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O milho MON NK603 tolerante ao herbicida glifosato, foi liberado a primeira vez
nos Estados Unidos para plantio e comercializagdo no ano de 2.000 e, hoje ja é cultivado
em 12 paiscs (Argentina, Australia, Canada, China, Unifio Européia, Jap&o, Korea, México,
Filipinas, Africa do Sul, Taiwan e USA). O gene cp4 epsps, que codifica uma forma
tolerante ao glifosato da enzima 5-enolpyruvlyshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS) foi
isolado da bactéria Agrobacterium tumefaciens cepa CP4 e inserido no genoma do milho
atraves do método de biobalistica (Acelera¢fio de Particulas). O modo de acfo do glifosato,
causando a morte de plantas, acontece devido a sua capacidade de bloquear a atividade da
enzima alvo (EPSPS) pertencente a via biossintética dos aminoacidos aromdticos tirosina,
fenilalanina e triptofano. Assim, as células de planias que expressam a proteina CP4 EPSPS
continuam produzindo os aminoédcidos aromaticos essenciais ao seu metabolismo mesmo
na presenga do glifosato. A proteina CP4 EPSPS ¢ uma das muitas proteinas EPSPS
encontradas na natureza, as quais sdo produzidas por plantas, bactérias e fungos mas ndo
por animais, uma vez que 0s mesmos nio possuem a via metabolica para a sua sintese.
Portanto, diferentes versdes da proteina EPSPS estdo normalmente presentes em todos os
alimentos derivados de plantas e de microorganismos. O organismo doador do gene,
Agrobacterium tumefaciens cepa CP4 ¢ uma bactéria comumente encontrada no solo, cla
causa galhas em plantas susceptiveis ¢ ndo ha nenhuma evidéncia cientifica que indique que
possa causar efeitos adversos em humanos ou em animais.

O milho NK603 foi produzido através da transformagdo genética da linhagem de
milho LH82XB73, usando um fragmento linearizado de DNA de 6706 pares de bases (pb)
que continha dois cassetes adjacentes do gene cp4 epsps para expressio da proteina CP4
EPSPS. Cada um dos cassetes, denominados cassete proximal (Mais préximo da
extremidade 5°) e distal (Mais proximo da extremidade 3°), continha uma tnica copia do
gene cpd epsps e suas seqiiéneias reguladoras. Nos dois cassetes as seqiiéncia dos do genes
cp4 epsps foram ligadas a seqiiéncias do polipeptideo de transito para o cloroplasto (CTP2)
obtidas do gene epsps de Arabidopsis thaliana . A fungfo dos polipeptidios de trnsito &
transportar a proteina CP4 EPSPS para os cloroplastos onde funciona a via metabdlica
responsavel pela sintese dos aminoacidos aromaticos. Os CTPs sdo removidos da proteina
CP4 EPSPS apos a entrega da mesma no cloroplasto. No cassete proximal o fragmento
ctp2-epsps foi colocado sobre o controle do promotor de arroz actina 1 ¢ seu intron e no
cassete distal ele foi colocado sobre o controle do promotor CaMV 358 modificado (e35S).
No cassete distal, também foi colocado entre o promotor €358 ¢ a seqiténcia CTP2 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 transcrigio génica. No dois cassetes as
seqiiéncias cp4 epsps foram ligadas a seqiiéncia de 0,3 kb da nopalina sintase 3'(N#o
traduzida) chamada NOS 3", com a fungfio de fornecer o sinal para poliadenilacio do RNA



mensageiro (mRNA). O fragmento de DNA de 6706 pb usado na transformagio genética
foi isolado do plasmideo PV-ZMGT32L como um fragmento tnico através de digestdio com
a enzima de restrigio Mlu | e, separagio em gel de eletroforese. Portanto, nfo continha
outros elementos plasmidiais como origem de replicagdo do plasmidio e a seqtiéncia do
gene npt Il que codifica a enzima neomicina fosfotransferase tipo 1l que confere resisténcia
a antibioticos aminoglicosidicos como canamicina ¢ neomicina, a qual foi usada para a
selegiio de bactérias durante a construgfo ¢ multiplicagiio do plasmideo. As células
transformadas foram selecionadas em cultura de tecidos na presenga de glifosato.

O fragmento de DNA incorporado loi caracterizado usando analises de “Southern

Blot”, Técnica de Reagio em Cadeia da Polimerase (PCR) e sequénciamento do fragmento
inserido e das regides franqueadoras do mesmo no genoma do mitho transformado. Os
resultados das anélises mostraram que:

- O Genoma do milho NK603 contém uma tinica inser¢fio de DNA exdgeno.

- Nenhum DNA da estrutura de replicagio do plasmideo foi detectado no genoma
do milho NK603.

- Dentro do mserto unico foi constatada uma copia completa do fragmento de
DNA de 6706 pb utilizado na transformagfo mais um fragmento de 217pb da
regifio do promotor da actina o qual nfo contém os elementos necessarios para
atuar como promotor.

- Os cassetes proximal e distal do gene cp4 epsps estdo presentes no inserto tmico
com seus componenties genélicos intactos.

- No cassete distal, a seqiiéncia de nucleotideos do gene cpd epsps difere da
seqliéncia original utilizada no processo de transformagdo em dois nucleotideos.
Uma das trocas de nucleotideos foi silenciosa e a outra resultou na substituigfo
de um aminoacido na posi¢do 214. O nucleotideo alterado na posigiio 214 pb
resultou na codificagio de uma leucina no lugar de uma prolina. A nova
segiiéncia passou entfo a ser designada como cp4 epsps 1214p.

- Analises de produtos de PCR do terminal 3°"do DNA inserido revelou a co-
integragdo de um fragmento adicional de DNA de 305pb de DNA de
cloroplasto. Resultados de analises de bioinformatica mostraram que o DNA co-
integrado corresponde a uma porgo das seqiiéncias de DNA que codificam a
subunidade alfa de RNA polimerase e a proteina ribosomal S11. Acredita-se
que a fonte deste DNA ¢ o cloroplasto da célula transformada.

As proteinas CP4 EPSPS e CP4 EPSPS L214P estdo presentes em pequenas
concentragdes nos grios e na forragem do milho NK603 vma vez que os promotores da
aciina do arroz e o e358 atvam de forma constitutiva. Iistudos, mostraram haver
equivaléncia das mesmas com proteinas produzidas em E. Coli contendo plasmideos de
express@io heterdloga e que possuem homologia com as proteinas EPSPS produzidas
naturalmente por plantas e microorganismos utilizados na alimentagiio humana e animal. A
seguranga nutricional e ambiental, tanto das proteinas EPSPS naturalmente presentes em
plantas e microorganismos ndo transgénicos, quanto as proteinas CP4 EPSPS expressas nas
culturas geneticamente modificadas tolerantes ao glifosato, pertencem a uma mesma familia
de protefnas conhecidas por ndo apresentarem toxicidade, nfio terem associagio com
patogenicidades e ndo conferirem vantagem seletiva as plantas ou aos microorganisnios que
as contém. Embora, as seqliéncias primarias de aminoacidos na familia das protcinas
EPSPS apresentem uma divergéneia consideravel, as proteinas cxpressas pelas mesimas,



sdo altamente relacionadas em termos de estrutura e fungfio. As Proteinas CP4 EPSPS nio
possuem um organismo-alvo, uma vez que ¢ uma enzima envolvida em uma via
metabolica. Qualquer organismo ndo-alvo que interage com plantas e microorganismos esta
constantemente sendo exposto as proteinas da familia EPSPS. Assim, com base na
ocorréncia natural dessa familia de proteinas, seu historico de exposigdo segura, ndo ha
evidéncias de que as proteinas transgénicas CP4 EPSPS ou, qualquer outra proteina EPSPS,
possa vir a causar atividade bioldgica prejudicial sobre organismos ndo-alvo.

Viarios estudos mostraram que, do ponto de vista de performance agrondmica, o
milho NK603 ou suas linhagens sdo equivalentes as linhagens convencionais de milho, com
exce¢lio da caracteristica de tolerdncia ao glifosato. Portanto, ndo sio esperadas diferengas
fenotipicas , reprodutivas ou de performance agrondmica do milho NK603 em comparagio
com qualquer outro gendtipo de milho convencional. Estudos de segregacio em vérias
geragdes de progénies do milho NK603 confirmaram a estabilidade da segiiéncia de DNA
introduzida.

Nao ha possibilidade de fluxo génico horizontal no territério brasileiro, pois nio
temos nenhum parente préximo do milho, no Brasil (Teosinte ¢ Tripsacum sé ocorrem na
América Central). O fluxo génico vertical para variedades locais (chamados milhos
crioulos) de polinizagio aberta ¢ possivel, mas apresenta o mesmo risco causado pelos
genotipos comerciais disponiveis no mercado (80% do milho convencional plantado no
Brasil, ¢ proveniente de sementes comerciais que passaram por um processo de
melhoramento genético). A coexisténcia entre cultivares de milhos convencionais
(melhoradas ou crioulas) e cultivares transgénicas de milhos é possivel e simples do ponto
de vista agrondmico. As comunidades antigas e os agricultores modernos tém sabido
conviver, ao longo de mais de 60 anos, sem problemas, com as centenas de diferentes
cultivares de milho comercial disponiveis no mercado, mantendo suas identidades genéticas
ao longo desse tempo. Embora, a coexisténcia seja um tema relacionado basicamente com
as normas de produgio ¢ qualidade de sementes, questdes econtmicas e de mercado e nfio
de biosseguranga, a CTNBio publicou uma Resolugdo Normativa que irata de normas para
as cocxisténeitas  entre mifho comercial gencticamente modificado e cultivares
convencionais de milho,

O historico de cultivo, comercializagdo, uso ¢ experiéneia com outras culturas
geneticamente modificadas que expressam a proteina CP4 EPSPS, desde a primeira
comercializagio da Soja RR em 1994, tem mostrado que essa proteina ndo apresenta risco
significativo ao meio ambiente nem a satde humana e animal. Atualmente, existem
liberados para cultivo ou comercializagdio no mundo 36 eventos transgénicos contendo o
gene cpd epsps. SAo 18 eventos de milho, 7 de algoddo, 2 de soja, 3 de canola, 2 de
beterraba, 1 de grama, 1 de alfafa, 1 de batata, e 1 de trigo.

Estudos recentes, feitos pela Food and Agriculture Organization, World Health
Organization , The Nuffield Council on Bioethics, Shewry et. al., Brookes & Barfoot, Food
Safety and GMOs a Consensus Document elaborado por academias de ciéncias de varios
paises, concluiram que as lavouras transgénicas em uso no mundo, em particular aquelas
contendo o gene cp4 epsps, sdo tio scguras a saide humana ¢ animal ¢ ao meio ambiente
quanto suas versdes convencionais. Concluem que os alimentos provenientes de plantas
transgénicas tém sido mais avaliados mais do que qualquer outro tipo dc alimento ¢ tém
sido consumidos, em milhdes de toneladas por humanos e animais, em todo o mundo, por



cerca de doze anos. Eles (ém sido analisados por todos os métodos cientificos ou médicos
disponiveis. Relatam que até o momento, néo foi detectado nenhum problema de satde que
possa ser atribuido as proteinas CP4 EPSPS. Com relagdo ao impacto causado no meio
ambiente, as revisdes acima citadas demonstraram que, em dez anos de uso as culturas
tolerantes ao glifosato causaram uma diminuig¢dio global no uso de herbicidas mais toxicos,
resultando em beneficios agrondmicos, sociais, nutricionais, econdmicos ¢ ambientais.

Com base na evidéncia cientifica disponivel, ¢ nos véarios anos de cultivo e
comercializagdo segura das culturas transgénicas tolerantes ao glifosato, onde se inclui o
milho NK603, meu parecer final se reporta a recente decisdo da Comissdo Furopéia de
03/03/2005, que ao autorizar a comercializa¢do de alimentos ou outros produtos derivados
do mitho NK603 na comunidade européia, afirmam que os mesmos sfio {40 seguros quanto
aqueles derivados de milho convencionais ¢ que podem , portanto, serem utilizados para os
mesmos fins. Meu parecer ¢ pelo deferimento.
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Observagfio: Durante a elaboracfio desse parecer analisei em detalhes as informagdes
técnicas apresentadas no processo da proponente, ¢ consultei varias das referéncias citadas
no mesmo. Também, considerei informagbes protocoladas na CTNBio por diferentes

organizagdes ¢ as discussdes e davidas evidenciadas durante a audiéneia publica.
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