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ESSE PROCESSO POSSUI INFORMACOES CONFIDENCIAIS

Processo: 01200.005161/2010-86
Data de Protocolo: 15/12/2010
Requerente: Embrapa Arroz e Feijdo e Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

CQB: Embrapa Arroz e Feijdo (CQB 08/96) e Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(CQB 04/96)

Total de Paginas: 504

CNPJ: 00.348.003/0014-35 (Embrapa Arroz e Feijdo) e 00.348.003/0038-02 (Embrapa Rec. ’
Genéticos)
Endereco:

Embrapa Arroz e Feijéo
Rodovia Goilnia - Nova Veneza, Km 12 - Zona Rural. Caixa Postal 179
Santo Antonio de Goias/GO — 75375-000

Embrapa Recursos Genéticos
Parque Estacfio Bioldgica - Final da W5 Norte - Caixa Postal 02372
Brasilia/DF — 70770-900

Presidente da CIBio:
Embrapa Arroz e Feijdo: Josias Correia de Faria
Embrapa Recursos Genéticos: Eduardo Romano de Campos Pinto

Descri¢cio do OGM: Feijoeiro (Phaseolus vulgaris 1..) geneticamente modificado resistente ao
virus do mosaico dourado do feijoeiro (Bean golden mosaic virus), evento de transformagio
Embrapa 5.1.

Extrato Prévie: 2614/2010
Classificacdio: Classe de Risco 01

1) Resumo de Processo:

A requerente solicita confidencialidade para detalhes da estrutura dos transgenes no
evento Embrapa 5.1. O pedido fundamenta-se no fato de que foram gerados 22 eventos e apenas
dois apresentaram o fendtipo desejado (resisténcia ao geminivirus). Os fatos moleculares para tal
ocorrido ainda n3o foram desvendados. A requerente acredita que esses mecanismos poderdo ser
objeto de protegdo intelectual, sobretudo em tecnologia para resisténcias a viroses.

A requerente produziu uma linhagem de feijoeiro geneticamente modificado denominado
Embrapa 5.1. A seguir sfo reproduzidas algumas informagdes constantes do processo.
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O transgene foi gerado através da estratégia de RNA interferente (RNAi) que conferiu alta
resisténcia ao virus do mosaico dourado do feijoeiro (Bean golden mosaic virus - BGMV). O
OGM foi obtido pela inser¢éo do transgene com a utilizagdo de biobalitica. O constructo contém
um fragmento do gene rep (ACI) do BGMYV, posicionado em senso e antisenso (intercalados por
um intron). Esse RNA foi desenhado para formar um grampo com seqtiéncias de RNA de dupla
fita (dsRNA) que sfo reconhecidas pela maquinaria celular para gera¢do de pequenos fragmentos
de RNA (siRNA) que interferem na expressfio do gene rep viral. Como conseqiiéncia da falta de
expressdo do gene rep, a replicaglio viral € comprometida e as plantas se tornam resistentes ao
virus. O cassete de expressdo do RNA foi denominado de 44C7hpRNA. Para sele¢do dos brotos
geneticamente modificados originados de células apicais de embrides zigéticos de feijdo foi
inserido o gene At4has (também chamado de csri.2), que € oriundo de Arabidopsis thaliana com
seu promotor e regido ndo traduzida 3'(3"UTR) nativos. O gene Atahas codifica a subunidade
maior da enzima aceto-hidroxiacido sintase (AtAHAS), também chamada de acetolactato sintase,
que confere tolerdncia aos herbicidas do grupo quimico das imidazolinonas. Embora o evento
Embrapa 5.1 tenha cépias integras do gene Atdhas, verificou-se que as plantas nfo tém
significativa tolerancia aos herbicidas. A tolerincia ¢ suficiente apenas para que permita a selegfo
in vitro de brotagBes geradas a partir de células transformadas, originadas a partir do meristema
apical de embrides de feijoeiro.

O vetor foi denominado pBGMVRNAIAHAS, incluindo as seguintes regiGes: ahas3’
contém o promotor do gene da acetolactato sintase de A. thaliana; ahas codificante para a
acetolactato sintase de 4. thaliana; ahas3’ da acetolactato sintase 4. thaliana; 35ScaMV
promotor do RNA 358 do virus mosaico da couve-flor; rep fragmento de 411 pb do gene rep
(ACI) do virus do mosaico dourado do feijoeiro; pdk intron do gene que codifica para a
piruvato ortofosfato diquinase de Flaveria trinervia; ocs3’ terminador do gene da octopina
sintase de Agrobacterium tumefaciens; bla gene da P-lactamase de Escherichia coli. Para
transformacdo genética pelo processo de biobalistica, esse vetor foi previamente clivado com
a enzima Fspl.

Os dados moleculares e genéticos indicaram que o constructo foi inserido em um Unico
lécus e apresentou-se estavel por vérias geragdes de autofecundacfio. N&o foram identificadas
sequéncias funcionais do gene bla (que codifica resisténcia a P-lactdmeros como a amplicilina —
marcador). Tal fato decorre da digestéio com a enzima de restricdo Fspl, ja que o gene bla possui
dois sitios de restrig8o para essa enzima o que levou a inativagio do gene.

A presente tecnologia destina-se a conferir resisténcia ao mosaico dourado do feijoeiro
¢ causado pelo virus BGMV (Bean golden mosaic virus) que ¢ transmitido por moscas brancas
(Bemisia tabaci, Genn.) presentes em todas as regides do pais onde se cultiva o feijoeiro. Os
sintomas da doenga sdo mosaico nas folhas, nanismo e/ou superbrotamento. Além disso, as
plantas infectadas precocemente tendem a alongar o ciclo vegetativo, fato relacionado ao
excessivo abortamento de flores. As vagens, quando se desenvolvem, mostram-se deformadas e
de tamanho reduzidos, com as sementes subdesenvolvidas, afetando a qualidade final dos gréos e
o seu valor comercial.

2) Fundamentacio técnica da Decisdo do Relator

O processo contém a caracterizagdo molecular do inserto com mapa detalhado do
vetor pPBGMVRNAIAHAS empregado na transformacfo do feijdo da var. Olathe em evento
Embrapa 5.1. Afirma a empresa que este vetor possui 12.429 pb e que foram sequenciados
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50.030 pb correspondendo ao 16cus de integracdo bem como que nas analises reahzadasamz; CIN

Southern blot de vérias geracdes e apds cruzamentos, PCR para amplificagdo de sequenczas
especificas, e fendtipo de resisténcia ao virus BGMV que se mostrou estavel por diversasy
geracBes, comprovam a eficiéncia da transformagfo, embora a resisténcia tenha sido
comprovada em apenas dois eventos.

Os ensaios agrondmicos foram realizados em Santo Antonio de Goias (GO), Londrina
(PR) e Sete Lagoas (MG), nos quais foram avaliados: produgfo em g/parcela de 25m?;
porcentagem de germinagfo; altura inicial das plantulas; largura méxima das folhas pnmanas,
comprimento maximo das folhas primdrias; nimero de sementes por vagem; massa de 100
sementes; comprimento das vagens; comprimento das sementes; e largura e espessura das
sementes. N&o houve diferencas estatisticas significativas ao nivel de 5% de probabilidade
entre a variedade genitora Olathe e o evento Embrapa 5.1, e quando houve nfo se mostraram
consistentes. Algumas diferengas ocorreram entre o evento GM e a variedade genitora no ano
de 2008 no comprimento méx. das folhas primdrias, n° de sementes por vagem, comprimento
das sementes e n° de griios por vagem, porém ndo se mantiveram no ano seguinte em todos os
locais. A empresa ressalta que mesmo que fossem consistentes, tais diferengas seriam diluidas
pois o evento Embrapa 5.1 serd utilizado apenas como doador do transgene para cultivares
comerciais de feijoeiro, visto que no pais feijdes da classe pinto ndo sfio comercializados.

A avaliac@o da heranga genética dos genes inseridos mostrou uma segregac¢do 3:1 para
a resisténcia ao BGMV, sendo que as plantas segregantes apresentaram fendtipo normal em
todos os casos analisados, ou seja nos cruzamentos do evento Embrapa 5.1 com cultivares
BRS Pontal e Pérola. Efeitos pleiotrépicos e epistaticos nfo foram constatados nos ensaios
com o evento modificado resultante da inser¢@o dos genes Atdhas e AACIhpRNA.

A seguranca da transformagfo foi avalizada pela escolha de doadores conhecidos
como Arabidopsis thaliana e préprio BGMV que teve seu gene rep (ACI) desenhado para
formar um grampo com sequencias de RNA de dupla fita (dsRNA) e interferir na expressdo
do rep viral. A seguranga do feijio GM foi testada com alimento para animais ¢ humanos
através de composi¢do quimica para estabelecer a Equivaléncia Substancial em amostras
coletadas nos diversos ensaios realizados nos trés canteiros experimentais.

Animais alimentados com feijdoes genitor ¢ GM nfio apresentaram diferencgas
nutricionais, imunolégicas e histoldgicas, caracterizado a inocuidade da transformagio
realizada e a seguranc¢a do emprego do feijio Embrapa 5.1 como alimento destinado a
humanos. Foram descartados também possiveis efeitos alergénicos pela introducdo dos genes
escolhidos, seja pelo histérico de uso deles em diversas transformacSes ja aprovadas em
diversos paises, seja pela andlise in silico dos peptideos expressos.

Os autores dos estudos que culminaram com a presente solicitagdo de liberagfo
comercial atenderam plenamente, em diversos niveis, as exigéncias de ensaios de
biosseguran¢a padronizados internacionalmente para a correta caracterizagdo de inocuidade
do transgene. Vale mencionar que novos testes poderfo ser incorporados aos ora apresentados
sem, no entanto, invalidar os resultados da presente peticdo ou alterar o entendimento de
seguranga do evento Embrapa 5.1.

A requerente apresenta no Anexo I o detalhamento da metodologia empregada em
todas as partes referidas no processo evento elite Embrapa 5.1 em relagdo as amostras
controle convencionais da var. Olathe: planejamento e desenvolvimento do feijoeiro
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geneticamente modificado; caracterizagdo fenotipica e avaliagdo agrondmica das plantas
modificadas; composi¢dio quimica e nutricional dos feijdes GM; ensaios nutricionais;
infestag@o programada com moscas brancas (Bemisia tabaci, Genn.); e avali¢des de impacto
ambiental sobre insetos, microrganismos do solo, nutrientes e atividade enzimatica, entre
outras. No Anexo II estd pormenorizado o mapa genético com a sequéncia de integragdo do
evento Embrapa 5.1, que por si justifica a solicitagdo de informagio confidencial.

2.a) Consideracdes especificas sobre a avaliacio de risco ambiental

Na avaliacdo de risco ambiental ¢ essencial a clara formulagdo do problema
representado pela liberag@o do feijoeiro transgénico, seguida de uma mensuragfo de riscos e
terminando na conclusfo sobre a seguranga do evento para o meio ambiente. Todas estas
etapas estfio minuciosamente detalhadas em um grande niimero de consideragdes apoiadas em
farta literatura e em experimentos realizados pela EMBRAPA, descritas com riqueza de
detalhes na Secdo VII, entre as paginas 227 e 386. Ressaltamos a seguir alguns pontos que
sdo mais importantes porque, na nossa leitura, mais pertinentes a avaliagio de risco deste
evento.

Inicialmente cumpre ressaltar que o feijoeiro comum n#o € nativo do Brasil e sim da
regido andina sul-americana ou ainda da América Central e do Norte (México). As variedades
cultivadas no Brasil foram introduzidas apds a colonizagfo portuguesa e algumas delas bem
recentemente, com a chegada de imigrantes italianos. N&o ¢ realista sustentar-se que hd um
grupo expressivo de agricultores que mantém suas variedades de feijdo de forma tradicional,
como ocorre no milho. Assim, a agrobiodiversidade ¢, do ponto de vista de patrimdnio
genético brasileiro, inexpressiva.

Por outro lado, o feijoeiro € essencialmente autégamo. Independente da fauna de
polinizadores € baixa a freqiiéncia de cruzamentos, que atualmente representam um problema
na agricultura apenas no caso de produgdo de sementes.

Quanto ao fluxo génico para espécies compativeis, sabe-se que ¢ improvavel o
cruzamento de P. vulgaris com as espécies mais proximas P. coccineus e P. polyanthus e a
maioria dos cruzamentos nfo produz hibridos férteis. No caso pouco provavel da passagem do
transgene para um hibrido fértil, o organismo seria hemizigoto e sua resisténcia ao virus seria
muito inferior ao do feijoeiro GM. Assim, nfo se esperaria uma vantagem seletiva real.

Com base nestas informacdes, disponiveis na literatura revista no pedido de liberagéo
comercial, observa-se que os riscos de cruzamento sfo baixos e, em havendo, os danos
esperados sfo negligencidveis. De fato, nem se espera que os feijoeiros cultivados nas
proximidades de plantios de feijdo GM cruzem com estes em taxas significativas (este é um
problema de coexisténcia, que nada tem a ver com a avaliag8o de risco), nem muito menos
que o transgene se propague em populagdes de outras espécies do género.

Em nossa leitura, ndo ha outras questdes relevantes ambientais neste caso, ja que o
feijoeiro em andlise ndo expressa proteinas recombinantes em taxas significativas nem altera
de forma alguma a relag8o desta planta com a biota, quando comparada com seu parental.

A audiéncia publica trouxe a discussdo alguns pontos relevantes & avaliagdo ambiental,
tais sejam a presenca de polinizadores diversos e a eventualidade de fluxo génico para
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quanto a biosseguranga ambiental deste evento.

Quanto & biosseguranga alimentar, seguimos o parecer consolidado das setoriais
pertinentes, que foram favoraveis a liberagfo comercial deste evento.

3) Produto da Expressio:
e Pequenos siRNA
e Baixos niveis de AHAS

4) Area de Restricio Ambiental: | ,

Conforme estabelecido no art. 1° da Lei 11.460, de 21 de margo de 2007, “ficam vedados a
pesquisa e o cultivo de organismos geneticamente modificados nas terras indigenas e dreas de
unidades de conservacéo.

5) Nivel Biosseguranga: nivel de biosseguranga 1.

6) Parecer final do relator:

Atendidas as condigdes descritas no protocolo e as medidas de biosseguranga contidas no
processo, essa atividade NAQ E potencialmente causadora de significativa degradagfo do
meio ambiente ou satde humana. Na avalia¢fo deste relator, o evento Embrapa 5.1 deve ser
considerado tdo seguro quanto a espécie nfio transformada sendo, portanto, favoravel a
liberagdo comercial deste produto..
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Paulo Paes de Andrade
Relator - Membro da CTNBio

Assessor Técnico da CTNBio: Gutemberg D. Sousa
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