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Prezado Senhor,

Estou encaminhando em anexo o parecer sobre o processo submetido a
CTNBio. Os documentos recebidos constam na Tabela 1. Informo que o anexo

19 nao consta entre os documentos enviados.

Atenciosamente,

Daniel R. Sosa-Gomez

Pesquisador
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Tabela1l. Anexos recebidos

Anexo #

Titulo do anexo sucinto

Volume

Caracterizacao da proteina Vip3A
expressa no milho (vento MIR162) e
comparacao com proteina produzida p

via microbiana e derivada de plantas

Volume |

Caracterizacao molecular do DNA

transgénico no evento MIR162

Volume |

Avaliacao agronémica de hibridos de

milho MIR162 tropical

Volume |

Avaliacdo agron6mica de hibrido de

milho MIR162 tropical

Volume |

Eficacia do milho MIR162 p controle de

S. frugiperda, H. zea e D. saccharalis

Volume |

Eficacia do milho MIR162 p controle de
S. frugiperda em estéadio inicial de

desenvolvimento do milho

Volume |

Avaliacao da homologia seqiiéncia de
aminoacidos de Vip3Aa20 c toxinas

conhecidas

Volume |

Avaliacdo da homologia sequéncia de
aminoacidos da proteina PMI ¢ toxinas

conhecidas

Volume |

Toxidez por dose oral Gnica em

camundongos

Volume |

10

Vip3A20: Avaliacao da homologia na

seqléncia de aminoacidos com

Volume |




alergénicos conhecidos

11 Fosfomanose isomerase: Avaliacao da Volume I
homologia na seqliéncia de aminoéacidos
com alergénicos conhecidos
12 Andlise de composicao de graos e de Volume Il
forragem do milho MIR162
13 Analise comparativa entre hibridos de Volume Il
milho convencional e MIR162: avaliacao
de contaminacao p fungos e micotoxinas
14 Estudo de seguranca de 90 dias de graos | nimero de | em
de milho MIR162 como alimento de ratos | volume apenso
néo
informado
15 Avaliacao do milho MIR162 em frangos Volume Il
de corte
16 Quantificacao de Vip3Aa20 e PMI em Volume I
tecidos provenientes de milho MIR162
17 Vip3Aa20: estudo da prole de abelha Volume I
Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae)
18 Avaliacao da influéncia de milho Volume Il
transgénico sobre a comunidade de
insetos
19 N&o consta no processo
20 Folha de informacao ao publico
Nao 8. Bibliografia complementar Traducdes | #2029
informado #1933
#2159
#2077

#2079




#2078

NI, ndo informado

A empresa Syngenta Seeds Ltda., transformou milho (Zea mays L.)
mediante a introducao do gene vip3Aa20 que codifica a proteina vip3Aa20, a
qual confere resisténcia a lepidopteros-pragas de ocorréncia nacional, tais
como a lagarta-do cartucho-do milho (Spodoptera frugiperda), a broca do
colmo do milho (Diatraea saccharalis) e a lagarta da espiga (Helicoverpa zea).
A proteina vip3Aa20 é uma variante da proteina Vip3Aal de ocorréncia
natural na cepa AB88 de Bacillus thuringiensis. Outra variante dessa mesma
proteina (Vip3Aa19) esta presente na transformacao realizada no algodao
COT102, liberada nos Estados Unidos e Australia
(http://www.agbios.com/dbase.php?action = Submit&evidx=512). A diferenca
da proteina Vip3Aa19 em relacao a proteina nativa consiste na substituicao de
dois aminodacidos localizados nas posicoes 129 e 284. Além disso, no mesmo
material foi inserido o gene manA que codifica a enzima fosfomanose
isomerase (PMI), a qual serve como marcador para facilitar o processo de
selecao durante as etapas de desenvolvimento do milho MIR162.

A proteina Vip3a é ativada mediante protedlise de maneira semelhante as
toxinas Cry1A, a toxina ativa possui 62kDA que liga-se as vesiculas das
microvilosidades (“Brush Border Membrane Vesicles”) do intestino médio dos
insetos da ordem lepiddptera. Apds a ligacao da proteina Vip3 aos receptores
especificos sdao formados poros cation-especificos que ocasionam a disrupcao
do fluxo de ions no mesenteron causando paralisia e morte (Lee et al. 20086).
A toxina nao se liga aos mesmos receptores das toxinas Cry 1A e seu modo
de acao parece ser uUnico (Lee et al. 2006). Assim, os estudos iniciais indicam
potencial reduzido para ocorrer resisténcia cruzada com as toxinas Cry. O
conhecimento sobre o modo de acao das proteinas Vip, comparativamente

com as proteinas Cry, nao foi dilucidado em profundidade.




O processo de transformacao utilizado para obter o milho MIR162 foi mediante
a transformacao de embrides imaturos mediante a bactéria Agrobacterium
tumefaciens, utilizando como vetor de transformacao o plasmideo pNOV1300.
Nesse plasmideo foi inserido o cassete de expressao continha a regiao
codificadora de vip3Aa19, regulada pelo promotor polyubiquitin (ZmUbilnt) do
milho e seqiéncias de poliadenilacdo 35S do virus do mosaico da couve-flor.
O cassete de expressao manA continha a regidao codificadora manA regulada
pelo promotor ZmUbilnt e a seqliéncia de poliadenilacao nopalina sintetase
(NOS). O gene manA é proveniente de Escherichia coli e codifica a enzima
fosfomanose isomerase (PMI). As células de milho transformadas que
expressam manA podem utilizar manose como fonte primaria de C, entretanto
as células sem essa capacidade nao podem desenvolver em meios de cultura
com esse monossacarideo com fonte uUnica de C.

Segundo o proponente a presenca de uma Unica cdpia do inserto no
cromossomo cinco do milho foi determinada mediante anélise de Southern Blot
(pag. 23 volume |) e seqliénciamento de seus nucleotideos (Fig. 15, pagina 51
do Anexo ll).

O inserto ocorreu no cromossomo cinco do milho, na regidago 5.03 e as
informacdes sobre as seqUéncias adjacentes ao inserto foram fornecidas nas
Figuras 18 e 19 do anexo 2, volume |. Essa informacdo e relevante para
determinar precisamente localizacdo da insercdao e para futuramente poder
realizar o “tracking” dos materiais liberados, mediante PCR convencional o
PCR TagMan. A deteccao da do inserto no genoma da planta transformada é
de importancia para o acompanhamento e identificacdo nos processo de
rotulagem.

Os dados gue constam na Tabela 15 (pag. 58 volume |), indicam variacao
consideravel nos teores da proteina VipAa20 dependendo do tecido e da fase
da cultura, portanto seria conveniente especificar na pagina 84 (Ensaios de

diluicao do tecido) quais tecidos foram utilizados e em que fases da cultura



foram extraidos. Nao texto que considera o referido assunto nao foram
citados nestes paragrafos (paragrafos 1, 2 e 3 da pagina 84) quais ou qual sao
0S anexos gue correspondem a esta informacao. Assim como nao foi possivel
localizar o anexo onde consta a informacao referida no paragrafo anterior. Os
itens referidos anteriormente possuem importancia quando é considerando o
manejo da resisténcia de insetos a essa proteina.

Na tabela 17 (pag. 60, volume |) constam os efeitos da proteina sobre
diversos organismos testados, algumas espécies de organismos mencionadas
nao ocorrem no Brasil, outras sado de reduzida expressao na cultura do milho.
A empresa devera realizar ensaios sobre as espécies mais importantes,
representativas e de ocorréncia frequente em diversos sistemas agricolas no
Brasil, como exemplo podem ser citadas espécies de parasitdides
(Trichogramma sp.) e predadoras das familias Coccinelidae (Cycloneda
sanguinea, Hippodamia convergens, Scymnus sp.), Carabidae (Lebia concinna)
e Forficulidae (Doru luteipes).

A transformacéo realizada nao alterou os niveis cinza, gordura, proteina,
carboidratos, minerais e acidos graxos e aminoacidos conforme as tabelas 1 a
5 do anexo 12, as conclusdes foram realizadas mediante comparacdées com as
amplitudes definidas pelo ILSI (2004). No foram realizadas analises estatistica
no entanto, na pagina 3 do mesmo anexo (Anexo 12, Volume ll) refere-se a
utilizacao de delineamento experimental de blocos casualizados (DBC) com 3
repeticoes.

As tabelas 13, 14 do anexo 13 volume Il ndo apresentam as dimensoes
dos valores de fumonisina.

Nos experimentos realizados em condicoes de campo (pag. 12 do Anexo
18) falta o controle utilizando inseticidas seletivos (sem tratamento com
inseticidas de amplo espectro) para realizar as comparacdées em uma situacao

que favoreca a presenca ou abundancia dos inimigos naturais. Os inseticidas



seletivos foram mencionados na pagina 12, ultimo paragrafo do préprio anexo
18.

As referéncias colocadas no final da pag. 17 e primeiro paragrafo da pag.
18 do anexo 18 sobre proteinas Cry (Saxena et al. 1999, Yu et al. 2002) e
seu destino no solo ndo sao relacionadas com o presente processo sobre
proteinas Vip, cujas propriedades estruturais e funcionais sao diferentes.
Portanto infere-se que nao existem informacées relacionadas a sua
persisténcia/degradacao no solo, e provavelmente com menos possibilidades
para as condicoes do Brasil.

As avaliacdes de artrépodes no solo utilizando os diferentes métodos
(alcapbes e bandejas) na foram analisados estatisticamente.

Embora seja possivel que nao sejam observados efeitos sobre a fauna
benéfica do referido evento essa informacao caso exista devera ser informada
e no caso contrario, deverd ser gerada, para atender qualquer questionamento
que possa ser realizado.

Portanto, sugiro a CTNBio submeter processo a diligéncia para respostas
as guestdes enumeradas a seguir:

1) Acrescentar um anexo com as informacdes sobre quais tecidos foram
utilizados e em que fases da cultura foram extraidos, pagina 84 (Ensaios de
diluicao do tecido)

2) Fornecer informacdes de laboratério e de campo dos efeitos ou auséncia de
efeitos, da proteina sobre organismos benéficos cujas espécies ocorrem no
Brasil.

3) Completar com andlise estatisticas os itens da pagina 3 do Anexo 12,
Volume Il e o item sobre avaliacao de artrépode no solo, referidos no parecer.
4) Acrescenta nos experimentos realizados em condicoes de campo (pag. 12
do Anexo 18) um tratamento utilizando inseticidas seletivos (sem tratamento
com inseticidas de amplo espectro) para realizar as comparacdées em uma

situacao que favoreca a presenca ou abundéncia dos inimigos naturais.



4) Proporcionar informacoes quantitativas sobre persisténcia e degradacao da

proteina no solo.
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Atenciosamente,

Daniel R. Sosa-Gomez
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