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PARECER TECNICO
Informacgdes Gerais:

A empresa Syngenta solicita a CTNBIio analise sobre a biosseguranca do milho “Milho
5307” e do “Milho Btll x MIR162 x MIR604 x TC1507 x 5307 x GA21”, considerados pela
proponente como de Nivel de Biosseguranca 1 para efeito de sua liberagdo comercial no Brasil.
O milho 5307 expressa a proteina inseticida eCry3.1Ab e o milho
Bt11xMIR162xMIR604xTC1507x5307xGA21 foi desenvolvido por meio da piramidacdo por
melhoramento classico dos eventos ja liberados comercialmente pela CTNBIo, sejam eles BT11,
MIR162, TC1507, MIR604 e GA21, onde algumas de suas formas combinadas também foram
liberadas (Bt11xGA21l, Btl1xMIR162xGA21 e Btl1xMIR162xMIR604xGA21). Mais
recentemente, em 19 de Fevereiro de 2015, a empresa solicitou a adequacao desta proposta de
liberacdo comercial, pedindo que a liberacdo também seja aplicada ao milho Bt11xMIR162, nos
preceitos do artigo 4°-A e do Artigo 22°, inciso 2°, ambos da RN5, alterada pela RN15 de 13 de
Fevereiro de 2015.

A solicitacdo é para a liberagio no meio ambiente, cultivo, producdo, manipulacdo,
transferéncia, transporte, comercializacdo, importacdo, exportagdo, armazenamento, consumo e
descarte de OGM e seus derivados, e de suas linhagens/cultivares derivadas deste, do milho GM
resistente  a  insetos e tolerante a  herbicida, “Milho  5307”,  “Milho
Bt11xMIR162xMIR604xTC1507x5307xGA21” e Milho Bt11xMIR162. O milho 5307 foi
desenvolvido com a introdugdo no genoma do milho da proteina Bt eCry3.1Ab que é uma
quimera da proteinas CrylAb e Cry3A. Testes em laboratério com organismos ndo alvo foram

realizados para testar a hipotese de efeitos ecologicos adversos do cultivo do Milho contendo o
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gene eCry3. Os testes foram conduzidos em bioensaios com concentracdes de eCry3.1Ab iguais
ou maiores do que as estimativas mais conservadoras de exposi¢cdo ambiental. Organismos néo-
alvo foram utilizados nos bioensaios com a proteina eCry3.1Ab e avaliados para efeitos em
comparacdo com grupos de controle. N&o foram observadas diferencas estatisticamente
significativas na sobrevida entre o grupo controle e o grupo exposto a proteina Bt quimérica
eCry3.1Ab em qualquer organismo n&o alvo testado.

1. Descricdo do OGM:

A proteina inseticida eCry3.1Ab no milho 5307, protege a planta dos danos causados na raiz pela
Diabrotica speciosa (Coleoptera: Chrysomelidae), considerada uma das principais pragas da
cultura do milho. Conforme apresentado no processo o milho 5307 foi desenvolvido por
transformacdo por Agrobacterium tumefaciens de embrides imaturos de milho. A proteina
eCry3.1Ab foi alterada através da troca das regides variaveis (V1 a V6) entre 0 mCry3A e as
proteinas de CrylAb para aprimorar o efeito contra certas espécies de coledptero praga da
cultura do milho. A proteina eCry3.1Ab consiste numa fusdo entre 0 N-terminal (Dominio I, o
Dominio Il e uma por¢do do Dominio I11), de mCry3A e o C-terminal (uma porcdo do Dominio
Il e regido varidvel 6) de CrylAb. A proteina eCry3.1Ab contém 654 amino4cidos e peso
molecular aproximado de 73,7 Kd. A troca na regido variavel do gene resultou em elevada
bioatividade da proteina inseticida hibrida contra larvas de Diabrotica sp. Como marcador da
selecdo durante o processo de transformacdo esta variedade possui ainda o gene pmi
(Phosphomanose Isomerase - E. coli manA) de Escherichia coli, codificador da Fosfomanose
Isomerase sob a regulagéo do promotor do gene da ubiquitina de Zea mays e do terminador NOS
de A. tumefaciens. O milho Btl1xMIR162xMIR604xTC1507x5307xGA21, por sua vez, foi
desenvolvido por meio de melhoramento classico, utilizando cruzamento sexual entre estas
variedades (Btll, MIR162, MIR604, TC1507, 5307 e GA21) e as variedades Bt11xGAZ21,
Bt11xMIR162xGA21 e Bt11xMIR162xMIR604xGA21, também ja aprovadas pela CTNBio. O
evento Btl11, aprovado em reunido da CTNBio de 20/09/2007 inclui o gene crylAb de Bacillus
thuringiensis, que confere resisténcia a certos insetos lepidopteros, e o0 gene pat, derivado do

microrganismo do solo Streptomyces viridochromogenes, que confere tolerancia ao herbicida
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glufosinato de amoénia e foi utilizado como marcador de sele¢cdo durante o processo de
transformacéo. O evento MIR162, aprovado em reunido da CTNBio de 17/09/2009, foi obtido a
partir da insercdo do gene vip3Aa20, que confere resisténcia a insetos lepidopteros, e do gene
pmi (manA) gue codifica a enzima Fosfomanose Isomerase (PMI), utilizado como marcador de
selecdo no processo de transformacdo. O evento MIR604 contém o gene modificado cry3A
(mcry3A), que codifica a proteina inseticida mCry3A, e o gene pmi (manA), que codifica a
enzima Fosfomanose Isomerase (PMI), utilizada como marcador de selecdo no processo de
transformacéo. O evento TC1507 contem 0s genes crylFa2 e o gene pat, que confere resisténcia
a insetos e herbicidas. O evento GA21 contém o gene mEpSps que expressa a enzima Sintase 5-
Enolpiruvil Shikimato-3-Fosfato (mEPSPS). EPSPS é uma enzima chave no processo do acido
shikimico, envolvido na biossintese dos aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e
triptofano), encontrada naturalmente em plantas, fungos e bactérias, e ausente nos animais. A
proteina natural EPSPS é altamente sensivel a produtos herbicidas contendo glifosato, enquanto
que a proteina mutada mEPSPS néo é afetada pelo herbicida glifosato.

Os eventos MIR604 e GA21 foram caracterizados pela Syngenta em 2003 e 2005
respectivamente e as informacgdes foram apresentadas nos processos de Liberagdo Comercial
submetidos & CTNBio. Recentemente, em 2015, durante nova caracterizacdo molecular
apresentada pela empresa proponente foram detectadas divergéncias na caracterizacdo molecular
para estes eventos, sendo trés diferencas no evento GA21 e uma no evento MIR604. Para o
evento GA21, os dados anteriores da sequéncia indicaram que o inserto continha seis cépias do
cassete de transformacdo contendo o gene mEpsps (copia 1 promotor truncado, copia 2, 3 e 4
completas, copia 5 mEpsps truncado e copia 6 apenas o promotor truncado da Actina). Os dados
de 2015 indicaram que o inserto do evento GA21 contém cinco cépias do cassete, a copia 4 que
foi previamente relatado néo existe.

Para o evento GA21, foi observada uma divergéncia na sequéncia de nucleotideos dentro do
promotor da Actina (cOpia 6 promotor da Actina truncado), mais proximo da sequéncia
flanqueadora 3'. A sequéncia foi determinada como sendo GTCGGGATA em vez de
GTCGGATA, como inicialmente relatado. Ainda para o evento GA21, na sequéncia gendmica
flanqueadora 3° do GA21 atualizada, 3 pares de bases ndo foram identificadas. A sequéncia
reportada anteriormente foi GCCGCCTTT, e a nova analise indica que € GCC- - -ATT. Além
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disso, o par de bases subsequente foi alterada de T para A. J& para o evento MIR604, a sequéncia
atualizada indica que o par de bases 631 no promotor MTL é T onde C foi reportado
anteriormente. A revolucdo das ferramentas de sequenciamento e analise de expressdo génica
nos ultimos 5 anos, com a reducéo vertiginosa dos custos destas tecnologias tem permitido uma
precisdo ainda maior na caracterizacdo de plantas sejam elas GM ou ndo. As novas variag0es
observadas e apresentadas pela empresa nos eventos MIR604 e GA21 ndo interferem com as
avaliacdes e decisdes feitas pela CTNBIo para a liberacdo comercial dos eventos a época, pois a
comissdo ndo se atem somente a caracterizacdo molecular, mas também a todos os estudos e
resultados de toxicidade, alergicidade, composicdo centesimal, equivaléncia substancial, e os
possiveis impactos a satde, animal e ao meio ambiente obtidos em testes com estes eventos nas
diferentes regides do Brasil e do mundo. O milho GA21 ja é plantado comercialmente no Brasil
em larga escala desde a safra 2010/11. O MIR604 néo é plantado no Brasil, mas é cultivado nos
EUA desde 2007 onde tem tido resultado positivo no controle de insetos. Durante o plantio
comercial destes materiais no Brasil e nos EUA nenhum impacto a salde humana, animal ou ao
meio ambiente foi detectado o que confirma a decisdo da CTNBIo quanto a biosseguranca destes
eventos, que ja possuiam as alteracBes nas insercdes no genoma do milho agora melhor

caracterizadas.

2. Biosseguranca do Produto:

A avaliagéo da seguranca feita pela setorial Humana e Animal com base nos dados apresentados
pela empresa proponente sobre toxicidade/alergicidade estdo de acordo com a avaliagdo deste
parecerista. A expressdo génica das proteinas eCry3.1Ab e Fosfomanose Isomerase (PMI) no
grdo com relacdo a exposicao dietética potencial aos humanos da proteina eCry3.1Ab (0,008%
da proteina total) e da proteina PMI (0,005% da proteina total), seria muito baixa. A
potencialidade alergénica das duas proteinas tanto pela abordagem de peso-da-evidéncia como
pela similaridade de sequéncia de aminoacidos de proteinas alergénicas putativas ou com
potencial conhecido ndo demonstrou semelhangas. Estas proteinas sofreram degradagéo rapida
em fluido gastrico simulado de mamiferos sendo inativadas/desnaturadas com a exposi¢do ao

calor e, portanto, consideradas improvaveis de serem alimentos causadores de alergia. O estudo
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de alimentacéo realizado com aves confirmou a auséncia de efeitos adversos em frangos de corte
que consumiram dietas preparadas com gréos de “milho 5307” quando comparados com aves
que consumiram dietas preparadas com gréos de milho controle. Os eventos BT11, MIR162,
TC1507, GA21 a MIR604 e ja foram aprovados para liberagdo comercial pela CTNBIo, tanto de
forma individual como também em suas formas combinadas Bt11xGA21, Bt11xMIR162xGA21
e Bt11xMIR162xMIR604xGA21 e possuem informacdes suficientes sobre o uso comercial que

comprovam a sua biosseguranca para 0 ambiente e para a saide humana e animal.

3. Seguranca Ambiental:

Formulagbes microbianas de B.thuringiensis vém sendo utilizadas ha décadas como
biopesticidas em sistema de producdo organica ou sob condi¢des convencionais agricolas, sendo
que até hoje nenhum impacto a salde humana, animal e ao meio ambiente foram relacionados ao
seu uso. As plantas GM que expressam proteinas Cry, ja& vém sendo cultivadas em diversos
paises ha mais de 19 anos. As construcBes génicas solicitadas neste processo para liberacéo
comercial ja foram liberadas no Brasil (com excecdo a do Milho 5307) e em varios paises, tanto
para consumo como para cultivo sem nenhuma ocorréncia de efeito adverso a satde humana,
animal, ao meio ambiente e a organismos ndo alvo. A maioria esmagadora de literatura cientifica
sobre a seguranca sanitaria e ambiental atesta ndo existirem riscos observaveis na introducao

destas culturas contendo proteinas cry.

4. Parecer Final da CTNBiIo:

O histérico de uso seguro da proteinas Cry, Vip3, EPSPS, Pat, PMI em plantios comerciais, que
para alguns destes genes, ja vem sendo usados a mais de 19 anos em varios paises do mundo,
inclusive o Brasil, e com base em dados e nas evidéncias apresentados no processo e na literatura
cientifica atual disponivel para as proteinas descritas na solicitacdo em discussao, consideramos
que os eventos GM s&o tdo seguros quanto seus equivalentes convencionais em relagéo a sua
seguranca alimentar e ambiental. Avaliagbes agrondmicas, composicdo centesimal, equivaléncia
substancial, entre outros dados apresentados apresentam resultados que nao fogem dos padrbes

dos gendtipos de milho disponiveis no mundo. Os resultados agronémicos nos Milhos 5307 e
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Btll x MIR162 x MIR604 x TC1507 x 5307 x GA21, ndo indicaram nenhum mudanca que
mostre alteragdes significativas nos impactos que uma lavoura de milho convencional possa
trazer a saude humana, animal ou ao meio ambiente. Todas as informacgdes apresentadas na
caracterizacdo molecular, da analise de heranca genética e da analise comparativa de niveis de
expressao das proteinas encontram-se dentro dos padrdes esperados.

O milho (Zea mays L.) Btl1xMIR162, resistente a insetos e tolerante ao herbicida
glufosinato de aménio, foi desenvolvido pelo cruzamento entre linhagens geneticamente
modificadas contendo os eventos Btll e MIR162, ja aprovados para liberacdo comercial pela
CTNBiIo (Bt11: processo n° 01200.002109/2000-04, parecer técnico n® 1255/2008 e MIR162:
processo n° 01200.007493/2007-08, parecer técnico n° 2042/2009). O milho Bt11 esta aprovado
no Brasil desde 2008 possuindo hibridos contendo essa tecnologia cadastrados no Registro
Nacional de Cultivares. O milho MIR162 foi aprovado em 2009 e possui hibridos registrados
desde 2010.

Hibridos com os eventos isolados ou contendo a combinagdo destas tecnologias (GA21:
processo  01200.000062/2006-21, Parecer Técnico 1597/2008; MIR604: processo n°
01200.004553/2012-90, Parecer Técnico n° 4207/2014; Btl1xMIR162xGA21: processo n°
01200.005038/2009-21, parecer técnico n® 2722/2010; Bt11xMIR162xMIR604xGA21: processo
n° 01200.004553/2012-90, parecer técnico n° 4207/2014; ) estdo sendo plantados em Brasil,
sem que nenhum impacto relevante a saide humana, animal ou a0 meio ambiente tenham sido
observados.

Portanto, todos milhos GM presentes nesta proposta de liberagcdo comercial, classificados
como classe de risco 1, sdo tdo seguros quanto seus equivalentes convencionais, e ndo sao
potencialmente causadores de significativa degradagdo do meio ambiente ou & saide humana e
animal. Nas avaliacbes apresentadas a CTNBio foram utilizados critérios internacionalmente
aceitos no processo de analise de risco de matérias-primas geneticamente modificadas e um
conjunto de evidéncias que demonstraram a seguranca para o cultivo dos Milhos 5307, Btll x
MIR162 x MIR604 x TC1507 x 5307 x GA21 e Btl1xMIR162. Assim, sou favoravel a
solicitacdo da empresa proponente para liberagdo comercial dos milhos GM apresentados nesta

proposta. A analise deste parecerista considerou documentos aportados na Secretaria Executiva
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da CTNBIo pela requerente; resultados de liberagdes planejadas no meio ambiente; estudos e
publicacgdes cientificas independentes da requerente.

Alexandre Nepomuceno
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