Southern Blot
é discutida por Konig ef al. (2004), que afirmam a insuficiéncia em se caracterizar o
DNA inserido meramente utilizando-se PCR, pois ndo € possivel revelar o nimero de
insergdes e o numero de copias dos transgenes por esta técnica. Tambem, descrevem
sobre métodos de transformagdo direta, como aquele utilizado neste evento, sendo
necessaria a investigacio da contaminagido por seguéncias de DNA bacteriano ou do
plasmideo doador. Neste caso, através de fragmentos digeridos e purificados em géis,
como a técnica de Southern Blot, sendo a mais apropriada.

A falta de informagées sobre a seqiiéncia nucleotidica da jungdo do DNA da
planta e os transgenes inseridos tambem traz incertezas na caracterizagio deste evento.
Fica impossivel prever o tamanho dos fragmentos digeridos precisamente, portanto, se
existem quaisquer recombinagdes no inserto, € possivel que nio sejam diagnosticadas e
previstas nos estudos se seguran¢a alimentar e ambiental. Este tipo de informagio é
previsto pela Diretriz 2001/18/EC da Comussdo Européia (European Commission,
2001).

"With regard io flanking sequences in general the GMO panel is aware that
comparative sequence analysis may not always be possible due to limited genomic
databases for the crop species in guestion. It is also clear that not all functions and or
sequence patterns of plant genes and non-coding sequences (Tike promoters and
enhancers) are known. Thus flanking sequence information will not provide
unequivocal evidence for safety but will support the risk assessment substantially. It is
therefore important to re-state that the panel maintains a holistic approach i
comparative risk assessment, dealing with evidence from several approaches of whic

molecwlar analysis is but one. " (EFSA, 2004)

Também, todas as bandas detectadas nos géis de Southern Blot apresentaram
diferengas em suas intensidades. Intensidade de sinal nas bandas esta relacionada com o
nimero de copias de fragmentos obtidos pela digestdio e detectados pela sonda.
Portanto, ¢ esperado que, no caso de apenas uma copia do inserto descrito, todas as
bandas deveriam apresentar a mesma intensidade.

Conseqiiéncias para a biosseguranca

A utilizagdo de transformagio direta via bombardeamento de particulas ativa
nucleases e enzimas de reparagdo do DNA. O DNA transferido ¢ degradado ou usado
como substrato para reparagio, resultando num potencial rearranjamento e incorporagéo
no genoma da planta hospedeira (Takano ef a/., 1997). Em plantas superiores, a maioria
dos rearranjamentos envolvem ilegitimas recombinactes durante DNA double-sirand
break repair (Sargent et al.,1997). Outros mecanismos também podem estar envolvidos,



como ligagdo nio homologa, ou mecanismos de deslize (slipping page) da polimeras,
podendo gerar deleigdes.

Kohli ef al. (1999) falam sobre a possibilidade de de inser¢Oes entre regides
codantes do genoma da planta, podendo ocorrer disrupgio de genes da plantas
(mutagdes, trucamento, deleigdes).

Collonnier e al. (2003) apresentou resultados que mostram diferentes
rearranjamentos ocorridos em transgénicos comerciais. As dele¢bes ocorreram em
Mon&10, GA21, Bt176. As recombinagdes ocorreram em T25, GTS 40-3-2, Btl76_E as
repeticdes adjacentes (em tfandem) ou invertidas ocorreram em: T25, GA21, GTS 40-3-
2, Bt176. Além destes exemplos confirmados, o caso do Mon810 apresentou
recombinaghes e fragmentos do inserto espalhados por diversos locais no genoma
hospedeiro. E valido informar que estes exemplos foram primeiramente caracterizados
por metodologias que ndo puderam identificar estes acontecimentos.

Segundo Novak e Haslberger (2000), se a localizagdo da inser¢io do DNA no
genoma hospedeiro ndo ¢ completamente entendido, ndo se deve assumir que nfo
havera efeitos negativos. Testes deverdo ser conduzidos com a inclusio de uma
avaliacio de possiveis mudangas em macro e micro-nutrientes, bem como em
constituintes nao-nutritivos relevantes, como toxinas e fatores anti nutricionais inerentes
as plantas.

Efeitos ndo intencionais pode ser resultado de insergdes aleatorias de seqii€ncias
de DNA no genoma da planta, e que podem causar disrup¢io ou silenciamento de genes
ja existentes, ativagdo de genes silenciosos, ou ainda modificagdo na expresséo de genes
existentes (CAC, 2003). Esses efeitos podem estar relacionados com a expressdo de
novas proteinas, novos fatores alergénicos e toxicos, subestimados nas avaliagdes de
seguranga alimentar.

O niimero de copias dos genes inseridos, como os genes de interesse e os genes
marcadores, € importante para medir a quantidade de produtos expressos, os padrdes de
heranga ou qualquer outro efeito expresso no fendtipo, incluindo proteinas novas e
produtos ndo esperados.

Recomendacies

Para uma maior precisdo das analises de Southern Blot, sugere-se a utilizagio de
sondas menores (ex: = 150bp), mas que, no entanto, cobrissem todo o fragmento do
vetor cuja suspeita é de ndo inser¢io na planta transgénica. Isso poderia ser feito
utilizando um maior nimero de enzimas de restri¢do para a confecgio da sonda. A
utilizacdo de um numero maior de enzimas de restrigio ajuda na identificagdo de
possiveis rearranjamentos do transgene durante a insergdo. A enzima Sall, por exemplo,
tem sitio de restrigdo no gene bar,

Para a conduta na avaliaciio da seguranga alimentar de alimentos derivados de
plantas de DNA-recombinante, o Codex Alimentarius prevé a seguinte norma:

“the organisation of the inserted genetic material at each insertion site including copy
mumber and sequence data of the inserted material and of the surrounding region,
sufficient to identify any substances expressed as a consequence of the inserted



material, or, where more appropriate, other information such as analysis of transcripis
or expression products to identify any new substances that may be present in the food. ™
(CAC/GL 45-2003)

Desta forma, seria necessario um maior numero de informacdes e ensaios sobre
o numero de copias do inserto, podendo ser realizados através das técnicas de Southern
Blot e PCR quantitativa.

As analises de proteoma podem ajudar na caracterizagio do inserto pela
avaliagio de seus produtos expressos. Sdo recomendadas técnicas para quantificagio
segundo Bredford (1964), para caracterizacdo por eletroforese bidimensional (2D) e
para identificagiio por espectrometria de massa. Posteriormente deve se prosseguir a
comparagio dos resultados obtidos através da utilizagio de bancos de dados atualizados
(ex: http://blast.ncbi.nlm.nih. gov/Blast.cgi).

A analise de fragmentos transcritos (mRNA) também serve como uma poderosa
ferramenta molecular na investigagio de rearranjamentos e/ou transcrigdes inesperadas.
Técnicas de microarrays sdo especificas para estes fins. Mais além, este tipo de técnica
pode ajudar na identificagido das proteinas expressas.
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