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Descri¢do dos OGMs: milho MIR604 (milho resistente a insetos e tolerante ao glufosinato de
amonio) e milho Btl IxMIR162xMIR604xGA21 (milho resistente a insetos € tolerante ao
glifosato) -
Resolucdo Normativa: RN 5
Finalidade (objetivo): cultivo, produgdo, manipula¢do, transporte, transferéncia,
comercializagdo, importag¢do, exportagdo, armazenamento, consumo, liberagdo e descarte destes
-OGMs e de seus derivados, bem como suas progénies.

PARECER TECNICO

I. Identificagdo do OGM
Designacio dos OGMs:
- milho MIR604

O milho MIR604 expressa a proteina inseticida mCry3A, que protege a planta contra
Diabrotica speciosa (Coleoptera Chrysomelidae). O milho MIR604 foi produzido pela
transformacdo via Agrobacterium tumefaciens com o vetor plasmidial pZM26, o qual contém o
gene modificado cry34 (mcry3A), que codifica a proteina inseticida mCry3A, e o gene pmi
(manA), que codifica a enzima Fosfomanose Isomerase (PMI), utilizada como marcador de
sele¢do no processo de transformag@o.

- milho Bt1 1xMIR162xMIR604xGA21

O milho Bt11xMIR162xMIR604xGA21 foi desenvolvido por meio de melhoramento
genético classico, por cruzamento sexual entre linhagens geneticamente modificadas contendo os
eventos Btll, MIR162, GA21 e MIR604. Os trés primeiros eventos foram aprovados para
liberagdo comercial pela CTNBio, individualmente, e também em suas formas combinadas
Btl1xGA21 e Bt11xMIR162xGA21. O evento MIR604 ¢ também objeto de pedido de liberagdo
comercial neste processo.

O milho Bt11xMIR162xMIR604xGA21 devera propiciar ao agricultor amplo espectro de
controle das principais pragas-alvo da cultura do milho como lepidépteros (Spodoptera
frugiperda, Helicoverpa zea, Ostrinia nubilalis, Agrotis ipsilon, Elasmopalpus lignosellus e
Diatrea saccharalis) e coledpteros-praga (Diabrotica speciosa), € maior flexibilidade no manejo
de plantas daninhas, pela tolerdncia aos herbicidas glifosato e glufosinato de amonia.
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~ Considerando que os eventos Btll, MIR162 e GA21 ja tiveram suas avaliagdes de
biosseguranga realizadas, no presente processo de pedido de liberagdo comercial, a proponente
buscou integrar a avaliagdo do evento simples, MIR604 (utilizado como linhagem parental para a
obten¢zo do Btl1xMIR162xMIR604xGA21) com a avaliagdo de risco do evento combinado.
Portanto, foram contempladas as informagbes de caracterizagdo molecular, expressdo da
caracteristica, impacto ambiental e seguranga alimentar do milho MIR604, adicionadas as
informacgdes do milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21, quanto a sua caracterizagdo molecular,
expressdo das proteinas, equivaléncia substancial e impacto a organismos néo alvos, no intuito
de demonstrar a auséncia de interacdes entre os eventos parentais que deram origem ao evento
combinado e auséncia de potenciais efeitos indesejados como resultado do melhoramento
convencional paraa sua obtengdo. :

Requerente: Syngenta Seeds Ltda o e
Espécie: Zea mays L..

Caracteristica(s) inserida(s):

A construgdo que deu origem ao evento MIR604 ¢é composta por dois cassetes de
expressdo contidos no plasmideo vetor pZM26. Um cassete contém o gene de interesse mery3A
e seus clementos reguladores MTL e NOS. O outro cassete contém o gene marcador de selegéo
pmi (manA), que esta sob o controle do promotor ZmUbilnt, e ¢ finalizado pelo terminador -
NOS. O gene pmi (manA) de Escherichia coli, que codifica a enzima Fosfomanose Isomerase
(PMI), foi utilizado como,marcador de selegéo no processo de transformagéo.

O gene mcry34, proveniente de Bacillus thuringiensis codifica uma proteina de 598
aminoédcidos e esta sob regulagido do promotor MTL de Zea mays e do terminador nopalina
sintase (NOS) de Agrobacterium tumefaciens. O gene pmi (manAd) de E. coli codifica uma
‘Fosfomanose Isomerase (PMI) e no vetor pZM26 ‘esta sob regulagdo de promotor do gene da
ubiquitina de Zea mdys e do terminador NOS de 4. tumefaciens. PMI tem sido utilizado como
um marcador de selegdo durante o processo de transformagio de diversas espécies (BOJSEN et

al., 1994; JOERSBO et al., 1998; NEGROTTO et al., 2000). As células vegetais transformadas
com o gene pmi (mand) se desenvolvem em meio de cultura contendo manose como fonte
primaria e Unica de energia. Quando expostas a um meio contendo predominantemente ou
exclusivamente manose, os tecidos ndo transformados se mantém dormentes e sdodominados
pelo tecido transformado. A manose ndo é conhecida como téxica as células vegetais. A incluséo
do pmi (manA) permitiu a sele¢do em meio de cultura de plantulas transformadas com o evento
MIR604. PMI também foi utilizado como marcador de selegdo para o evento MIR162, conforme
~ descrito em seu processo de pedido de liberagdo comercial.

Os genes do doador e sequéncias reguladoras presentes no plasmideo pZM26 utilizados
no desenvolvimento do milho MIR604 foram detalhados no processo.

O evento Btl1 inclui o gene crylAb de Bacillus thuringiensis, que confere resisténcia a
certos insetos lepidopteros, € o gene pat, derivado do microorganismo do solo Streptomyces
viridochromogenes, que confere tolerancia ao-herbicida glufosinato de aménia e foi utilizado
como marcador de sele¢do durante o processo de transformagao.

O evento MIR162 foi obtido'a partir da inser¢do do gene vip34a20, que confere
_ resisténcia a insetos lepidépteros, € do gene pmi (manA) que codifica a enzima Fosfomanose
Isomerase (PMI), utilizado como marcador de selegdo no processo de transformagdo.
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O evento GA21 contém o gene mepsps, que expressa a enzima Smtase 5-Enolpiruvil
Shikimato-3-Fosfato (mEPSPS). A EPSPS ¢ uma enzima chave no processo do 4cido shikimico,
envolvido na biossintese dos aminoéacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano),
encontrada naturalmente em plantas, fungos e bactérias, e ausente nos animais. A EPSPS ¢
altamente sensivel a produtos herbicidas contendo glifosato.

A combinagdo de eventos GM por cruzamento convencional estd sendo a estrateg1a mais
usada para combinar na mesma planta duas ou mais caracteristicas obtidas por transformacgio
genética. Na combinagdo por cruzamento convencional de dois ou mais eventos geneticamente
modificados seguros ndo ha adigdo de nenhuma fonte ou .causa de efeitos ndo intencionais.
Portanto, o foco da avahag)ao do risco de eventos GM combinados deve estar nas potenciais
interagdes entre eles. ’

Método de introducio da(s) caracteristica(s):

Conforme descrito, o milho Btl1 1xMIR162xMIR604xGA21 foi desenvolvido por meio de
melhoramento genético classico, por cruzamento .sexual entre linhagens geneticamente
modificadas contendo os eventos Btll, MIR162, GA21, e por linhagens contendo o evento
MIR604.

O evento MIR604 foi produzido por meio de transformagdo via Agrobacterium
tumefaciens de embrides imaturos de milho. O gene pmi (manA) foi utilizado como marcador de
selegdo durante o processo de regeneragdo. As plantas regeneradas foram analisadas para a
presenca dos genes mCry34 e pmi (manA) e para auséncia do gene spec (resisténcia a
espectromicina). Estas analises foram feitas por PCR. As plantulas positivas para os dois
primeiros genes e negativas para o terceiro foram selecionadas e transferidas a estufa para a

propagacao.

Uso proposto: cultivo, produgdo, manipulagdo, transporte, transferéncia, comercializagfo,
importacdo, exportagdo, armazenamento, consumo, libera¢do e descarte destes OGMs e de seus
derivados, bem como suas progénies.

IT — Informacdes Gerais

O milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 foi desenvolvido por meio de melhoramento
genético classico, por cruzamento sexual entre linhagens geneticamente modificadas contendo o
evento combinado Btl1xMIR162xGA21, ja aprovado para liberagdo comercial, e linhagem
contendo o evento MIR604, também objeto de avaliagdo para aprovagdo comercial neste
processo. As informagdes referentes ao numero de .copias inseridas do gene; sequéncia
nucleotidica do transgene inserido no OGM, indicando os elementos reguladores presentes —
promotores, elementos reguladores em cis, sitios de poliadenilagdo, introns e exons e regido de
* terminagdo da transcricdo dos eventos individuais Btll, MIR162 ¢ GA21, ji aprovados,
encontram-se em seus respectivos processos de pedido de liberagdo comerciall, em que
demonstram: (1) apenas uma cépia dos genes inseridos em seus respectivos eventos individuais.
(2) auséncia de qualquer sequéncia estrutural dos plasmideos de transformagfo. As anélises de
sequéncia T-DNA presentes nos Eventos Btll, MIR162, GA21 confirmaram que a inser¢do
estava intacta e que a contiguidade dos elementos funcionais foi mantida. Anélises realizadas no
milho Btl1xMIR162xGA21 confirmaram estes perfis moleculares, conforme apresentado em
seu processo de liberagdo comercial (Processos 01200.002109/2000-04, 01200.007493/2007-08
e 01200.000062/2006-21, Pareceres Técnicos 1255/2008, 2042/2009 e 1597/2008,
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respectivamente. Processo 01200.000925/2009-11, Parecer Técnico 2040/2009. Processo
01200.005038/2009-21, Parecer Técnico 2722/2010).

Os dados das analises Southern Blot e o sequenciamento do DNA do milho MIR604
demonstram que (1) apenas uma copia do gene cry34 modificado (mcry34), do gene “da
fosfomanose isomerase pmi (manA), do promotor MTL e do promotor ZmUbilnt estdo presentes;
(2) Também foi utilizado Southern blot com uma sonda especifica para a analise do backbone do
vetor. A auséncia de hibridizagdo demonstra a auséncia de quaisquer sequéncias do vetor
backbone pZM26 incorporadas no evento MIR604 durante o processo de transformagéo, ou seja,
o milho MIR604 nio contém qualquer sequéncia estrutural do plasmideo de transformagdo
pZM26. As anélises de sequéncia de todo o T-DNA presente no evento MIR604 confirmaram
que a inser¢do estava intacta e que a contigiiidade dos elementos funcionais foi mantida. Uma
truncagem de 43 pb na borda direita (RB) da jung@o da insercdo T-DNA e uma truncagem de 44
pb na borda esquerda (LB) da jungdo da insergdo T-DNA foram identificadas. Trés mudangas de
um s6 nucleotideo também foram identificadas na inser¢do T-DNA. Uma dessas mudangas
ocorreu dentro do promotor MTL, uma regifio regulatéria que néo codifica proteina.” As duas
outras mudangas ocorreram dentro da sequéncia codificadora de PMI e d4 origem a duas
mudangas em aminoacidos. Estas substitui¢des ndo resultaram em qualquer alteragdo aparente no
PMI" funcional tal como expresso no milho MIR604. A inser¢do do tDNA do pZM26
incorporado no MIR604 ¢ estavel ao longo de vérias geragdes uma vez que o padrdo de
hibridagio ao longo de trés geragdes de MIR604 (BC4, BC5 e BC6) foi idéntico. Plantas TS5
individuais foram avaliadas para a presenga da caracteristica para ambos os genes pmi (manA) e
mcry34. A proporgdo Mendeliana esperada para plantas positivas e negativas para a
caracteristica hemizigética nessas populacdes foi de 3:1. ‘

Foi realizada uma analise das sequéncias genémicas de Zea mays que flanqueiam o T-
DNA do evento MIR604. Este estudo objetivou determinar se & inser¢do do T-DNA ocorreu
dentro de um gene funcional da planta. Adicionalmente, foi analisada a possivel geragdo de
“open reading frames” (ORFs) nas jungdes de T-DNA com o sitio de inser¢do no genoma do
milho. A anélise dos 6 ORFs potenciais, que seriam gerados em ambas as extremidades do T-
DNA de liga¢do com o genoma do milho, revelou a presenga de um novo potencial ORF de 258

pb (Figura 12 do relatério), iniciando com o T-Nos e estende-se através da ligagdo de T-DNA
' com a sequéncia flanqueante. A sequéncia a montante deste potencial ORF corresponde a
sequéncia terminadora e no se encontraram elementos promotores, de modo que é improvavel
que ocorra qualquer transcri¢do. Em conclusdo, a inser¢do do cassete de expressdo MIR604 ndo
interrompe nenhum gene endégeno conhecido ou gera um novo potencial ORF na extremidade 3'
jungdo com a sequéncia flanqueadora.

Para analisar a concentracio das proteinas mCry3A e PMI no Evento MIR604, plantas de
milho MIR604 ¢ seu hibrido correspondente nfio transgénico quase isogénico foram cultivadas.
em Uberlandia-MG e Ituiutaba-MG, na safra 2011/12. Para cada parcela foram coletadas
amostras de diferentes partes da planta em 4 estadios fenolégicos do milho. Cinco amostras
replicadas de cada tipo de tecido foram coletas por parcela. As proteinas mCry3A e PMI dos
hibrides de milho MIR604 foram quantificadas por meio de ensaios imunoenzimaticos ELISA e
tecidos do respectivo hibrido isogénico ndo GM foram coletados concomitantemente e
submetidos as mesmas analises quantitativas, visando confirmar a auséncia de expressdo das
proteinas geneticamente modificadas e interferéncia de outras substancias.

Concentragcdes mensuraveis da proteina mCry3A foram detectadas em todos os tecidos
analisados provenientes dos hibridos de milho MIR604, exceto polen. As concentragdes de
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mCry3A foram determinadas tanto com base no peso seco como no peso fresco de cada tecido.
A proteina mCry3A néo foi detectada nas amostras de tecidos do hibrido controle isogénico nio
GM, conforme esperado. '

Os teores médios de proteina de mCry3A em folhas, ao longo dos quatro estiddios de
desenvolvimento, variaram de 1,07 a 21,50 pg/g em peso fresco (1,19 a 32,11 pg/g em peso
seco). Em raizes, a concentragdo de mCry3A variou de 0,45 a 1,19 pg/g em peso fresco (4,21 a
8,12 nug/g em peso seco). Em plantas inteiras, a concentragdo de mCry3A variou de 0,98 a 3,38
ng/g em peso fresco (5,61 a 9,98 pg/g em peso seco). Enquanto que em gréos, a concentragio de
mCry3A variou de 0,07 a 0,17 pg/g em peso fresco (0,08 a 0,24 pg/g em peso seco). No pélen
ndo foi detectada a presenga da proteina mCry3A (limite de detecg¢do (LOD) = 0,01 pg/g de peso
fresco e peso seco) (dados descitros nas Tabelas 4 e 5 do relatério).

Concentragdes mensuraveis da proteina PMI foram detectadas em todos os tecidos
analisados provenientes dos hibridos de milho MIR604, na maioria dos estddios de
desenvolvimento. A proteina PMI ndo foi detectada nas amostras de tecidos do hibrido controle
isogénico ndo GM, conforme esperado

Os teores médios de proteina PMI, durante todo o eiclo da cultura, em folhas variaram de
0,89 a 1,97 pg/g de peso fresco (2,13 a 5,18 pg/g de peso seco). Em raizes, a concentragio de
PMI variou de 0,10 a 0,15 ug/g de peso fresco (0,63 a 1,08 pg/g de peso seco). Em plantas
inteiras, a concentragdo de PMI variou de 0,46 a 0,75 pg/g de peso fresco (1,60 a 4,60 ug/g de
peso seco). Em gréos, a concentragdo de PMI variou de 1,25 a 1,5 pg/g de peso fresco (1,78 a
1,79 pg/g de peso seco). Em pélen a concentragio de PMI medida foi 13,50 pg/g de peso fresco
(16,69 ng/g de peso seco).

As duas proteinas analisadas (mCry3A e PMI) foram detectadas em todos os tecidos
(folha, raiz, planta inteira, pdlen e gréo) analisados, embora a baixos niveis.

Nenhuma evidéncia nos dados observados sugere tendéncia de modificagdo ou
acumulagdo das proteinas mCry3A e PMI ao longo do desenvolvimento das plantas de milho
MIR604, demonstrando que a expressdo destas proteinas ¢ estavel ao longo do desenvolwmento
da planta.

O evento MIR604 estd localizado no cromossomo um. No milho
Bt11xMIR162xMIR604xGA21 ndo foram observadas quaisquer alteracdes na localizacdo dos
insertos; mantendo-se -0 evento MIR604 no cromossomo um, o evento Btl1 no cromossomo oito;
o evento GA21 situado no cromossomo um e o evento MIR162 no cromossomo cinco. :

A analise molecular comparativa do milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 demonstrou
que os genes crylAb, pat, vip34a20, pmi (manA), mCry3A4 e mepsps foram herdados de maneira
estavel do milho Bt11xMIR162xMIR604xGA21. Ndo eram esperadas quaisquer alteragdes, visto
que a combinagdo destes eventos foi obtida por cruzamentos sexuais, pratica comum no processo
de melhoramento genético classico. Foram realizadas diferentes andlises de Southern Blot para
caracterizar o inserto no milho MIR604. O DNA gendmico foi isolado a partir de plantas da 6
geracdo de retrocruzamento (BC6) do evento MIR604, método proposto por Thomas et al.
(1993). Todas as plantas usadas para o isolamento do DNA foram analisadas individualmente
usando PCR TagMan® para confirmar a presenca de uma tnica copia do gene mcry34 e do gene
pmi (manA). Para os controles segreganfes negativos, o DNA foi isolado de plantas
representando a gerag@o do retrocruzamento quatro (BC4) (usado para a anélise Southern de
mcry3A, pmi (mand) e backbone) ou a geragdo do retrocruzamento seis (BC6) (usado para a
analise Southern de MTL e ZmUbilnt) do evento MIR604.
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A andlise molecular comparativa foi realizada com a finalidade de confirmar a
integridade genética dos insertos Btll, MIR162, MIR604 e GA21 ao longo do processo de
melhoramento -genético classico utilizado para obter o milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21,
(por meio de cruzamentos sexuais entre linhagens contendo estes eventos). Os fragmentos
hibridizados a partir do milho combinado Btl1xMIR162xMIR604xGA21 apresentaram o
tamanho esperado para os eventos Btll, MIR162, MIR604 ¢ GA21, demonstrando que a
integridade dos insertos foi mantida durante o processo de melhoramento genético classico com
_finalidade de combinagdo destes eventos.

A concentragdo das proteinas CrylAb, PAT, Vip3Aa20, PMI, mCry3A ¢ mEPSPS
_presentes no milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 foi determinada por meio de ensaios-
imunoenzimaticos ELISA em diferentes tecidos (folha, raiz, planta inteira, pdlen e grdo) e em
dois estadios do desenvolvimento (antese e maturidade) de plantas cultivadas no Brasil. Para a
maioria dos tecidos analisados nas diferentes fases -de desenvolvimento, ndo houve diferenga
estatisticamente significativa entre a expressdo de cada uma das proteinas expressas no milho
Bt11xMIR162xMIR604xGA21 e no milho contendo os eventos isoladamente. A expressdo das
seis proteinas analisadas (CrylAb, PAT, Vip3Aa20, mCry3A, PMI e mEPSPS) para os cinco
diferentes tipos de tecidos (folha, raiz, planta inteira, poélen e grdo) no milho
Bt11xMIR162xMIR604xGA21 foi consistentemente similar a expressdo dos eventos quando
apresentados individualmente no milho, ou seja, milho Btll, milho GAZ2I, milho MIR162 e
milho MIR604. Dessa forma, as avaliagdes do risco para a saiide humana, animal e ambiental
realizadas anteriormente para estes eventos podem ser aplicadas ao milho com estes eventos
combinados. As unicas diferengas estatisticas significativas encontradas entre a concentragdp
média da proteina no hibrido Btl1xMIR162xMIR604xGA2le seus respectivos hibridos de
evento simples foram nos tecidos planta inteira e grios para a proteina Vip3Aa20 e folhas para
mCry3A. Ainda assim, a expressdo destas proteinas foi menor no milho com os eventos
combinados. i

As concentragdes de CrylAb, PAT, Vip3Aa20 ¢ mEPSPS foram, em geral,
estatisticamente similar entre o hibrido Btl1xMIR162xMIR604xGA21 e os hibridos individuais
correspondentes. A expressdo da proteina transgénica ndo foi alterada no hibrido do evento
combinado  Bt11xMIR162xMIR604xGA21  comparado  aos  hibridos  individuais.
Adicionalmente, como esperado, a concentragio PMI total foi consistentemente maior nos
tecidos do hibrido Btl11xMIR162xMIR604xGA21 quando comparado as concentragdes de PMI
no evento MIR162 ou evento MIR604, refletindo a expressdo de ambos os PMI no evento
combinado. Embora estejam presentes trés eventos para a caracteristica de resisténcia a insetos
no millo Btl1xMIR162xMIR604xGA2L, ndo era esperada qualquer interagdo ou efeito aditivo
na expressio destas proteinas, visto que as proteinas CrylAb, Vip3Aa20 e mCry3A sdo
expressas por .genes independentes e por apresentarem modos de agdo distintos. Portanto, a
avaliacdo do risco realizada para os eventos individuais pode ser aplicada aos mesmos quando de
forma combinada. : ,

Estudos de campo para a avaliagdo das caracteristicas agrondmicas e fenotipicas
realizedos em seis locais do Brasil comprovaram que o evento Btl11xMIR162xMIR604xGA21
apresenta o mesmo desempenho do isogénico convencional, com mesmo background genético,
comprovando a auséncia de potencial para se tornarem planta daninha. Adicionalmente, ensaios
de eficicia de insetos foram realizados em parcelas de campo que estavam infestadas de
populagdes de Diabrotica speciosa e Spodotera fugiperda e comprovaram a eficiéncia do milho
Bt11xMIR 162xMIR604xGA21 em controlar as principais pragas da cultura do milho. Da mesma

6
SPO — Area 05 — Quadra 03 Bloco B — Térveo — Salas 08 a 10
Brasilia. DF —~ CEP: 70610-200
Fones: (35)(61) 3411 5516— FAX: (55)(61) 3317 7475 PROTON: _ Pt A0
e-mail: seeretariactnbiof met.gov.br y



Ministério da
Clencla Tecnolonl Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacio - MCTI
ssssssssssssss Comisséo Técnica Nacional de Biosseguranga - CTNBio
D I Secretaria Executiva
e /

PAIS RICO E PAIS SEM POBREZA

forma, este milho combinado manteve a tolerdncia aos herbicidas glufosinato de aménia e
glifosato, como esperado. ‘ ' ' :

Nao foi verificado que as caracteristicas conferidas pela introdugfo dos genes presentes
no milho MIR604 e milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 proporcionem qualquer vantagem
competitiva ou uma maior agressividade, que resultaria em uma espécie invasiva. A tolerancia ao
glifosato e ao glufosinato de amonio sé confere vantagem competitiva as plantas submetidas a
pulverizagdo com esses herbicidas. Enquanto que a resisténcia a algumas espécies de insetos
somente concederia uma vantagem adaptativa no meio ambiente em sistemas em que os insetos
fossem os agentes limitantes para a propagacéo da planta, ou seja, se houvesse uma forte presso
de selecdo por parte das pragas. Assim, ndo se verifica qualquer vantagem competitiva dos
referidos eventos em condi¢des naturais de sobrevivéncia.

Nao foram observados efeitos pleiotropicos e epistaticos ocasionados pela presenca dos
eventos Btll, MIR162, MIR604 e GA2l ou pela combinagdo destes no milho
Bt11xMIR162xMIR604xGA21. ' : ' :

III - Aspectos relacionados a saide humana e dos animais
XXX XXX XXX XXX XXXXXXXX
(SERA ANEXADO O PARECER DA SETORIAL ANIMAL E HUMANA)

IV - Aspectos Ambientais

O milho Btl11xMIR162xMIR604xGA21 foi desenvolvido por meio de melhoramento
genético cldssico, por cruzamento sexual entre linhagens geneticamente modificadas. A analise
molecular comparativa demonstrou que os genes dos eventos Btl1, MIR162, MIR604 ¢ GA21
sdo independentes. Trata-se de vias distintas e, portanto ndo se deve esperar que a presenca dos
genes tenha algum efeito diferente daquele que se espera para cada caracteristica quando
presentes de forma independente. As informagdes provenientes de analise molecular
comparativa, de analise de expressdo de proteina, perfil composicional e avaliagdes agrondmicas
corroboram ‘com o fato de que os genes presentes nos referidos eventos atuam
independentemente. i ’

Para demonstrar a equivaléncia entre o milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 e o milho
convencional, foram conduzidas andlises nos seguintes componentes: composicional (forragem e
graos), perfil de minerais, perﬁl de vitaminas, perfil de acidos graxos, metabolitos secundarios e
perfil de aminodcidos. Com base nos resultados apresentados, pode-se concluir que os
componentes centesimais de forragem e grdos do milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 em
amostras colhidas no Brasil, na safra 2011/12; foram equivalentes ao milho convencional.

A produgdo e viabilidade de pdlen ndo foram alteradas pela modificagdo genética, para a
obtengdo do milho MIR604 ¢ do milho Bt11xMIR162xMIR604xGA21. Portanto, a dispersdo de
polen pelo vento e a frequéncia de cruzamento ndo deve ser diferente do que para outras
variedades de milho. O fluxo génico entre os milhos Btl1xMIR162xMIR604xGA21 e milho
MIR604 e outras variedades de milho cultivadas serd semelhante ao que ocorre naturalmente
entre variedades de milho cultivadas no presente momento. Em estudo realizado. no Brasil,
verificou-se que a dfecundagdo cruzada entre lavoura de milho Bt e convencional foi menor que
1%, utilizando o isolamento de 100 m e constatou-se que, em média, 82% da fecundagdo cruzada
ocorre nos primeiros 30 m (NASCIMENTO et al, 2012). A deposicio de polen e,
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consequentemente, a possibilidade de fecundagéo cai com a distincia da fonte. Em distancias
maiores que 30m-50m, os niveis de dispersdo sdo muito baixos (PLEASANTS et al., 2001;
JAROZ et al., 2003; PATERNIANI; STORT, 1974).

O milho (Zea mays ssp. Mays) hibridiza livremente com o teosinto anual (Zea mays ssp.
Mexicana), quando proximos. Estes parentes de milho selvagens sdo nativos da América Central
e ndo estdo presentes no Brasil. Tripsacum, outro género relacionado a Zea, também ndo
apresenta ocorréncia no Brasil. Devido a auséncia de espécies sexualmente compativeis
relacionadas com Z mays no Brasil, ndo existe a possibilidade de ocorréncia de fluxo génico
interespecifico. "

O levantamento de entomofauna realizado para o milho Btl11xMIR162xMIR604xGA21
em comparagio com ao seu isogénico convencional, em ensaios conduzidos no Brasil, na safra
2011/12, demonstrou que ndo sdo esperados efeitos em organismos indicadores relevantes nos
ecossistemas de cultivo comercial de milho. Também no é esperado qualquer efeito adverso nos
organismos indicadores com o cultivo do milho MIR604, uma vez que a combinagdo destes
eventos com o evento MIR604 ndo levou a alteragdes na expresséo das proteinas. Os resultados
das analises moleculares indicam que ndo hé interagdo entre os eventos.

Nenhuma modificagio genética visando a alteragdo da capacidade de. reproduc@o,
sobrevivéncia e disseminacdo ou transferéncia de genes para outros organismos foi inserida no
milho Btl11xMIR162xMIR604xGA21 ou no milho MIR604. A resisténcia dos milhos
Bt11xMIR162xMIR604xGA21 ¢ MIR604 a alguns insetos pragas e a tolerancia do milho
Bt11xMIR162xMIR604xGA21 a herbicidas torna pouco provavel que aumente a sua capacidade
de invasdo, porque a facilidade no controle de plantas daninhas, a falta de competitividade,
auséncia de dorméncia sdo as principais razdes que ndo tornam o milho uma planta daninha
persistente (CERA, 2011a, 2011b, 2011c).

As caracteristicas agrondmicas e fenotipicas do milho Bt11xMIR162xMIR604xGA21
foram avaliadas em compara¢do ao milho isogénico convencional e hibridos convencionais
comerciais com intuito de identificar alguma alteragdo nfo intencional que pudesse tornar o
referido milho em planta daninha. /

O milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 foi comparado com seu isogénico convencional
(controle) e mais sete hibridos convencionais foram também empregados para fornecer um
intervalo de valores comuns a. hibridos comerciais de milho. Os estudos foram conduzidos em
experimentos de campo, em 6 localidades de cultivo representativas do Brasil: Cruz Alta-RS,
Holambra-SP, Uberlandia-MG, Ituiutaba-MG, Formosa-GO e Lucas do Rio Verde-MT. Nove
caracteristicas fenotipicas e agrondmicas foram avaliadas durante o experimento: florescimento
masculino, florescimento feminino, doengas, foliares, altura de plantas, altura da inser¢do da
espiga, porcentagem de plantas eretas por ocasido da colheita, textura de gréo, cor do grdo e
rendimento de grios. O experimento foi conduzido em blocos casualizados com 3 repetigdes.

Em uma analise combinada dos dados gerados nos diferentes locais, ndo foram detectadas
diferengas significativas entre o, milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 e o milho isogénico
" convencional para nenhuma das caracteristicas fenotipicas e agronomicas avaliadas (Tabelas 17
erli])? ] _

Adicionalmente, dados fenotipicos e agrondmicos foram coletados, em 10 locais dos
EUA, representativos das condi¢des agronoémicas das principais regides de cultivo do milho, na
safra 2006. O milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 foi comparado com milho isogénico
convencional. Dezenove caracteristicas fenotipicas e agronémicaé foram avaliadas durante o-
experimento: % plantas estéreis, espigas caidas, plantas emergidas, crescimento precoce, vigor
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da plantula, altura de espiga, acamamento precoce de plantas pela raiz, umidade do grio,
populagdo de plantas na colheita, unidades de calor para 50% da emissdo do estilo-estigma,
unidades de calor para 50% da liberagdo de pdlen, 1ntegr1dade da espiga na colheita, avaliagdo da
cor da folha, acamamento tardio de plantas pela raiz, altura de planta, acamamento do colmo,
peso de grdos, produtividade e incidéncia de Cercospora. O experimento foi conduzido em
blocos casualizados, com cinco repeti¢des..O milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 apresentou
desempenho correspondente em relagéo ao hibrido controle.

Na Argentina, o estudo foi conduzido em Santa Isabel, nas safras 2009/2010 e
2010/2011, e as caracteristicas avaliadas foram: florescimento masculino, florescimento
feminino, doengas foliares, altura de plantas, nimero de plantas quebradas, nimero de plantas
acamadas, umidade de grdos e rendimento de gréios. Ndo foi verificada nenhuma diferenca
significativa entre os tratamentos. Todos esses estudos confirmam o desempenho similar entre o
mllho Btl IxMIR162xMIR604xGA21 e o isogénico convencional.

Os experimentos de campo realizados no Brasil, Estados Unidos e Argentina
demonstraram que os resultados obtidos das.caracteristicas fenotipicas e agronémicas do milho
Btl 1xMIR162xMIR604xGA21 ficaram dentro do intervalo de respostas que sdo esperados para
a cultura do milho. Portanto, potencial do milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 em se tornar
uma planta daninha ndo € diferente do milho convencional. Da mesma forma, ndo é esperada
qualquer alteragdo fenotipica e agrondmica entre o milho MIR604 em relagdo ao seu isogénico
convencional, uma vez que este evento visa resisténcia a coledpteros Praga.

Os niveis de expressdo da proteina mCry3A no milho MIR604 nio diferem no milho
Btl1xMIR162xMIR604xGA21, demonstrando que ndo ha efeitos de interagdo entre os eventos
de forma que o milho MIR604 tivesse um comportamento diferente ao combinado. Além disse,
tanto o milho MIR604 quanto o.milho Bt11xMIR162xMIR604xGA21 sdo cultivados ha alguns
anos em outros paises (onde ndo houve evidéncia de qualquer alteragdo na capacidade de
reprodugdo, sobrevivéncia, disseminagdo ou transferéncia dos genes inseridos para outros
orgamsmos)

As amostras de solo de parcelas onde foi cultlvado o milho hibrido transgénico
Bt11xMIR162xMIR604xGA21, tanto em Uberlandia quanto em Ituiutaba, apresentaram
concentragdes de proteina mCry3A abaixo do limite de detecgdo através das tiras analiticas, isto
€, abaixo de 0,050 ng.g solo-1. As formulagdes microbianas de B. thuringiensis vém sendo
utilizadas ha séculos como biopesticidas em sistema de produgdo orgénica ou sob condigGes
" convencionais agricolas e os milhos geneticamente modificados, que expressam proteinas
CrylAb, ja vém sendo cultivado em diversos paises ha mais de 15 anos. Além disso, o milho
MIR604 ja foi aprovado em vérios paises sem nenhuma ocorréncia de efeito adverso da proteina
mCry3A aos organismos nio alvo.

Recentemente, foi publicado um relatério que compila 50 projetos, gerados na tltima
década, relacionados com os aspectos de biosseguranga dos OGMSs na Europa. As conclusdes
corroboram com a maioria dos estudos publicados, que nenhuma diferenga importante no
comportamento de parasitéides, taxa de parasitismo e longevidade de adultos foi observada entre
as culturas Bt e suas linhas isogénicas (COMISSAO EUROPEIA, 2010).

Para verificar possiveis efeitos em artropodes ém geral, foi feito uma comparagio entre o
milho GM Btl11xMIR162xMIR604xGA21 em compara¢do com ao seu isogénico convencional.
Foram coletados artropodes em parcelas de milho transgénico e em parcelas com milho
convencional isogénico utilizando quatro métodos de amostragem. Os ‘artrépodes coletados
foram classificados em taxons. Nesse estudo foram avaliados insetos predadores, insetos
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parasitoides, insetos polinizadores, insetos fitéfagos, insetos decompositores, entre outros. A
analise conjunta dos artropodes observados e capturados nos ensaios em duas localidades,
considerando os 4 métodos e as datas de amostragens, mostrou que ndo houve diferengas
significativas entre cada um dos 84 tixons nos tratamentos Milho GM
(Bt11xMIR162xMIR604xGA21) e Milho Isohibrido ndo GM. No total, foram coletados 14965
artropodes no Milho Isohibrido. e 14842 no Milho GM.

Em estudo conduzido em laboratorio, para a avaliagdo da potencial exposu;ao de
organismos ndo-alvo a mCry3A pelo cultivo do milho MIR604, foi considerado o pior cendrio
para perigo, utilizando espécies taxonomicamente relacionadas com a praga alvo e espécies que
se espera que tenham maior exposi¢do a mCry3A, como aves (codorna), peixes (truta), artropode
ndo alvo da parte aérea (joaninha, percevejo das flores), habitantes do solo (besouros e
minhocas), insetos polinizadores (abelha) e mamiferos (rato). Conforme avaliagdo de risco
apresentada, os resultados deste estudo indicaram risco minimo do milho MIR604 aos
organismos ndo-alvo. .

Em conclusio, os resultados apresentados nesse documento, comprovam a seguranga dos
eventos MIR604 e do milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 ao meio ambiente. Além disso, o
histérico- de exposi¢do segura das proteinas presentes nos eventos sdo fatores que sustentam os
aspectos de biosseguranga. - '

b2 4 Restricoes ao uso do OGM e seus derivados
Conforme estabelecido no arf. 1°da Lei 11.460, de 21 de marco de 2007, “ficam vedados

a pesquisa e o cultivo de organismos geneticamente modificados nas terras indigenas e areas de
unidades de conservacdo”.

VI - Consideragdes sobre particularidades das diferentes regides do Pais (subsidios'aos
orgdos de fiscalizacéo)

Conforme estabelecido no art. 1° da Lei 11.460, de 21 de marc¢o de 2007, “ficam vedados
" a pesquisa e o cultivo de organismos geneticamente modificados nas terras indigenas e areas de
unidades de conservacio”.

VII - Consulta realizada junto a Conjur do MCTI e resposfa da diligéncia encaminhadd
para a requerente

Considerando as discussdes que ocorreram na 170° Reunido Ordinaria, ocorrida em 13 de
margo de 2014, referentes a possibilidade de pedido de liberagdo comercial envolvendo mais de
um OGM (evento simples e combinado), foi encaminhada consulta ao Juridico para que se
manifestasse sobre esse assunto a luz da legisla¢do vigente. Até o momento, todas as solicitagdes
referentes a liberagdo comercial referiam-se a analise de um inico OGM. Como consequéncia, 0
referido processo foi colocado em diligéncia a fim de esclarecimentos junto a empresa quanto ao
pedido de liberagdo comercial, questionando-a se a solicitagdo se refere ao milho MIR604
(evento isolado) e ao milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 (evento estaqueado)
concomitantemente.

A requerente respondeu a diligéncia esclarecendo que a sol1c1tag:ao seé aplica tanto para o
milho MIR604 quanto para o milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 e justificou que “embora o
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milho MIR604 ndo venha a ser comercializado, se faz necesséria a autorizagdo para atividades de
uso comercial, na medida em que o milho MIR604 seré utilizado como linhagem parental para as
sementes do milho Btl IxMIR162xMIR604xGA21, este sim, interesse comercial da empresa.” A
requerente mencionou ainda “que a submissdo de pedido de liberagdo comercial para dois
produtos distintos em um mesmo processo, de forma alguma afastaria .a obrigatoriedade da
analise caso a caso exigida pela legislagdo, uma vez que, ainda que contantes em um mesmo .
processo, cada um dos produtos devera ser avaliado pela CTNBio individualmente e caso a caso,
objetivando uma analise cientifica rigorosa e especifica de cada OGM, sempre com vistas a dar
cumprimento ao Principio da Precaugdo.”

A conclusdo final do Parecer N° 326/2014/CONJUR-MCTI/CGU/AGU/Iml explicitou o
seguinte:

“Por todo o exposto, sendo certo restringir-se nosso pronunciamento aos aspectos
juridicos-legais da consulta formulada pela SE/CTNBio, sem se imiscuir, portanto, sobre o
mérito do pleito que informam os autos, respondemos ao quanto nos foi apresentado, no sentido
de que nenhum impedimento hd no arcabouco juridico vigente para a Comissdo acolher
processos que possuam, em seu ambito, dois ou mais pleitos de liberagdo comercial de OGMs,
cujo parecer técnico conclusivo deverd, de qualquer forma, observar a observancia dos preceitos
contidos no inciso I'V do art. 14 da Lei 11.105, de 2005 (anélise “caso a caso”).”

VIII — Conclusio

O parecer final do relator Dr. Ricardo Vilela Abdenoor considerou os critérios
internacionalmente aceitos no processo de anélise de risco de matérias- pr1mas geneticamente
modificadas e concluiu que o milho MIR604, classificado como classe de risco 1, bem como a
combinagdo de eventos Bt11xMIR162xMIR604xGA21 sdo tdo seguros quanto seus equivalentes
convencionais, € ndo sdo potencialmente causadores de significativa degradagdo do meio
ambiente ou a satide humana e animal. Assim, o relator encaminhou para a aprovacio da
solicitagdo de liberagdo comercial do milho geneticamente modificado MIR604 e do milho
contendo a combinagdo dos eventos Btl 1xMIR 162xMIR604xGA2]1.

Com base nos dados e informagdes apresentadas no processo, a relatora Dra. Méarcia
Pinheiro Margis verificou que 0s eventos combinados no milho Btl IxMIR162xMIR604xGA21
mantiveram a integridade das constru¢des génicas herdadas dos parentais durante o processo de
melhoramento genético classico. Conforme relatado na conclusdo do seu parecer, os eventos
foram bem caracterizados molecularmente, ndo havendo indicios de interagdo entre eles quando
reunidos. por via sexual em uma mesma planta Além disso, ficou demonstrado que n3o houve
interagdo entre'as vias metabdlicas em que atuam as proteinas presentes e principalmente, que a
expressdo das proteinas neste milho combinado néo ¢ significativamente diferente da expressdo
observada nos eventos parentais que o compde. Dessa forma, assim como seus eventos
individuais, o milho com a combinagdo Btl1xMIR162xMIR604xGA21 ndo ocasiona impacto
significativo sobre o ambiente Além disso, ndo foram evidenciadas alteragdes botanicas que
possam  conferir  vantagens  adaptativas a0 milho com a  combinagfo
Bt11xMIR162xMIR604xGA21.

Foi relatado pela Dra. Marcia Margis que o milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21
encontra-se aprovado no Japdo (2010), Coréia (2010), México (2010), Taiwan (2011), Argentina
(2012) e Colombia (2012), além de paises como EUA, Canada e Austrélia/Nova Zelandia, cujas *
agéncias reguladoras néo requerem dados adicionais para eventos combinados por melhoramento
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convencional, exceto em casos muito especificos. Assim, com base no seu histérico de uso € no
conjunto de evidéncias obtidas com base nos dados e informagdes apresentadas pela proponente,
¢ possivel concluir que o milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 néo ocasiona impacto
significativo sobre o ambiente.

, Considerando o. conjunto de ev1den01as obtidas que demonstram a seguranga para o
cultivo do milho MIR604 e do milho Bt1 1xMIR162xMIR604xGA21, a relatora do processo Dra.
Marcia Margis emitiu parecer favoravel a liberagdo comercial do milho MIR604 e do milho
Bt11xMIR162xMIR604xGA21, no que se refere ao cultivo, produgao manipulagdo, transporte,
transferéncia, comercializacdo, importagdo, exportagdo, armazenamento, consumo, liberagdo e
descarte destes OGMs e seus derivados, bem como suas progénies, nos preceitos da Lei n°
11.105, de 24/03/2005.

' Deste modo, ambos os relatores do presente processo, integrantes da Sub-Comissdo
Setorial Vegetal Ambiental, Dra. Marcia Pinheiro Margis e Dr. Ricardo Vilela Abdenoor-
indicaram o deferimento da solicitagdo de liberagdo comercial do milho MIR604 ¢ do milho
Btl1xMIR162xMIR604xGA21, requerida pela Syngenta Seeds Ltda.

A CTNBio considera que essa atividade nfo é potencialmente causadora de mgmﬁca‘uva
degradacio do meio ambiente ou de agravos a saude humana e animal. As restrigdes ao uso do
OGM em anélise e seus derivados estio condicionadas ao disposto na Lei 11.460, de 21 de
marco de 2007. _ "

A andlise da CTNBio considerou os pareceres emitidos pelos membros da Comissao; por
consultores 4d Hoc; documentos aportados na Secretaria Executiva da CTNBio pela requerente;
resultados de liberacbes planejadas no meio ambiente; palestras, textos relacionados. Foram
tambérn considerados e consultados estudos e publicagdes cientificas independentes da
requerente e realizados por terceiros. :

Monitoramento

Com relacdo ao plano de monitoramento pos-liberagdo comercial a CTNBio determina
que sejam seguidas as instrucdes e executadas as acdes técnicas de monitoramento constante na

Th lResolucao Normativa 09 da CTNBio de 02 de dezembro de 2011.

*VVI;II- Referéncias Bibliograficas

BOJSEN, K., DONALDSON, L; HALDRUP, A.; JOERSBO, M tKREIBERG; Js D:;
NIELSEN, J.; OKKELS, F. T.; PETERSEN, S. G. Mannose or Xylose Based Positive
Selection. N.PI WO 94/20627. Issued in 1998 como US Patent Number 5,767,378, 1994.

CERA. A review of the environmental safety of the CP4 EPSPS I\Jrotein. Environmental
Biosafety Research, v.10, n. 01, p. 5 — 25, 201 1a.

CERA. A review of the environmental safety of the CrylAb protein. Env1ronmental Biosafety
Research, v. 10, n.03, p. 51 — 71, 2011b.

CERA. A review of the environmental safety of the PAT protein. Environmental Biosafety
Research; v. 10,n. 04, p.73 — 101, 201 1c.

12
SPO — Area 05 — Quadra 03 Bloco B — Térreo — Salas 08 a 10
Brasilia, DF —~ CEP: 70610-200 k
Fones: (85)(61) 3411 5516~ FAX: (35)(61) 3317 7475 PROTON:
e-mail: seeretariactubio@met.gov.br



Ministério da

ClanciaTecncloals Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovac¢ido - MCTI

e Inovacdo

~~~~~~~~~~~~~~ Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga - CTNBio CTN B | 0
BR..‘SlL Secretaria Executiva =~ de biosseguranga

IS RICO E PAIS SEM POBREZA

comissao técnica nacional

COMISSAO EUROPEIA. Uma década e pesquisa em OGM financiada pela UE (2001 -
2010) Luxembourg: Publications Office of the European Union, 2010. 264 p.

JAROSZ, N.; LOUBET, B.; DURAND, B.; MCCARTNEY, A.; FOUEILLASSAR, X.;
HUBER, L. Field measurements of airborne concentration and deposition rate of maize pollen.
Agricultural and Forest Meteorology, v.119, p.37-51, 2003.

JOERSBO, M.; DONALDSON, I; KREIBERG, IESREMIIRS ENSSSEGERB RGNS NED I
OKKELS, F. T. Analysis of mannose selection used for transformation of sugar beet. Molecular
Breeding,v.4, p.111-117, 1998.

NASCIMENTO, V. E;; VON PINHO, E.V.R.; VON PINHO, R. G.; DE SOUZA J. C,
NASCIMENTO JUNIOR A.D. Fluxo génico em milho genetlcamente modificado com
resisténcia a insetos.Pesquisa Agropecudria Brasileira, Brasilia, v. 47, n. 6, 2012.

NEGROTTO, D.; JOLLEY, M.; BEER, S.; WENCK, A. R.;, HANSEN, G.The use of
phosphomannose-isomerase as a selectable marker to recover transgenic maize plants (Zea mays
L.) viadgrobacterium transformation. Plant Cell Reports,v.19, p.798-803, 2000.

PATERNIANI, E.; STORT, A.C. Effective maize pollen dispersal in the field. Euphytlca
23:129-134,1974.

PLEASANTS, J. M.; HELLMICH, R. L.; DIVELY, G. P.; SEARS, M. K.; STANLEY-HORN,
D. E.; MATTILA, H. R.; FOSTER, J. E.; CLARK, J. E.; JONES, G. D. Corn pollen deposition
on mllkweeds in and near cornfields. Proceedmgs of the National Academy of Science of the
United States of America, v. 98, n. 21, p- 11919-11924, 2001.

THOMAS, M.R.; MATSUMOTO, S.; CAIN, P.; SCOTT, N.S. Repetitive DNA of grapevine:
classes present and sequences suitable for cultivar identification. Theoretical and Applied

Genetics,v.86, p. 173-180, 1993.

Brasilia, 27 de maio de 2014

FERNADA ANTINOLFI LOVATO
Relatora Membro da CTNBio
IX — Voto(s) divergente(s)

X Abstengoes

13
SPO — Area 05 = Quadra 03 Bloco B — Térreo — Salas 08 a 10
Brasilia, DF -~ CEP: 70610-300
Fones: (55)(61) 3411 5516~ FAX: (535)(61) 3317 7475 , PROTON: I A ¥

e-mail: seerctariactnbio@met.gov.br






