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Fundamentacéo Técnica

Trata-se de Requerimento de Consulta Prévia a respeito do Enquadramento
Regulatorio do Produto Pivot Bio Kv137-2253 (Klebsiella variicola cepa 137-
2253) obtido por Técnicas Inovadoras de Melhoramento de Precisdo (TIMP)
nos termos da Lei n® 11.105 de 24 de marco de 2005 e da Resolugéo
Normativa N° 16, de 15 de janeiro de 2018. Trata-se de um inoculante em pé
para uso no tratamento de sementes de milho antes do plantio, contendo a
bactéria diazotrofica Klebsiella variicola cepa 137- 2253 que foi
geneticamente editada por meio da tecnologia de plasmideo suicida para
aumentar sua capacidade de produzir aménia, um importante nutriente
absorvido pela raiz da planta para sustentar o seu crescimento. Isso é
alcancado por meio da alteracdo da via de fixagao de nitrogénio (operon nif)
localizada na regiéo conservada do genoma de Klebsiella variicola, resultando
no aumento da taxa de fixacdo de nitrogénio e producgédo de amonia, e,
consequentemente, maior produtividade da cultura do milho com menor
consumo de fertilizantes quimicos nitrogenados.
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As informac6es confidenciais, relativas a construcdo genética empregada
encontram-se disponiveis no processo relacionado 01245.014235/2022-92.

A CTNBiIo ja analisou duas cepas do mesmo microrganismos tambéma
presentados pela mesma empresa, o processo 01250.010577/2020-01(Produto
Kv137-3933 um inoculante para cultura do milho a base de Klebisiela
variicola, visando a otimizagdo do nitrogénio) e Processo 01250.010588/2020-
82 (Produto Kv137-1034 um inoculante para cultura do milho a base de
Klebisiela variicola, visando a otimizagdo do nitrogénio), sendo que em ambas
situacdes, a Comiss@o opinou que ndo se trata de um organismo
geneticamente modificado.

Apesar do produto Kv137-2253 nao estar disponivel ainda para uso
comercial em outros paises, o produto Pivot Bio PROVEN 40 ST esta sendo
comercializado nos Estados Unidos desde o ano de 2021, para o tratamento de
sementes de milho antes do plantio, com duas bactérias fixadoras de
nitrogénio, sendo que uma delas é a Klebsiella variicola cepa 137-2253, que
compde o produto Kv137-2253

A bacteéria Klebsiella variicola é gram-negativa, anaerobica facultativa, néo-
formadora de esporos, imoveis, em forma de bastdes, que pertencem a familia
Enterobacteriaceae, ordem Enterobacter, classe Gammaproteobacteria, € 0
género Klebsiella. Klebsiella variicola ¢ uma bactéria de solo onipresente
identificada pela primeira vez como uma especie nova em 2004, pertencente
ao filogrupo 111 de Klebsiella (kplll). Klebsiella variicola € uma bactéria
comensal associada a diversos habitats, como raizes vegetais, jardins fangicos
e col6nias de formigas cortadoras de folhas. Essa bactéria esta presente
naturalmente nos solos brasileiros.

A mutagénese sitio-especifica na Klebsiella variicola cepa 137-2253 foi
conseguida por substitui¢cdo génica usando o metodo de mutagénese por
plasmideo suicida, conforme descrito por Schweizer et al., 2008. O plasmideo
foi produzido usando sintese de DNA e introduzido em células bacterianas
para edigéo génica.

O processo de mutagénese por meio do plasmideo suicida em Klebsiella
variicola cepa 137-2253 facilitou a geracédo de edigdes génicas ndo
transgénicas. O plasmideo usado para mutagénese € completamente removido
das cepas, que foram testadas para a comprovacdo da auséncia do plasmideo
antes de serem utilizadas para a manufatura e liberacdo em campo.

Como parte da validacdo de rotina da expressdo génica, a Pivot Bio realiza
testes para a deteccédo da superexpressao de genes CONFIDENCIAL que sdo
CONFIDENCIAL. Para validacédo de silenciamento e delecdo de genes, o
Pivot usa sequenciamento completo do genoma para detectar delegéo e


tel:137-2253
tel:137-2253
tel:137-2253

disruptura bem-sucedida do gene, em comparagdo com o genoma do tipo
selvagem

Todas as mutacGes foram realizadas usando o0 metodo de mutagénese por
plasmideo suicida. Nenhum gene foi inserido na Klebsiella variicola

cepa 137-2253. A manufatura é feita com a cepa 137-2253 mutada (editada),
sem o plasmideo suicida.

Os genes alvos selecionados para edi¢do génica desempenham importantes
funcodes relacionadas ao metabolismo das cepas de Klebsiella variicola e estéo
envolvidos na ativacéo e regulacéo da via de fixacao de nitrogénio (operon
nif). Os genes editados, estdo localizados no cromossomo de Klebsiella
variicola nas regifes centrais conservadas do genoma. Além do
sequenciamento do genoma completo da cepa 137-2253, a Pivot Bio estudou a
localizacdo dos genes em genomas fechados de Klebsiella variicola
disponiveis publicamente para garantir que a localizacdo natural desses genes
esta fora de quaisquer elementos moveis anotados. Todas as modificacdes
genéticas descritas estdo localizadas no genoma central da Klebsiella variicola
cepa 137-2253, ndo estdo presentes em nenhum elemento mével no
Cromossomo, e ndo estao sujeitas a transferéncia horizontal de genes (HGT) e
a conjugacao com bactérias vizinhas. Em conclusdo, nenhuma das
modificacdes genéticas estdo em elementos moveis do genoma de Klebsiella
variicola, como transposons, elementos conjugativos integrativos (ICEs) ou
transportados em plasmideos e fagos. Por essas razdes apresentadas, a
Klebsiella variicola cepa 137-2253 néo carrega nenhum risco potencial
conhecido para a transferéncia horizontal dos genes editados para outros
microrganismos nas vizinhangas ou no meio ambiente. A Klebsiella variicola
cepa 137-2253 mostra a mesma estabilidade genémica que sua cepa do tipo
selvagem.

Usando a estratégia de sequenciamento do genoma inteiro, 0 DNA gendmico
extraido e purificado das células da Klebsiella variicola cepa 137-2253 e da
cepa parental do tipo selvagem foram submetidos ao sequenciamento do
genoma inteiro, usando a plataforma Illumina MiSeq. A cepa selvagem néo
foi submetida & mutagénese, e foi usada como controle negativo para a
comparacdo com a cepa 137-2253 e para a validacdo da auséncia do DNA
plasmidial em todo 0 genoma da cepa 137-2253. Para assegurar a auséncia do
DNA de plasmideo suicida no genoma Kv137-2253, trés amostras (triplicatas)
foram submetidas ao sequenciamento completo do genoma. Foi possivel
comprovar a presenca das edi¢des génicas projetadas e a auséncia do DNA do
plasmideo suicida que foi usado para integrar e induzir essas edi¢fes. Se o
plasmideo suicida ainda estivesse presente no genoma da cepa 137- 2253, a
evidéncia da presenca do DNA do plasmideo teria sido detectada nas regides
das edi¢des genéticas que codificam a via de fixacdo de nitrogénio.
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Por meio da metodologia de PCR, foram usados dois conjuntos de primers
para aferir a auséncia do plasmideo suicida na cepa 137-2253. A cepa parental
do tipo selvagem serviu como controle negativo, e o plasmideo suicida foi
usado como o padrao positivo. Os resultados das analises por PCR usando os
dois conjuntos de primers (Senso e antissenso) confirmaram a auséncia do
fragmento esperado para o plasmideo suicida na Klebsiella variicola cepa 137-
2253.

Parecer:

No ambito das competéncias do art. 14, da Lei 11.105/05, e seu Decreto
5.591/05, e tendo por base na Resolucdo Normativa 16, considera-se que a
cepa Kv 137-2253 atende aos requisitos apresentados no paragrafo 30, do
Artigo 1o da Resolucdo Normativa no 16, para seu enquadramento como
Tecnica Inovadora de Melhoramento de Preciséo (TIMP) que podem originar
um produto ndo considerado como um Organismo Geneticamente Modificado
(OGM) e seus derivados, conforme defini¢bes da Lei no 11.105, de 24 de
marco de 2005, 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 funcéo génica, com a auséncia comprovada de ADN/ARN
recombinante no produto.

I11 - Produto obtido por técnica onde existe a expressdo, temporaria ou
permanente, de moléculas de ADN/ARN recombinante, sem que haja a
presenca ou introgressao dessas moléculas no produto, visto que ndo existem
moléculas de DNA/RNA recombinantes no produto Kv 137-1034

Desta forma considero que a bacteria Klebsiella variicola KV 137-
2253 obtida por meio da tecnologia de edi¢do de genoma néo € considerado
um organismo geneticamente modificado.

Deve-se observar que embora a requerente afirme que a bactéria Klebsiella
variicola seja classificada como nivel de seguranca biolégica 1 (NB1), na
colecdo de culturas da ATCC, ha linhagens de bactérias da mesma

espécie classificadas como nivel de seguranca biologica 2 (NB2), bem
como na colecdo de culturas alemad (DSMZ). Linhagens de bactérias do
género Klebsiella estdo classificadas pela Fundacdo André Toselo e pelo
Ministério da Satide como nivel de bioseguranga 2. Além disso, a literatura
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cientifica vem sugerindo que essa espécie causa infeccbes em humanos,
inclusive com surtos pediatricos. A bactéria tem sido detectada em rios e
superficies inertes e em varios tipos de ambiente, inclusive em plantas.
Estirpes de K. variicola isoladas de plantas e de humanos que cruzam reinos
taxonomicos (kingdom-crossing bacteria — KCB) foram identificados em
estudo cientifico (Scientific Reports (2019) 9:10610,
https://doi.org/10.1038/s41598-019-46998-9 ). Artigos cientificos vém sedo
publicados nos ultimos anos evidenciando a possibilidade de patogenicidade
(infeccdes oportunistas) dessa espécie (Medina at al., Emerg. Microbes Infec.
2019, 8(1), 973-988; Morgado et al., Microrganisms, 2022, nov 17;10(11) p
2281).

Portanto, considera-se que a bacteria Klebsiella varicola exibe risco ndo
negligenciavel de transmissdo do meio ambiente e de plantas para os seres
humanos e animais e, portanto, cautela deve ser adotada em avaliagdes futuras
de sua aplicacdo comercial.

Paulo Augusto Vianna Barroso
Presidente da CTNBio



