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Adverténcia

* Tinha prometido ndo mais falar de * Nao trabalho com trigo

transgénicos e biotecnologia * Inconveniente - Informacao de
segunda mao que outros fizeram e

* Bom, que depois de tantos anos, nao
escreveram

precisei mudar o discurso

* Mas interpretacao € minha

Zi G b o VPO 0 ¢ 121 ) b



Introducao

* 20 % das calorias diarias vem do trigo e seus ¢ Transgénico — ultrapassar a incompatibilidade

derivados sexual entre espécies.

* Mais importante * Genes transferidos de uma espécie para

o o , : : outra através de técnicas da biotecnologia
soja e milho mais usados como alimento
animal * Realizado a nivel celular

* Implicacdes para toda a cadeia de * Analise caso a caso

suprimentos




Primeira Geracao Segunda Geracao

Resistencia ao Herbicidas * Tolerancia a estresses abioticos
* seca
* Temperatura

Resistencia a insetos

Os dois juntos
e Aumento do valor nutricional

Principais comodities

: e proteina
* Soja
« Milho * Diminuicdo de fatores anti-nutricionais
~ ° Iuten Smashing records
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Evolucéao do trigo

Goat Grass Wild einkorn
Aegilops speltoides Triticum urartu
BB AA 30,000 years

before present

— Goat Grass 2
Wild emmer Ae. tauschii
T. dicoccoides DD
Wild : BiAA
Cultivated Cultivated emmer 10,000 years
, before present
T. dicoccum
BBAA
[ B 9000 years
before present
Spelt
T. spelta
Hulled BBAADD
Free threshing

Bread wheat 8500 years
: before present
T. aestivum

BBAADD

Durum wheat

T. durum
BBAA

a}




“Planta
jovem de
ervilha

Sitios para a enzima
Cromossomo | /  derestricio




\ Gene ]

[E uma sequéncia especifica de DNA }

=)

:> Composto por varias partes de DNA A.

S

Promotor Iniciador Gene Terminador

ex.: rendimento
eX.: cor do cabelo

o Caracter complexo
Uma caracteristica
de gréaos




Oqueéogene? G| B comeeie oo o e o logia

-« ATCGTGATATACTAGACGATGCATGACCACCCAACTGAACTGTAACTTTAAC. ..

iy ! iy

Onde: O que:
follha proteina bactericida Final do gene
raiz absorcio de Fe
Quando: sintese agUcar
inicio germinacéo
ataque inseto
Quanto:

muito, pouco.




Metodo de transformacao usado no trigo HB4
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Cultura de Células e tecidos




Cadenza — Cultivar usado na transformacao

e Cultivar de inverno — UK THE SCOTTISH WHEAT
(Escdcia)

Winter Wheat

* registrada em 1993

* Ciclo longo de onose 1o
inverno/primavera
Characters
* Usado porque regenera muito
b e m Ear - glaucosity strong Uppermost node - hairs moderate
Ear - density lax

* (grande percentagem de
células regeneram plantas
adultas)

Straw - wall thickness thick

Lower glume - external surface smooth Lower lemma - beak length medium

° Ca d enza ( H M W_G S; 1A nu I |’ Lower glume - internal hairs group Il Lower lemma - beak shape moderate
1 BX 14+ 1 By 1 5’ 1 DX5+ 1 Dylo) Lower glume - beak length medium Lower lemma - swelling medium

Crown Canvricht @ 2023 . Srience and Advire far Scottich Agriculriire All Rights Resarved | Terms and Canditinns




Plasmideos utilizados no trigo HaBH4
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DNA inserido no trigo HaBH4

* Longo * Curto

47 611 pb 20418 pb

* Uma copia funcional do gene * VVarias copias nao funcionais
HB4 e duas do BAR (PAT) (nao tem todos os elementos

+ Varias copias dos dois genes no  Necessarios)

funcionais  Gene de resisténcia ao
antibiotico —ampicilina (nao
funcional sem os elementos
regulatorios)

* Copias de pedacos de outros
genes
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Numero de copias de genes no trigo HaBH4

HaHB4 2 1 1
bar 7 1 2
bla 12 14 Nao expressa
Gus 0 4 Nao expressa




Gene HaHB4

* Fator de Transcri¢do do girassol e atua na resisténcia a estresses
* 2778 pb * retardo da senescéncia das folhas com o estresse
* S3o proteinas que funcionam (atua na rota do etileno)
na regulacdo dos genes que * N3o no fechamento dos estématos
reconhecem partes especificas . . o
do DNA * Maior rendimento sob estresse hidrico
e« Atua no nticleo da célula * Mesmo rendimento em ambientes sem estresse

hidrico.

HAHB4 MSLQOVPTTETTTRKNRNEGRKRFTDKQISFLEYMFETQSRPELRMKHQL 50
HAHBACrop MSLQQV--—-TTTRKNRNEGRRRFTDEQISFLEYMFETQSRPELRMKHQL 46

HAHB4 AHKLGLHPRQVAIWEFQNKRARSKSROIEQEYNALKHNYETLASKSESLKK 100
HAHB4Crop AHKLGLHPRQVAIWFQNKRARSKSRQIEQEYNALKHNYETLASKSESLKK 96

HAHB4 ENQALLNQLEVLRNVAEKHQEKTSSSGSGEESDDRFTNSPDVMEFGQEMNYV 150
HAHB4Crop ENQALLNQLEVIRNVAEKHQEKTSSSGSGEESDDRFTNSPDVMFGOEMNY 146

HAHB4 PFCDGFAYFEEGNSLLEIEEQLPDPQKWWEF 181
HAHB4Crop PFCDGFAYLEEGNSLLEIEEQLPDLOEKWWEE 177




Gene PAT(Bar)

Resistencia a glufosinato de amoénio
2843 pb

Através da proteina — Fosfinotricina N-
acetil transferase

Funciona no citoplasma

e atua na resisténcia a glufosinato de amonio

 Mesmo gene usado nas plantas liberty link (soja,
milho, algodao etc.)




Outras sequencias de DNA inseridas no trigo HaBH4

* pBR322 origin: origem de replicacao derivada do plasmideo pBR322

e CDS bla: sequéncia codificante da 8-lactamase de E.coli (marcador de selecdao do vetor) sem a
parte regulatdria (beta-lactamase - antibiotico)

* Elementos adicionais (Nao presentes nos plasmideos)
* prGbl1-1: promotor de globulina 7S de trigo
* CDS gus: sequéncia que codifica para 8- glucuronidase de E.coli incompleto

e T35S CaMV: terminador da transcricao do virus do mosaico da couve-flor

* 67 Peptideos putativos produzidos com > 100 pb (p.258), auséncia de semelhanca com alérgenos
e toxinas por andlise in silico.



Glufosinato de amonio

 Herbicida de contato

e Glufosinate € um composto natural isolado de duas especies de fungos do genero
Streptomyces

O mecanismo de acao do glufosinato de amonio ocorre através da inibicao da enzima
Glutamina Sintetase (GS) na rota de assimilacao do Nitrogénio. Com a inibicdo da GS ha um
acumulo de amoénia e as células acabam morrendo.

* Mais recentemente: as celulas morrem devido ao acumulo de espécies reativas de oxigénio
(ROS)

 Recomendado para dessecacao em trigo — (massa mole a massa dura) Finale — 7 dias intervalo
de seguranca.




Resumo Geral

Assembled pIND4-HB4 and pIND4-Bar plasmids on 0.6 pm gold particles for transformation

v

Transformed T. gestivum L. (Cadenza) immature embryos with pIND4-HB4 and pIND4-Bar using a
PDS-1000/He Particle gun.

v

Promoted embryogenic callus formation on embryos in the dark for 21 days.

¥

Transferred embryogenic callus to a regeneration medium in the light until visible shoots developed.
Embryogenic calli transferred to fresh regeneration media once every 21 days

¥

Selection applied after the first or second round of regeneration with 4mg/L glufosinate ammonium
(indicating the presence of a functional pIND4-Bar transgene).

v

Regenerated plantlets were transferred to soil (approximately 3 months post-bombardment)

N4

Transgenic plants were analysed for selectable marker gene (bar) expression, for instance using a
leaf (swab) paint tests with a commercial glufosinate herbicide (Visarada et al., 2008). Gene
integration was determined using PCR.

v

Collected leaf samples from plantlets and performed gene-specific PCR analyses
to identify plantlets containing the HaHB4 insert.

v

Transferred plantlets grown to maturity and seed collected for further analysis

v

Conducted Southern blot and sequence analyses of the lead event containing both
pIND4-HB4 and pIND4-Bar.
Further evaluated the lead event for insert integrity and gene expression.

v

Conducted field studies on the lead event to assess agronomic and phenotypic characteristics




Teste de estabilidade e analise genética

Cromossomo 2 D
e gene insensibilidade ao foto periodo Ppd-D1

* Rnt8 port(_e baixo_ Genes codificantes 5,865 (107 891)
« Sr48 Resistencia a ferrugem do colmo

Pares de Bases (bps) 651,852,609

- Estabilidade por varias geracdes Genes nao codificantes 204. (12853)
 Cruzamento com Baguete 17 Curtos genes ndo codificantes 195. (12491)
* Heranca mendeliana simples (3 : 1 na F2) Longos genes ndo 9 (362)
* Os genes HaHB4 e PAT sao herdados codificantes
juntamente (cosegregam), como um unico Peguenas variantes 972,774 (25 626 842)

locus (gene), ndo houve plantas na geracao
F2 que apresentasse somente 1 dos genes.




Testes de Seguranca Alimentar — HaBH4

* Proteina do girassol ja presente na cadeia alimentar

e Baixissimos niveis da proteina produzidos pelo trigo

* Avaliacao da digestibilidade e estabilidade térmica

 Comparacao via bioinformatica com proteinas que causam alergias

» Estudo toxicidade oral (ratos) (proteina obtida em Bactéria) nao é exatamente igual
os peptideos do pedaco de DNA do trigo HaBH4.

e Estudo com frangos- farinha (42 dias) — nao teve diferencas no crescimento , peso e
qgualidade de carcacas.




Testes de Seguranca Alimentar — Bar

Proteina ja presente na cadeia alimentar

Avaliacao da digestibilidade e estabilidade térmica

* Comparacao via bioinformatica com proteinas que causam alergias

Estudo toxicidade oral (ratos)




Testes de Seguranca Alimentar — Trigo HaBH4

Y U.S. FOOD & DRUG

ADMINISTRATION

CENTER FOR FOOD SAFETY & APPLIED NUTRITION

Biotechnology Notification File No. 000170
CFSAN Note to the File

Date: June 22, 2022
From: Carrie McMahon, Ph.D.

To: Administrative Record, BNF No. 000170

Subject: Wheat with transformation event IND-@@412-7 (IND-@@412-7 wheat)




Resultados Agronomicos - Argentina

* 37 experimentos na Argentina

* Diferentes anos e locais
ambientes com e sem estresse

* 9anos (2009-2017) e 13 locais
(mapa ao lado)

Chile




Resultados Agrondmicos — Rendimento de graos - Argentina

* 37 experimentos na Argentina
* 9 anos (2009-2017) e 13 locais

* + 6% rendimento de graos (mais seco

+16%)

* + 8% no numero de graos por metro
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Fonte: Gonzales et al. Journal of Experimental Botany,
Vol. 70, No. 5 pp. 1669-1681, 2019

spikes m~ (D), and individual grain weight (E) of WT and TG crops. Data correspond to the 37 experiments (Group 2 in Supplementary Table S3). Error

bars represent 2xSEM.
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Trigo HB4 Resultados do 2021/2022 - Argentina

Second Quarter
Fiscal Year 2022

HB4 Wheat Season Results By Region

~ 53 K +1 2 8 % Yield improvements range from +5.7% to 39.6% across all environments
L

Total Harvested Yield increase across all
Hectares environmental conditions and regions . Satisfaction . HB4 Yield
Rate' Improvement
Rt
I V) ) _110 o 0
: 49% 12% 1% +61% +5.7% : +85% +18.0%
| % Low Productivity Mid Productivity High Productivity Cérdoba Center-North "~ Santa Fe Center-North
: Environment Environment Environment 36 Sites - 4.3k ha Sgo. del Estero and Chaco
I 41Sites - 13.4k ha
L60
e #100% +11.8% ___ 7| SN +81% +59.0%
\ Cérdoba South and San Luis Entre Rios
! 20 31 Sites - 3.5k ha 16 Sites - 1.2k ha
L0
! 0 +78% +6.2%
Y +84% +12.6% i
, <2,000 kg/ha 2,000 - 4,000kg/ha >4,000 kg/ha . o 7 W ——————- Buenos Aires Center-North,
: Buenos Aires Southwestand —— Santa Fe South and Cérdoba
! La Pampa Southwest

__________________________________________________________________ 44 Sites - 16.1k ha 108 Sites - 14.5k ha




Resultados Agronomicos - Argentina

HB4 Wheat Portfolio Performance

Next gen varieties outperformed 1st gen by +16% in high
environments

Next gen varieties performance at +4,000 kg/ha
environments (high yielding)’

% +8%

Average germplasm
improvement

110 -8%
Average germplasm
drag +16%
£ 100 Average germplasm
E improvement
o

90

80

Average ot top perrormance commercial

1st Generation 2nd Generation
Varieties Varieties?

Portfolio replacement expectations for upcoming

seasons
- D
N7 N7,
Season 22/23 Season 23/24
4% 30%

96% 70%




Resultados AgronOmicos — composicao quimica

 Comparando HaBH4 com nao transgenico Proximates Amino acids (18) Vitamins (6)
(cadenza) e outras cultivares and fibre (6)
. . . Alanine Lysine Thiamine (B1)
* 41 componentes (nutrientes, micronutrientes, Ash Arginine Methionine Riboflavin (B2)
vitaminas, minerais e antinutrientes) em graos Carbohydrates Aspartic acid Phenylalanine Niacin (B3)
. . , Moisture Cysteine Proline oy
* 10 componentes (umidade, cinzas, proteina, Eien nycine coe ';ZESC;);ZG(I(B%?)
gordura totais, carboidratos, fibra dietética, Total fat GlitamicAcid  Threonine a-Tocopherol (E)
fosforo e cdlcio) — forragem Dietary fibre Histidine Tryptophan
. 6l . A . Isoleucine Tyrosine
ocais na Argentina Minerals (5) Leucine Valine Anti-nutrients (2)
* Forga do Gluten ????7?? : S
¢ Caloium Fatty acids (6) g::f(;‘i’nac'd
. ing 2?77
ATREIEEINE FETT gﬁgs . Palmiticacid Linoleic acid
SelenF;um Stearic acid Linolenic acid
Zinc Oleic acid Arachidic acid

Zi G b o VPO 0 ¢ 121 ) b



Resultados Agrondmicos — composicao quimica — diferencas estatisticas

* Zinco

Serina *
* Treonina

Vitamina B9

*Dentro do intervalo observado nas cultivares argentinas




Mercado

Maioria mercado interno

Pode haver empresas que querem certeza de nao transgénico

Necessidade de segregacao - infraestrutura

Aumento de custos para todos — analises

Escapes possiveis (veja o caso dos EUA)




Possiveis maneiras de diferenciar transgénico de nao transgénico

* Analise espectral — plantas no campo (comprimento de onda diferentes)

" @I0OMAGR e

Varletles

e Analysis N° 193
Sample code

ZoomAgri Test

Date: 08/02/2022
Time: 10:53:59 AM

Expected result: Algarrobo

Percentage Variety

73.6 Algarrobo
26 Baguette_620
04 Cedro

Time of 3
Almryﬁiﬂ OO~49

Classified seeds 277
Discarded seeds 78

GENERATE REPORT




Questionamentos

* Primeiro grupo por principio — ONG, etc.

* Gene de glufosinato de amo6nio — aumento do uso do herbicida

* Herbicida nao aprovado pela uniao europeia

* Dados de seguranca alimentar com trigo sem a aplicacao de glufosinato de amonio

* Pouco questionamento do gene de girassol

* Risco de contaminacao — exemplo dos EUA — trigo resistente ao glifosato — relatos mesmo
10 anos o ultimo experimento




Questionamentos

Verywe" health = Health A-Z  Prevention & Treatment Health Care News Tools & Resources  About Us

DIGESTIVE HEALTH CELIAC DISEASE

Is GMO Wheat Causing Increases in
Celiac and Gluten Sensitivity?

By Jane Anderson | Updated on August 25, 2022

& Medically reviewed by Jonathan Purtell, MS, RD, CDN

J O URMNA AL O

AGRICULTURAL AND
FOOD CHEMISTRY

Can an Increase in Celiac Disease Be Attributed to an Increase in the
Gluten Content of Wheat as a Consequence of Wheat Breeding?
Donald D. Kasarda

Western Regional Research Center, Agricultural Research Service, U.S. Department of Agriculture, 800 Buchanan Street, Albany,
California 94710, United States

ABSTRACT: In response to the suggestion that an increase in the incidence of celiac disease might be attributable to an
increase in the gluten content of wheat resulting from wheat breeding, a survey of data from the 20th and 21st centuries for the
United States was carried out. The results do not support the likelihood that wheat breeding has increased the protein content
(proportional to gluten content) of wheat in the United States. Possible roles for changes in the per capita consumption of wheat
flour and the use of vital gluten as a food additive are discussed.

KEYWORDS: gluten, celiac disease, breeding, wheat protein content




13 motivos para que o Brasil ndo aprove a importag¢ao e o uso,

1. o de que o uso do transgénico aumentara o consumo de
agrotoxicos.

2. a possibilidade de contaminacao de toda a cadeia alimentar
com os transgénicos

3. nao ter sido garantida a participacao da sociedade civil no
debate sobre os efeitos do uso do glufosinato de amonio nessa
modalidade de trigo

4. Foram inseridos 62.000 pares de bases (na soja e milho de 4
a 5 mil)




Consideracoes Finais

 Cultivar primeira geracao nao adequado — colocar gene em
material brasileiro moderno

* Deve ter vantagens nas regides mais ao norte (regioes 3 e 4)
onde a falta de agua é recorrente, menos importante para o
Sul do Brasil

* Seguranca alimentar nao deve ter problemas genes ja fazem
parte da cadeia alimentar ( mas seria bom testes com
animais com trigo mesmo e nao com a proteina isolada de
bactéria)

e Cadeia do trigo tera aumento de custos para todos

* Glufosinato de amoénio (Finale) - Nao podera ser usado como
dessecante (nao vai funcionar)

e Campanhas das ONG contra o uso do trigo transgénico
* Vai precisar de campanhas de esclarecimento da populacao
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TITULO DO ASSUNTO (entre 24 e 30 pts)
SUBTITULO (se houver) — entre 20 e 26 pts

Conteudo (entre 16 e 18 pts)




107,891 high-confidence genes

SCIENCE
17 Aug 2018
Vol 361, Issue 6403




	Slide 1
	Slide 2
	Slide 3
	Slide 4
	Slide 5
	Slide 6
	Slide 7
	Slide 8
	Slide 9
	Slide 10
	Slide 11
	Slide 12
	Slide 13
	Slide 14
	Slide 15
	Slide 16
	Slide 17
	Slide 18
	Slide 19
	Slide 20
	Slide 21
	Slide 22
	Slide 23
	Slide 24
	Slide 25
	Slide 26
	Slide 27
	Slide 28
	Slide 29
	Slide 30
	Slide 31
	Slide 32
	Slide 33
	Slide 34
	Slide 35
	Slide 36
	Slide 37
	Slide 38

