Parecer sobre Liberaciio Comercial de Milho Geneticamente Modificado.

Processo: 01200.002109/2000-04

Data de Submissdo: 30 de Junho de 2000.

Empresa Proponente: SYNGENTA SEEDS LTDA (processo submetido a época pela
Novartis Seeds Ltda).

Caracteristica Introduzida: Resisténcia a insetos [gene crylA(b)] e ao Herbicida
Glufosinato de Amonia |gene pat]

Nome do Evento: Btl1

Nome Comercial do Evento: Milho Btl1.

PARECER APRESENTADO EM 18 DE JULHO, 2007,

A empresa SYNGENTA SEEDS LTDA solicita a CTNBio parecer técnico
conclusivo sobre a liberagio comercial de Milho Geneticamente Modificado (MGM)
com caracteristicas que conferem resisiéncia, na mesma planta, 4 insetos ¢ ao herbicida
glufosinato de aménia. Os genes introduzidos codificam para uma forma truncada da
proteina inseticida Bt, obtida da cepa HD-1 da bactéria de solo Bacillus thuringiensis
var. kurstaki (BtK), nominada de Btk, e para uma enzima (fosfinotricina-N-acetil
transferase, PAT) que confere resisténcia ao herbicida glufosinato de aménia (L-
Fosfinotricina, PPT - Phosphinothricin), também obtida de uma bactéria de solo,
Streptomyces viridochromogenes.

O gene Btk ¢ uma versdo sintética e modificada do gene de cadeia completa
crylA(b). As modificagBes do gene crylA(b) incluiram truncar e mudar seqiiéncias de
DNA, destinadas a realgar a expressido em plantas. As modificagbes ndo resultaram em
nenhuma mudanca de seqiiéncia de aminoédcidos na proteina codificada pelo gene
crylA(b) sepundo apresenta a proponente (Vol.l, segio C, figura 2). O gene
introduzido que confere resisténcia ao herbicida PPT é uma versfo sintética do gene pat
que codifica a enzima PAT obtida da bactéria S.viridochromogenes pertencente a
familia Actinomycetaceae (Vol.1, segiio C, figura 3).

A delta-endotoxina inseticida Btk truncada expressa na planta de milho do
evento Btll € clivada proteoliticamente no intestino alcalino dos insetos lepidopteros,
resultando numa forma inseticida ativa. A proteina inseticida ativa interage com uma
molécula receptora presente somente nas células do epitélio do intestino médio dos

insetos suscetiveis, gerando poros nas membranas das células. O processo causa



distiirbio no equilibrio celular promovendo a dialise das células do intestino dos insetos
levando-os a morte (Entwistle et al. 1993). Estudos recentes, entretanto, identificaram
que o que pode estar ocorrendo na verdade para causar a morte dos insetos € que a
presenca de poros no epitélio intestinal dos insetos promove a passagem de bacicrias
presentes no intestino médio para a hemolinfa levando o inseto a morte por infecgéo
generalizada (Broderick et al., 2006).

O gene pat confere resisténcia através da acetilagiio (introducdo de grupo acetil —
CH;CO em molécula orgdnica contendo grupos hidroxila — OH ou amdnia — NH) do PPT,
utilizando como co-fator acetil-coenzima A, fazendo com que o PPT perca a agéo
inibidora. O Glufosinato de Amoénia (PPT) € um principio ativo herbicida que age
como inibidor competitivo da enzima gluiamina sintetase, promovendo acimulo de
amoénio e a morte de células (Dekeyser et al., 1989; Wilmink & Dons, 1993; Lilge et al.,
2003).

Nio fica claro nas informagdes apresentadas no processo qual foi o metodo de
transformagéo utilizado para a introdugfio das consirugbes génicas no evento comercial
Btl1. E dito que: “a transformagfo inicial da linhagem de milho parental foi conseguida
pela inser¢do de parte do plasmidio pZ01502, contendo a fusiio do gene Bik ¢ a fusio
do gene Pat, no genoma do milho”. A descrigio do plasmidio utilizado na transformagéo
¢ apresentada no processo (Vol.1, seclio C, figura 1). Para uma melhor anélise do
processo a informagdo de qual método de transformagdio utilizado é chave, tendo-se em
vista que processos como biobalistica ou Agrobacterium tumefaciens, que estio enire os
mais utilizados, apresentam caracleristicas de inser¢io bem distintas, o que pode
influenciar aspectos relacionados a biosseguranga do evento (Zhao et al., 2002; Fu et al.,
2000). Uma analise mais detalhada do plasmidio pZ01502 e seus elementos génicos
demonstra a inexisténcia de seqiiéncias referentes a Borda Esquerda e Borda Direita que
flanqueiam regides de T-DNA presentes em sistemas bindrios de transformagio por
A.tumefaciens (Gelvin, 2003; Paz et al., 2004). Isso nos leva a conclusfo de que este
sistema nfo foi utilizado. Fica a divida entio de qual sistema de transformagio foi
utilizado.

No item 5.2 (Vol.1, Segiio C) do processo ¢ afirmado que o plasmidio pZ01502
foi tratado com endonucleases visando a retirada do gene ampR, que confere resisténcia
ao antibiotico ampicilina, e de que “esta_mistura de fragmentos de DNA foi entiio usada




para transformar o tecido de milho”. A mistura a que se refere a empresa proponente, na
frase grifada acima, aparentemente diz respeito aos seguintes fragmentos utilizados na
transformagiio, presentes numa fita inica de DNA (~ 6.120 pb) resultanie da digestio do
plasmidio pZ01502 para exclusio do gene ampR:

Fragmentos utilizados na transformagio do milho evento Bt11:

1) Fusfio do gene pat: promotor 358 + intron IVS2 + regifo codante da
proteina PAT + segiiéncia terminadora, nos 3°;

2) Fusdo do gene Btk: promotor 35S + intron IVS6 + regido codante da
proteina Btk HD-1, (crylA(b)) + segiiéncia terminadora, nos 3°;

3) Seqgiiéncia de DNA de 1.400 pb, incluindo uma origem de replicagdo
(ori) de DNA plasmidial em bactérias;

4) Segiiéncias de DNA sintético, totalizando cerca de 120 pb e contendo
sitios de restrigiio utilizado na montagem do vetor.

O processo de transformagiio utilizado, qualquer que tenha sido ocasionou a
inser¢do de uma Unica copia do fragmento de DNA contendo as construgdes descritas
nos itens 1) e 2) acima. Essa informagfo foi comprovada por uso de RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), ou seja, uso de sondas marcadas especificas para os
elementos em analise e combinagbes de corte do genoma do evento Btll por enzimas
de restri¢fio, que estio apresentados no Apéndice 4, Segio C do volume 1 do processo.
Os mesmos procedimentos foram utilizados para a comprovagiio da nio integragio do
gene ampR ao genoma do evento Btl1 (Vol.1, Secéo C, Apéndice 1).

J4 a técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi utilizada para
confirmar que a regifio de replicagdio plasmidial do vetor pZ01502 também esta
integrada no genoma do evento Bt11 (item 5.2.1.3, vol.1, Se¢do C).

O uso de genética classica demonstra que o inserto contendo os genes Btk e pat
no evento Btll é herdado como um unico locus dominante simples, sendo que
autofecudangdes de individuos heterozigotos nfio produziram individuos recombinantes
confirmando a estreita ligagdo entre os dois genes na construgio utilizada na
transformacfo, assim como também demonstra a estabilidade do evento Btll (Vol.l,
Secio C, Apéndice 6).

Apesar da caracterizagio molecular por RFLPs demonstrar a existéncia de um
unico loécus com as seqiiénecias responsaveis pela expressfio dos genes Btk e pat no

evento Btll, a localizagio exata, do sitio do inserto no genoma do evento Btll pela



mesma técnica, ndo € tio precisa. No Apéndice 7 (Vol.1, Segio C) a empresa
proponente afirma através de resultados de RFLP que o sitio de insergdo fica no
cromossomo 8 do milho, proximo & posi¢io 117 e num intervalo de 15 cM
compreendido pelos dois marcadores Z1B3 e UMC150a (Lu e Bernardo, 2003). Para
uma liberagio comercial, acredito esta caracterizagio ndo ser suficiente para uma
identificagdo eficiente ¢ rapida do evento Btll como um evento uUnico de
transformagio. A importincia do fomecimento exato do local do inserto no genoma
transformado, caracterizando principalmente as seqiiéncias génicas que flanqueiam o
local de inserto podem ser evidenciados pelos seguintes acontecimentos:

Em abril de 2005, a Comunidade Européia (CE) consultou o governo americano
e a empresa proponente através do documento IP/05/382 - Commission seeks
clarification on Btl0 from US authorities and Syngenta (http://gmo-
crl.jre.itVdoe/BT10_EUROPA-PressRelease-clarification.pdf). Em importagdes de milhos feitas
pela CE foram detectadas misturas de milho do evento Btl1 com uma linhagem “irma”,
Bt10, transformada com as mesmas constru¢des utilizadas na transformacio do evento

Btl1. Sendo o evento Bt10, entretanto, um evento ndo autorizado para comercializacio.
Situagdo semelhante ocorreu nos EUA com o Arroz Liberty Link, evento LL62, onde
tragos da linhagem irmd, LL601, nfo autorizada para uso comercial, foi detectada no
mercado americano, levando a CE, através do documento - Commission Decision
2006/578/EC (http.//eur-lex.europa.ew/LexUriServ/site/en/oj/2006) , a estipular o uso de
metodologias de detec¢io que permitam separar os eventos entre si.

Portanto, numa liberagiio comercial, para que possa ser possivel a separacgio
entre eventos produzidos com as mesmas constru¢es génicas € necessdrio que a
empresa proponente apresente o local exato do inserto, com as seqiiéncias do genoma
do milho que franqueiam o ponto exato da inser¢do dos cassetes de expressdo. Assim,
com © uso de técnicas convencionais de PCR serd possivel separar dois eventos
diferentes, ou com o uso de PCR em Tempo Real, serd possivel, inclusive, quantificar o
percentual exato de cada evento em uma amostra. Estas informagbes sio importantes
também para implementagdo do Decreto Federal n® 4680, de 24 de abril de 2003, que
regulamenta a rotulagem de alimentos no Brasil.

Assim, tendo em vista o comentado acima, a empresa proponente devera
apresentar a CTNBio informacdes e dados técnicos que permitam identificar a regido



exata do genoma do evento Btl1 onde os elementos génicos que codificam para o gene
Btk e par foram inseridos, apresentando as seqgiiéncias que flanqueiam este local. A
empresa também deve informar seqiiéncias de primers de PCR que produzam amplicons
que contenham ambas as regides, ou seja, parte da seqiiéncia do inserto e parie da
segiiéncia gendmica do milho que flanqueie o inserto.

A localizagio do inserto no genoma de uma planta transformada pode
influenciar diretamente os niveis de expressdo de uma ou mais caracteristicas (Loc et
al., 2002; Latham et al., 2006). Entretanto, na anilise de risco, a caracterizacgio
molecular deve ser considerada levando-se também em conta estudos relacionados a
caracterizagfio composicional, agrondémica e fisiologica do evento em estudo. A longa
experiéncia com métodos tradicionais de melhoramento de plantas, a experiéncia de
mais de trés décadas em pesquisa € mais de uma década em comercializacio de
variedades transgénicas no mundo, além do avango no conhecimento sobre a estrutura e
a dindmica dos genomas, indicando se um determinado gene ou caracteristica é seguro,
sinalizam que o processo de engenharia genética por si s0, apresenia pouco potencial
para o surgimento de conseqiiéncias inesperadas que nfdo seriam identificadas ou
eliminadas durante o processo de desenvolvimento de variedades comerciais GM
(Bradford et al, 2005). As autorizagbes em todos os paises que comercializam Plantas
Geneticamente Modificadas (PGM), sdo por evento de transformagio (Agbios, 2007),
mas sempre a caracterizagdo fenotipica conforme comentado acima deve ser levada em
conta na andlise de risco considerada sendo a caracterizagio molecular apenas mais um
fator levado em consideragio na analise.

A caracterizagio da expressio do gene Brk no evento Bill, apresentada no
processo, foi determinada por ensaios de alimentagio de insetos e ensaios imunologicos
(ELISA) feitos em duas localidades nos EUA (Stanton, MN; Joseph, IL). Os dados
mostrados no Apéndice 8 do processo (Vol.1, Segio C) indicam os niveis da proteina
Btk nas folhas, palhas, colmos e grios de quatro variedades de milho protegido contra
insetos. Os niveis mais altos foram encontrados nas folhas, variando de 27 a 33 pg de
proteina Btk/g de peso fresco. Em outros tecidos os niveis observados sdo
significativamente mais baixos de proteina Bk, com a palha variando de 3.9 a 5.6 pg/g,
ocolmo de 2.2a3.0 pg/g e grios de 4.2 a 5.0 pg/g.



A expressio da enzima fosfinofricina acetil transferase (PAT) foi analisada por
ensaio imunolégico quanto ao seu teor da proteina PAT (Vol.1, Apéndice 9). Este
estudo demonstrou que os niveis da proteina PAT encontrados em amostras de folhas,
estilo-estigma feminino, e pendio masculino no milho Btl1 vio da ordem de 44 ng, 3.4
ng, € 26 ng de proteina PAT /g de tecido, respectivamente. O ensaio imunologico nfo
foi capaz de detectar a proteina PAT no colmo, raizes, polen ou graos do evento Btl1,
dentro dos limites de detecgdo para o tecido em particular analisado. Os limites de
deteccdo sdo os seguintes: colmo, 5.5 ng, raizes 5.2 ng, polen 183 ng e grios, 80 ng de
proteina PAT/g de tecido.

Nio foram apresentados no processo resultados obtidos no Brasil em relacio aos
niveis de expressio das proteinas Btk oupar. Entretanto, o evento Btl1 tem sido testado
a campo desde 1992 no EUA e plantado comercialmente em condi¢bes de campo nos
EUA (1996), Canada (1996), Japdo (1996), Africa do Sul (2003), Filipinas (2005),
Argentina (2001) e Uruguai (2004), onde a comparagéo entre o evento Btl1 e plantas de
milhos hibridos ndo modificados geneticamente ndo identificou alteragdes nas
caracteristicas agrondémicas e composicionais que estejam fora da faixa normal de
variabilidade de hibridos de milho GM ou ndo GM produzidos no mundo (Agbios,
2007).

Em estudos de equivaléncia substancial, baseados em critérios moleculares e
protéicos, observa-se que o Unico fragpmento nfo digirido resistente 4 tripsina da
proteina derivada do gene Btk expresso nas linhagens de milho Btl1 € equivalente ao
fragmento resistente a tripsina da proteina de cadeia completa Cryl A(b) produzida por
E. coli (US EPA, 1994b, MRID #43397202, MRID # 43439201).

Os estudos feitos no Brasil, e apresentados no processo, foram em relagdo aos
efeitos do milho Btl1 no controle de insetos alvo e nfo-alvo feitos em Borborema, SP e
Uberlandia, MG (Vol. 1, Se¢fio F).

A introdugfio do cassete de expressdo contendo os genes Btk e pat, assim como,
os outros elementos génicos descritos, aparentemente, nfio alteraram a equivaléncia
substancial do milho Btl1, pois em relagiio 4s respostas fenotipicas e agronémicas os
resultados em todos paises produtores se assemelham (Brookes, G.; Barfoot , 2005,
2006; Agbios, 2007), incluindo paises vizinhos ao Brasil como a Argentina e o Uruguai.



Os dados de andlise de composigao apresentados no Processo englobam andlises
de perfis de teor de proteinas, teor de 6leo, teor de amido, e teor de fibras de quatro
pares de iso-hibridos em cinco localidades nos EUA em 1995. N&o foram apresentados
dados referentes a acidos graxos, amino #cidos, nuirientes, fitatos, vitaminas e
carboidratos comparando o cvento Btll com plantas de milho ndo modificadas
geneticamente. Conforme registrado na secretaria executiva da CTNBio, a proponente
obteve autorizagdo para mais de 31 pedidos de liberagiio planejada no meio ambiente no
Brasil com o evento Btll. Entretanto, no corpo do processo nenhuma informagio
referente a estes estudos foram apresentados, mesmo a empresa tendo sido consultada se
gostaria de atualizar as informagbes apos o periodo em que esteve em litigio judicial a
competéncia da CTNBio em analisar processos de liberagdio comercial de PGM. Cabe
ressaltar, contudo, que durante o periodo algumas liberagdes foram impedidas devido o
conflito entre a antiga lei de biosseguranga e a lei ambiental., onde orgios como o
IBAMA exigiram RET e LOAP para liberagdes de pesquisa inviabilizando esses
trabalhos. Assim, se existirem, a empresa deve incluir no processo informagbes
referentes aos resultados obtidos na liberagbes planejadas de pesquisa caso tenham
ocorrido no Brasil.

As plantas de milho sdo plantas de fecundagiio cruzada e polinizadas com ajuda
do vento, insetos, gravidade, etc. A introdugo dos elementos génicos caracterizados no
evento Bill néo alterou as caracteristicas reprodutivas da planta. Portanio, as mesmas
chances de fecundacdo cruzada que ocorre entre hibridos e linhagens de milho néo
geneticamente modificadas, ocorrera entre plantas do evento Btl1 e outras plantas de
milho. No Brasil nfo existem espécies aparentadas do milho em dispersfio natural,
entretanto, existem populagdes crioulas de milho que podem cruzar com milhos
geneticamente modificados caso seja plantadas em proximidade. Mesmo que isso
ocorra, as caracteristicas introduzidas no evento Btll nfo trariam conseqiiéncias
potencialmente danosas a salde humana, animal ou ao ambiente, tendo em vista o
discutido acima, e o historico de uso seguro em outros paises a mais de 10 anos
(Brookes, G.; Barfoot , 2005, 2006). Também ¢ importante lembrar que a maioria das
ragas indigenas, populagdes crioulas, cultivares antigas e recentes, assim como ragas
exoticas de milho sdo preservadas no Brasil na EMBRAPA/CENARGEN, assim como,
em véarios institutos de preservagio de germoplasma no mundo. Caso seja liberado



comercialmente o Milho Bill descrito acima e caso plantios comercias venham a
ocorrer na proximidade de dreas de ocorréncia de plantios de milho crioulo, ragas
indigenas ou milho orgéinico, o estabelecimento de regras de co-existéncia permitira aos
produtores em uma situagio ou na outra, ou seja, plantando milho geneticamente
modificado ou ndo, que adotem medidas de isolamento espacial OU temporal
recomendadas.

Tendo em vista nfio ser a especialidade deste parecerista, aspectos relacionados a
toxicidade, alergicidade e seguranga alimentar do evento Btll, nfo foram discutidas
neste parecer em detalhe, pois foram discutidas por especialistas em salide humana e
animal, membros da CTNBio, em seus pareceres.

Mesmo assim podemos dizer que a seguranga das toxiproteinas de B. furingiensis
tem sido comprovada desde a década de 60 com o uso de inseticidas microbianos baseados
em Bt (Siegel e Shadduck, 1989; Shimada et al, 2003, 2006). O gene, Cryl4(b), foi isolado
da cepa HD-1, cuja versfio natural vem sendo usada como ingrediente ativo nos inseticidas
baseados em Bt amplamente usados como Dipel™ e Javelin™. Essas formulagdes
microbianas tém sido usadas numa grande variedade de culturas, incluindo produtos que
sdo consumidos frescos, como alface e tomate. Apesar do uso amplo em todo planeta como
inseticida desde a década de 60, ndo existem relatos de reagbes alérgicas & propria proteina
Bt através de exposi¢lio oral, dermal ou inalagdio ao produto microbiano (US EPA, 1998).
Algumas alegagbes sdo feitas sobre produtos de Bacillus thuringiensis como causadores de
reagdes alérgicas. Contudo, essas dedugdes, nunca foram tidas como devidas ao Bacillus
thuringiensis em si, ou a qualquer das proteinas Cry (US EPA, 1998).

Segundo apresentado pela requerente, a proteina Cry é muito 14bil a digest@o pelo
sistema digestivo dos mamiferos, o que praticamente impede sua absorgdo pela mucosa
intestinal. Experimentos de digestio simulada demonstraram que a meia vida da proteina
CrylA(b) é de menos de 30 segundos no sistema géstrico (US EPA, 1994a, MRID#
43439201). No sistema intestinal, a proteina de cadeia completa CrylA(b) foi rapidamente
convertida no fragmento central resistente a tripsina, o qual obviamente nfo é degradado.
Segundo a requente ainda, para colocar a rapida degradagdo da proteina CrylA(b) no
sistema gastrico simulado em perspectiva, estima-se que os alimentos solidos sejam
digeridos em 50% no estdmago humano em aproximadamente em duas horas, enquanto
que os liquidos séo digeridos pela metade em aproximadamente 25 minutos (Sleisenger e



Fordtran, 1989). Portanto, qualquer proteina CrylA(b) consumida serd rapidamente
degradada no sistema gastrico de seres humanos. Segundo Keek e Mitsky (1994a), as
proteinas Cry no sdo homdlogas com alergénicos conhecidos.

Ja a seguranga da proteina PAT foi extensamente discutida pela CTNBio durante a
analise para libaragio comercial do milho Liberty Link, evento T25, onde conclui-se que
ela ndo tém potencial toxico ou alergénico conhecido. A proteina PAT mostra-se de rapida
digestdo por enzimas (proteases) do sistema digestivo de animais, eliminando muito o
potencial dessa proteina ser alergénica quando consumida.

As proteinas Cry e PAT tem alto peso molecular, 65 kD e 30 kD, respectivamente.
Assim, nio volatilizam nem sdo absorvidas de forma dermal. O que ¢ possivel concluir que
a proteina dificilmente apresentara caracteristicas alergénicas ou toxicas ao homem.

Considerando as descrigbes, comentdrios e solicitagbes feitas nesse parecer,
encaminho para DILIGENCIA a solicitagdo de liberacdo comercial do Milho Btll1, da
empresa SYNGENTA SEEDS LTDA. A liberagio comercial do mesmo evento j4 ocorreu
em vérios paises produtores de grios, € no Brasil em Liberagdes Planejadas de Pesquisa
sem que se tenha identificado danos greves 4 salide humana, animal ou ao ambiente.
Entretanto, para que seja possivel diferenciar o evento Btll de eventos irmfos, ndo
autorizados em outros paises, como o evento Btl0, as informagdes solicitadas devem ser
encaminhadas. Informagdes referentes aos resultados obtidos nas liberagdes de pesquisa

também serdo importantes para a conclusio desse parecer.

Alexandre Lima Nepomuceno
18 de Julho, 2007

PARECER APRESENTADO EM 15 DE AGOSTO, 2007.

Informagdes encaminhas pela empresa proponente em resposta ao pedido de
diligéncia feito em 18 de julho de 2007, mostram dados de analises recentes de
Southern blots (Syngenta Seeds Biotechnology Report No. SSB-104-06, 2006) que
confirmam a presenga de copias tnicas do gene cry/4b, do gene pat e a origem da
duplicagdo ColEl (derivadas do plasmideo de transformagio pZ01502) presentes no
milho derivado do Evento de transformagfio Evento Btll, conforme descrito
anteriormente. As novas informagdes também confirmam que a inser¢io do Evento



Btll ndo contém quaisquer seqiiéncias ndio desejadas oriundas do plasmideo de
transformacgio pZ01502. As informagbes apresentadas adicionam e confirmam a
caracterizagiio anterior do Evento Btll. O novo sequenciamento de toda a insergio
presente no Evento Btll apresentada no documento Syngenta Seeds Biotechnology
Report No. SSB-110-04 (2004), confirmou a integridade geral da insercio, com a
manutengio das seqii€ncias na ordem correta dos elementos funcionais. Apesar de ndo
terem sido identificadas quaisquer alteragées de nucleotideos em nenhuma das
seqiiéncias codantes ou promotoras dentro da insergdo do Btll, dos 7068 nucleotideos
seqiienciados, foram observadas oito alteragdes de nucleotideo em relagio ao
sequenciamento anterior, o que pode ser explicado pelo uso de técnicas mais precisas e
recentes. Quatro alteragbes estavam localizadas nas seqiiéncias contidas dentro da
inser¢do do Btl 1, duas estavam localizadas no DNA gendmico flanqueando a insergéo e
uma alteragiio na mesma posi¢éo em ambas as copias do terminador NOS presente na
insergdo (2). As alteragdes nio mudam as proteinas inseridas uma vez que nfo alteraram
as seqiiéncias codantes introduzidas. Andlises de Southern Blot (Vol.1, Segio C,
Apéndice 6) discutidas anteriormente neste parecer demonstraram que a insergdo ¢
estavel por varias geracOes.

No documento encaminhado pela empresa proponente intitulado “Protocolo do
Ensaio PCR para a Detecgfio do Evento Btll de Milho Transgénico, Versio 3,
Protocolo ID: SP0144 de 28/06/2007” é apresentado um par de primers (Forward
(FE02407):CATGGCTATTTTCAAGGTCGCTC e Reverse (FE02408):
CCTTTGATCTTTTCTACGGGGTC) que sfo apresentados como capazes de
identificar o evento como Unico entre outros eventos contendo a mesma construgio
génica. Assume-se que osprimers que amplificam o fragmento de 144 pb cubra parte da
seqiiéncia que flanqueia o local de inserto, e parte da segiiéncia dos cassetes de
expressfio introduzidos. Nos resultados da aplicagio do Protocolo ID SP0144
apresentados pela empresa as testemunhas eram plantas nfo-modificadas
geneticamente, ndo havia testemunhas com linhagens “irmd@s” do evento Btll.
Entretanto, conforme exposto acima se assume que os primers escolhidos possam

separar linhagens “irm#s”, tendo em vista as observagdes feitas nas paginas 4 e 5 desse
parecer.
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A proponente também apresentou novas informagdes através do documento
“Avaliagio Agrondmica e de Eficdcia de Versbes Btl1 de Hibridos de Milho Tropicais™
que mostra resultados de experimentos autorizados pela CTNBio onde liberagdes
planejadas no meio ambiente sdo feitas em condigdes de cultivo de milho no Brasil.
Pardmetros agronémicos € a eficicia no controle de lepidopteros-praga de hibridos de
milho Btl1 foram observadas em comparagio com linhagens isogénicas em ensaios
conduzidos em 5 locais, Uberldndia-MG, ltuiutaba-MG, Irai de Minas-MG, Campo
Mouréio-PR e Pinhalzinho-SC, na safra agricola 2005/06. Estatura de plantas, altura de
inser¢do da espigas, data de florescimento masculino e feminino, nota para doengas,
porcentagem de plantas eretas, tipo de grio, cor de grfio, conteido de umidade,
rendimento e griios ardidos, foram os pardmetros estudados nas avaliagbes agronémicas.
Para estudo de eficdcia do evento Btll no controle de lepidépteros-praga foram
avaliados: dano da lagarta do cartucho (Spodopterafrugiperda); da broca-do-colmo-do-
milho (Diagtragea saccharalis) e da lagarta-da-espiga (Helicoverpa zea). Os hibridos
Btll foram eficientes para controle dos lepidopteros-praga avaliados, bem como
superiores para os pardmetros agrondmicos rendimento de grios e grios ardidos.
Segundo as informagdes apresentadas o diferencial favorivel de desempenho esteve
principalmente relacionado a eficiente protegdo contra o ataque das pragas estudadas.
Para os demais parimetros agrondmicos avaliados, os hibridos Btll apresentaram
desempenho estatisticamente igual aos respectivos hibridos isogénicos nio GM. Estes
resultados confirmam a equivaléncia de desempenho agrondmico entre os hibridos Btl1
e os isogénicos ndo GM em condigdes de cultivo da cultura no Brasil. Alguns dos
resultados apresentados no documento descrito acima foram apresentados e publicados
em anais de eventos cientificos (Fernandes et al., 2001; Teixeiﬁ etal., 2001; Faria et al.,
2002; Fernandes et al., 2006; Saldanha et al., 2006). No artigo intitulado “Avaliacio do
efeito de milho Bt sobre artrépodos nfo alvo no Brasil” também foram apresentados
resultados da avaliagdo do milho Btll sobre insetos ndo-alvo em dois locais
(Uberldndia, MG e Borborema, SP) na safra 1999/2000. Segundo os resultados nfio se
observaram diferengas entre as populagdes de tesourinha (Dermaptera: Forficulidae),
joaninhas (Coleptera: Coccinellidae), percevejo-pirata (Coleoptera: Anthocoridae),
carabideos (Carabidae), cicindelideos (Cicindelidae) e aranhas (Araneae). Sobre o
parasitismo de ovos de Helicoverpa zea (Boddie) por Trichogramma sp. (Hymenoptera:
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Trichogrammatidae), também nfo foram observadas diferencas significativas quando
comparadas plantas Btl1 com sua linhagens isogénicas nfio modificadas geneticamente
(Fernandes et al., 2007). Os resultados reforcam observagdes feitas em outros paises e
culturas onde estudos de campo demonstraram que a abundéncia e a atividade de insetos
néo-alvo (predadores e parasitoides) foram similares quando comparadas plantas GM
com Bt e plantas nfio GM. Em contraste, lavouras cujo controle € feito por métodos
quimicos, normalmente sdo observados efeitos negativos no controle bioldgico de
insetos praga. Ou seja, o uso de plantas Bt, e a conseqiiente redugio nas aplicagdes de
inseticidas tende a favorecer a presenga de insetos que séio predadores e parasitoides de
insetos praga (Romeis et al, 2006).

Uma informacfo relevante apresentada pela empresa nos novos documentos
encaminhados ¢ a confirmagio de que plantas de milho expressando proteinas Bt,
apresentam menor ataque por fungos produtores de micotoxinas (aflatoxinas,
zearalenona, fumonisina e deoxynivalenol) quando comparados com suas linhagens
isogénicas ndo transgénicas tratados com inseticida (Santtrio et. al., 2001). O que pode
implicar numa maior seguran¢a alimentar de alimentos produzidos com milhos Bt em
relagiio a presencga de micotoxinas.

No estudo intitulado “Anilises de Composi¢io de Grios e de Forragem do
Milho Btll” encaminhado pela proponente em atendimento a diligéncia so
apresentados resultados de andlises composicionais de um hibrido Btl1 em comparagio
com o respectivo hibrido isogénico e cultivares comerciais ndo modificadas
geneticamente. Os experimentos foram realizados em 2 locais, Uberldndia-MG e Sta.
Tereza do Oeste-PR, na safra agricola 2005/06, utilizando as liberagbes planejadas
autorizadas pela CTNBio. Os componentes avaliados foram: carboidratos, calorias, fibra
em detergente acido (FDA), fibra em detergente neutro (FDN), perfil de minerais, perfil
de acidos graxos e perfil de aminodcidos. No total, entre grios e forragem, foram
avaliados 49 parimetros que, com excegfo de um, apresentaram perfil similar e dentro
da amplitude utilizada como referéncia pela International Life Sciences Institute Crop
Composition (ILSI, 2004) no estudo. O parimetro percentagem de gordura total por
peso seco de grdos de milho Btll foi superior quando comparado com os demais
tratamentos. Entretanto, os niveis de acidos graxos individualmente apresentaram-se
dentro da amplitude publicada pelo ILSI 2004. Os resultados obtidos indicam que
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nenhuma mudanga biologica significativas, nfo intencional, ocorreu na composicdo ou
no valor nutritivo do grio e da forragem do milho Bt11 devido a expressdo do transgene
crylA(B) e pat. Sugerindo, portanto, que o milho Btl1 ¢é substancialmente equivalente
em composi¢io nutritiva ao respectivo hibrido isogénico ndo-GM e hibridos comerciais
de milho, nas condigdes climéticas brasileiras onde os estudos foram conduzidos. Todos
os novos documentos encaminhados pela proponente e citados nas paginas 10, 11 e 12
desse parecer devem passar a fazer parte do pedido de liberagdo no milho Bt 11,

Comentarios Finais

O presente parecer apresenta e discute aspectos relacionados a solicitago de
liberagdo comercial do milho Btll, tendo em vista o pedido de vistas do processo feito
por este parecerista no dia 20 de Junho de 2007. Na reunifio plendria da CTNBio de 18
de Julho, conforme exposto anteriormente, o parecerista concluiu pela DILIGENCIA do
processo. Em 16 de agosto, mediante andlise dos documentos encaminhados pela
proponente em resposta ao pedido de Diligéncia do processo, nosso parecer € pelo
DEFERIMENTO da solicitagio uma vez que as respostas e informagdes fornecidas
atendem aos questionamentos feitos. Cabe ressaltar, entretanto, que as informagdes
apresentadas que permitem a identificagiio do evento Btll como um evento tnico de
transformacio, ndo devem ser consideradas sigilosas apds a liberagfio comercial, caso
esta ocorra. Em caso de liberagdo comercial sugerimos que apos a liberagdo seja
proposto pela proponente um plano de monitoramento pos-comercializagiio baseado na
andlise de risco feita no parecer final da liberagfio comercial, visando confirmar ou nfo
a analise de risco feita pela CTNBio.

Como comentério final enfatizo que com a adogdo de PGM com resisténcia a
insetos, a redugfio de inseticidas tem sido consideravel nos paises que ja adotaram a
tecnologia a mais de dez anos. Por exemplo, nos EUA produtores obtiveram redugdes
de mais de 800 toneladas de ingrediente ativo inseticida somente em 2001 (Carpenter et
al., 2002; Edge et al., 2001; Gianessi et al. 2002). Na China, as aplicagdes de inseticidas
foram reduzidas em média 67%, sendo que a redugdio em volumes de ingrediente ativo
inseticida foi reduzida em 80% (Huang et al., 2002). Na Africa do Sul as redugdes
ficaram em torno de 66% (Ismael et al., 2002). No Brasil o consumo de inseticidas para
controle de insetos na cultura de milho gira em torno de U$ 60 milhdes/ano, sendo que
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40% desse valor, aproximadamente, ¢ utilizado no controle de lagarta de cartucho, uma
das principais pragas a ser controlada com o milho Btl1 (Omoto et al, 2000). Existem
hoje, mais de 142 agrotéxicos registrados para o milho, 107 somente para controle de
lepidépteros. O uso de tecnologias como o algodéo € o milho Bt resistentes a insetos
pode impactar positivamente a preservagdo de populagdes de organismos ndo-alvo e
insetos benéficos facilitando o manejo integrado de pragas da lavoura (Xia et al., 1999;
Head et al., 2001; Benedict e Altman, 2001). O uso da tecnologia Bt no Brasil poderd
contribuir na redugfo do uso desses inseticidas e conseqiientemente, reduzir os impactos
do uso desses agrotdOxicos no meio-ambiente, na salde humana e animal.
Adicionalmente, a adocfo de tecnologias que reduzam pulverizagdes de produtos
quimicos nas lavouras pode favorecer a obtengio de beneficios secundérios como a
reducio de uso de matéria-prima na produgfio de agrotoxicos, na conservacio de
combustiveis utilizados para produzir, distribuir e aplicar tais agrotoxicos, e pela
eliminacio da necessidade de uso e descarte de embalagens de agrotoxicos (Leonard e
Smith, 2001).

Alexandre Lima Nepomuceno
16 de Agosto, 2007
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