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Endereco: Rodovia Carlos Jodo Strass, Acesso Orlando Amaral, Distrito de
Warta - Caixa Postal 231, Londrina/PR;

Descricao: A Comissao Interna de Biosseguranca do Centro Nacional de
Pesquisa de Soja - Embrapa Soja - enderecgou, a esta Comissao, uma Carta
Consulta sobre a possivel qualificacdo regulatéria de uma soja geneticamente
editada pela tecnologia CRISPR/Cas, visando o silenciamento do gene da
lectina (LE1), em uma Tecnologia Inovadora de Melhoramento de Preciséo,
isto &, aspirando-se a afirmacao de ndo se tratar de um Organismo
Geneticamente Modificado, consoante a Resolu¢do Normativa n°16 de 15 de
janeiro de 2018;

Fundamentacéo Técnica: Como fato publico e notdrio, o Brasil possui
grande destaque na producéo e exportacdo de carne e outros derivados de
animais monogastricos - a citar, frango e porco, por exemplo - e a soja se
consolidou como fonte protéica das ragdes de diversas praticas pecuarias.
Apesar de seu elevado teor de proteina, a soja apresenta alguns fatores
antinutricionais no grao, reduzindo, portanto, seu potencial nutritivo - menor
aproveitamento da racdo - sendo aqueles mais prejudiciais os inibidores de
tripsina e lectina. A industria, no geral, a fim de reduzir a concentragdo desses



fatores antinutricionais no gréo, realiza tratamento térmico da soja para a
fabricacdo de racdo. N&o obstante, esse procedimento apresenta um custo
elevado e pode resultar na perda de aminoacidos essenciais e na alteracao das
propriedades da soja. Decorrente do exposto, a eliminacdo genética desses
compostos prejudiciais - antinutricionais -, recorrendo a edi¢cdo genémica,
torna-se uma estratégia notavel. O sistema CRISPR/Cas de edi¢do gendmica
se baseia em dois componentes importantes - uma nuclease que cliva o DNA
dupla-fita e um pequeno RNA guia quimérico (QRNA) que dirige essa enzima
a uma sequéncia de DNA-alvo no genoma. Por consequéncia, a consecucéo da
edicdo se da pela introducéo da quebra da dupla-fita de DNA, promovido pela
nuclease na regido-alvo do gRNA, e subsequente reparo desta pela maquinaria
celular da planta, corrigindo, assim, a quebra na fita de DNA por meio de um
dos dois mecanismos de reparo possiveis - juncdo de extremidades néo
homologas (NHEJ), cuja imprecisdo pode criar pequenas insercdes ou
delecdes (INDELS); ou por reparo direcionado por homologia (HDR),
permitindo a inser¢édo ou troca de uma sequéncia de interesse na regido
editada. Especificamente, para o caso em comento, explorou-se a via NHEJ
para induzir alteracdes na sequéncia do gene da lectina (LE1) - advindo,
assim, na delecéo de 4 nucleotideos - com efeito na caracteriza¢do de uma
proteina ndo funcional, ou seja, no silenciamento génico;

. Estratégia genética para produzir a modificagdo: A construcédo génica
contendo todos o0s elementos necessarios para expressdo do sistema
CRISPR/Cas e dois gRNAs do gene LE1 foram inseridos em soja -
cultivar BRS 537 - mediante o uso de Agrobacterium tumefasciens;
Quando da regeneracdo por cultura de tecidos - organogénese -, obteve-
se as plantas da geracdo TO; Confirmou-se a presenca da maquinaria da
Cas por testes moleculares de reacdo da polimerase em cadeia (PCR) e
0 sequenciamento genético ratificou a respectiva edi¢cdo; Desinente as
plantas da geracdo TO serem hemizigotas para o vetor - inser¢do em
apenas um dos cromossomos -, 0 avango de geracdes atraveés
de autofecundacdes possibilitou a selecdo de uma planta editada sem a
insercdo do vetor - Evento AF12-13;

« Comprovacao da auséncia de moléculas de ADN/ARN
recombinantes: Para comprovar a auséncia de moléculas de DNA
recombinante no produto final - cultivar BRS 537 editada -, realizou-se
testes moleculares de reacdo da polimerase em cadeia (PCR)
com primers desenhados para cobrir todos os elementos presentes na
regido de transferéncia (T-region), correspondente ao segmento de
DNA transferido para as células vegetais e que, quando transferido e
integrado no genoma da planta, passa a ser chamado de T-DNA
(transferred DNA). Essa regido esta localizada entre as bordas LB T-
DNA repeat (left border) e RB TDNA repeat (right border) e contém
as sequéncias de DNA para expressao do gene Bar (marcador de



selecdo), regido que codifica para enzima Cas e regido do promotor U6
do gRNA;

Parecer:

Diante da analise realizada pela CTNBIo nos dados aportados pela requerente,
considera-se que a edicdo gendmica que resultou na soja geneticamente
editada pela tecnologia CRISPR/Cas visando o silenciamento do gene da
lectina (LE1) foi realizada utilizando técnicas inovadoras de melhoramento de
precisédo previstas na Resolugdo Normativa 16 da CTNBIo. Portanto, soja
geneticamente editada pela tecnologia CRISPR/Cas visando o silenciamento
do gene da lectina (LE1) ndo se enquadra como um novo OGM nas definicdes
do artigo 3o da Lei 11.105 de margo de 2005.
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