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PARECER TECNICO 8143/2022

ESTE PARECER NAO POSSUI INFORMAGOES CONFIDENCIAIS
Processo SEI n°: 01245.008112/2022-12
Requerente: Tevah Consultoria Regulatéria

Assunto: Consulta Prévia - Resolucdo Normativa 16 - produto Pivot Bio NST
(Kosakonia sacchari cepa Ks6-5687)

Reunido: 254a. Reunido Ordinaria ocorrida em 01/09/2022
Fundamentacéo Técnica:

A Pivot Bio Inc., por meio de seus procuradores da Tevah Consultoria
submete a analise e decisdo da Comiss@o Tecnica Nacional de Biosseguranca
(CTNBI0) o Requerimento de Consulta Prévia a respeito do Enquadramento
Regulatorio do Produto “Pivot Bio N ST” obtido por Técnica Inovadora de
Melhoramento de Preciséo (TIMP). Trata-se de Carta Consulta a respeito do
enquadramento regulatério do produto Pivot Bio NST (Kosakonia sacchari
cepa Ks6-5687).

A Pivot Bio é uma Empresa norte-americana com sede em Berkeley,
Califérnia, dedicada ao desenvolvimento de produtos bioldgicos para
substituir fertilizantes nitrogenados sintéticos por uma ferramenta mais
sustentavel e segura para os agricultores. Os microrganismos da Pivot Bio
retiram nitrogénio do ar e o disponibilizam para as plantas, reduzindo a
necessidade de nitrogénio sintético. Apos anos de testes em laboratorio, em
casa-de-vegetacdo e em campo realizados nos Estados Unidos, a Pivot Bio
lancou seu primeiro produto comercial para milho, o Pivot Bio PROVEN®,
para agricultores dos Estados Unidos em 2019. A Empresa expandiu seu
portfolio de produtos em 2020 com o Pivot Bio RETURN® para trigo e
introduziu o sorgo em 2021, além do produto Pivot Bio PROVEN40® que
estd sendo comercializado desde 2021 com duas bactérias fixadoras de
nitrogénio, sendo uma delas a Kosakonia sacchari cepa Ks6-5687, que
comp®e o produto Pivot Bio N ST.



A manufatura do produto Pivot Bio N ST ¢é feita em biorreatores, com a
bactéria editada sem o plasmideo suicida (apresentado em documento
CONFIDENCIAL) usado para inserir as edi¢es génicas desejadas na
Kosakonia sacchari cepa Ks6-5687, uma vez que o plasmideo suicida foi
removido e degradado ap6s induzir as edicdes génicas desejadas na via de
fixacao de nitrogénio, de modo que o produto Pivot Bio N ST néo contém
nenhum DNA/RNA recombinante. As edi¢fes génicas feitas na Kosakonia
sacchari cepa Ks6-5687 que compde o produto Pivot Bio N ST foram: a)
Insercdo de um promotor Prm5 nativo: A modificagdo do operon nif na cepa
Ks6- 5687 envolveu a interrupgdo do gene nifL por inser¢cdo de um promotor
Prm5 nativo, utilizando mutagénese por plasmideo suicida. Além da
interrupcado da inibicdo de NifA por NifL, o promotor Prm5 inserido a
montante do gene codificador de NifA resulta em forte atividade de expresséao
constitutiva; b) Delecéo do gene gInD: Para prevenir ainda mais a desativagao
do gene gInD, codificador de NifA e da via de fixacdo de nitrogénio, foi
removida do genoma da cepa Ks6-5687 uma enzima bifuncional de
sinalizacdo com base no status de nitrogénio de uma célula que pode adicionar
Uridina e ou remover Uridina; c) Delecdo parcial do gene gInE: Outro
membro desse sistema de sinalizagdo de dois componentes, o gene gInE, foi
submetido a delecdo parcial que manteve sua atividade de adenililtransferase
(ATase) e removeu a funcéo da glutamina sintetase (GS).

A Kosakonia sacchari é uma bactéria Gram-negativa, aerobia, ndo esporulada,
de bastonetes moveis, pertencentes a classe Gammaproteobacteria, ordem
Enterobacteriales, familia Enterobacteriaceae e género Kosakonia, que
desempenha importante funcdo como uma bactéria fixadora de nitrogénio
nomeada por sua associagdo com a cana-de-agucar (Saccharum officinarum).
Essa bactéria esta presente naturalmente nos solos brasileiros, como
demonstrado em estudos de Rossman et al. (2021) que detectaram a
Kosakonia sacchari em 73% das amostras coletadas em 4 Estados brasileiros
(Goias, Mato Grosso, Minas Gerais e Parana) em niveis variados, com maior
frequéncia e presenca em amostras associadas as raizes e rizosfera quando
comparada com os niveis detectados em solo.

O produto Pivot Bio N ST foi desenvolvido para ser aplicado como tratamento
de sementes de milho no plantio. A medida que a semente germina e as raizes
emergem e se estabelecem, a Kosakonia sacchari cepa Ks6-5687 estabelece
uma relacéo simbiotica e coloniza a superficie das raizes das plantas de milho.
As raizes das plantas excretam compostos organicos, comumente chamados
de exsudatos radiculares, na rizosfera, que fornecem uma valiosa fonte de
nutricdo para a Kosakonia sacchari, que, por sua vez, fornece amonia as raizes
para a utilizagdo no crescimento e desenvolvimento das plantas de milho.
Conforme a planta amadurece, a composi¢do dos exsudatos radiculares é
alterada. Essa mudanca na disponibilidade de nutrientes afeta o crescimento
desses microrganismos levando a reducdo progressiva da taxa de colonizacao



pelas bactérias Ks6-5687. Espera-se que a taxa de colonizacgéo pelas bactérias
da cepa Ks6-5687 diminua de forma constante ao longo do tempo, a medida
que a cultura do milho entra no estadio de pendoamento. No momento da
colheita, a populacdo de Kosakonia sacchari cepa Ks6-5687 caira para niveis
indetectaveis. Por esse motivo, a aplicacdo do produto Pivot Bio N ST devera
ser feita sempre que for realizado um novo plantio de milho.

A mutagénese sitio-especifica na Kosakonia sacchari cepa Ks6-5687 foi
conseguida por substituicdo génica usando o metodo de mutagénese por
plasmideo suicida. O plasmideo foi produzido usando sintese de DNA e
introduzido em células bacterianas para edi¢éo génica.

O processo de mutagénese por meio do plasmideo suicida (apresentado em
documento CONFIDENCIAL) da Kosakonia sacchari cepa Ks6-5687
facilitou a geracéo de edicdes génicas ndo transgénicas. O plasmideo usado
para mutagénese é completamente removido das cepas, que foram testadas
para a comprovacéo da auséncia do plasmideo (dados apresentados no
documento CONFIDENCIAL) antes de serem utilizadas para a manufatura e
liberacdo em campo.

A requerente apresentou dados moleculares da completa caracterizagéo do
plasmideo bem como testes moleculares demonstrando a auséncia do
fragmento esperado para o plasmideo empregado.

Todas as mutagdes foram realizadas usando o método de mutagénese por
plasmideo suicida. Nenhum gene foi inserido na Kosakonia sacchari cepa
Ks6-5687. A manufatura € feita com a cepa Ks6-5687 mutada (editada), sem o
plasmideo suicida.

Aprovagao comercial em outros paises

O produto Pivot Bio N ST néo esta aprovado para uso comercial em outros
paises. No entanto, a cepa Ks6-5687 é um dos componentes dos produtos
Pivot Bio PROVEN40 e Pivot Bio PROVENA40ST registrados nos Estados
Unidos da América como tratamento de sementes de milho

Parecer

No ambito das competéncias do art. 14, da Lei 11.105/05, e seu Decreto
5.591/05, e tendo por base na Resolugdo Normativa 16, podemos concluir que
a cepa Kosakonia sacchari cepa Ks6-5687 atende aos requisitos apresentados
no paragrafo 3o, do Artigo 1o da Resolugédo Normativa no 16, para seu
enquadramento como Técnica Inovadora de Melhoramento de Preciséo
(TIMP) que podem originar um produto ndo considerado como um Organismo



Geneticamente Modificado (OGM) e seus derivados, visto que o produto aqui
apresentado implica nas caracteristicas listadas:

| - Produto com auséncia comprovada de ADN/ARN recombinante, obtido
por técnica que emprega OGM como parental.

Il - Produto obtido por técnica que introduz mutacdes sitio dirigidas, gerando
ganho ou perda de funcdo génica, com a auséncia comprovada de ADN/ARN
recombinante no produto.

I11 - Produto obtido por técnica onde existe a expressao, temporéaria ou
permanente, de moléculas de ADN/ARN recombinante, sem que haja a
presenca ou introgressao dessas moléculas no produto, visto que néo existem
moléculas de DNA/RNA recombinantes no produto Ks6-5687.

Desta forma considero que o produto em anélise, obtido por meio da
tecnologia de edi¢éo de genoma nédo é um OGM.
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