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O milho transgénico Herculex, evento TC1507, contém o transgene crylF e o
transgene pat. O gene crylF, proveniente da cepa PS811 de Bacillus
thuringiensis var. aizawai, codifica a expressao de uma proteina inseticida que
confere resisténcia as plantas de milho GM ao ataque das lagartas Spodoptera
frugiperda (lagarta do cartucho do milho), Agrotis ipsilon (lagarta rosca) e
Diatraea saccharalis (lagarta-da-cana). O gene pat € proveniente da bactéria
Streptomyces viridochromogenes e codifica a expressdo da enzima
fosfinotricina acetiltransferase (PAT) que confere as plantas de milho GM
toleréncia ao glufosinato de amonio (herbicida).

O processo contém informacdes relacionadas ao OGM, as avaliacdes de risco
a salude humana e animal, a avaliacdo de risco ao meio ambiente, além de
copias de documentos exigidos pela legislagcdo. O processo ndo contém um
plano de monitoramento pos-liberagdo comercial conforme solicitacdo do anexo
| da Resolucdo Normativa N° 5 da CTNBIio. Analisei 0 processo, concentrando-
me em algumas das informacdes solicitadas no anexo IV da Resolucdo
Normativa N° 5, relacionadas as avaliagdes de risco ao meio ambiente.

Resolugdo Normativa N° 5/ Anexo IV — Avaliacdo de risco ao meio
ambiente:

3. 0s possiveis efeitos em organismos indicadores relevantes (simbiontes, predadores,
polinizadores, parasitas ou competidores do OGM) nos ecossistemas onde se
pretende efetuar o seu cultivo, em comparacdo com o organismo parental do OGM
em um sistema de producéo convencional,

Resumo das informacdes apresentadas: No Brasil, foram realizados dois
experimentos de campo na safra de 2005/2006, um em Itumbiara (GO) e outro
em Toledo (PR) com o objetivo de avaliar os possiveis impactos sobre a fauna
de artrépodes ndo-alvo da tecnologia (Fernandes, 2006). Foram testados trés
tratamentos com trés repeticbes cada (milho Bt, milho convencional com
inseticida, milho convencional sem inseticida). Cada parcela experimental tinha
uma area de 1.500 m? (30 X 50 m). A fauna total de artrépodes associada as
plantas de milho foi amostrada semanalmente durante o ciclo da cultura
através de quatro métodos: observacdo direta nas plantas, coleta em




armadilhas adesivas, coleta em armadilhas de solo, coletas em armadilhas
d’agua (bandejas amarelas contendo agua).

Os individuos coletados em cada um dos tipos de amostragem foram
identificados em nivel de ordem, familia e morfoespécie/ género. Os herbivoros
ndo-alvo e inimigos naturais foram agrupados por familia, com excecdo das
espécies de predadores Orius sp., Geocoris sp. e Doru luteipes e da lagarta
Helicoverpa zea que foram analisadas separadamente. Para cada um dos
métodos de amostragem foi realizada analise faunistica através dos célculos
dos indices de dominéncia, abundancia, frequéncia e constancia para 0s
grupos de organismos e espécies de predadores nos trés tratamentos. Foram
também realizadas para cada local, andlises para verificar possiveis diferencas
na composicdo de organismos nao-alvo entre as datas de amostragem e
tratamentos (analise de agrupamento e analise de componentes principais). As
andlises de agrupamento e componentes principais mostraram que 0 estagio
fenologico da planta foi mais importante dos que os tratamentos para explicar
as diferencas encontradas na diversidade de artropodes nao-alvo sobre as
plantas de milho. Com base nesses dados, foi inferido que a diversidade de
organismos ndo-alvo foi semelhante nas &reas submetidas aos diferentes
tratamentos.

Para os predadores D. luteipes, Orius sp., para o grupo de espécies da familia
Coccinellidae e namero total de predadores, o niumero médio de individuos
observados por data de amostragem nos trés tratamentos foram comparados
usando andlise de variancia (teste F seguido por Teste Tukey para separacao
de médias). De um modo geral, ndo foram encontradas diferencas nas
densidades de tesourinhas presentes nas plantas entre os tratamentos (milho
Bt, milho convencional com inseticida e milho convencional sem inseticida),
com excegdo de duas datas de amostragem. Na amostragem de 24/01/2006
em Toledo (PR) foi observada uma densidade mais alta nas plantas de milho Bt
comparada aquelas observadas no milho convencional com inseticida e em
12/12/2005 em Itumbiara (GO) onde foi registrada uma densidade mais alta de
tesourinhas no milho Bt comparada aquelas observadas no milho convencional
sem inseticida. O numero total (média/ data de coleta) de predadores também
nao diferiu entre os tratamentos, com excecédo de uma data em Toledo (PR)
(milho Bt > milho convencional com inseticida) e uma data em Itumbiara (GO)
(milho Bt > milho convencional sem inseticida).

O processo apresenta o0s resultados de um outro estudo realizado em campo
nos EUA durante a safra 1999 em uma estacdo experimental da Pionner em
lowa (Higgins, 1999). Foram comparadas as densidades de artropodes
benéficos (predadores e parasitdides) em parcelas de milho Bt (CrylF) com
aguelas observadas em parcelas plantadas com milho convencional (linhagem
parental). Os resultados demonstraram que ndo houve diferengca na presenca
de predadores e parasitoides entre as areas de milho Bt e milho convencional.

Comentarios sobre os dados apresentados:

a) Os resultados dos estudos apresentados (Higgins,1999; Fernandes, 2006)
indicam que a proteina CrylF expressa no milho ndo afetou a presenca de



artropodes benéficos que ocorrem no milho. Porém, esses resultados né&o
demonstram que a proteina CrylF ndo afeta negativamente o0s inimigos
naturais importantes para cultura do milho no Brasil. Os ensaios foram
conduzidos durante apenas uma safra e muito dos efeitos que poderiam causar
reducdo na populacdo sdo dependentes de uma escala temporal (exposicao
continuada a toxina). Na fase de avaliacdo de risco pré-liberacdo comercial,
devido a disponibilidade de material e também devido as restricdbes da
legislacéo, as avaliacdes de campo, sobre os possiveis efeitos das plantas Bt
sobre inimigos naturais sdo conduzidas, ou numa escala pequena ou em
periodos curtos de tempo. Porém, alguns dos possiveis impactos das culturas
GM resistentes a insetos sobre os organismos nao alvo (inimigos naturais,
polinizadores e pragas nao-alvo) sdo dependentes da escala (espacial e/ou
temporal), como, por exemplo, reducdo na densidade populacional de
predadores em fun¢éo da reducdo da fecundidade das fémeas apoOs geracdes
alimentando-se em presas (herbivoros nédo-alvo) contendo as toxinas Bt.
Estudos recentes, em laboratério, relataram menores frequéncias de
oviposicdo em Popilia japonica, um Coccinellidae, quando alimentada com
Aphis gossypii, 0 pulgdo do algodoeiro, criado em plantas de algodoeiro GM
(GK-12 e NuCOTN 33B) expressando toxinas Bt (Zhang et al. 2006). N&o é
conhecido o quanto essa frequéncia menor de oviposicdo podera afetar a
densidade populacional de P. japonica nas areas de plantio de algodao na
China, j& que uma das principais presas dessa joaninha é o pulgdo do
algodoeiro Aphis gossypii, uma praga que ndo é afetada, mas pode acumular
em seu corpo a proteina Bt expressa no algoddao GM. Assim é importante
estender as andlises de risco além dos experimentos de campo de pequena
escala para escalas maiores como grandes plantios empresariais monitorando
as possiveis alteracbes nas funcdes ecoldgicas relevantes para o sistema
estudo (p.ex. predacdo). Estas avaliagcbes, por uma questdo de logistica,
devem ser realizadas apo0s a liberacdo comercial para detectar possiveis
efeitos cumulativos ao longo do tempo e tomando como base as avaliacdes
prévias de laboratdrio (ver comentarios abaixo sobre os bioensaios de
toxicidade sobre organismos ndo-alvo).

b) Em geral, nos dois locais estudados (Itumbiara e Toledo) os coeficientes de
variacdo foram altos em todas as datas de amostragem, mostrando que existiu
uma variabilidade muito alta nas densidades populacionais de Doru luteipes e
outros predadores entre as parcelas experimentais. Essa variabilidade alta nas
densidades de predadores entre as parcelas experimentais pode ter sido
consequUéncia da variabilidade intrinseca das espécies e assim um numero
maior de repeticdes seria necessario para a deteccdo de possiveis diferencas
entre os tratamentos e também avaliagbes em anos consecutivos (Marvier
2002; Andow 2003). Outra possibilidade é a de que a movimentacdo dos
individuos entre as parcelas experimentais, apesar do tamanho das mesmas,
tenha causado essa alta variabilidade nas densidades populacionais
observadas para as espécies/ grupos avaliados.

c) Em geral, as avaliacbes de campo dos possiveis efeitos das plantas GM
resistentes a insetos sobre organismos nao-alvo tem se concentrado em
estudos sobre a biodiversidade total associada ao sistema agricola em questéo
(revisbes de Fontes et al. 2002; Wolfenbarger et al. 2008). Devemos ser



cuidadosos na avaliacdo dos estudos de diversidade e densidade de inimigos
naturais para a avaliagdo de risco ambiental, particularmente estudos amplos
de comunidade que incluem todas as espécies possiveis. Estes estudos de
biodiversidade total servem de base para a selecao de determinados grupos ou
espécies de artropodes e para a construcao/ descricdo de relacdes tréficas que
tenham importancia ecolégica no sistema agricola em guestdo (Naranjo 2005).
A construcéo de teias troficas € muito importante para a escolha dos insetos
alvos dos estudos, para o estabelecimento das rotas de exposicao e
construcdo das hipdteses de risco a serem testadas e também para o
estabelecimento de metodologias adequadas para avaliagéo de toxicidade.

As avaliacbes de campo, utilizando o método de coleta direta nas plantas,
conduzidas por Fernandes (2005) no Brasil e Higgins (1999) no EUA se
concentraram em grupos especificos de predadores e pragas nédo-alvo da
tecnologia (dados apresentados nesse processo). Apesar dos estudos de
campo com o milho Herculex no Brasil terem sido conduzidos durante apenas
uma safra, a avaliagdo por grupo funcional confirmou o que varios trabalhos ja
haviam demonstrado que a tesourinha Doru luteipes € a espécie de predador
mais abundante nas areas de milho quando comparado as demais espécies de
inimigos naturais. Os resultados apresentados e dados de literatura (Cruz &
Oliveira 1997) indicam que D. luteipes deve ser um organismo n&o-alvo
(inimigo natural) a ser considerado nas analises de risco de variedades de
milho GM resistente a insetos-praga. O percevejo pirata, Orius sp. e as
joaninhas (familia Coccinelidae) depois das tesourinhas, foram os predadores
mais freqlientes nos trés tratamentos nas duas areas amostradas.

8. 0s impactos negativos e positivos aos organismos alvo e nédo-alvo que poderéo
ocorrer com a liberacdo do OGM, arrolando as espécies avaliadas, as razbes da
escolha e as técnicas utilizadas para demonstrar 0s impactos;

O processo apresenta resultados de avaliagdo do efeito do milho transgénico
Herculex, evento TC1507, sobre diferentes espécies de herbivoros-praga do
milho (pragas alvo e ndo alvo da tecnologia). Foram realizados bioensaios em
laboratorio e avaliacfes de campo. O processo também apresenta avaliacao do
efeito da proteina Cry1lF sobre um grupo de organismos indicadores.

Herbivoros-praga / Ensaios de laboratorio: A atividade biologica da proteina
CrylF (produzida em Pseudomonas fluorescens) foi avaliada em diversas
espécies de insetos-praga do milho em bioensaios utilizando aplicacdes de
formulacbes aquosas da proteina a dietas artificiais. Foram testados
lepidopteras-alvo da tecnologia e outras espécies de praga nao-alvo. Os
seguintes insetos que ocorrem no milho no Brasil foram susceptiveis a toxina
CrylF: Spodoptera frugiperda (lagarta do cartucho do milho), Agrotis ipsilon
(lagarta rosca), Elasmopalpus lignosellus (lagarta elasmo), Helicoverpa zea
(lagarta da espiga do milho), Diatraea saccharalis (broca da cana-de-agucar) e
Diatraea grandiosella (broca do milho do sudoeste). N&o foi verificada atividade
sobre as espécies: Rhopalosiphum maidis (pulgdo da folha do milho) e
Dalbulus maidis (cigarrinha do milho).




Pragas-alvo / Ensaios de campo: A eficiéncia de diferentes hibridos de milho
transgénico expressando a proteina CrylF no controle da lagarta Spodoptera
frugiperda e Diatraea saccharalis foi avaliada durante a safra de 2005/2006.
Foram realizados ensaios em 4 localidades para a lagarta-do-cartucho
(Itumbiara/Go, Toledo/PR, IndiandpolissMG e Jardinopolis/SP) em em
Indianépolis/MG para a lagarta da cana-de-agucar. Foram avaliados os danos
provocados pelas lagartas nas folhas infestando as plantas de milho com larvas
de primeiro instar de S. frugiperda e D. saccharalis provenientes de uma
colénia de laboratorio. Os resultados dos testes de campo confirmaram que o
milho Herculex, evento TC1507 é eficiente no controle do ataque das lagartas
de S. frugiperda e D. saccharalis.

Organismos ndo-alvo: Seguindo o modelo toxicolégico aplicado nas analises de
risco de substancias inseticidas, foram apresentados resultados de testes de
toxicidade aguda da proteina CrylF nos seguintes organismos indicadores:
Daphinia magna (organismo aquatico); Collembola e minhoca (organismos de
solo); Colinus virginianus, (aves); ratos (mamiferos); insetos predadores
(Chrysoperla carnea; Hippodamia convergens); insetos parasitéides (Nasonia
vitripennis), polinizadores (Apis mellifera) e Danaus plexippus (borboleta
Monarca). Apesar dos dados sobre os niveis de expressdo da proteina CrylF
terem sido coletados nas condi¢cdes de campo do Chile, essas informacdes
poderiam ter sido utilizadas para tracar as rotas de exposi¢cdo a toxina bem
como para a construcao das hipoteses de risco relevantes a serem testadas e
consequentemente a escolha de organismos nao-alvo importantes para as
condicbes de campo no Brasil. No caso especifico dos inimigos naturais é
mais relevante avaliar os possiveis efeitos da proteina CrylF sobre os
predadores Doru luteipes, Cycloneda sanguinea e Orius insidiosus, do que em
Chrysoperla carnea, uma espécie de crisopideo que nédo ocorre no Brasil. No
Brasil, a tesourinha D. luteipes é o predador mais abundante em milho [ver
Cruz & Oliveira (1997), Fernandes et al 2007 e os resultados apresentados
nesse processo] e € considerada um predador importante de ovos e larvas de
primeiro instar de diferentes espécies de lepidopteras. Cycloneda sanguinea, €
uma joaninha predadora amplamente distribuida pelo pais, ocorre associada a
diferentes culturas (milho, algodéao, hortalicas, etc.) e alimenta-se de pulgdes,
ovos de lepidoptera, néctar e pdlen. Nas areas experimentais com o milho
Herculex e convencional esse predador foi abundante durante o periodo de
floracdo (Fernandes 2006), o que leva a uma exposi¢cao direta desse predador
as toxinas contidas no polen.

No caso dos polinizadores, a abelha Apis mellifera foi o organismo indicador
nos testes. Pela sua importancia economica (produgédo de mel, utilizagdo na
polinizacdo de culturas) e ampla distribuicdo mundial, essa espécie de abelha &
amplamente utilizada nos testes de toxicidade de inseticidas e proteinas Bt. A
maioria dos estudos publicados na literatura e apresentados em relatérios
técnicos, incluindo os dados apresentados nesse processo, utilizou mortalidade
larval como principal parametro para analise de toxicidade aguda das proteinas
Bt sobre Apis mellifera. Os resultados dos testes realizados com a proteina
CrylF purificada e pélen do milho Bt (CrylF) apresentados nesse processo
indicaram que a presenca da proteina CrylF na dieta das larvas nao afetou a
sobrevivéncia larval e emergéncia dos adultos (Maggi, 1999). Esses resultados



estdo de acordo com o que vem sendo registrado na literatura sobre os efeitos
das proteinas Cry ativas para lepidopteras (classes Cryl, Cry2, Cry9) e
coleopteras (classe Cry3) sobre a sobrevivéncia das larvas ou adultos de Apis
mellifera onde nenhum efeito agudo foi registrado (revisdo 25 estudos de
laboratorio publicada por Duan et al 2008).

Porém, a abundéancia e riqgueza de espécies de abelhas silvestres existente no
pais (Raw et al 2006, Silveira & Campos 1995, Silveira et al. 2002) e o
comportamento diferenciado de alimentagdo das crias dessas abelhas
comparado a Apis mellifera, torna esse grupo de abelhas um alvo para as
andlises de risco das plantas Bt. Pesquisas com abelhas nativas do Brasil
tornam-se particularmente importantes devido ao recente aumento da area
cultivada com cultivos GM no pais, e também devido a crescente utilizacao das
abelhas silvestres para polinizacdo e producdo de mel (Kevan & Imperatriz-
Fonseca 2006). Assim, além de Apis mellifera, outra espécie de abelha
silvestre deveria ser incluida nas andlises de risco da proteina CrylF,
considerando inclusive os poucos dados existentes na literatura sobre os
possiveis efeitos dessa toxina sobre esse grupo de nao-alvo [uma publicacdo
de Hanley et al (2003) e o relatério técnico de Maggi (1999) apresentado nesse
processo]

Bioensaios: Os experimentos conduzidos com as diferentes espécies de
inimigos naturais e polinizadores, em geral analisaram taxas de mortalidade de
individuos submetidos a altas doses da proteina purificada. Nao foram
encontrados efeitos da proteina CrylF sobre a sobrevivéncia dos organismos
testados. Essas avaliacbes de mortalidade foram conduzidas durante periodos
curtos do ciclo de vida do organismo, em geral durante alguns dias da fase
larval/ ninfal. Porém algumas das espécies testadas, podem viver meses e
assim estarem expostas a periodos mais longos a toxina CrylF. Desse modo,
nao foi possivel analisar os possiveis efeitos da toxina em parametros
associados a adaptabilidade do organismo que podem resultar em reducgéo das
populacdes em campo como tamanho, longevidade, fecundidade e fertilidade
das fémeas.

Outro ponto a ressaltar foi 0 nimero pequeno de repeticbes usadas nos
bioensaios (Chrysoperla carnea, 30 larvas/ tratamento; Hippodamia
convergens, 3 repeticdes com 25 adultos em cada/ tratamento; Nasonia
vitripennis, 3 repeticdes com 25 adultos em cada/ tratamento; Apis mellifera, 4
repeticbes com 20 larvas em cada/ tratamento). Um ndamero pequeno de
repeticdes pode limitar o poder das analises estatisticas em detectar efeitos
dos negativos dos tratamentos (Marvier 2002, Andow 2003, Ldvei & Arpaia
2005, Duan et a. 2008). Segundo Rose et al. (2007) nos bioensaios com Apis
mellifera por exemplo, “estudos de laboratério para medir sobrevivéncia de
adultos de abelhas, deveria testar pelo menos seis coortes de 50 abelhas por
tratamento para detectar 50% de reducdo com 80% de poder estatistico”.
Marvier (2002) argumenta que um pequeno aumento no numero de repeticdes



12. o histoérico de uso do OGM e os paises onde ja foram autorizadas ou
recusadas a sua comercializacdo e plantio apresentando, neste caso, dados de
monitoramento ou de estudos pos-liberacdo comercial, se houver;

Informacdes sobre as autorizagcdes para experimentacdo em campo com a
linhagem de milho TC 1507 (gene CrylF e pat) obtidas na Argentina (1997 —
2000), Canada (2000), Chile (1998 — 2000), Franca (1999-2000), Italia (1998-
2000), Africa do Sul (1998-2000) e Estados Unidos (1997-2001) estdo
relacionadas nas paginas 28, 29, 30 e 31 do processo e constam de: data,
orgdo responséavel pela autorizagdo, numero da autorizagdo, objetivo da
liberacdo e empresa responsavel. Linhagens do milho Bt CrylF foram
autorizadas para uso comercial nos Estados Unidos em 2001, Argentina em
2005, Colémbia e Unido Européia em 2006. Nao foram apresentados dados de
monitoramento pdés—liberacdo comercial para nenhum dos paises onde o milho
Bt CrylF ja é plantado comercialmente.
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Recomendacédo: Sugiro que antes da liberacdo para plantios em grandes
areas sejam analisados os efeitos da toxina Cry 1F sobre o predador Doru
luteipes e sobre uma espécie de abelha indigena. No caso do predador, essas
andlises devem cobrir todo o ciclo de vida do inseto e avaliar possiveis efeitos
sub-letais medindo os parametros; tamanho, longevidade, fecundidade e
fertilidade dos adultos, além das taxas de mortalidade nas diferentes fases do
ciclo. Assim sera possivel fazer previsdes sobre possiveis efeitos negativos da
proteina CrylF sobre as populacdes desse predador em funcdo de uma escala
temporal e espacial do plantio comercial do milho Bt.
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