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Solicitacido

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (Embrapa) Arroz e Feijdo e a Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia vém solicitar a CTNBio o parecer técnico referente a liberagéo comercial de
Feijoeiro Geneticamente Modificado Resistente ao Mosaico Dourado- Evento Embrapa 5.1 (BEM-
PVO51-1). O evento de feijoeiro Embrapa 5.1 foi gerado com o uso da estratégia de RNA interferente
(RNAI) e ¢ altamente resistente ao virus do mosaico dourado de feijoeiro (Bean golden mosaic virus-
BGMYV). Os interessados enviaram Proposta para a Comisséo Técnica Nacional de Biosseguranga —
CTNBio contendo informagdes detalhadas quanto a caracterizagdio molecular do evento,
desenvolvimento, desempenho agronémico e ambiental e seguranga alimentar do referido feijdo. A
Proposta encontra-se instruida em um volume de 504 paginas subdividido em oito partes, 2 anexos
contendo: Anexo I, Materiais e Métodos e 0 Anexo 2, a Sequencia completa do 16cus de integragéo do

Evento Embrapa 5.1 ¢ Referencias Bibliograficas.



PARECER TECNICO
1. O cultivo de feijao no Brasil: Consideracdes gerais

A introducdo do feijdo no Brasil, possivelmente, se deu através de trés rotas: uma para feijGes
pequenos teria sua origem no México, seguindo pelo Caribe, Colombia, Venezuela e Brasil; a outra seria
para os feijdes grandes, como a cultivar Jalo, provavelmente oriunda dos Andes (Peru); e uma terceira
r(‘)tavvinda da Europa, com os feijdes trazidos por imigrantes vindos de 14. O feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris L) teve origem no Novo Mundo, tendo sido levado ao Velho Mundo ap6s o descobrimento da
América. O género Phaseolus compreende muitas espécies das quais apenas 4 sdo cultivadas: P. vulgaris
L., P. coccineus L., P. acutifolius Gray var. latifolius Freem e P. lunatus var. lunatus. Das quatro, a mais
importante ¢ o feijoeiro comum ou P. vulgaris, amplamente adaptado e cultivado. Os caracteres
morfolégicos empregados na identificagdo de cultivares de feijoeiro (P. vulgaris), que envolvem a fase
vegetativa e reprodutiva estfio apresentados na figura V.1 e tabela V.2. O ciclo da cultura é completado
em 70 a 110 dias, a depender da cultivar e das condi¢des climaticas. O feijio comum € a leguminosa mais
consumida no Brasil, sendo considerado o ingrediente-simbolo da gastronomia brasileira. O feijdo tipo
carioca ¢ aceito em praticamente todo pais, representando 53% da 4rea cultivada, enquanto o feijdo preto
¢ mais popular em alguns estados como Rio Grande do Sul, Santa Catarina, sul e leste do Parand, Rio de
Janeiro, sudeste de Minas Gerais e sul do Espirito Santo. O feijdo mulatinho é mais aceito na Regifio
Nordeste e ¢ também denominado de Chita Fina e Bagajé. Feijdo roxo e rosinha sdo mais aceitos nos

Estados de Minas Gerais e Goiés.

2. Caracterizacio do problema

Variedades de feijoeiros Embrapa 5.1 GM constituem ferramenta importante para o controle do
virus mosaico dourado no Brasil e possivelmente em outros paises das Américas. O mosaico dourado €
causado pelo virus BGMV (Bean golden mosaic virus) que é transmitido por moscas brancas (Bemisia
tfabaci, Genn.) presentes em todas as regides do pais onde se cultiva o feijoeiro. Quando ocorre a doenga
as perdas estimadas da produg¢8o de gréos podem variar de 40 a 100% dependendo da incidéncia, da
€poca do plantio e do cultivar. As perdas anuais no pais variam entre 90 a 280 mil toneladas de grios,
quantidade suficiente para alimentar entre 6 a 20 milhdes de brasileiros adultos.

O virus do mosaico dourado ou o mosaico dourado (MD) do feijoeiro foi inicialmente encontrado
no municipio de Campinas (SP), proximo ao Instituto Agronémico de Campinas (IAC) em 1965 e desde
entdo se disseminoﬁ para quase todas as regides produtoras de feijdo do Pais, principalmente aquelas com

clima adequado para o inseto vetor, a mosca branca denominada Bemisia tabaci. A doenga do feijoeiro
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pelo mosaico dourado leva a um amarelecimento foliar, brilhante e intenso. As plantas podem ainda
apresentar sintomas de nanismo e/ou superbrotamento. As vagens quando se desenvolvem mostram-se
deformadas e de tamanhos reduzidos, com as sementes subdesenvolvidas, afetando a qualidade final dos

grios e o seu valor comercial. O virus do mosaico dourado pertence ao género Begomovirus e assim

reconhecidas como fitoviroses de grande importancia econdmica.
3. Transformacio genética do feijdo - evento Embrapa 5.1
O evento Embrapa 5.1 foi obtido a partir de inser¢do de transgenes no genoma nuclear com a

utilizacio do método de biobalistica. Para obtengfio de resisténcia ao virus do mosaico dourado foi

inserido um gene quimérico para expressio de um RNA contendo um fragmento, posicionado em senso e

- anti-senso (intercalado por um intron), do gene rep (AC1) do BGMV. O RNA foi desenhado de modoa

formar um grampo com sequencias de RNA de dupla fita (dsRNA) que sdo reconhecidas pela maquinaria
celular para a geragio de pequenos fragmentos de RNA (siRNA) que vio interferir na expressdo do gene
rep viral. Sem a expressdo deste gene, a replicagfo viral fica comprometida, tornando as plantas
resistentes ao virus. O cassete de expressdo do RNA grampo (hpRNA) é denominado na presente
proposta de A4CI1hpRNA. Para selecionar os brotos geneticamente modificados originados de células
apicais de embrides zigéticos de feijéo foi inserido o gene csr1.2 (denominado de Aidhas) de
Arabidopsis thaliana com seu promotor e regifo 3’ nfo traduzida (3° UTR) nativos. O gene Atdhas
codifica a subunidade maior da enzima aceto-hidroxidacido sintase (AtAHAS), também chamada de
acetolactato sintase, que confere tolerdncia aos herbicidas do grupo quimico das imidazolinonas.
Observou-se, entretanto, que embora a planta tenha cépias integras deste gene At4has, a tolerancia €

. suficiente apenas para selegdo das brotag@es, sendo as plantas sem tolerancia significativa aos herbicidas.
A CTNBio j4 aprovou o evento de soja BPS-CV127- geneticamente modificada tolerante ao herbicida
do grupo quimico das imidazolinonas, devido a expresséo do gene At4has. A Proposta apresenta na Fig.
V.16, fotos do desenvolvimento do Evento Embrapa 5.1, testado em condigdes de casa de vegetagéo,
mostrando alta resisténcia ao virus do mosaico dourado, mesmo apds inoculacdo mediada por grande
numero de moscas brancas. As fotos comparam o Evento Embrapa 5.1 com a sua variedade parental o

feijdo Olathe.
4. Caracterizaciio molecular do OGM Evento Embrapa 5.1

e Caracteristica da planta receptora: a variedade de feijoeiro Olathe foi desenvolvida e langada pela

Colorado State Um’versity Experiment Station, EUA, em 1979. E uma variedade resistente a



Uromyces phaseoli var. typica, resistente a 15 estirpes americanas do virus Bean common mosaic
e ao Curly top virus.

e Vetor utilizado € seu espectro de hospedeiro: o vetor PBGMVRNAIAHAS cujo mapa de restri¢io
-esta’ apresentado na figura V.25, possui 14 400 bp e ¢ derivado do vetor pBluescript I SK (-) da
Stratagene. O gene at4has foi clonado no sitio de Xbal; o cassete de expressio AACIhpRNA foi
clonado no sitio de Notl; para a transformag8io genética o vetor PBGMVRNAIAHAS foi digerido
com a enzima Fipl que corta o vetor em duas posigdes removendo parte do fragmento do gene bla

de E. coli que codifica para enzima beta-lactamase.

e O orgahismo doador do gene AtAhas ¢ a espécie Arabidopsis thaliana, que ndo € patogénica a
humanos e animais, ou que produza toxinas ou alérgenos. Além disso, o gene Atdhas € encontrado
em diversas espécies de vegetais, apresentando alta similaridade com o gene Pv4has, que codifica
a proteina AHAS do feijoeiro.

e As sequencias do BGMV presentes no evento Embrapa 5.1 nfio codificam para nenhuma proteina *
¢ o hpRNA resultante da expresséio do gene quimérico é processado pela célula em siRNA. -

e Elementos reguladores: na construcéio do gene quimérico A4C1hpRNA foi empregado o promotor
do RNA 358 do virus do mosaico da couve —flor (CaMV) e o sinal de poliadenilag8o e terminagfo
de transcri¢éio do gene da octopina sintase (ocs) de Agrobacterium tumefaciens. O CaMV tem
baixo espectro de hospedeiros, sendo restrito a plantas da familia Cruciferae, representada pela
couve, couve-flor, brécolis, repolho e mostarda. O feijoeiro P. vulgaris néo é hospedeiro do
CaMV. A sequencia 3’ do gene ocs vem de 4. tumefaciens, uma bactéria Gram-negativa de solo e
possui uma gama de hospedeiros mais ampla. As sequencias do CaMV e de A. tumefaciens
presente no feijoeiro Embrapa 5.1 néio causam danos a planta nos diversos aspectos estudados,
além de ndo serem codificadoras de proteinas. A sequencia nucleotidica completa do vetor

PBGMVRNAIAHAS estd apresentada nas paginas 110 a 114.

A caracterizagio molecular completa do inserto e da regifio flanqueadora presente no cromossomo do
evento Embrapa 5.1 foi feita empregando diversas técnicas de seqlienciamento, devido a complexidade
das estruturas de grampos. As sequencias completas estfio apresentadas no Anexo II da presente Proposta.
A figura V.26 na pag. 120 mostra a estrutura dos transgenes presentes no lécus de integracfio. Analises de
Southern blotting empregando sondas para os fragmentos nos 3°, ahas 5°, 35SCaMYV e do gene bla,
mostraram que os fragmentos presentes no genoma do evento 5.1 foram detectadas nas analises de
seqiienciamento do locus de integracio. Empregando a metodologia de FISH (Hibridizac#o in situ
Fluorescente), foi possivel confirmar que os transgenes estdo em um tnico 16cus, como ilustra a figura

V.29.



A proteina AtAHAS foi detectada em folhas, raizes e flores. Os niveis entretanto, sdo muito baixos
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fazendo com que plantas adultas quando tratadas com herbicidas do grupo quimico das 1m1dazohn0 3
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nio mostrasse tolerdncia.
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desenhados com um primer ancorado na sequencia flanqueadora 5° ou intercaladora e outro prgnﬁk }'2)
] &
ancorado no inserto (apresentados na tabela da pag. 137). Com estes primers € possivel deteqtgfta :,‘/7/ o g &
o

presenca do OGM no evento Embrapa 5.1, e na variedade BRS pontal apos cruzamento com ev%g) %@"
9 geracBes de autofecundagdo com padrio amplificacdio semelhantes. A linhagem parental Olathe ndo
GM nfo apresentou produtos de amplificagdo a partir destes primers. Estes dados estdo apresentados na

figura V.39. Estes resultados mostram também a estabilidade genotipica do evento Embrapa 5.1.

5. Avalia¢io da biosseguranga alimentar do feijio GM- evento Embrapa 5.1
A seguranca a satide humana e animal foi avaliada e confirmada pelos resultados de uma série de estudos

resumidos abaixo:

e A caracterizacdo molecular detalhada do locus de integragfio dos transgenes no evento Embrapa
5.1 mostrou a presenca de cassetes integros de expresséo de Atdhas e do dSRNA correspondente a
um fragmento do gene rep do BGMV; nenhuma outra sequencia com possibilidade de expressdo
de outra proteina ou RNA foi identificada;

e Caracterizacio bioquimica mostrou que a proteina AtAHAS expressa em quantidades muito
pequenas no feijoeiro Embrapa 5.1 € tipica da classe das proteinas AHAS, incluindo a do proprio
feijoeiro, com histérico de uso seguro na alimenta¢do humana e animal; |

e A composi¢do e a equivaléncia nutricional do feijoeiro Embrapa 5.1 quando comparada ao seu
parental e outras variedades convencionais foram demonstradas por andlise de nutrientes
importantes e de fatores anti-nutricionais. Foram avaliados os teores dos principais agucares,
vitaminas, aminoacidos, minerais e proteina. A comparaco foi feita com feijoeiro GM e ndo GM
cultivados em oito regides do Brasil por um periodo de cinco anos. Estes resultados estdo
compilados nas tabelas V1. 2 a VI. 9 ¢ as variagSes de nutrientes e anti-nutrientes apresentados nas
figuras V1.8 e VL9. As analises das principais proteinas presentes nos gréos colhidos de campos
cultivados com o evento Embrapa 5.1 e a variedade Olathe parental, em Santo Antonio de Goias
(GO), Sete Lagoas (MG) e Londrina (PR), foram feitas em gel bidimensional, nos quais as
principais proteinas foram identificadas. Estes dados estdo apresentados nas figuras VL10 a
VI.13, que mostram o mesmo padréo eletroforético entre as os feijdes analisados.

e Estudos de élimenta@éc feito em animais confirmou a equivaléncia nutricinal do evento 5.1 em
relacio ao seu parental. Os animais, ratos Wistar (machos e femeas), foram separados e
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distribuidos aleatoriamente em quatro grupos para quatro tratamentos nas duas etapas de estudo:
crescimento (30 dias) e exposi¢éio prolongada (180 dias). A dietas foram preparadas utilizando
como fonte proteica o feijio GM evento Embrapa 5.1 e a variedade parental ndo—GM. Os
resultados destes ensaios estfo descritos nas figuras VI.14 e VI.15. Nao foram observadas
diferencas significativas na evolugfo de peso inicial e peso final de animais submetidos a 45 dias

" de tratamento com dieta contendo feijio GM e nfio-GM. Resultados semelhantes foram
observados na evolugfo de ganho de peso dos animais tratados com dieta contendo feijio GM e
ndo-GM. Em outros estudos, foram realizadas analises morfologicas, com mensuragéio do peso e
tamanho dos orgfo apds necropsia, bem como analises histologicas com medi¢Oes de altura de
mucosa e submucosa gastrica e das vilosidases do intestino grosso e delgado. Para o figado e rins
foram feitas andlises de imagem para possiveis alteragdes patologicas. Estes resultados estdo
apresentados nas figuras V1.16 a VI. 29. Néo foram observadas alteragdes significativas em todos
os pardmetros avaliados quando foram comparados animais alimentados com feijdio GM e nfo-
GM.

e A capacidade de produgdo de toxinas ou metabolitos com efeitos adversos em humanos e animais
foi descartada pelo fato que: (i) tentativas de isolamento de siRNA ou mesmo RNA total de
sementes maduras ou imaturas ap6s o cozimento foram infrutiferas; além disso, animais
alimentados por via oral com cerca de 100 vezes o valor que seria possivel consumir de RNA total
ndo provocou nenhum efeito negativo em ratos Wistar, machos ou fémeas; (ii) a toxicidade
potencial da proteina AtAHAS foi avaliada em ensaios com ratos, nos quais uma dose de
5000mg/kg do peso do animal foi administrada sem resultar em sinais clinicos de toxicidade, nem
perda de peso quando comparado com o grupo controle;

e Andlises quimicas e bioquimicas foram realizadas no sangue de animais alimentados com grios

.

do feijio GM Embrapa 5.1 e variedade Olathe parental. Os estudos mostraram que nfo houve

diferencas signifcativas nos parimetros avaliados (ureia, creatinina-para disfuncdo renal; TGO e
TGP para injuria hepatica; fosfatase alacalina e proteina total sérica para disfungfo hepatica) entre
os animais que se alimentaram de feijio GM em relag8o aos alimentados com feijdo ndo-GM.

e Avaliagfio do potencial alergénico de proteinas AtAHAS e SEC61 (esta ultima sem detecgdo de
transcritos) feita em banco de dados de alégenos mostrou que a sequencia destas proteinas nfo
tem similaridade com alérgenos conhecidos; em adico, ja foi demostrado que a proteina AtAHAS

¢ degradada nos primeiros 30 segundos de anélise em fluido gatrico similado;

Considerando os dados detalhados e cuidadosamente apresentados pelos solicitantes, os resultados obtidos em
ensaios de controle e seguranga do organismo geneticamente modificado da presente proposta, a inexisténcia de

fatos contrarios & seguranc¢a nutricional, toxicoldgica e alergénica, por mais que tenham sido investigados, nosso



parecer ¢ favoravel a liberagdo comercial do feijoeiro geneticamente modificado resistente a0 mosaico

dourado, evento Embrapa 5.1 para o consumo na cadeia alimenticia de humanos e animais.

/ 'L/\jvcé'o /\/LWVW\&/»t

Ana Lucia Tabet Oller do Nascimento Maria Lucia Zaidan Dagli

Membros da CTNBio ?’*:;TF L
’%’%ﬁ:f 53 &
14/06/2011 T - o
Monitoramento dos Agravos a Satde Humana e Animal. Este serd feito por meio de postos de
atendimento de satude humana ao Sistema de Notificagdo de Doengas (SND) ou o Sistema Nacional de
Notifica¢io de Eventos Adversos Relacionados a Produtos de Satde (SINEPS), regulamentado pela
- ANVISA. Anualmente a Embrapa Arroz e Feijdo consultard o SND e SINEPS para obter informages de |
" ocorréneia de doencas que eventualmente possam ter alguma relagdo com o consumo do evento de

feijoeiro Embrapa 5.1. A Embrapa consultard o setor de Sanidade Animal do MAPA sobre possiveis

ocorréncias de eventos negatives com animais em campos cultivados com o feijio GM.
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Solicitacfio

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (Embrapa) Arroz e Feijdo e a Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia vém solicitar a CTNBio o parecer técnico referente a liberagdo comercial de
Feijoeiro Geneticamente Modificado Resistente ao Mosaico Dourado- Evento Embrapa 5.1 (BEM-
PVOS51-1). O evento de feijoeiro Embrapa 5.1 foi gerado com o uso da estratégia de RNA interferente
(RNAIJ) e é altamente resistente ao virus do mosaico dourado de feijoeiro (Bean golden mosaic virus-
BGMV). Os interessados enviaram Proposta para a Comisso Técnica Nacional de Biosseguranga —
CTNBio contendo informacdes detalhadas quanto a caracterizagdo molecular do evento,
desenvolvimento, desempenho agronémico e ambiental e seguranga alimentar do referido feijdo. A
Proposta encontra-se instruida em um volume de 504 paginas subdividido em oito partes, 2 anexos
contendo: Anexo I, Materiais e Métodos e o Anexo 2, a Sequencia completa do 16cus de integrac@o do

Evento Embrapa 5.1 e Referencias Bibliograficas.

PARECER TECNICO

1. O cultivo de feijdo no Brasil: Consideracdes gerais



A introdugdo do feijdo no Brasil, possivelmente, se deu através de trés rotas: uma para feijoes
pequenos teria sua origem no México, seguindo pelo Caribe, Coldmbia, Venezuela e Brasil; a outra seria
para os feijdes grandes, como a cultivar Jalo, provavelmente oriunda dos Andes (Peru); e uma terceira
rota vinda da Europa, com os feijdes trazidos por imigrantes vindos de 14. O feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris L) teve origem no Novo Mundo, tendo sido levado ao Vetho Mundo apés o descobrimento da
América. O género Phaseolus compreende muitas espécies das quais apenas 4 sio cultivadas: P. vulgaris
L., P. coccineus L., P. acutifolius Gray var. latifolius Freem e P. lunatus var. lunatus. Das quatro, a mais
importante € o feijoeiro comum ou P. vulgaris, amplamente adaptado e cultivado. Os caracteres
morfologicos empregados na identificagfio de cultivares de feijoeiro (P. vulgaris), que envolvem a fase
vegetativa e reprodutiva estdo apresentados na figura V.1 e tabela V.2. O ciclo da cultura é completado
em 70 a 110 dias, a depender da cultivar e das condi¢des climaticas. O feijio comum € a leguminosa mais
consumida no Brasil, sendo considerado o ingrediente-simbolo da gastronomia brasileira. O feijdo tipo
carioca € aceito em praticamente todo pais, representando 53% da 4rea cultivada, enquanto o feijio preto
¢ mais popular em alguns estados como Rio Grande do Sul, Santa Catarina, sul e leste do Paran4, Rio de
Janeiro, sudeste de Minas Gerais e sul do Espirito Santo. O feijio mulatinho é mais aceito na Regifio
Nordeste e é também denominado de Chita Fina e Bagajé. Feijdo roxo e rosinha sdo mais aceitos nos

Estados de Minas Gerais e Goiéas.

2. Caracterizacfio do problema

Variedades de feijoeiros Embrapa 5.1 GM constituem ferramenta importante para o controle do
virus mosaico dourado no Brasil e possivelmente em outros paises das Américas. O mosaico dourado é
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. Quando ocorre a doenca
as perdas estimadas da produgio de graos podem variar de 40 a 100% dependendo da incidéncia, da
¢poca do plantio e do cultivar. As perdas anuais no pais variam entre 90 a 280 mil toneladas de grios,
quantidade suficiente para alimentar entre 6 a 20 milhdes de brasileiros adultos.

O virus do mosaico dourado ou o mosaico dourado (MD) do feijoeiro foi inicialmente encontrado
no municipio de Campinas (SP), préximo ao Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) em 1965 e desde
entdo se disseminou para quase todas as regides produtoras de feijdo do Pais, principalmente aquelas com
clima adequado para o inseto vetor, a mosca branca denominada Bemisia tabaci. A doenga do feijoeiro
pelo mosaico dourado leva a um amarelecimento foliar, brilhante e intenso. As plantas podem ainda
apresentar sintomas de nanismo e/ou superbrotamento. As vagens quando se desenvolvem mostram-se
deformadas e de tamanhos reduzidos, com as sementes subdesenvolvidas, afetando a qualidade final dos

gréos e o seu valor comercial. O virus do mosaico dourado pertence ao género Begomovirus e assim



como outros os virus deste género, sfo transmitidos pela mosca branca Bemisia tabaci, causando doengas

reconhecidas como fitoviroses de grande importdncia econdmica.

3. Transformacio genética do feijdo - evento Embrapa 5.1

O evento Embrapa 5.1 foi obtido a partir de inser¢do de transgenes no genoma nuclear com a
utilizacio do método de biobalistica. Para obtengdo de resisténcia ao virus do mosaico dourado foi
inserido um gene quimérico para expressdo de um RNA contendo um fragmento, posicionado em senso e
anti-senso (intercalado por um intron), do gene rep (AC1) do BGMV. O RNA foi desenhado de modo a
formar um grampo com sequencias de RNA de dupla fita (dsRNA) que sio reconhecidas pela maquinaria
celular para a geragdo de pequenos fragmentos de RNA (siRNA) que véo interferir na expresséo do gene
rep viral. Sem a expressdo deste gene, a replicagdo viral fica comprometida, tornando as plantas
resistentes ao virus. O cassete de expressio do RNA grampo (hpRNA) ¢ denominado na presente
proposta de A4CIhpRNA. Para selecionar os brotos geneticamente modificados originados de células
apicais de embrides zigdticos de feijo foi inserido o gene csr/.2 (denominado de Ar4has) de
Arabidopsis thaliana com seu promotor e regido 3’ néo traduzida (3’ UTR) nativos. O gene AtAhas
codifica a subunidade maior da enzima aceto-hidroxidacido sintase (AtAHAS), também chamada de
acetolactato sintase, qué confere tolerdncia aos herbicidas do grupo quimico das imidazolinonas.
Observou-se, entretanto, que embora a planta tenha copias integras deste gene Az4has, a toleréncia ¢
suficiente apenas para selegdo das brotagdes, sendo as plantas sem tolerdncia significativa aos herbicidas.
A CTNBio ja aprovou o evento de soja BPS-CV127- geneticamente modificada tolerante ao herbicida
do grupo quimico das imidazolinonas, devido a expressdo do gene At4has. A Proposta apresenta na Fig.
V.16, fotos do desenvolvimento do Evento Embrapa 5.1, testado em condig3es de casa de vegetagdo,
mostrando alta resisténcia ao virus do mosaico dourado, mesmo apds inoculagdo mediada por grande
numero de moscas brancas. As fotos comparam o Evento Embrapa 5.1 com a sua variedade parental o

feijdo Olathe.

4. Caracterizacio molecular do OGM Evento Embrapa 3.1

e Caracteristica da planta receptora: a variedade de feijoeiro Olathe foi desenvolvida e langada pela
Colorado State University Experiment Station, EUA, em 1979. E uma variedade resistente a
Uromyces phaseoli var. typica, resistente a 15 estirpes americanas do virus Bean common mosaic
e ao Curly top virus.

e Vetor utilizado e seu espectro de hospedeiro: o vetor pPBGMVRNAIAHAS cujo mapa de restri¢do
estd apresentado na figura V.25, possui 14 400 bp e € derivado do vetor pBluescript I SK (-) da
Stratagene. O gene at4has foi clonado no sitio de Xbal; o cassete de expressio AACIhpRNA foi
clonado no éiti,o de Not; para a transformagc8o genética o vetor pBGMVRNAIAHAS foi digerido
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com a enzima Fspl que corta o vetor em duas posi¢des removendo parte do fragmento do gene bla
de E. coli que codifica para enzima beta-lactamase.

o O organismo doador do gene Azdhas ¢ a espécie Arabidopsis thaliana, que nio é patogénica a
humanos e animais, ou que produza toxinas ou alérgenos. Além disso, o gene At4has é encontrado
em diversas espécies de vegetais, apresentando alta similaridade com o gene Pv4has, que codifica
a proteina AHAS do feijoeiro.

e Assequencias do BGMV presentes no evento Embrapa 5.1 nfio codificam para nenhuma proteina
e 0 hpRNA resultante da expresso do gene quimérico é processado pela célula em siRNA.

o Elementos reguladores: na construgfo do gene quimérico A4CI1hpRNA foi empregado o promotor
do RNA 35S do virus do mosaico da couve —flor (CaMV) e o sinal de poliadenilagfo e terminagéo
de transcri¢o do gene da octopina sintase (ocs) de Agrobacterium tumefaciens. O CaMV tem
baixo espectro de hospedeiros, sendo restrito a plantas da familia Cruciferae, representada pela
couve, couve-flor, brécolis, repolho e mostarda. O feijoeiro P. vulgaris nfo € hospedeiro do
CaMV. A sequencia 3* do gene ocs vem de 4. tumefaciens, uma bactéria Gram-negativa de solo e
possui uma gama de hospedeiros mais ampla. As sequencias do CaMV e de A. tumefaciens
presente no feijoeiro Embrapa 5.1 no causam danos a planta nos diversos aspectos estudados,
além de néo serem codificadoras de proteinas. A sequencia nucleotidica completa do vetor
pBGMVRNAIAHAS esta apresentada nas paginas 110 a 114.

A caracterizagfo molecular completa do inserto e da regifio flanqueadora presente no cromossomo do
evento Embrapa 5.1 foi feita empregando diversas técnicas de seqilenciamento, devido a complexidade
das estruturas de grampos. As sequencias completas estfo apresentadas no Anexo II da presente Proposta.
A figura V.26 na pag. 120 mostra a estrutura dos transgenes presentes no lécus de integracdo. Analises de
Southern blotting empregando sondas para os fragmentos nos 3°, ahas 5°, 35SCaMV e do gene bla,
mostraram que os fragmentos presentes no genoma do evento 5.1 foram detectadas nas analises de
seqiienciamento do lécus de integragdo. Empregando a metodologia de FISH (Hibridizac3o in situ
Fluorescente), foi possivel confirmar que os transgenes estfio em um Gnico lécus, como ilustra a figura
V.29.

A proteina AtAHAS foi detectada em folhas, raizes e flores. Os niveis entretanto, sio muito baixos
fazendo com que plantas adultas quando tratadas com herbicidas do grupo quimico das imidazolinonas
néo mostrasse tolerancia.

Empregando técnicas de PCR evento-especifico para o feijoeiro Embrapa evento 5.1, foram
desenhados com um primer ancorado na sequencia flanqueadora 5’ ou intercaladora e outro primer
ancorado no inserto (apresentados na tabela da pag. 137). Com estes primers é possivel detectar a
presenga do OGM no evento Embrapa 5.1, e na variedade BRS pontal apds cruzamento com evento 5.1 e

9 geragdes de autofecundac@o com padréo amplificagdo semelhantes. A linhagem parental Olathe néo
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figura V.39. Estes resultados mostram também a estabilidade genotipica do evento Embrapa 5 1 4/

5. Avaliacdo da biosseguranca alimentar do feijio GM- evento Embrapa 5.1

A seguranca a satide humana e animal foi avaliada e confirmada pelos resultados de uma série de estudos

resumidos abaixo:

e A caracterizagdo molecular detalhada do locus de integragdo dos transgenes no evento Embrapa
5.1 mostrou a presenca de cassetes integros de expressdo de AtAhas e do dsRNA correspondente a
um fragmento do gene rep do BGMV; nenhuma outra sequencia com possibilidade de expressdo
de outra proteina ou RNA foi identificada;

e Caracterizacdo bioquimica mostrou que a proteina AtAHAS expressa em quantidades muito
pequenas no feijoeiro Embrapa 5.1 € tipica da classe das proteinas AHAS, incluindo a do préprio
feijoeiro, com histérico de uso seguro na alimentagao humana e animal;

e A composi¢io e a equivaléncia nutricional do feijoeiro Embrapa 5.1 quando comparada ao seu
parental e outras variedades convencionais foram demonstradas por andlise de nutrientes
importantes e de fatores anti-nutricionais. Foram avaliados os teores dos principais agucares,
vitaminas, aminoacidos, minerais e proteina. A comparaggo foi feita com feijoeiro GM e ndo GM
cultivados em oito regides do Brasil por um periodo de cinco anos. Estes resultados estdo
compilados nas tabelas V1. 2 a VL. 9 e as variagSes de nutrientes e anti-nutrientes apresentados nas
figuras V1.8 e VI.9. As analises das principais proteinas presentes nos gréos colhidos de campos
cultivados com o evento Embrapa 5.1 e a variedade Olathe parental, em Santo Antonio de Goias
(GO), Sete Lagoas (MG) e Londrina (PR), foram feitas em gel bidimensional, nos quais as
principais proteinas foram identificadas. Estes dados estdo apresentados nas figuras VI.10 a
V1.13, que mostram o mesmo padrio eletroforético entre as os feijoes analisados.

e Estudos de alimentacdo feito em animais confirmou a equivaléncia nutricinal do evento 5.1 em
relacio ao seu parental. Os animais, ratos Wistar (machos e femeas), foram separados e
distribuidos aleatoriamente em quatro grupos para quatro tratamentos nas duas etapas de estudo:
crescimento (30 dias) e exposi¢8o prolongada (180 dias). A dietas foram preparadas utilizando
como fonte proteica o feijio GM evento Embrapa 5.1 ¢ a variedade parental ndo—GM. Os
resultados destes ensaios estio descritos nas figuras VI.14 e VIL.15. Néo foram observadas
diferencas significativas na evolugdo de peso inicial e peso final de animais submetidos a 45 dias
de tratamento com dieta contendo feijio GM e ndo-GM. Resultados semelhantes foram
observados na evolucdo de ganho de peso dos animais tratados com dieta contendo feijio GM e
néo-GM. Em outros estudos, foram realizadas andlises morfolégicas, com mensuragdo do peso e
tamanho dos orgdo apés -autepsia; bem como analises histologicas com medigBes de altura de
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mucosa e submucosa géstrica e das vilosidases do intestino grosso e delgado. Para o figado e rins
foram feitas anélises de imagem para possiveis alteragBes patologicas. Estes resultados estio
apresentados nas figuras VI.16 a VI. 29. Nio foram observadas altera¢Bes significativas em todos
os pardmetros avaliados quando foram comparados animais alimentados com feijio GM e n#o-
GM.

e A capacidade de produgfio de toxinas ou metabdlitos com efeitos adversos em humanos e animais
foi descartada pelo fato que: (i) tentativas de isolamento de siRNA ou mesmo RNA total de
sementes maduras ou imaturas apés o cozimento foram infrutiferas; além disso, animais
alimentados por via oral com cerca de 100 vezes o valor que seria possivel consumir de RNA total
ndo provocou nenhum efeito negativo em ratos Wistar, machos ou fémeas; (ii) a toxicidade
potencial da proteina AtAHAS foi avaliada em ensaios com ratos, nos quais uma dose de
5000mg/kg do peso do animal foi administrada sem resultar em sinais clinicos de toxicidade, nem
perda de peso quando comparado com o grupo controle;

° Andlises quimicas e bioquimicas foram realizadas no sangue de animais alimentados com gros
do feijjio GM Embrapa 5.1 e variedade Olathe parental. Os estudos mostraram que nfio houve
diferencas signifcativas nos pardmetros avaliados (ureia, creatinina-para disfungfio renal; TGO e
TGP para injuria hepatica; fosfatase alacalina e proteina total sérica para disfuncio hepatica) entre
0s animais que se alimentaram de feijio GM em relagfo aos alimentados com feijio nfo-GM.

e Avaliagdo do potencial alergénico de proteinas AtAHAS e SEC61 (esta ultima sem detecgiio de
transcritos) feita em banco de dados de alégenos mostrou que a sequencia destas proteinas no
tem similaridade com alérgenos conhecidos; em adig#o, ja foi demostrado que a proteina AtAHAS

¢ degradada nos primeiros 30 segundos de analise em fluido gatrico similado;

Considerando os dados detalhados e cuidadosamente apresentados pelos solicitantes, os resultados obtidos em
ensaios de controle e seguranga do organismo geneticamente modificado da presente proposta, a inexisténcia de
fatos contrérios & seguranga nutricional, toxicologica e alergéncia, por mais que tenham sido investigados, esta
assessoria € de parecer favoravel a liberago comercial do feijoeiro geneticamente modificado resistente

ao mosaico dourado, evento Embrapa 5.1 para o consumo na cadeia alimenticia de humanos e animais.

Ana Lucia Tabet Oller do Nascimento

Membro da CTNBio
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