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Solicitante: Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio)

Consultor Ad hoc: Léda Cristina Santana Mendonga

Processo: 01200.002995/1000-54

Empresa: Monsanto do Brasil Ltda.

Objetivo: Liberagio comercial do milho Guardian, derivado da linhagem MON 810,
tolerante a insetos da ordem Lepidoptera. Incluem-se os germoplasmas de Milho Guardian
obtidos nos programas de melhoramento cujos gendtipos sejam derivados da linhagem
MONBS10 ou de suas progénies.

Enfoque do parecer: Avaliac¢io de risco ambiental do OGM

Familiaridade com o OGM

Conforme documentagiio comprobatoria, anexada ao processo supracitado, a
tecnologia Guardian ¢ amplamente utilizada nos EUA, comercializada com a marca
YieldGard, desde 1997. Esta tecnologia foi aprovada na Unido Européia, Canada,
Argentina para cultivo e consumo e no Japo para consumo. O OGM possui o gene cryl Ab
presente na linhagem MON 810. No Brasil, mais de 40 testes de campo foram efetuados
com autorizago da CTNBio, realizados nas diversas regides produtoras de milho. Os testes
efetuados em territorio nacional, com a linhagem MONBS810 e sua progénie, mostraram
eficiéncia no controle da lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda) da lagarta da espiga
(Helicoverpa zea) e da broca de cana (Diafrea saccharalis), pragas importantes para a
cultura do milho no Pais. As aprovagdes para uso e consumo do milho Guardian foram
baseadas nas caracteristicas do gene crylAb e da proteina expressa Bt (endotoxina de
Bacillus thuringiensis), que apresenta especificidade, em seu mecanismo de agfio, para
insetos alvo (Lepiddpteros); auséncia de danos significativos aos organismos benéficos e
outros organismos nio visados no ambiente; biodegrada¢io no ambiente; estabilidade do
gene inserido e transmissdo via genética mendeliana. A introgressio do transgene pode
ocorrer via hibridagfio com plantas sexualmente compativeis, no entanto os parentes
silvestres do milho estio normalmente ausentes nas regides aprovadas para cultivo nos
paises citados, bem como no Brasil. A modificagfo genética (inserg¢fo do gene cryl Ab) ndo
aumenta o potencial de outras plantas cultivadas tornarem-se plantas daninhas. A toxina Bt
nio apresentou interferéncia nos processos de industrializagfio do milho e no seu consumo
pelos animais e seres humanos.

As proteinas CrylAb tem sido utilizadas no ambiente ha mais de 40 anos, em
biopesticidas microbianos. O gene CrylAb, isolado de Bacillus thuringiensis subsp
kurstaki, estirpe HD-1, expressa uma endotoxina que constitui o principio ativo dos
produtos comerciais de Bt, licenciados no Pais. Estudos toxicologicos efetuados com o



nicleo da toxina Bt, resistente 4 tripsina, sobre as espécies representativas de organismos
ndo visados e de insetos benéficos, ndo indicaram efeitos deletérios significativos para estas
especies.

Taxonomia do milho

O milho (Zea mays L..) é¢ uma espécie separada dentro do sub-género Zea. As oufras
especies do género sfo espécies de teosinte. O género Zea esta incluido na tribo Maydae,
sub familia Panicoideae e familia Gramineae.

Genética do OGM:

A genctica do milho é muito conhecida, em termos de Genética Classica e de
Genética Molecular, O milho € uma espécie de polinizagiio aberta e a hibridagio ocorre no
ambiente entre suas variedades, e em laboratorio, resultando em grande diversidade
genética. O milho pode cruzar com espécies selvagens de teosinte, no entanto a distribuigéo
natural destas espécies esta limitada 4 algumas regides do México e Guatemala. O milho &
polinizado pelo vento, podendo percorrer distancias varidveis. O polen se dispersa
livremente nas imediagdes da drea cultivada com a graminea, podendo cruzar com o mesmo
genotipo ou genotipos diferentes.

A linhagem MONS10 foi obtida através de transformagfio genética via
bombardeamento de particulas em plantas de milho. A transformagfio foi feita usando os
plasmideos PV-ZMBK07 e PV-ZMGTI10, gerando a linhagem de milho MONS§10,
contendo o gene cryl Ab, proveniente da bactéria Bacillus thuringiensis sub sp. kurstaki e
expressando a respectiva endotoxina Bt, tornado o milho resistente aos insetos lepidopteros.
O plasmideo PV-ZMBK07, contem o gene crylAb (3,6 Kb) sob o controle do promotor
E35S (0,6 KB), o intron hsp70 de milho (0.8 Kb), localizado entre o promotor e o gene
crylAb, e a seqgiiéncia de nopalina sintase NOS3" (0.26 Kb), que fornece o sinal de
poliadenilagio ao m-RNA. O plasmideo PV-ZMGT10 contem os genes cpd-epsps e gox.
Ambos possuem o gene nptll, sob o controle de um promotor bacteriano e a origem de
replicagdo do plasmideo pUC, necessarios para selegfio e replicagdo destes plasmideos em
bactérias. Os mapas de restricio e a descrigio dos elementos de DNA, nos referidos
plasmideos, constam do processo.(Fig 1 e Tabelas 1 e 2).

O gene cryl Ab (3,46Kb) codifica uma proteina completa com 1156 aminodacidos
que produz in planta e in vitro, uma proteina resistente a tripsina de 600 aminodacidos. A
seqliéncia nucleotidica do gene foi modificada para melhorar a expressio em milho. O gene
esta ligado ao promotor E358 (0,61 Kb) do virus do mosaico da couve-flor (CaMV) e o
intron hsp70 (0,80 Kb) de milho, presentes para aumentar o nivel de transcrigo génica. O
gene modificado codifica uma proteina idéntica a natural (CrylAb da bactéria B.
thuringiensis subsp. kurstaki HD-1). A seqiiéncia de aminoacidos da proteina recombinante
consta no documento. Os genes marcadores, presentes nos plasmideos usados para
clonagem e selegdio, lacz, nptll ( PV-ZMBKO07), gox, cp4-epsps, lacZ e nptll (PV-
ZMGT10), e as seqiiéncias nptll/ori-PUC, n#o estdo presentes na linhagem MONS810. O
processo de transformacdo génica foi o método de aceleragfio de particulas com solugéo de
DNA contendo os plasmideos citados. A linhagem MONB10 contém DNA exdgeno,
inserido no cromossomo e contido num fragmento de aproximadamente 5.5 Kb com uma
unica copia do promotor E358, do intron hsp70 e do gene CrylAb. Foram apresentados no
processo 0s dados de andlises de “Southern blot” da linhagem transgénica e os mapas de
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restrigiio dos plasmideos usados na referida construgéo. A eficicia da linhagem MON 818¢
resultante da expressdo da proteina CrylAb, com atividade inseticida.

Expressio da proteina CrylAb — a expressio da proteina foi avaliada em plantas
cultivadas em solos brasileiros, tendo sido encontrados valores semelhantes aos detectados
nos EUA e Franga. A detecgio de CrylAb foi efetuada através as técnicas de ELISA,
Western Blot e bioensaios.

Avaliac¢do de risco ambiental do OGM

Agiio sobre organismos nio visados:

A seguranga da proteina Cryl Ab foi testada para os seguintes organismos: abelhas
(Apis melifera L.) em larvas e adultos, polinizador benéfico; um Crisopdeo (Cryperia
carnea) predador benéfico, um Himenodptero (Brachymeria intermedia), inseto benéfico
parasitoide da mosca doméstica, a joaninha (Hippodamia convergens), inseto predador
benéfico, minhocas (Eisenia fétida), microcrusticeo de ambientes aquaticos Daphnia
magna. Outro estudo foi efetuado com folhas de milho Bt e conduzido com Colembola
(Folsomia cdndida), um organismo de solo. Nao foram encontrados efeitos deletérios sobre
0s organismos citados. Estudos adicionais foram conduzidos para determinar os possiveis
impactos do milho MONS10 na alimentagdo de peixes (bagre, Ictalurus punctatus) e aves
(codornas, Colinus virginianus). MNao foram detectadas diferengas estatisticamente
significativas no crescimento e na sobrevivéncia dos citados animais, nas condigdes dos
testes experimentais apresentados no documento.

A exposigdo ao polen foi testada em espécies de insetos predadores (Coleomegilla
maculata, Orius insidiosus ¢ Cryperla carnea.) Nao foram observados efeitos deletérios
agudos nestas espécies. Receptores para a delta-endotoxina CrylAb nfo sdo encontrados
em células intestinais de mamiferos, portanto estes animais (inclusive os seres humanos)
nfio sdo susceptiveis a esta toxina.

Estudos de campo, realizados no Brasil, sobre as populagdes de insetos presentes
em planta¢des de milho transgénico derivado da linhagem MONBS10, (C806-Guardian e o
equivalente nfio modificado, C-806), mostraram que a presenca de inimigos naturais e de
insetos ndo alvo, nestes campos, é semelhante. Os ensaios de campo feitos para avaliagio
da dindmica populacional do predador tesourinha, joaninhas (Coledptera), sirfideos
(Diptera), percevejos (Hemiptera) nio demonstraram impactos significativos na
entomofauna das regifies estudadas.

Conclusdo: Nio foram detectados impactos significativos do milho MON 810 sobre
organismos nfio visados, conforme documentaciio apresentada no processo em tela.

Efeitos tréficos do milho Bt em predadores de insetos Lepidipteros, alvo da
tecnologia.

Muitos predadores generalistas utilizam diversas espécies como alimento e ndo sdo
afetados devido & especificidade do espectro de agfio da toxina CrylAb, reduzindo os
possiveis efeitos troficos que ficam limitados aos predadores de lepidopteros especialistas.
Resultados de pesquisas feitas nos EUA, sobre a agfio de polen de milho Bt em borboletas
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monarcas, concluiram que o impacto, em condi¢des de campo, nfio € significativo, devi
exposi¢io em concentragbes baixas im situ. A concentragdo de proteina Bt, no milho
Guardian, ¢ baixa.

Desenvolvimento de resisténcia em populagdes de insetos alvo

O desenvolvimento de resisténcia a Bt representa um risco real considerando os
relatos da literatura cientifica e a experiéncia de outros paises, principalmente quando as
plantas Bt sdo cultivadas na mesma regifio juntamente com outras lavouras Bt. A empresa
propde um plano de Manejo Integrado de Pragas (MIP). A proposta inclui: estratégia de uso
da linhagem MONS810 no controle de lepiddpteros (pragas), em um sistema de manejo
integrado, incluindo dreas de refligio para multiplicagio de individuos sensiveis a proteina
Cry1Ab, sistema de monitoramento de populagdes e programa educacional para técnicos e
produtores rurais.

Recomendacfio: Incluir a implantacfio obrigatoria deste manejo (MIP) como parte
do monitoramento poés-comercializagio do MilhoGuardian. O valor de 10% de éarea de
reflgio com plantas nfo transgénicas deve ser revisto. A adequagfio do percentual de areas
plantadas como refigio deve ser analisado, caso a caso, podendo atingir até 50%, para
minimizar o risco de aparecimento de resisténcia a proteina CrylAb, visando a protegfo da
estratégia de controle de lepidopteros (pragas), através as endotoxinas Bt.

Degradacio da proteina CrylAb (experimentos realizados no Brasil)

A degradagfio da proteina no ambiente foi testada na forma pura e na forma
incorporada ao tecido vegetal do milho. Os dados indicaram valores entre 2 - 26 dias para a
taxa de dissipagio (tempo para degradagio de 50% do material), sendo esta mais rapida na
presenga de solo e comparavel aos valores reportados para as preparagdes microbianas de
Bt.

Possibilidade de surgimento de plantas daninhas em fung¢fio da transferéncia do gene
CrylAb.

Com base nos dados apresentados no processo, ¢ no conhecimento reportado na
literatura cientifica, o cruzamento da linhagem de milho MONEB10 com outras plantas,
dando origem a uma planta daninha € muito pouco provavel porque o milho néio sobrevive
bem sem a intervencdo do homem, devido a selecfio feita durante a sua evolugdo. Neste
sentido, ¢ esperado que o milho transgénico Bt tenha um comportamento ambiental
semelhante ao milho comum.

Fluxo génico.

Cruzamento com espécies selvagens de Zea: nio configura um risco no Brasil,
porque nfo sfo encontradas, em territorio nacional, espécies sexualmente compativeis,
como o teosinte.

Cruzamento com variedades de Zea cultivadas: A possibilidade de cruzamento
entre variedades de milho Bt é semelhante ao milho comum. O pélen pode ser levado pelo
vento aos campos proximos e ocorrer o fluxo génico, passando o gene Bt para outra
variedade nfo transgénica. A distancia de 200m, entre os cultivos, é recomendada para
obtengio de sementes fiscalizadas de milho. A distancia que o pélen pode percorrer varia
de acordo com as condig¢des ambientais. Para o caso de protegio da diversidade de ragas e
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variedades de milho, contra a introgressdo do gene Bt, recomenda-se que seja usada %m _ﬁ@‘
distancia maior para prote¢io genética destes cultivares, que pode ser determinada
experimentalmente, como parte do monitoramento pos-comercializagio.

Transferéncia horizontal do gene Bt para microrganismos do solo: A passagem
de DNA proveniente de plantas transgénicas, para bactérias do solo, ¢ um evento muito
raro, detectado em experimentos de microcosmos usando, como receptoras, as bactérias
com alta competéncia para a transformagio. Este processo ndo foi detectado durante a
compostagem de milho Bt e durante o cultivo no campo (Tebbe et al. 2003, comunicagio
pessoal). Caso a transformagio venha a ocorrer no ambiente, com a passagem do gene Bt
da planta para a microbiota do solo, este processo ndo resultaria em risco significativo,
porque este gene ¢ originario de B. thuringiensis, espécie bacteriana encontrada no solo. O
milho MONS810 nfio apresenta genes marcadores que possam ser disseminados no
ambiente.

Eficiéncia do milho Bt MONS10 no controle de Lepidépteros pragas

A eficiéncia das progénies de milho MON810 no controle da lagarta do cartucho
Spodopterafrugiperda, da lagarta da espiga Helicoverpa zea e da broca da cana de agtcar
Diatrea saccharalis, foi avaliada em regides brasileiras, representativas de produgiio de
milho. Os resultados obtidos confirmaram a eficiéncia da linhagem de milho MONE10 no
controle das pragas lepiddpteras do milho, nos locais testados. As condigbes experimentais
e os dados obtidos, nos referidos experimentos, estio disponibilizados no processo.

Seguranca alimentar do milho Bt MONS810

Este aspecto da andlise de risco nfio corresponde a area de expertise do supracitado
consultor. Entretanto, a visa de contribuig¢do, algumas consideragdes e pontos importantes
serdo apontados abaixo.

. A seguranca da proteina para consumo humano foi testada quanto a caracterizacio
da proteina, simulagio das condi¢des de fluidos gastricos e intestinais e toxicidade oral
aguda em camundongos. O mecanismo de agio da toxina, sobre os insetos lepidopteros, &
bem conhecido. A toxina atua em pH alcalino, existente no intestino dos insetos, ligando-se
a receptores especificos. No intestino de mamiferos, com pH acido, nédo existem receptores
conhecidos para as delta-endotoxinas de B. thuringiensis na superficie das células
intestinais, portanto os seres humanos néio séo afetados.

As delta-endotoxinas nfo apresentam homologia de segiiéncia de aminoacidos com
outras proteinas toxicas conhecidas no banco de dados de proteinas. A digestdo do nicleo
tripsina resistente da proteina Cryl Ab, em sucos gastricos e intestinais simulados, mostrou
degradacdio rapida com perda de atividade bioldgica em suco géstrico. Em fluido intestinal
o nicleo tripsina resistente ndo foi substancialmente degradado. O estudo de ingestdo
aguda, deste nacleo resistente, foi feito em camundongos. Néo foram detectadas diferengas
estatisticamente significativas na mortandade, peso corporal e consumo de alimentos entre
o grupo controle, alimentado com soroalbumina bovina e grupo de estudo, alimentado com
CrylAb. O estudo do potencial alergénico da proteina CrylAb indicou que a mesma nio
apresenta caracteristicas comums as proteinas alergénicas conhecidas.



Anilise de composic¢io de grios da linhagem MONS10

Foram incluidos no processo os dados das andlises realizadas em gréos cultivados
em outros paises e também no Brasil. Os dados de composi¢io para proteinas, lipideos,
carboidratos, calorias, aminoacidos e acidos graxos, obtidos com a linhagem MONS10
foram comparaveis aos valores encontrados para a linhagem controle, de perfil genético
semelhante (nfio transgénica) e foram semelhantes em composi¢do as outras linhagens de
milho hibrido comerciais. A andlise da composigio de grios, de progénies da linhagem
MONS810 no Brasil, confirmou a tendéncia observada em outros paises. Isto €, a
composi¢io dos grios dos hibridos derivados da linhagem MONS810 foi semelhante aos
grios comerciais de milho.

Recomendaciio: Durante o monitoramento pos-comercializagiio, a composigio de
grios deve ser testada, usando metodologias analiticas mais acuradas, em consonéncia com
as proposigdes do Codex Alimentarius, incluindo milho cultivado em diferentes regides do
Brasil, quanto ao perfil qualitativo e quantitativo de metabolitos, especialmente para o
milho destinado & alimentagio humana, visando detectar algum afeito inesperado na
expressdo génica, que porventura aparega, em condigbes de estresse ambiental, resultando
na sintese de alguma substancia toxica.

Anilise da composicio de forragem de plantas da linhagem MONS10

As de plantas de milho Bt foram testadas para uso como forragem e a comparagio
entre a linhagem transgénica e o controle, mostraram que a composi¢io de proteinas,
lipideos, cinzas, fibras em detergente neutro, carboidratos e matéria seca, foi semelhante.

Bibliografia: Listada no processo (paginas 96-107).

Parecer Conclusivo:

Considerando o exposto acima, a familiaridade com o OGM, as informagdes que
constam do Processo 01200.002995/1000-54 e condicionando a exigéncia de
monitoramento pos-comercializago, para acompanhamento de possiveis riscos associados
a aplicagio da tecnologia para o meio ambiente e para a saide humana, s. m. j. emitimos o
seguinte parecer:

Favordvel a comercializagio do Milho Guardian, derivado da linhagem
MONS810, condicionado ao monitoramento pés-comercializacio.

Leda Cristina Santana Mendonca
Profa. Titular- UFRJ



