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PARECER DA RELATORA

Assunto: Liberagdo Comercial de Organismo Geneticamente Modificado
Processo: 01200.000778/2013-58

Data de Protocolo: 13/03/2013

Préton: 7305/13

Requerente: Du Pont do Brasil S.A — Divisdo Pioneer Sementes

CNPJ: 61.064.929/0043-28

Enderego: SGAS 902, Lt. 74, Conjunto B, Salas 2221-224, Bl. A Ed. Athenas, Asa Sul,
Brasilia/DF

CQB: 13/97

Presidente da CIBio: Goran Kuher Jezovsek

Proposta: “Liberacdo comercial de hibridos de milho selecionados por cruzamento
convencional resultante da combinagdo de eventos aprovados tecnicamente pela CTNBio -
TC15@7 x MON81@ x MIR162 x MON6@3".

Descri¢do do OGM: O evento combinado de modificacdo genética do milho expressando
resisténcia a insetos e tolerdncia a herbicidas foi obtido através de cruzamento convencional
entre os eventos DAS- @15@7-1 (TC1507), MON- #@810-6 (MON810), SYN-IR162-4 (MIR162)
e MON- @@603-6 (NK603).

Uso Proposto: Liberacdo comercial do milho evento combinado DAS- $15@7-1 (TC1507) x
MON-@@810-6 (MON810) x SYN-IR162-4 (MIR162) x MON-@@603-6 (NK603) bem como suas
progénies, nas modalidades de cultivo, consumo animal e humano, manipulag¢do, transporte,
descarte, importagdo e exportacio, bem como quaisquer outras atividades relacionadas. A
requerente também solicita, na proposta apresentada, a autorizacio para as
subcombinagdes: DAS-@15@7-1 (TC1507) x SYN-IR162-4 (MIR162) x MON-@@603-6 (NK603);
DAS- @15@7-1 (TC1507) » SYN-IR162-4 (MIR162); SYN-IR162-4 (MIR162) x MON-@@603-6
(NK603) e MON-@@810-6 (MOR810) x SYN-IR162-4 (MIR162).

FUNDAMENTAGAO TECNICA:

A requerente, empresa Du Pont do Brasil S.A., solicita através do processo n°
01200.000778/2013-58 a liberagdo comercial do milho geneticamente modificado eventos
DAS-@15@7-1 (TC1507) x MON-@@#810-6 (MON810) x SYN-IR162-4 (MIR162) x MON-@@603-
6 (NK603), contendo genes que conferem resisténcia a insetos e toleradncia ao herbicida
glifosato e glufosinato de aménio. O evento combinado, denominado TC1507 x MONS810 x
MIR162 x NK603, foi desenvolvido através de melhoramento genético cldssico e é resultado
do cruzamento entre os eventos individuais.
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Segundo a requerente, a combinagdo dos quatro eventos de modificaciio genética,
expressando trés diferentes proteinas para controle de insetos pragas da mesma ordem
entomoldgica, possibilita ampliar as possibilidades do manejo de integrado e manejo de
resisténcia das pragas as proteinas individuais. Além disso, a expressio de proteinas que
conferem tolerancia a duas moléculas herbicidas flexibilizam o controle de plantas daninhas,
agregando robustez ao manejo de resisténcia de plantas indesejadas na lavoura.

Os eventos individuais que comp&e o evento combinado objeto da presente andlise
ja tiveram sua avaliagdo de risco pela CTNBio, que concluiu pela seguranca desses eventos,
conforme os seguintes pareceres favoraveis a liberagio comercial;

* Parecer Técnico N° 1.100/2007 (DOU n°® 171 de 04/09/2007): Evento MON-@@810-6

(milho Yield Gard™};

e Parecer N° 1.596/2008 (DOU n° 199 de 14/10/2008): Evento MON-@@603-6 (mitho

Roundup Ready 2™);

* Parecer N° 1.679/2008 (DOU n° 243 de 15/12/2008): Evento DAS-@15@7-1 (milho

Herculex™);

e Parecer N° 2.042/2009 (DOU n° 185 de 28/09/2009): Evento SYN-IR162-4 (milho

Viptera-MIR162™).

As combinagbes duplas e triplas dos eventos citados também ji foram submetidas 3
analise da avaliagdo de risco pela CTNBio, que conclui em seus pareceres que “os eventos de
modificacdo genética sGo substancialmente equivalentes ao milho convencional” e “que
estes eventos ndo sdo potencialmente causadores de significativa degradagio do meio
ambiente”. Os eventos combinados aprovados s3o:

 Parecer Técnico N° 2.041/2009 (DOU n° 185 de 28/09/2009): Evento MON-@@603-6 x

MON-@@810-6 (milho YR YieldGard Roundup Ready 2™):

* Parecer Técnico N° 2.053/2009 (DOU n° 198 de 16/10/2009): Evento DAS-@15@7-1 x

MON-@@603-6 (milho HR Herculex Roundup Ready 2™);

* Parecer Técnico N° 3.021/2011 (DOU n° 164 de 25/08/2011): Evento DAS-B15@7-1 x

MON-@@810-6 (milho Optimum Intrasect™);

* Parecer Técnico N° 2.955/2011 (DOU n° 120 de 24/06/2011): Evento MON-@@810-6 x

DAS-@15@7-1 x MON-@@603-6 (milho Optimum Intrasect Roundup Ready 2™).

Além da analise e aprovagdo da CTNBio que concluiu pela seguranga dos citados
eventos individuais e de suas subcombinagdes, o milho evento MON810, evento NK603,
evento TC1507 e o milho evento MIR162 ja forma avaliados e s3o aprovados em diferentes
paises, de acordo com o banco de dados do “Center for Environmental Risk Assessment” —
CERA (http://cera-gmc.org/index.php?hstIDXCode%5B%5D=1&auDate1=8&auDate2=&action
=gm crop database&mode=Submit, acessado em 23/01/2015). O evento MON 810 foi
aprovado no ano de 1995 nos EUA e é atualmente aprovado em 17 paises. O evento NK 603
foi aprovado no ano de 2001 nos EUA e é atualmente aprovado em 15 paises O evento
TC1507 foi aprovado nu ano de 2000 nos EUA e é atualmente aprovado em 15 paises. O
evento MIR 162 foi aprovado no ano de 2008 nos EUA e é atualmente aprovado em 10
paises. Ainda segundo a fonte consultada, os eventos individuais estdo presentes em 21
diferentes eventos combinadcs de milho geneticamente modificados, j& analisados e
aprovados em diversas partes do mundo, conferindo a caracteristica de tolerancia a
herbicidas e/ou de resisténcia a insetos.
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O milho evento cornbirado TC1507 x MON810 x MIR162 x NK603 foi obtido pela
requerente através do melhoramento genético cldssico, por cruzamento sexual de linhagens
contendo os eventos individuais. O evento TC1507 expressa as proteinas CrylF e PAT que
conferem resisténcia a certos lepiddpteras pragas do milho e tolerdncia aos herbicidas
formulados a base de glufosinato de aménio; o evento MONS810 confere resisténcia a
insetos lepiddpteros pragas via agdo da proteina CrylAb; o evento MIR162 expressa a
proteina Vip3Aa que confere resisténcia a lepidépteros pragas do milho e o evento NK603
expressa a proteina CP4-EPSPS que confere resisténcia aos herbicidas formulados com
glifosato.

A andlise da avaliagdo de risco do evento combinado TC1507 x MON810 x MIR162 x
NK603 deve ocorrer caso-a-caso e devera considerar, conforme Art. 32 da RN 5/2008, as
informagdes previamente apresentadas para os eventos individuais, que contém a mesma
construgdo genética, e as informagGes da presente proposta para liberagdo comercial do
evento combinado, objetivando verificar se as informacdes apresentadas e avaliadas pela
CIBio da requerente corroboram a hipdtese de que n3o existe qualquer interacdo entre os
insertos presentes no evento combinado. Avaliagdes adicionais, caso-a-caso, podem
determinar se mais informag8es sdo necessarias, como eventos, por exemplo, em que as
construgdes introduzidas alteram rotas metabdlicas que se sobrepde.

Na presente proposta de liberagdo comercial do evento TC1507 x MON810 x MIR162
x NK603 as informagGes apresentadas incluem a caracterizagdo molecular do evento; a
avaliagdo da expressdo das proteinas; a andlise de composicdo dos diferentes tecidos
vegetais e o resultado de experimentos para avaliagdes agronémicas e fenotipicas do evento
combinado. Em sua avaliagdo de risco a CIBio da empresa, por meio de seu presidente,
afirma que “De posse dos dados de andlises de caracterizagdo molecular (PCR e Southern
Blot), composi¢do de grdos e forragem, expressdo das proteinas heterdlogas, controle de
insetos alvo e tolerdncia a herbicidas, a CIBio nGo encontrou evidéncias de interagbes entre
os quatro eventos que indicassem a necessidade de andlises de risco adicionais ds jd
realizadas para os evenios individualizados, tanto nos aspectos de satide humana e animal,
quanto para o meio ambiente, recomendando o encaminhamento do pedido & Comissdo
Técnica Nacional de Biosseguranga — CTNBio.”

O processo foi colocado em diligéncia na 1662 Reunido Plendria da CTNBio realizada
em 17/10/2013 para que a requerente esclarecesse os seguintes itens:

- aprovagao do evento combinado em outros paises;

- dados do estudos de eficécia e da suscetibilidade das espécies de lepidéptera praga
da cultura do milho;

- informagbes atualizadas baseada na literatura cientifica sobre os eventos
individuais;

- conclusdes e andlise estatistica do estudo denominado “Expressdo das Proteinas
Heterdlogas”;

- esclarecimentos sobre as conclusdes do estudo denominado “Avalia¢do do Controle
de Lepidopteros-alvo”;

- apresentagdo dos estudos internos completos citados no dossié de avaliacdo de
risco;
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- resultados das avaliagdes agronGmicas e fenotipicas do evento combina
liberagdo planejada realizada em regigo representativa do cultivo de milho.

A requerente apresentou a Carta Pio. Reg. 039/2014, datada de 31/01/2014,
contendo todas as informagdes solicitadas, complementando os dados necessarios 3 andlise
da avaliagdo de risco, conforme previsto no Art. 149, inciso IV; da Lei 11.105/2005.

Dessa forma, a fim de emitir parecer técnico que embase a decisdo técnica da
CTNBio, passaremos a analise das informacées, a fim de verificar se a seguranga do evento
combinado TC1507 x MON810 x MIR162 x NK603 pode ser demonstrada pela avaliagdo de
risco dos eventos individuais e pela comprovagio de que ndo existe interagdo entre os
insertos presentes no evento combinado, conforme afirmado pela requerente em sua
avaliagdo de risco.

1) DESCRICAO DO EVENTO TC1507 X MONS10 X MIR162 X NK603

Todos os eventos individuais do evento combinado ja foram analisados pela CTNBio
e liberados comercialmente e toda a informagdo sobre a avali¢do de risco desses eventos
encontra-se nos citados pareceres. Serdo apresentadas, portanto, resumidamente, as
principais caracteristicas de cada um desses eventos:

1.1. Milho Evento TC1507

O evento TC1507 foi liberado comercialmente pela CTNBio através do Parecer
Técnico n? 1679/2008, processo n® 01200.007232/2006-07, e apresenta caracteristicas que
conferem resisténcia a insetos da ordem lepiddptera e tolerancia ao herbicida glufosinato de
amonio.

O milho TC1507 foi desenvolvido por meio da transformagdo de embrides, através do
método da biobalistica, usando o plasmideo PHP8999 contendo o gene crylF e o gene pat. A
proteina inseticida presi:nte no milho TC1507 é uma proteina CrylF truncada derivada da
cepa PS81I de Bacillus thuringiensis var. aizawai. A proteina CrylF é uma endotoxina que
apresenta atividade especifica sobre o sistema digestivo de algumas familias de insetos,
através da ligagdo a receptores especificos presentes nos insetos alvo, que no caso da
proteina Cry1F sdo os lepidépteros. A atividade biolégica da proteina Cry1F ja foi estudada
em uma gama de insetos pragas que se alimentam das plantas de milho e as seguintes
pragas, importantes no Brasil, apresentam algum nivel de suscetibilidade: lagarta do
cartucho (Spodoptera frugiperda), broca-da-cana (Diatraea saccharalis), lagarta-da-espiga
(Helicoverpa zea), lagarta rosca (Agrotis ipsilon) e lagarta elasmo (Elasmopalpus lignosellus).

Além da resisténcia a insetos, o milho TC1507 contém o gene pat, derivado de
Streptomyces viridochromogenes cepa Tu494, uma bactéria gram positiva do solo, n3o-
patogénica as plantas, humanos e animais. O gene pat codifica a enzima fosfinotricina N-
acetiltransferase (PAT), responsédvel pela acetilagio da fosfinotricina, substincia que
também é conhecida como glufosinato de aménio. O glufosinato de aménio é o principio
ativo de diversos herbicidas, pois inibe a enzima glutamina sintetase, reduzindo os niveis de
glutamina nos tecidos «a olanta, além de causar o aumento de concentracdo de amonia,
causando a ruptura da membrana celular e bloqueio da fotossintese com a conseqliente
morte das plantas.
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A seqiiéncia original dos gene cry1F e pat foram modificadas a fim de maxiNizar a
expressdo das proteinas introduzidas nas plantas, através da utilizagdo de cddons
preferenciais. A transcrigdo do gene crylF é direcionada pelo promotor e a regido 5 nio
traduzida do gene da ubiquitina (ubi) de milho incluindo o primeiro exon e intron. A
sequéncia 3" de terminagdo/poliadenilagdo é derivada da ORF25 PolyA de Agrobacterium
tumefaciens. A regulagdo da transcri¢io do gene pat ocorre via sequéncias do promotor e do
terminador derivadas do transcrito 35S do virus do mosaico da couve-flor (CaMv).

1.2. Milho Evento MON810

O milho evento MONB810 foi liberado comercialmente pela CTNBio através do
Parecer Técnico n? 1100/2008, processo n2 01200.002995/1999-54 e apresenta
caracteristicas que conferem resisténcia a insetos da ordem lepidéptera.

A linhagem de milho MON810 foi obtida através da transformacio genética de
embrides através do método da biobalistica, usando o plasmideo PV-ZMBKO7 contendo o
gene cry1Ab de B. thuringiensis.

Da mesma forma que a proteina CrylF acima descrita, a proteina CrylAb é uma
endotoxina que apreseuta atividade especifica sobre o sistema digestivo de alguns insetos
lepidépteras, ndo possuindo efeito téxico para dipteros ou coledpteros. As seguintes pragas,
importantes no Brasil, apresentam algum nivel de suscetibilidade: lagarta do cartucho
(Spodoptera  frugiperda), broca-da-cana  (Diatraea saccharalis), lagarta-da-espiga
(Helicoverpa zea) e lagarta elasmo (Elasmopalpus lignosellus).

O gene cry1Ab presente no vetor PV-ZMBKO7 é expresso sob controle do promotor
transcricional E35S. Foi ainda inserido um intron de 0,8 kb proveniente do gene hsp70 do
milho entre o promotor e o gene cry1Ab. Esta inser¢do foi efetuada a fim de aumentar os
niveis de expressdo do transgene. Como terminador foi usada a seqiiéncia 3’-UTR da
nopalina sintase, que contém o sinal de poliadenilacio.

1.3. Milho Evento MIR162

O milho evento MIR162 foi liberado comercialmente pela CTNBio através do Parecer
Técnico n? 2042/2009, processo n? 01200.007493/2007-08 e apresenta caracteristicas que
conferem resisténcia a irisetos da ordem lepidéptera.

Da mesma forma que as proteinas Bt descritas, a proteina Vip3Aa é uma proteina de
Bacillus  thurigiensis, mas diferentemente das proteinas cristais (Cry) de Bacillus
thuringiensis, as proteinas Vip (de “Vegetative Insecticidal Proteins”) s3o produzidas durante
o crescimento vegetativo bacteriano. A proteina Vip3Aa apresenta toxicidade a algumas das
principais pragas do milho no Brasil: lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda), broca-da-
cana (Diatraea saccharalis), lagarta-da-espiga (Helicoverpa zea) e lagarta rosca (Agrotis
ipsilon).

A linhagem de milho MIR162 foi obtida através da transformacdo utilizando
Agrobacterium tumefasciens. A proteina nativa Vip3Aa originada de Bacillus thuringiensis
cepa AB88 contém 789 aminoacidos e um peso molecular de aproximadamente 89 kDa. A
variante denominada Vip3Aa20 produzida pelo milho MIR 162 apresenta também 789
aminoacidos, porém difere em dois aminoacidos quando comparada com a proteina nativa
(nas posigdes 129 e 284).
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O milho MIR162 também expressa o gene manA obtido da bactéria Escherichia coli Ko
12 que codifica a enzima fosfomanose isomerase (PMI) que interconverte manose-6-
fosfato/frutose-6-fosfato permitindo & bactéria utilizar manose como fonte de carbono. Este
gene foi introduzido como marcador, permitindo a selecdo de células vegetais que o
expressam em meio contendo manose como substrato. A bactéria Agrobacterium
tumefaciens foi utilizada portando o plasmideo PNOV1300 com dois cassetes de express3o:
um deles com o promotor dz poliubiquitina de milho (ZmUDIINT), a regido codificante
otimizada do peptideo vip3Aa de Bacillus thuringiensis, seguida da regido que contém o
intron 9 da fosfoenolpiruvato carboxilase de milho (para aumentar a expressdo génica),
finalizando com a regifo terminadora 3'UTR 35S do virus do mosaico da couve-flor. O
segundo cassete de expressdo é composto pelo ZmUBiint de milho, a regido codificante
composta pelo gene manA de E. coli que codifica a proteina fosfomanose isomerase (PMI),
seguido da regido 3'UTR do gene da nopalina sintase de A. tumefaciens.

1.4. Milho Evento NK603

O milho evento MONG603 foi liberado comercialmente pela CTNBio através do
Parecer Técnico n@ 1596/2008, processo n2 01200.002293/2004-16 e apresenta
caracteristicas que conferem tolerancia ao herbicida glifosato.

O gene cp4 epsos, que codifica uma forma tolerante ao glifosato da enzima 5-
enolpyruvlyshikimate-3¥pfaosphate synthase (EPSPS) foi isolado da bactéria Agrobacterium
tumefaciens cepa CP4 e inserido no genoma do milho através do método de biobalistica. O
glifosato é capaz de bloquear a atividade da enzima alvo (EPSPS) das plantas, que controla a
via biossintética dos aminodcidos aromaticos tirosina, fenilalanina e triptofano, causando a
morte das plantas. Assim, as células que expressam a proteina CP4 EPSPS continuam
produzindo os aminoécidos aromaticos essenciais ao seu metabolismo mesmo na presenca
do glifosato.

O milho NK603 foi produzido através da transformagdo genética usando um
fragmento linearizado de DNA de 6706 pares de bases (pb) que continha dois cassetes
adjacentes do gene cp4 epsps para expressdo da proteina CP4 EPSPS. Cada um dos cassetes,
denominados cassete proximal (mais préximo da extremidade 5°) e distal (mais préximo da
extremidade 3°), continha uma Unica cépia do gene cp4 epsps e suas seqiiéncias
reguladoras. Nos dois cassetes, as seqiiéncias dos genes cp4 epsps foram ligadas a
sequéncias do polipeptidio de transito para o cloroplasto (CTP2) obtidas do gene epsps de
Arabidopsis thaliana. A fungo dos polipeptidios de transito é transportar a proteina CP4
EPSPS para os cloroplastos onde funciona a via metabdlica responsavel pela sintese dos
aminoacidos arométicos. Os CT?s s&o removidos da proteina CP4 EPSPS apds sua entrega no
cloroplasto. No cassete proximal, o fragmento ctp2-epsps foi colocado sob o controle do
promotor de arroz actinl e seu intron e no cassete distal foi colocado sob o controle do
promotor CaMV 35S modificado (e355). No cassete distal, entre o promotor e35S e a
sequéncia CTP2, foi também introduzido um intron de 0,8 kb de uma proteina de milho,
envolvida em respostas a choques térmicos (hsp70) com o objetivo de aumentar os niveis de
transcri¢do génica. Nos dois cassetes as seqiiéncias cp4 epsps foram ligadas 3 seqliéncia de
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0,3 kb da nopalina sintase 3°(ndo traduzida) chamada NOS 3°, com a func¢do de forne
sinal para poliadenilagdo do ARN mensageiro (mARN).

1.5. Milho Evento Combinado

A combinagdo tripla dos eventos TC1507 x MON810 x NK603 também ja foi analisada
pela CTNBio que concluiu que “o milho TC1507 x MON810 x NK603 é substancialmente
equivalente ao milho convencional, sendo seu consumo seguro para a saude humana e
animal. No tocante ao meio ambiente, a CTNBio concluiu que o milho TC1507 x MON810 x
NK603 néo é potencialmente causador de significativa degradagcdo do meio ambiente,
guardando com a biota relagdo idéntica ao milho convencional”. A decisdo em epigrafe,
favoravel a liberagdo comercial do evento triplo, encontra-se no Parecer Técnico n2
2955/2011, processo n? 01200.003895/2010-21. Na andlise apresentada a CTNBio
considerou:

- 0 histdrico de seguranca do milho e das proteinas introduzidas;

- a presenga de uma copia estdvel e funcional dos genes introduzidos;
- o parecer favoravel da CTNBio a libera¢do comercial dos eventos individuais;

- 0s dados sobre expressdo das proteinas e composi¢do de grdos e forragem que ndo
diferem significativamente dos dados observados nos eventos parentais;

- 0os estudos aprasentados sobre controle de insetos praga e tratamento com os
herbicidas recomendados;

- a auséncia de indicios de interagdo entre as vias metabdlicas em que atuam as
proteinas Cry1lAb, CrylF, PAT e CP4 EPSPS;

- 0s critérios internacionalmente aceitos para avaliacdo de risco de eventos
combinados.

Considerando que a construgdo do evento quadruplo - TC1507 x MON810 x MIR162 x
NK603 - ocorreu através de melhoramento genético classico, a diferenca desse evento para
o evento triplo jd analisado e aprovado pela CTNBio é a presenca do evento MIR162. A
hipotese de risco sera baseada, portanto, especificamente na andlise dos dados para
verificar a possibilidade de ocorréncia de uma potencial interagdo das proteinas PMI e
Vip3Aa20, expressas no evento MIR162, com as demais proteinas do evento combinado.

A proteina PMI é expressa no milho MIR162 a partir do gene manA obtido da bactéria
Escherichia coli. O gene manA codifica a enzima fosfomanose isomerase que interconverte o
composto manose-6-fosfato a frutose-6-fosfato, facilmente metabolizado pela célula,
permitindo a utilizagdo da marose como fonte de carbono. O gene manA foi introduzido no
milho com o objetivo de ser utilizado como marcador de selecdo, considerando que as
células transformadas adquirem uma vantagem metabdlica quando compradas as células
ndo transformadas que se mantém incapazes de metabolizar o composto manose-6-fosfato
que acumula na célula e paralisa o crescimento.

A proteina Vip3Aa20 é proveniente de Bacillus thuringiensis uma bactéria de solo
gram-positiva capaz de produzir proteinas inseticidas como as proteinas Cry e proteinas Vip.
A expressdo da proteina Vip é iniciada durante a fase de crescimento vegetativo e continua
nas culturas esporulantes, sendo secretadas como proteinas soltveis em meio extracelular.
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A agdo da proteina Vip3Aa20 ocorre no epitélio intestinal do inseto, assim como as proteina &\\,BRO/"!O
Cry, através da ligagdo a receptores localizados nas microvilosidades das células apicais ¢&2 on

Fls. . -

epitélio intestinal das larvas de insetos suscetiveis. Esse reconhecimento promove Broc.

formagdo de poros que causam um desbalango osmético causando morte celula m[
rompimento do epitélio, septicemia e a consequente morte do inseto. Devido 3 forma

soltvel das proteinas Vip, essas proteinas se ligam mais rapidamente aos receptores de

membrana das células epiteliais do intestino do inseto susceptivel, resultando em

progressiva degeneracdio da camada epitelial. A ligagdo da toxina ao receptor celular do

inseto € um passo critico a0 mcdo de agdo da toxina, diferentes receptores, para diferentes

toxinas, podem estar presentes com distintos modos de a¢do sobre o inseto suscetivel.

Os estudos de ligagdo das proteinas de B. thurigiensis tém revelado uma estreita
correlagdo entre o desenvolvimento de resisténcia e a presenca de sitios de ligagdo comuns
para as toxinas Bt. Espécies de insetos que compartilham os mesmos sitios de ligagdo para
determinadas toxinas, ao desenvolver resisténcia a uma das toxinas, podem desenvolver
também resisténcia para o restante das toxinas que compartilham os mesmos sitios. A
utilizagdo de toxinas que n3o competem entre si por um mesmo receptor pode, portanto,
reduzir as chances de desenvolvimento de resisténcia, além de poderem atuar de forma
sinérgica, potencializando a toxicidade as larvas dos insetos. A proteina Vip3Aa, dada a
interagdo com sitio especifico de ligacdo, se apresenta como potencial de ser utilizada a
campo a fim de obter um controle efetivo dos insetos praga e reduzir as chances de
surgimento da resisténcia no evento combinado TC1507 x MON810 x MIR162 x NK603.

2) ESTUDOS APRESENTADOS PELA REQUERENTE

Além dos dados de literatura que demonstram os distintos modos de agao das
proteinas CrylAb, CrylF e Vip3Aa que conferem resisténcia a insetos, analises em
laboratério e testes de campo evidenciam a auséncia de efeitos n3o esperados
corroborando a hipétese de que n3o existe interagdo entre as proteinas CrylF, CrylAb,
Vip3Aa, PAT, CP4 EPSPS e PMI, conforme resultados apresentados pela requerente e
resumidos a seguir:

2.1. Caracterizagdo Molecular:

O objetivo do estudo, denominado PHI-2011-140 anexado a proposta da requerente,
foi o de confirmar a estabilidade e equivaléncia do DNA inserido através de cruzamento no
milho combinado evento TC1507 x MON810 x MIR162 x NK603 quando comparado as
linhagens parentais com os eventos individuais, usando a técnica de analise molecular por
Southern Blot. O padréo de hibridizagio do milho eventos TC1507 x MONS10 x MIR162 x
NK603 foi comparado aos padrdes de hibridizagdo dos eventos individuais, utilizando-se
sondas especificas. Os padrdes de hibridizagdo previstos para as sondas utilizadas na
detecgdo dos genes cry IF e Pat, expressos no evento TC1507, para a sonda do elemento
genético E355/Cry1Ab, expresso no evento MONS810, para os genes Vip3Aa e pmi, expressos
no evento MIR 162 e para detecgdo do gene cp4 epsps, expresso no evento NK603 foram
verificados nos resultados de Southern Blot para cada amostra e controle testados,
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confirmando que as inser¢des mantiveram-se estdveis, quanto ao nimero de com
integridade da sequéncia, no milho evento TC1507 x MON810 x MIR162 x NK603.

2.2. Produto da Expressdo do Gene Inserido:

O objetivo do estudo foi avaliar a concentragdo das proteinas em amostras de tecidos
do milho, obtidos em seis locais de cultivo, comparando os eventos individuais e o evento
combinado TC1507 x MON810 x MIR162 x NK603. Foram coletadas e analisadas amostras de
folhas, raizes, pdlen, colmo, planta inteira e graos para determinar a concentragdo das
proteinas CrylF, PAT, CrylAb, Vip3Aa20, CP4 EPSPS e PMI, através da técnica de ELISA,
utilizando anticorpos especificos para deteccdo das proteinas citadas.

A requerente apresenta na proposta o detalhamento do estudo realizado,
identificado como PHI-2011-013/010, em que todos os dados mensurados foram
estatisticamente analisados. Os dados demonstram a ocorréncia de diferengas
estatisticamente significativas em alguns tecidos, no entanto estas ocorreram de forma
aleatodria e ocasional, ndo apresentando consisténcia entre tecidos ou algum padrdo, o que
demonstra ndo haver uma significancia bioldgica para as diferengas observadas.

2.3. Anadlise da Composigdo:

O objetivo do estudo foi comparar a composig¢do nutricional da forragem e dos graos
de milho nas fases de desenvolvimento R4 e R6, obtidos em seis locais, para comparagdo do
evento TC1507 x MONS810 x MIR162 x NK603 e sua respectiva isolinha convencional. As
amostras coletadas foram analisados para os principais componentes nutricionais, incluindo
os principais nutrientes, fibras, acidos graxos, aminodcidos, vitaminas, minerais, metabdlitos
secunddrios e anti-nutrientes. Todos os dados obtidos estdo apresentados no estudo
denominado PHI-2011-014/020, anexado a proposta da requerente.

Para fins de comparagdo foram utilizados também “intervalos de tolerancia” obtidos
a partir de outros experimentos realizados pela requerente com linhagens de milho
convencional coletadas em diferentes locais e condi¢cdes de cultivo, cujos dados de
composi¢do centesimal foram avaliados e compilados e “faixa da literatura” que sdo os
valores de referéncia encontrados na literatura, incluindo aqueles apresentados pelo ILSI
Crop Composition Database e pelos documentos consenso da OECD - Organisation for
Economic Co-operation and Development.

De acordo com a andlise realizada, apenas para o componente acido graxo
nonadecanoico (C19:0) o milho evento TC1507 x MON810 x MIR162 x NK603 apresentou
uma propor¢do mais alta de valores abaixo do limite de quantificagdo do que o milho
controle no entanto, a requerente relata que a maioria dos valores para o acido ndo
adecanoico (C19:0) nas linhagens de milho comerciais estdo abaixo do limite de
quantificacdo e que essa diferenca na propor¢do dos valores de dados abaixo do limite ndo é
biologicamente relevante.

A conclus3o apresentada no relatdrio é de que os resultados obtidos demonstraram
que a composicio dos nutrientes de forragem e grdo derivada do milho 1507 x MON810 x
MIR162 x NK603 foi comparavel & forragem e ao grao derivados da isolinha e das referéncias
comerciais utilizadas.
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2.4. Avaliagdes Agrondmicas e Fenotipicas:

O objetivo do estudo foi comparar o evento TC1507 x MON810 x MIR162 x NK603
com uma quase-isolinha convencional usada como controle, em experimentos realizados em
trés locais do Brasil (Ric Grande do Sul, Goids e Tocantins). As caracteristicas avaliadas
foram: populagdo inicial, vigor de plantula, tempo para emissdo de estigma, tempo para
liberagdo de pdlen, viabilidade de pélen (cor e formato a 0, 30, 60 e 120 minutos), altura de
planta, altura de espiga, stay green, incidéncia de doencas, dano por insetos, acamamento
de colmo, acamamento de raiz e populagdo final.

Analises estatisticas foram conduzidas para comparar as caracteristicas agrondmicas
e fenotipicas da combinag&o de eventos 1507 x MON810 x MIR162 x NK603 com as do milho
controle. Os resultados apresentados demonstram que nenhuma diferenca estatistica
significativa foi identificada entre a combinacdo de eventos e o material controle para as
caracteristicas agronémicas analisadas, inclusive na comparacdo com intervalos de dados
derivados de resultados coletados de linhagens comerciais convencionais de referéncia ao
longo de varios anos denominado “Variagdo Histérica”, apresentados pela requerente. Os
resultados evidenciam que as caracteristicas agronémicas de plantas de milho contendo a
combinagdo de eventos 1507 x MON810 x MIR162 x NK603 sdo comparaveis as de plantas
de milho convencionais.

2.5 Estudos de Eficacia:

Foram apresentados os dados de estudos de eficicia relacionados a duas pragas
principais de milho no Brasil, a lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda) e a lagarta da
espiga (Helicoverpa zea). Os experimentos foram realizados em trés locais na safra 2011,
com infestagdo natural e manual com as pragas estudadas. Os resultados foram obtidos em
nota de danos, usando a escala publicada por Davis et. al (1992) com a numeragio em
ordem inversa. Os resultados demonstram a eficicia do evento TC1507 x MON810 x MIR162
x NK603 no controle de S. frugiperda e H. zea, no entanto, conforme apresentado pela
requerente, dado que a eficicia de controle do evento MIR162 é alta contra H. zeag e S.
frugiperda, é dificil observar diferengas significativas na eficiéncia de controle entre o
MIR162 e a combinagdo do evento MIR162 com os eventos de resisténcia a insetos TC1507 e
MONB810. A vantagem da combinacdo de eventos TC1507 x MON810 x MIR162 x NK603
seria, portanto, uma maior durabilidade da resisténcia conferida, considerando que as
proteinas Cry1F, CrylAL, e Vip3A oferecem modos de a¢do independentes contra H. zea e o
MIR162 oferece um modo de agdo adicional contra S. frugiperda. A requerente conclui sem
eu relatério que modos de ucdo independentes liberados no mesmo produto podem
melhorar a durabilidade do mesmo em relagdo aos eventos individuais e que a adi¢io do
MIR162 a combinagdo TC1507 x MONS810 poderia aumentar a durabilidade da resisténcia
contra H. zea e S. frugiperda, conforme discussdo apresentada nos relatério PHI-2012-087 e
PHI-2009-010, anexados a proposta.

A requerente apresenta ainda em sua proposta a tabela abaixo que mostra os insetos
alvo e resume o controle obtido com o evento combinado TC1507 x MON810 x MIR162 x
NK603 (denominado VYHR) em relagdo aos eventos individuais, ressaltando que, segundo os
dados apresentados na proposta, esse nivel de controle pode variar em fung¢io de diversos
fatores.
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Eficacia no controle de insetos pelos

Nome cientifico Nome comum Eventos
1507 MON 810 MIR162 VYHR

Agrotis ipsilon l.agarta-rosca +
Helicoverpa zea l.agarta da espiga + + + +
Ostrinia nubilalis Broca do milho europeia + + - +
Spodoptera frugiperda | Lagarta do cartucho + + + +
Diatraea grandiosella Broca do sudoeste de milho + + + +
Striacosta albicosta Lagarta cortadeira do ocidente + - + +
ﬁé{ﬁg:ﬁﬂpus Lagarta-elasmo + - - +
Diatraea crambidoides | Broca do colmo do milho do sul + + - +
Diatraea saccharalis Broca da cana-de-agticar + + - +
Papaipema nebris Broca do colmo - + - +

Avaliacdo de Tolerdncia a Herbicida:

Foi também realizado estudo para avaliar a injiria causada pela aplicagdo de
herbicida no evento TC1507 x MON810 x MIR162 x NK603, quando comparado aos eventos
individuais TC1507 e NK603 e na isolinha correspondente. No experimento foram utilizadas
duas doses e aplicagdes de Glufosinato de Amonia, Glifosato e a mistura de Glufosinato e
Glifosato. O percentual de injaria foi quantificado nas plantas, depois que o controle
demonstrou sintomas visiveis de fitotoxidez foliar, em média, aos vinte um (21) dias apos o
plantio. Os sintomas foram causados por Glifosato na dose de referéncia igual a 1x. A
auséncia de sintoma visivel foi padronizada como 0% de injuria, e a morte total da folha
como 100%.

Os resultados do estudo demonstraram que o evento TC1507 x MON810 x MIR162 x
NK603, assim como os eventos individuais TC1507 e NK603, sdo tolerantes aos herbicidas
Glufosinato de Aménia e Glifosato e eficazes mesmo quando uma alta dose (16x) foi
aplicada. Estes eventos apresentaram auséncia de injuria para ambas as doses aplicadas (1x
e 16x), dos dois herbicidas, individualmente ou misturados. Nenhum sintoma foi observado
nas plantas controle (isolinha ndo GM) sem aplicagdo de herbicida, enquanto sintomas de
injuria foram observados no controle para todos os trés tratamentos com herbicida e com
severidade crescente de sintomas em func¢do das doses aplicadas (1x e 16x).

2.6. Técnicas de Detecg¢do Gerais e Especificas:

A requerente descreve como técnica de detecgdo do evento combinado a PCR para
os eventos individuais apresentada nos pareceres de liberagdo comercial desses eventos e
referéncia o link link http://gmo-crl.irc.ec.europa.eu/gsmomethods/, onde estdo descritos os
métodos submetidos & avaliagdo e validacio pelo JRC (Joint Research Centre), centro da
Comissdo Européia responsavel por pesquisa e inovac3o cientifica.
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3) AVALIACAO DE RISCO A SAUDE HUMANA E ANIMAL

Considerando a equivaléncia substancial do evento TC1507 x MON810 x MIR162 X
NK603 demonstrada nos estudos de anélise de composicdo e considerando que n3o existem
evidéncias de que a combinagdo dos quatro eventos individuais tenha resultado em um
novo produto, conforme estudos realizados, conclui-se que todos os experimentos que
demonstraram a seguranca dos eventos individuais s3o aplicaveis ao evento combinado.
Dessa forma, a seguranga para o consumo humano e animal pode ser demonstrada pelos
resultados obtidos com as proteinas Cry1F, CrylAb, Vip3Aa, PAT, CP4 EPSPS e PMI que
incluem estudos com alimentag&o animal, digestibilidade da proteina em sistema gastrico e
intestinal simulados, estudos de toxicidade aguda por aplicagdo oral e intravenosa e
verificagdo da homologia da proteina com compostos toéxicos/alergénicos. Estes estudos
indicam que as proteinas relacionadas n3o oferecem nenhum risco a satde humana/animal,
comparativamente a utilizacdo do milho convencional e seus subprodutos na alimentagio
(proteina crylF e PAT - processo n° 01200.007232/2006-07; proteina Cry1Ab - processo n°
01200.002995/199-54, proteina Vip3Aa - processo n® 01200.007493/2007-08 e proteina CP4
EPSPS - processo n° 01200.002293/2004-16).

Além disso, a Setorial Humana e Animal da CTNBio analisou o evento TC1507 x
MON810 x MIR162 x NK603 e concluiu pela sua seguranga, apresentando parecer favoravel
a liberagdo comercial do evento combinado em reunido da setorial realizada em Setembro
de 2013.

PARECER FINAL:

Considerando que a variedade de milho (Zea mays) evento TC1507 x MON810 x
MIR162 x NK603 pertence a espécie bem caracterizada e com sélido histérico de seguranca
para consumo humano;

Considerando que as proteinas CrylF, CrylAb, Vip3Aa, PAT e CP4-EPSPS que
conferem resisténcia a insetos e tolerancia aos herbicidas glufosinato de aménio e ao
glifosato, sdo expressas em varios eventos de diferentes culturas agricolas j& submetidos a
avaliagdo de risco e aprovados para uso comercial em diversos paises;

Considerando que os parentais, evento TC1507, evento MON810, evento MIR162 e
evento NK603, bem como as combinagdes como o evento TC1507 x MONS10 x NK603, ja
foram submetidos & anélise da avaliacsio de risco pela CTNBio e obtiveram parecer favoravel
para sua liberagdo comercial;

Considerando que o desenvolvimento do evento TC1507 x MONS10 x MIR162 x
NK603 ocorreu através de melhnramento genético classico e que a caracterizagdo molecular,
a analise da expressdo das proteinas, a anélise de composicdo e as avaliagdes agrondmicas e
fenotipicas ndo demonstraram evidéncias de haver qualquer interagdo ou efeito sinergistico
entre os insertos presentes no evento combinado;

Considerando o que estabelece a RN 5/2008 em seu Art. 32: “OGM que contenha a
mesma construgdo genética utilizada em OGM da mesma espécie, com parecer técnico
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favordvel a liberagdo comercial no Brasil, passard por andlise simplificada visando sua
liberagdo, a critério da CTNBio”;

Sou favoravel a solicitacdo da requerente para que a avaliacdo de risco do evento
combinado TC1507 x MON810 x MIR162 x NK603 seja feita conforme determinado no Art.
3¢ da Resolugio Normativa CTNBio n° 5/2008 e considero que a solicitagdo da Empresa Du
Pont do Brasil S.A — Divis3o Pioneer Sementes, processo n?: 01200.000778/2013-58, para
liberagdo comercial do milho geneticamente modificado evento combinado TC1507 x
MONS810 x MIR162 x NK603, atende as normas e 3 legislagdo pertinente que visam garantir a
biosseguranca do meio ambiente, agricultura, saude humana e animal, e indico o
DEFERIMENTO da solicitago.

Além da liberagdo comercial do evento combinado contendo quatro eventos simples,
a requerente solicita a liberagdo, nos termos do Artigo 4° da Resolugdo Normativa N2 5 de 12
de margo de 2008, a liberacdo das subcombinag¢des DAS-01507-1 (TC1507) x SYN IR162-4
(MIR162) x MON-00603- 6 (NK603); DAS-01507-1 (TC1507) x SYN-IR162-4 (MIR162); SYN-
IR162-4 (MIR162) x MON- 00603-6 (NK603) e MON-00810-6 (MON810) x SYN-IR162-4
(MIR162).

Com relagdio a citada solicitagdo da requerente, foi apresentada em Abril de 2014
consulta a Secretaria Executiva da CTNBio solicitando orientag6es juridicas no sentido de
esclarecer se o pleito da empresa poderia ser atendido nos termos apresentados
considerando, além da Resolugdo Normativa n° 5/2008, aquilo que determina a Lei 11.105
de 24 de margo de 2005 em seu Art. 19, paragrafo 22, quando apresenta a definicdo de
“atividade de uso comercial de OGM”. Em Maio de 2014 3 CONJUR do MCTI apresentou
resposta a consulta que, em sintese, afirma n3o existir impedimento no arcabougo juridico
vigente para a Comissdo, mas ressalta que aspectos-técnico-cientificos dos pleitos deverio
ser discutidos pela Comissdo (Parecer N° 326/2014/CONJUR-MCT!/CGU/AGU/lml).

Apesar do parecer da juridica indicar como o assunto deveria ser conduzido,
verificou-se a necessidade de harmonizar o procedimento pra tomada de decis3o, razio pela
qual as relatoras do processo protocolaram em Setembro de 2014 na Secretaria Executiva da
CTNBio a demanda para que tal assunto fosse discutido pela Comissdo a fim de subsidiar
decisdo final sobre o pleito da requerente. Tal demanda suscitou em discussGes na CTNBio
que culminaram na alterag3o do Artigo 42 da RN 5/2008.

Dessa forma a solicitagdo da empresa para liberagdo das subcombinagdes do evento
TC1507 x MON810 x MIR162 x NK603 é abordada no Art. 42-A da Resolugdo Normativa n°
15/2015 que altera os dispositivos da'Resolugéo Normativa n° 5/2008. O citado artigo
determina que “A decisGo favordvel & liberagdo comercial de Organismo Geneticamente
Modificado - OGM que contenha mais de um evento, combinados através de melhoramento
genético cldssico, cujos eventos individuais tenham sido previamente aprovados para
liberagdo comercial pela CTNBio, aplicar-se-d ds combinagbes possiveis dos eventos
individuais, conforme solicitado pela requerente”. O objeto da solicitagdo da empresa é ainda
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abordado no Art. 22 da RN n° 15/2015 que altera o Art. 22 da RN n° 5/2008 - o Art. 22,
paragrafo 29, passa a vigorar com a seguinte redacdo: “A requerente que tenha protocolado
na CTNBio solicitagdo de liberacdo comercial na forma prevista no art. 492-A, antes da
entrada em vigor da Resolugcdo Normativa n® 15, de 13 de fevereiro de 2015, poderd, no
prazo mdximo de 30 (trinta) dias, a partir da data da publicagdo daquela Resolugéo
Normativa, solicitar adequagdo da proposta aos preceitos desta Resolu¢do Normativa."

Considerando que a empresa apresentou solicitagdo para adequacio aos preceitos
do citado Artigo, sou favaravel ao pleito da empresa para liberagdo das subcombinagges:
DAS-@15@7-1 (TC1507) x SYN-IR162-4 (MIR162) x MON-@(@603-6 (NK603);
DAS- @15@7-1 (TC1507) x SYN-'R162-4 (MiR162);
SYN-IR162-4 (MIR162) x MON-¢@603-6 (NK603);
MON-@@810-6 (MON810) x SYN-IR162-4 (MIR162)

Concluo, portanto, pelo DEFERIMENTO do pleito apresentado pela requerente.

Para o plantio de milho geneticamente modificado dever ser observada ainda a
Resolu¢do Normativa CTNBio N2 4/2007 que dispde sobre as distancias minimas entre
cultivos comerciais de milho geneticamente modificado e n3o geneticamente modificado.

Data: (9%/ Ol{/ 15

AN

Luciana Pimekta Ambrozevicius
Relator - Membro da CTNBio

Assessor: Gutemberg
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