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I. INTRODUCAO

A empresa Syngenta Seeds Ltda apresenta uma peticao para liberacao
comercial do OGM Milho MIR 162 e seus derivados, que apresenta
resisténcia a varios lepddépteros considerados pragas da cultura do
milho no Brasil, como a lagarta do cartucho, lagarta da espiga e a
broca do colmo do milho.

A Syngenta desenvolveu por meio da biologia molecular o milho
transformado contendo o evento MIR 162, contendo o gene vip3Aa2(
que codifica a proteina Vip3Aa20 e o gene manA que codifica a enzima
fosfomanose isomerase (PMI). A proteina Vip3Aa20 é uma variante da
proteina inseticida nativa Vip3Aal de Bacyllus thuringiensis cepa
ABS88. O gene man foi obtido a partir da Escherichia coli cepa K-12 ¢ a
expressiao da proteina PMI foi utilizada como marcador de seleciao ao
longo do processo de desenvolvimento do milho MIR 162.

O milho MIR 162 foi produzido por transformacio de embrides
imaturos de milho, via Agrobacterium tumefasciens, e com a utilizacao
do plasmideo pNOV1300 como vetor para transformacdo. A regiao
entre as bordas esquerda e direita do plasmideo incluia os cassetes de
expressao dos genes viplAa20 e manA. O cassete de expressao de
vip3Aal continha a regido codificadora de vip3Aal9, regulada pelo
promotor polyubiquitin (ZmUbilnt) do milho e sequéncias de
poliadenilacio 35S do virus do mosaico da couve flor.

Por meio de analises de Southern Blot e seqiienciamentos de
nucleotideos foi demonstrado que o milho MIR 162 contem uma unica
copia intacta do inserto Fo T-DNA no cromossomo 5 do genoma
nuclear do milho. Demonstraram também que este unico inserto de T-
DNA contem: a) copias unicas dos genes vip3Aa20 e manA; b) duas



copias do promotor ZmUBilnt; ¢) uma copia do terminador NOS; e d)
nenhuma sequéncia residual do plasmideo de transformacio
pNOV1300.

Com base no seu modo de acdo, propriedades fisico-quimicas e
resultados de estudos de biosseguranca, foi demonstrado que as
proteinas presentes no milho MIR 162 — Vip3Aa20 e PMI, nio
representam risco a espécies de mamiferos ou efeitos adversos em uma
ampla gama de espécies nio-alvo pertencentes ao ecossistema de
lavouras de milho. A empresa coloca que varios estudos conduzidos
com o milho MIR 162 em laboratorios e Casas de Vegetacio e em
Liberacoes Planejadas no meio ambiente, incluindo no Brasil,
confirmam que nio ha modificacdes adicionais em sua morfologia,
fenologia e outros parametros composicionais ou agrondomicos, além da
esperada expressao das proteinas Vip3Aa20 e PMI.

O Milho MIR 162 foi desenvolvido para proporcionar aos agricultores
uma alternativa pratica e eficaz para o controle de danos causados por
lepdopteros-praga em todas as fases de desenvolvimento desta cultura,
representando um método especifico e direto de controle que ¢
ambientalmente sustentavel e apresenta beneficios ao ambiente, ao
consumidos, e ao sistema de producio da cultura.

Tendo em vista 0 modo de acio diferenciado da proteina Vip3Aa20, o
milho MIR 162 apresenta-se com uma nova op¢ao e alternativa a
outros tipos de milhos geneticamente modificados expressando
proteina Cry derivadas de Bacillus thuringiensis, para reducao de
pressao de selecio para resisténcia entre os insetos lepdopteros.

2.1.3. Caracteristicas da Cultura

O milho é uma cultura de ciclo vegetativo anual, com periodo de
duracido bastante variado, abrangendo desde culturas extremamente
precoces, cuja polinizacdo pode ocorrer 30 dias apds a emergéncia, até
mesmo aquelas cujo ciclo pode alcanc¢ar 300 dias. Em condicées edafo-
climaticas brasileiras a cultura do milho apresenta ciclo variavel entre
110 a 180 dias (Fancelli et al, 2000).

Para o milho as maiores exigéncias em umidade se concentram nas
fases de emergéncia, florescimento e formac¢ao de graos (Duarte, 2000).



Todavia no periodo compreendido entre 15 dias antes e 15 dias depois
apos o aparecimento da inflorescéncia masculina, o estresse hidrico é
critico. A falta de agua no florescimento pode causar a desidratacio do
griao de polen, prejudicando o desenvolvimento e penetracio do tubo
polinico, além de alterar o sincronismo entre a inflorescéncia
masculina e feminina (Fancelli, 1990; Magalhaes et al. (1993).

2.3. A proteina nativa Vip3Aa 1 originada de Bacillus thuringiensis,
cepa AB88 contem 789 aminoiacidos e um peso molecular de
aproximadamente 89 KDa. A variante Vip3Aa20 produzida pelo milho
MIR 162 apresenta também 789 aminoacidos, porém difere em dois
aminoacidos (posicoes 129 e 284). Uma variante desta proteina
(Vip3Aal9) esta presente no algodao COT102 da Syngenta, aprovado
nos EUA e na Australia. A variante Vip3Aal9 difere da proteina
nativa em um aminoacido na posicio 284, e da Vip3Aa20 em um
aminoacido na posicao 129.

II. FUNDAMENTACAO TECNICA DA DECISAO DO RELATOR
3.3. Avaliacdo Agronomica e de eficiacia do milho MIR162
3.3.3. Eficacia do milho MIR 162 contra lepdopteros-praga

Na tabela 13 sdo apresentados resultados médios de comparacio do
milho MIR 162 e respectivos hibridos isogénicos nio GM (com e sem
aplicacio de inseticidas) para varios parametros: danos causados pelas
lagartas, em Experimento da Syngenta instalado em Uberlandia-MG
em 2007. O experimento referente a Diatraea saccharalis mostram CV
experimental de 54,2% e 51.4%, o que mostra controle experimental
muito precario, segundo Pimentel Gomes.

Na tabela 14 sao apresentados resultados médios da porcentagem de
plantas cortadas por Spodopetra frugierda avaliados em diferentes dias
apos infestacio, em Experimento da empresa instalado em Holambra-
SP. Neste experimento em questio nao sio apresentados os CV
experimentais de nenhum dos resultados de comparacio entre os
tratamentos da tabela. No Anexo também ndo constam os CVs
experimentais, o que caracteriza pouca possibilidade de aferi¢do do
rigor estatistico. Isso torna impossivel a avaliacao de sua eficacia.



Nenhum dos resultados referentes aos dois experimentos foi publicado
e avaliado por pares nio da empresa, o que nao possibilita apontar
inteira confiabilidade. Alias, sem a sua publicacio em revista com
avaliacio pelos pares, e com falhas gritantes quanto aos CVs
experimentais extremamente altos (acima de 50%), assim como a falta
de dados de CVs experimentais, reforca o colocado que fica dificil
avaliar os resultados dos experimentos da empresa referentes ao
processo.

3.4.2.4. Estudo de toxidez aguda das proteinas expressas no milho MIR
162 em camundongos

A proteina Vip3Aa20 foi ministrada a grupos de machos e fémeas de
camundongos, via oral. O dleo de milho foi escolhido como veiculo e
como substiancia controle, uma vez que permitiu o alcance de uma
concentracdo mais alta da substincia teste na suspensio viscosa,
aceitavel para a dosagem. A dosagem escolhida foi de 1 250 mg por ser
a mais alta possivel.

Nao sao apresentados resultados em tabelas, somente uma descri¢ao
dos resultados e uma conclusiao suscinta: “que a administracao da
dosagem proposta nao produziu efeitos adversos que poderiam ser
considerados como relacionados a Vip3Aa20. Nao houve efeitos sobre a
condicdo clinica, o peso corporal, consumo de alimentos, patologia
clinica, peso dos orgaos, patologia macroscopica e microscopica. Que
possam ser considerados com Vip3Aa2(. Detalhes no Anexo 9.”

Ao irmos ao anexo 9, vemos a saida dos dados brutos, sem uma
organizacdo dos mesmo em tabelas nao entendiveis para analise, além
do que, se notam muitos dados no minimo estranhos, PIS niao sao
explicados no texto. No inicio, em 3.4.4 Casualizacio e identificacio
dos animais, se coloca que “o estudo compreendeu duas repeticoes
(grifo meu) de um so sexo (blocos ao acaso) cada um contendo uma
gaiola por grupo de tratamento.” Em seguida é complementado que “o
estudo consistiu de um grupo controle e um grupo de tratamento, cada
um contendo cinco machos e cinco fémeas”.

Nossa interpretacio ¢ muito clara: trata-se de um experimento para
testar o efeito do evento GM MIR 162 em camundongos, usando-se
parcelas de 5 camundongos machos e fémeas, com dois Tratamentos (o



Evento e a Testemunha) e duas repeticoes em delineamento em Blocos
ao Acaso. Isso nos parece um delineamento absurdo para se testar
efeitos de tratamentos tio sensiveis e complexos, além de polémicos. A
empresa tem que explicar isso e fazer experimentos no minimo com
delineamentos estatisticos adequados. As referéncias do trabalho sao
um relatorio (Report SSB-023-06) e dois trabalhos sobre modelos
estatisticos (SIC !). Por ultimo, no Apéndice 9, deste anexo 9, referente
a Quimica Clinica do Sangue, em todos os animais testados aparecem a
indicacio: “amostra obtida insuficiente” , sem nenhuma explicacao do
por que e sem novos dados coletados. Nos resultados deste apéndice 9
em “resultado comentario” aparecem em todos os animais: “ sem
resultado, amostra insuficiente”. De novo, sem nenhuma explicacio ou
justificativa.

Com todas essas falhas experimentais e de delineamentos nao se pode
concluir que nio haja efeitos significativos das proteinas do milho MIR
162, e que as mesmas sejam inofensivas a camundongos, como o
processo quer demonstrar.

3.4.3.1. Perfil Composicional

Para o estudo de equivaléncia substancial do milho MIR 162, foi
realizado um perfil de composicao quimica da forragem e do Grao em
comparacido com sua versiao isogénica ndo GM e outros hibridos
comerciais ndao GM, a fim de verificar se os niveis de variacao das
caracteristicas apresentavam-se dentro da amplitude conhecida para
suas caracteristicas (Food Standards Agency, 2001). Este estudo foi
realizado no Brasil (Liberacao Planejada — CTNBio proc 3982/2005-
11).

O delineamento utilizado foi em blocos ao acaso com 4 Tratamentos
(milho MIR 162; hibrido isogénico; mais 2 hibridos comerciais nao
GM) em 3 repeticoes, em Uberlandia e Ituiutaba — MG). Novamente as
regras de uso de boa estatistica nio sdo seguidas. No caso, o grau de
liberdade do Residuo, termémetro da eficiéncia estatistica dos
experimentos teria o valor de 6 (3x2), o que é simplesmente ridiculo.
Sabe-se que 0 GL do residuo para experimentos de campo seria de no
minimo 11, muito acima do obtido no experimento. Inclusive, os 2
hibridos comerciais nio GM nao valem como tratamentos pois nao




entram no mérito da comparacio entre o GM e o Nao GM, que ¢é o
objetivo do experimento. Portanto os 2 tratamentos adicionais sdo
simplesmente enchimento para aumentar o GL do tratamento.
Portanto, o delineamento experimental apresenta duas falhas
grosseiras. Inaceitavel em ensaios dessa natureza, muito sensiveis.

Na tabela 1, ndo sdo apresentados os CVs Experimentais das analises
entre os tratamentos, o que nao permite avaliar a significincia ou nao.
Inclusive nao sao apresentados os valores de F, no tradicional Teste F.
Em alguns casos as amplitudes entre as médias apresentadas sio muito
amplas, sugerindo que existem diferencas significativas, porém nada se
pode concluir. Por exemplo, na tabela 3, a amplitude das médias é de
(0,73-18,5); se dividimos a amplitude por 4 da aproximadamente o
desvio 4,5 (7,8:4); o desvio x 100 = 450 dividido pela média (1,75) seria
0 CV% que daria em torno de 260% (?). A impressido que da é que
tudo é levado para a nido obtencido de significincia, talvez até para
somente justificar a equivaléncia substancial. Nao ha outra alternativa:
Ou se conclui que nao se fornece a informacdo do CV para nao se
poder ter esta conclusio, ou para nao se concluir o contrario.

Exemplos de pleiotropia tém sido verificados, apontando para a nio
equivaléncia substancial e o aparecimento de outras caracteristicas nio
esperadas. E o caso por exemplo do aumento da lignina verificado em
alguns milhos GM quando comparados aos seus hibridos isogénicos
(Saxena e Stotzky, 2001). Conforme Stotzky (2000), numa comparacio
de 10 hibridos de milho GM e niao GM, a taxa de lignina apareceu
maior que 33 a 97% em milho Bt em relacido aos seus isogénicos. Isso
pode acarretar maior tempo de decomposicao dos restos vegetais,
impacto sobre as comunidades de decompositores, alteracoes no
balanco de carbono, maior tempo de acio da proteina Bt, etc.

3.5.3. Efeito da proteina Vip3A em joaninhas (Coleomegilla maculata)

O estudo foi conduzido com a substiancia teste Propacha-0100 (pélen)
em joaninhas adultas de acordo comas diretrizes do EPA-EUA. C.
maculata um predador generalista ocorre em lavouras de milho e se
alimenta de pdlen de milho e outras espécies de plantas. As joaninhas
adultas receberam por um periodo de 21 dias, polen de linhagens de
milho expressando a proteina Vip3Aal9 ou polen controle misturados



com uma dieta comercial de joaninhas. Um grupo controle recebeu
apenas uma dieta comercial. Um grupo controle positivo recebeu
apenas uma dieta contendo 50 mg de Tiodicarb/Kg de dieta. Cada
tratamento constou de 3 repeticoes de 25 joaninhas cada, em um total
de 75 joaninhas.

Os resultados apresentados de significincia estatistica ndo apontam
coeficientes de variacdo, ou outro parametro que possa indicar
confiabilidade nos dados, o que prejudica a avaliacio do impacto ou
nao dos tratamentos. E a conclusio: “no estudo, nenhum efeito adverso
foi observado nas joaninhas que consumiram dietas contendo 5% de
polen da substincia-teste Propacha-0100. E temos que acreditar ou
acreditar. Infelizmente. Ademais, a maioria dos testes foi feito nos
EUA, com espécies das condi¢coes de 1a com as regras daquele pais.

Andow e Hilbeck (2004) acreditam que as interacdes das proteinas Bt,
com moléculas de defesas secundarias das plantas, seriam responsaveis
pelos efeitos negativos observados em alguns estudos de toxicidade das
proteinas Bt de OGMs sobre Organismos Nao Alvos. Em relacio ao
nimero de repeticoes dos bioensaios, Rose et al (2007) nos bioensaios
com abelhas Apis mellifera “estudos de laboratério para medir
sobrevivéncia de abelhas adultas, deveria testar pelo menos seis grupos
de 50 abelhas por tratamento para detectar 50% de reducao com 80%
de poder estatistico”. Essas especificacoes é que deveriam ser bem
apresentadas.

3.5.5 Efeitos da Vip3A em minhocas (Eisenia foetida)

A descri¢io dos ensaios experimentais de toxidez aguda dos efeitos da
proteina VipA sobre minhocas é simplesmente ridicula, sem nivel
cientifico, nio havendo rigor nem comparavel a um bom relatorio.
Para comecar. Nao é citado o local dos ensaios, se no Brasil ou no
exterior. As diferencas estatisticas sdo colocadas sem referencial
estatistico, como se fosse um ensaio banal. A grande importincia
desses organismos para a vida do solo nao ¢é sequer considerada. Sem
condicdes de avaliacio com rigor estatistico, infelizmente.

3.5.10. Efeitos da Vip3Aa20 em abelhas (Apis mellifera)



Neste ensaio as abelhas foram expostas a Vip3Aa20 por meio da
substancia-teste MIR162Vip3A-0106 segundo protocolo de Oomem et
al (1992). A substancia teste foi dissolvida em 50 mM do tampao de
Tris-HCl (pH 9,5) e adicionada a dieta de 50, 200 e 500 ug de
Vip3Aa20/g da dieta; essas concentra¢cdes representavam
aproximadamente 1,4 e 10 vezes a concentra¢io de Vip3Aa20 no pdlen
do MIR 162. O controle negativo era alimentado com dieta de 50% da
solucdo de sucrose em S0mM do tampao de Tris-HCI. Os resultados
demonstraram que niao houve diferenca estatisticamente significativa
na sobrevivéncia, apos 24 dias entre a prole nas colméias expostas a
dieta tratada com MIR162VIP3A-0106 e a prole nas colméias expostas
a dieta do controle negativo em qualquer estagio de desenvolvimento.
Detalhes no Anexo 17.

Novamente, devido a importiancia economica da espécie por um lado, e
considerando que esses organismos se alimentam de grandes
quantidades de poélen, inclusive de milho Bt de outro (Sabugosa-
Madeira et al, (2007), os polinizadores como a Apis mellifera merecem
destaque especial na avaliacdo de riscos. Ademais, a abundancia e
riqueza de espécies de abelhas silvestres existentes no Brasil (Raw et al,
2006) e o comportamento diferencial de alimentacdo das crias dessas
abelhas, torna esse grupo de abelhas um alvo importante para as
analises de risco das plantas Bt.

Na tabela 4 do Anexo 17, referente a mortalidade da prole e de abelhas
adultas em DAT 1-24 (armadilhas para abelhas mortas), chamou a
atencdo a forma de anadlise e a grande variacio dos dados
experimentais, a saber. Sdo apresentados dados médios de mortalidade
referentes a 3 repeticoes, onde se apresentam esses 3 dados e a média,
com seus respectivos D.P. (desvios padrodes). As amplitudes entre os
dados médios sao extremamente altos, dando CVs muito altos,
variando de 40 a 77%, o que coloca em duvida, novamente, as
conclusoes de nao significancia. Alias, na comparacio de médias,
aparecem diferentes indices para mostrar a nio significincia usando o
Teste de Student e de Welch, quando deveriam ter sido utilizados o
mesmo teste. Isso tudo para mostrar que nao existiram diferencas. Nos
parece serem mais artificios para mostrar que as colonias se
comportaram normais com a adicio da proteina do evento na



alimentacdo das abelhas das colméias. Como os experimentos sio
solicitados pela empresa e nao publicados, sempre se fica em duavida
sobre o uso indevido das estatisticas para acomodar os dados.

Os estudos de Kaatz (2005) revelaram que abelhas alimentadas com
polen de milho Bt mostraram-se mais susceptiveis a uma infecgao
parasitaria de microsporida. Isso indica segundo o autor uma
interacio da toxina e do patogeno nas células epiteliais do canal
alimentar das abelhas, com mecanismo desconhecido. Além disso, o
estudo de Ramirez-Ramiro (2008) revela que abelhas alimentadas com
polen de milho Bt podem ser afetadas no comportamento de associacio
das fontes de néctar com moléculas odoriferas. Esses exemplos
mostram que os testes de laboratorio procurando somente efeitos letais
e sub-letais sobre abelhas nao levam em consideracio os fatores
exteriores e merecem, entio, a complementacio com estudos de campo.
Esses dados mostram a necessidade de se aprofundar os estudos em
relacio a atual visdo simplificada do modo de acio das proteinas Bt
dependendo unicamente da ligacio proteina Bt — receptor especifico,
como apresentado por Hilbeck e Schmidt (2006). Nesse caso, e tendo os
estudos sido feitos na Suissa, fica dificil crer que os dados possam ser
concludentes.

3.5.13. Avaliacao da influéncia do milho MIR 162 sobre a comunidade
de insetos em ambientes do Brasil

O estudo visou avaliar a influéncia do milho GM sobre a comunidade
de insetos e a interferéncia dessas plantas sobre as pragas primarias de
solo e parte aérea, assim como sobre as pragas secundarias. Os estudos
foram desenvolvidos com o hibrido MIR162 e seu isogénico nas
estacoes experimentais da empresa em Uberlandia e Ituiutaba, ambas
no estado de MG. Portanto nao seriam ambientes do Brasil, mas sim
em dois locais de um estado MG do Brasil.

Na conclusio do experimento coloca-se que “com as armadilhas e
analises utilizadas pode-se concluir que o milho GM MIR 162 nao
apresenta efeito adverso sobre a comunidade de insetos ou sobre o
predador Doru [uteipes ou artropodos do solo. O relato esta
apresentado no Anexo 18.



Inicialmente, na conclusio de fato o relatorista falhou na redaciao da
conclusio e mudou de comunidade de insetos para do predador D.
luteipes e para artropodos. Isso ¢ interessante, pois o titulo do item do
relatorio ¢ um e as conclusdes sio de outro. Mas fica interessante
observarmos com atencio, senao vejamos.

No relatorio, € ressaltado que “os acaros representam mais de 82% do
total de artropodos coletados tanto em Uberlindia como Ituiutaba,
sendo a maior parte doe artropodos presente no cerrado (Oliveira,
2006). Acaros e colémbolas que, via de regra, constituem a maioria dos
microartropodes edaficos, desempenham papel importante nos
processos de decomposicio e mineralizacdo da matéria organica,
favorecendo a decomposiciao microbiana (Oliveira, 2006).

Com toda essa relevancia colocada nos acaros de solo, o autor nao foi
capaz de verificar na Tabela 3 do Anexo 18, que tanto no plantio como
na colheita o numero total do MIR 162 comparado com o
Convencional eram respectivamente de 69 x 174 e 37 x 128. Essas
diferencas nao sao significativas? Como se esquece dessa informacao?
Que pesquisadores sao esses? Parece que o relatorio enorme foi feito
mesmo para nao se ler. Nem se discutir. S0 aprovar! Como a hipotese ¢é
a de que nao existem diferencas entre o Convencional e 0 GM, esquece-
se do que se esta comparando.

3.6. Fluxo Génico e possivel transferéncia horizontal de genes

Nesse capitulo tio importante e essencial para analise de riscos de
biosseguranca, somente se coloca a questio do fluxo génico para
espécies selvagens, indicando que existe uma baixa probabilidade de
transferéncia do gene do milho MIR 162 para espécies selvagens,
colocando o Tripsacum como a unica possibilidade. Esquecendo-se das
variedades nao GMs, das variedades crioulas, das plantacoes de milho
organicas, etc.

A partir do alerta exatamente de hoje na FSP (10 de maio 2009) com a
manchete na 1% pagina: “Brasil nio tem controle sobre milho
transgénico: nio ha estrutura para separa-lo da variedade normal,
alegam produtores”, fica dificil se ignorar a realidade. Existem
milhares de agricultores, principalmente familiares pequenos que



cultivam suas proprias variedades, denominadas crioulas, e mesmo
agricultores que utilizam variedades de polinizacido livre, que nio
optaram pelos transgénicos e tém direito de continuarem com o uso
dessas sementes sem serem contaminados.

Nessa linha de fluxo génico indesejavel, o caso mais emblematico é o do
milho. Isso porque sendo a espécie aldgama e de polinizacio pelo vento,
dependendo da velocidade e da direcio do mesmo, a contaminac¢iao
pode ser a longuissimas distancias, com casos comprovados de muitos
kilometros. Ademais, quem conhece o0 segmento da agricultura
familiar, principalmente tradicional, sabe avaliar quantos milhares de
variedades ditas crioulas, derivadas originalmente dos povos indigenas,
existem nesse Brasil afora. E esse potencial de contaminac¢ido niao tem
sido considerado na CTNBio, tendo sido dito muitas vezes: “milho
crioulo nao existe”. Nem os trabalhos publicados recentemente pela
Nature (2001) e confirmados pela Molecular Ecology: Alvares-Builla
(2008) sobre a constatacido cientifica de contaminac¢io a longuissimas
distancias dos milhos crioulos no México, ber¢co original da espécie,
causam alguma mudanca, no geral, na CTNBio. A resolucio da
CTNBio de coexisténcia do Milho OGM com Niao OGM de somente
100m diz tudo.

I11. CONSIDERACOES E PARECER FINAL

1. No item 3.3.3. Eficacia do milho MIR 162 contra lepdopteros-praga,
na tabela 13 sio apresentados resultados médios de comparaciao do
milho MIR 162 e respectivos hibridos isogénicos nio GM. O
experimento referente a Diatraea sacchatalis mostram CV
experimental de 54,2% e 51.4%, o que mostra controle experimental
muito elevado segundo Pimentel Gomes. Na tabela 14 sdo apresentados
resultados médios da porcentagem de plantas cortadas por Spodopetra
frugiperda. Neste experimento ndo siao apresentados os CV
experimentais de nenhum dos resultados de comparacio entre os
tratamentos da tabela. No Anexo também ndo constam os CVs
experimentais, 0 que caracteriza pouco rigor estatistico.

Nenhum dos resultados referentes aos experimentos foi publicado e
avaliado por pares nio da empresa, o que nio aponta inteira
confiabilidade. Com falhas gritantes quanto a CVs experimentais



extremamente altos (acima de 50%) e a falta de dados de CVs
experimentais, fica dificil avaliar os resultados dos experimentos da
empresa referentes ao processo.

2. No item 3.4.2.4. Estudo de toxidez aguda das proteinas expressas no
milho MIR 162 em camundongos. Nao sido apresentados resultados em
tabelas, somente a descricio dos resultados e uma conclusao sucinta:
“que a administracio da dosagem proposta niao produziu efeitos
adversos que poderiam ser considerados como relacionados a
Vip3Aa20. Nao houve efeitos sobre a condicio clinica, peso corporal,
consumo de alimentos, etc. No anexo 9, vemos a saida dos dados
brutos, sem uma organizacio dos mesmo em tabelas entendiveis para
analise. Em 3.4.4 Casualizacio e identificacdo dos animais, se coloca
que “o estudo compreendeu duas repeticoes (grifo meu) de um s6 sexo
(blocos ao acaso) cada um contendo uma gaiola por grupo de
tratamento.” o estudo consistiu de um grupo controle e um grupo de
tratamento, cada um contendo cinco machos e cinco fémeas”.
Portanto, trata-se de um experimento com dois Tratamentos (Evento e
Testemunha) e duas repeticoes em delineamento em Blocos ao Acaso.
Isso nos parece um delineamento absurdo para se testar efeitos de
tratamentos tao sensiveis e complexos, além de polémicos. A empresa
tem que explicar isso e fazer experimentos no minimo com
delineamentos adequados. No Apéndice 9, deste anexo 9, referente a
Quimica Clinica do Sangue, em todos os animais testados aparecem a
indicacio: “amostra obtida insuficiente” , sem nenhuma explicaciao do
por que e sem novos dados coletados. Nos resultados deste apéndice 9
em “resultado comentario” aparecem em todos os animais: “ sem

resultado, amostra insuficiente”.

Com todas essas falhas experimentais e de delineamentos nao se pode
concluir que nio haja efeitos significativos das proteinas do milho MIR
162 e nem que sejam inofensivas a camundongos, como 0 processo
quer demonstrar.

3. Em 3.4.3.1. Perfil Composicional, para o estudo de equivaléncia
substancial do milho MIR 162, foi realizado um perfil de composicio
quimica da forragem e do Grio em comparacio com sua versio
isogénica ndo GM e outros hibridos comerciais nido GM. O
delineamento utilizado foi em blocos ao acaso com 4 Tratamento



(milho MIR 162; hibrido isogénico; mais 2 hibridos comerciais nao
GM) em 3 repeticoes, em Uberlandia e Ituiutaba — MG). Novamente as
regras de uso de boa estatistica nio sao seguidas. No caso, o grau de
liberdade do Residuo, termometro da eficiéncia estatistica dos
experimentos teria o valor de 6 (3x2), o que é simplesmente ridiculo
para experimentos dessa natureza. Sabe-se que o0 GL do residuo para
experimentos de campo seria de 11, muito acima do obtido no
experimento, portanto, com falhas grosseiras. Ainda, na tabela 1, nao
sao apresentados os CVs Experimentais das analises entre os
tratamentos, 0 que nio permite avaliar a significincia ou nao. Nem os
valores de F, no tradicional Teste F. Em alguns casos as amplitudes
entre as médias apresentadas sio muito amplas, sugerindo que existem
diferencas significativas, porém nada se pode concluir. Por exemplo,
na tabela 3, a amplitude das médias ¢é de (0,73-18,5); grosseiramente, o
CV daria em torno de 260% (?). A impressdo que da é que tudo ¢
levado para a nio obtencdo de significancia, talvez para justificar a
equivaléncia substancial.

Solicita-se a empresa que responda a essas questoes ou refaca o
processo, corrigindo as falhas grosseiras.

4. Em 3.5.3. Efeito da proteina Vip3A em joaninhas, o estudo foi
conduzido com a substancia teste Propacha-0100 (pélen) em joaninhas
adultas de acordo com as diretrizes do EPA-EUA. As joaninhas
adultas, predadores generalistas de lavouras de milho, receberam
polen de linhagens de milho expressando a proteina Vip3Aal9 ou o
polen controle misturado 2 uma dieta comercial de joaninhas. Cada
tratamento constou de 3 repeticoes de 25 joaninhas cada, em um total
de 75 joaninhas. Os resultados apresentados de significincia nao
apontam coeficientes de variacdo, o que prejudica a avaliacdo do
impacto ou nao dos tratamentos. E a conclusido: “no estudo, nenhum
efeito adverso foi observado nas joaninhas que consumiram dietas
contendo 5% de pdlen da substincia-teste Propacha-0100. Ademais, a
maioria dos testes foi feita nos EUA, com espécies das condi¢des de 1a
com as regras daquele pais. Em relacio ao numero de repeticoes, Rose
et al (2007) nos bioensaios com abelhas Apis mellifera “estudos de
laboratorio para medir sobrevivéncia de abelhas adultas, deveria
testar pelo menos seis grupos de 50 abelhas por tratamento para



detectar 50% de reducio com 80% de poder estatistico”. Essas
especificacoes é que deveriam ser bem apresentadas.

5. Em 3.5.5 Efeitos da Vip3A em minhocas (Eisenia foetida), a
descricio dos ensaios experimentais de toxidez aguda dos efeitos da
proteina VipA sobre minhocas é simplesmente ridicula, sem nivel
cientifico, nio havendo rigor nem comparavel a um bom relatério.
Para comecar, nao é citado o local dos ensaios, se no Brasil ou no
exterior. As diferencas estatisticas sdo colocadas sem referencial
estatistico, como se fosse um ensaio banal. A grande importancia
desses organismos para a vida do solo ndo ¢é sequer considerada. Sem
condic¢oes de avaliacdo com rigor estatistico, infelizmente.

Solicita-se a empresa que responda a isso e refaca as consideracoes
sobre o tema.

6. Em 3.5.10. Efeitos da Vip3Aa20 em abelhas (Apis mellifera), neste
ensaio as abelhas foram expostas a Vip3Aa20 por meio da substancia-
teste MIR162Vip3A-0106. Os resultados demonstraram que nao
houve diferenca estatisticamente significativa na sobrevivéncia. Devido
a importancia econémica da espécie por um lado, e considerando que
esses organismos se alimentam de grandes quantidades de polen,
inclusive de milho Bt, os polinizadores como a Apis mellifera merecem
destaque especial na avaliacao de riscos. Ademais, a abundincia e a
riqueza de espécies de abelhas silvestres, existentes no Brasil, tornam
esse grupo de abelhas um alvo importante para as analises de risco das
plantas Bt. Na tabela 4 do Anexo 17, referente 2 Mortalidade da prole
e de abelhas adultas, chamou a atencdo a forma de analise e a grande
variacio dos dados experimentais. As amplitudes entre os dados
médios sao extremamente altos, dando CVs elevados, variando de 40 a
77%, o que coloca em diavida as conclusdes de nao significancia. Alias,
na comparacao de médias, aparecem diferentes indices para mostrar a
nio significancia usando o Teste de Student e de Welch, quando
deveriam ter sido utilizados 0 mesmo teste. Isso tudo para mostrar que
nao existiram diferencas. Como os experimentos sao solicitados pela
empresa e niao publicados, sempre se fica em duvida sobre o uso
indevido das estatisticas para acomodar os dados. Testes de
laboratorio procurando somente efeitos letais e sub-letais sobre
abelhas nao levam em consideracio os fatores exteriores e merecem,



entdo, a complementacio com estudos de campo. Esses dados mostram
a necessidade de se aprofundar os estudos em relacio a atual visao
simplificada do modo de acdo das proteinas Bt dependendo
unicamente da ligacao proteina Bt — receptor especifico. Nesse caso, e
tendo os estudos sido feitos na Suissa, fica dificil crer que os dados
possam ser concludentes. Solicitamos esclarecimentos sobre a questao.

7. Em 3.5.13. Avaliacdo da influéncia do milho MIR 162 sobre a
comunidade de insetos em ambientes do Brasil, o estudo visou avaliar a
influéncia do milho GM sobre a comunidade de insetos e a
interferéncia dessas plantas sobre as pragas primarias de solo e parte
aérea e sobre as pragas secundarias. Os estudos foram desenvolvidos
nas estacoes experimentais da empresa em Uberlindia e Ituiutaba,
ambas no estado de MG. Portanto nao seriam ambientes do Brasil,
mas sim em dois locais de um estado MG do Brasil. Na conclusio do
experimento coloca-se que “com as armadilhas e analises utilizadas
pode-se concluir que o milho GM MIR 162 nao apresenta efeito
adverso sobre a comunidade de insetos ou sobre o predador Doru
luteipes ou artropodos do solo. Na conclusido o relatorista falhou na
redacio da conclusio e mudou de comunidade de insetos para do
predador D. luteipes e para artréopodos. Isso é interessante, pois o titulo
do item do relatéorio ¢ um e as conclusdes sio de outro. Mas fica
interessante, sendo vejamos. No relatorio, ¢ ressaltado que “ os acaros
representam mais de 82% do total de artropodos coletados, sendo a
maior parte doe artropodos presentes no cerrado, que desempenham
papel importante nos processos de decomposicio e mineralizacao da
matéria organica, favorecendo a decomposicio microbiana. O autor
nao foi capaz de verificar na Tabela 3 do Anexo 18, que tanto no
plantio como na colheita o niumero total do MIR 162 comparado com o
Convencional eram respectivamente de 69 x 174 e 37 x 128. Essas
diferencas nao sao significativas? Pede-se esclarecimentos a empresa.

8. Em 3.6. O Fluxo Génico e a possivel transferéncia horizontal de
genes, somente se coloca a questio do fluxo génico para espécies
selvagens, indicando que existe uma baixa probabilidade de
transferéncia do gene do milho MIR 162 para espécies selvagens,
colocando o Tripsacum como a unica possibilidade. Esquecendo-se das
variedades nao GMs, das variedades crioulas, das plantacoes de milho



organicas, etc. O alerta exatamente de hoje na FSP (10 de maio 2009)
com a manchete na 1" pagina: “Brasil ndo tem controle sobre milho
transgénico: nao ha estrutura para separa-lo da variedade normal,
alegam produtores”, fica dificil se ignorar a realidade. Existem
milhares de agricultores, principalmente familiares pequenos que
cultivam suas proprias variedades, denominadas crioulas, e mesmo
agricultores que utilizam variedades de polinizacdo livre, que nao
optaram pelos transgénicos e tém direito de continuarem com o uso
dessas sementes sem serem contaminados. Nessa linha de fluxo génico
indesejavel, o caso mais emblematico é o0 do milho. Isso porque sendo a
espécie alogama e de polinizaciao pelo vento, quem conhece o segmento
da agricultura familiar, principalmente tradicional, sabe avaliar
quantos milhares de variedades ditas crioulas, derivadas originalmente
dos povos indigenas, existem nesse Brasil afora. E esse potencial de
contamina¢ao nao tem sido considerado na CTNBio, tendo sido dito
muitas vezes: “milho crioulo nao existe”. Nem os trabalhos publicados
recentemente pela Science (2002) e confirmados pela Molecular
Ecology: Alvares-Builla (2008) sobre a constatacio cientifica de
contaminac¢ao a longuissimas distincias dos milhos crioulos no México,
berco original da espécie, causam alguma mudanca, no geral, na
CTNBio. A resoluciao da CTNBio de coexisténcia do Milho OGM com
Nao OGM de somente 100m diz tudo. Pedem-se esclarecimentos sobre
o tema a empresa.

Em funcio das inumeras falhas constatadas no processo, assim como
em relacdo as deficiéncias na experimentacdo e na analise estatistica,
mostram a grande dificuldade de se acreditar cientificamente nos
resultados estatisticos e por conseguinte nas conclusdes obtidas. Dessa
forma, e considerando as deficiéncias apontadas também pelos varios
outros relatores ad hoc, somos favoraveis ao indeferimento do
processo.

IV. CONSIDERACOES EM RELACAO A RESPOSTA A
DILIGENCIA ENVIADA PELA EMPRESA

Foram enviadas a empresa 11 questdes, que na foram rspondidads
adequadamente, ou foram negligenciadas, como sera apontado a
seguir. Sugerimos que essas respostas sejam enviadas aos pareceristas
ad hoc que muito adequadamente colocaram as questoes.



1. A resposta foi nao conclusiva acerca das questoes feitas, sando

que especificamente sobre os Trichogramma spp nada foi
respondido. Sugerimos mandar essa resposta ao consultor ad hoc
que formulou a questio;

2. As respostas nio foram completamente respondidas. Quanto a

4.

variacio na concentracio de Vip3Aa2( aponta-se que existe
“influéncia do ambiente e intera¢des entre genotipo e ambiente”.
Isso é muito importante, pois sempre se argumenta que tais
interacoes nao existem, principalmente para os piramidados.
Quando ¢é importante se considerar as interacdes elas ocorrem,
quando o contrario, ... As respostas 2.2. e 2.3. foram evsivas.
Mandar aos consultores ad hoc.

Essa questio diz respeito ao respeito as analises e aos
parametros estatisticos, que no geral tém vieses inadmissiveis
para processos tao importantes, como para a biosseguranca de
OGMs por exemplo. O numero de repeticoes ja foi muitas vezes
apontado como uma das grandes falhas experimentais, ao ponto
de se considerar que seria possivel ser até de ma fé. Pois quando
se quer que seja segnificativo o resultado, se utilizam muitas
repeticoes o que acarreta um baixo CV experimental, facilitando
resultados significativos. Ao contrario, usam-se poucas
repeticoes. Isso seria inadmissivel e até fraude. Essa
possibilidade ja foi apontada muitas vezes.

Todas as questdes levantadas nesse item nao foram respondidas
adequadamente, sendo evasivas as respostas. Pede-se enviar aos
ad hocs para confirmacao.

5. Apesar da resposta afirmativa, a respeito da maia-vida da

proteina variando de 6,0 a 12,6 dias, vem se verificando que a
mesma pode persistir no ecosssistema, como estudos recentes
vém sendo publicados (ver Nature, vol461/3set2009; pag 27-32).

6. Em relacio a essa questio novamente a resposta é evasiva,

referindo-se resultados supostamente apresentados em
liberagcoes planejadas, quando deveriam ser colocadas no
processo de liberacio comercial para a analise adequada.



7. Essa resposta foi objetiva e adequada

8. Nessa questio, novamente a resposta é evasiva reportando-se a
processos de liberacdo planejada anteriores, mas nio
confirmando estudos conclusivos em condi¢des brasileiras, como
foi questionado pelo consultor ad hoc.

9. Nessa questao varias irregularidades estatisticas sao novamente
recorrentes, usando-se de subterfiugios para justificar o uso de
formas nao adequadas para se afirmar resultados e conclusoes
nao bem justificadas. Por ex. na Tabela 3 apresentada para as
caracteristicas de conteido de proteina e de FDA e FDN as
diferencas sao significativas, sem que isso fosse considerado
como conclusdo. Da mesma forma, na Tabela 5 para Ferro, além
do CV muito alto e destoante para o elemento Sédio. Por sua vez,
na Tabela 8., nao siao explicadas as diferencas altamente
significativas para médias de abundancia de artréopodas tanto em
Uberlandia como Ituiutaba.

10. A questio primordial sobre a inclusio de um tratamento
adicional  utilizando-se inseticidas seletivos nao foi
adequadamente respondida.

11. Novamente a questio da meia-vida é respondida de forma geral
sem muita consisténcia, voltando-se a resposta da questido 5 ja
colocada: apesar da resposta afirmativa, a respeito da maia-vida
da proteina variando de 6,0 a 12,6 dias, vem se verificando que a
mesma pode persistir no ecosssistema, como estudos recentes
vém sendo publicados (ver Nature, vol461/3set2009; pag 27-32).

A conclusao posta anteriormente fica ainda mais afirmativa, ou o
pedido de indeferimento ao processo de pedido de Liberacgao
Comercial ao Milho MIR 162 da Syngenta Seeds Ltda.

Dr Paulo Kageyama

Membro da CTNBio
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