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I. Identificacio do OGM

Designacio dos OGMs:

- milho MIR604 —

0 milho MIR604 expressa a proteina inseticida mCry3A, que protege a planta contra Diabrotica speciosa
(Coleoptera: Chrysomelidae). O milho MIR604 foi produzido pela transformagio via Agrobacterium
tumefaciens com o vetor plasmidial pZM26, o qual contém o gene modificado cry34 (mcry34), que
codifica a proteina inseticida mCry3A, ¢ o gene pmi (manA), que codifica a enzima Fosfomanose
Isomerase (PMI), utilizada como marcador de selegdo no processo de transformacio.

- milho Bt11xMIR162xMIR604xGA21 —

O milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 foi desenvolvido por meio de melhoramento genético classico,
por cruzamento sexual entre linhagens geneticamente modificadas contendo os eventos Btll, MIR162,
GA21 ¢ MIR604. Os trés primeiros eventos foram aprovados para liberagdo comercial pela CTNBio,
individualmente, e também em suas formas combinadas Bt11xGA212 e Bt11xMIR162xGA213. O evento
MIR604 ¢é também objeto de pedido de liberagdo comercial neste processo.

O milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 devera propiciar ao agricultor amplo espectro de controle das
principais pragas-alvo da cultura do milho como lepidépteros (Spodoptera frugiperda, Helicoverpa zea,
Ostrinia nubilalis, Agrotis ipsilon, Elasmopalpus lignosellus e Diatrea saccharalis) e coledpteros-praga
(Diabrotica speciosa), ¢ maior flexibilidade no manejo de plantas daninhas, pela tolerancia aos herbicidas
glifosato e glufosinato de aménia.

Considerando que os eventos Btll, MIR162 ¢ GA2l ja tiveram suas avaliagdes de bioseguranga
realizadas, no presente processo de pedido de liberagdo comercial a proponente buscou integrar a
avaliagio do evento simples, MIR604 (utilizado como linhagem parental para a obtengdo do combinado
Bt11xMIR162xMIR604xGA21). Portanto, foram contempladas as informacgdes de caracterizagdo
molecular, expressdo da caracteristica, impacto ambiental ¢ seguranca alimentar do milho MIR604,
adicionadas as informagdes do milho Btl 1xMIR162xMIR604xGA21 quanto a sua caracterizagdo
molecular, expressio das proteinas, equivaléncia substancial e impacto a organismos nio alvos, no intuito
de demonstrar a auséncia de interagdes entre os eventos parentais que deram origem ao evento combinado
e auséncia de potenciais efeitos indesejados como resultado do melhoramento convencional para a sua

obtengio.
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Espécie: Zea mays L..
Caracteristica(s) inserida(s):
O milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 foi desenvolvido por meio de melhoramento genético classico,
por cruzamento sexual entre linhagens geneticamente modificadas contendo os eventos Btll, MIR162,
GA21, ¢ pelo evento MIR604. As informagdes relativas ao evento MIR604 estéo descritas no processo.
As informacdes dos genes introduzidos, organismos de origem ¢ suas fungdes especificas dos eventos ja
aprovados encontram-se descritos em seus respectivos processos de pedido de liberagdo comercial.
A construgio que deu origem ao evento MIR604 ¢ composta por dois cassetes de expressdo contidos no
plasmideo vetor pZM26. Um cassete contém o gene de interesse mery34 e seus elementos reguladores
MTL e NOS. O outro cassete contem o gene marcador de selegio pmi (manA), que esta sob o controle do
promotor ZmUbilnt, e ¢ finalizado pelo terminador NOS. o gene pmi (manA) de Escherichia coli, que
codifica a enzima Fosfomanose Isomerase (PMI), foi utilizado como marcador de selegdo no processo de
transformagéo.
O gene mcry3A, proveniente de Bacillus thuringiensis codifica uma proteina de 598 aminoacidos € esta
sob regulagio do promotor MTL de Zea mays ¢ do terminador nopalina sintase (NOS) de Agrobacterium
tumefaciens. O gene pmi (manA) de E. coli que codifica uma Fosfomanose Isomerase (PMI) ¢ no vetor
pZM26 esta sob regulagio do promotor do gene da ubiquitina de Zea mays ¢ do terminador NOS de 4.
tumefaciens. PMI tem sido utilizado como um marcador de sele¢do durante o processo de transformagdo
de diversas espécies (BOJSEN et al, 1994; JOERSBO et al., 1998; NEGROTTO et al., 2000). As células
vegetais transformadas com o gene pmi (manA) se desenvolvem em meio de cultura contendo manose
como fonte priméria € unica de energia. Quando expostas a um meio contendo predominantemente ou
exclusivamente manose, os tecidos ndo transformados se mantém dormentes e sdo dominados pelo tecido
transformado. A manose ndo é conhecida como toxica as células vegetais. A inclusdo do pmi (manA)
permitiu a selegio em meio de cultura de plantulas transformadas com o evento MIR604. PMI também
foi utilizado como marcador de selegio para o evento MIR162, conforme descrito em seu processo de
pedido de liberagdo comercial.

Os genes do doador e sequéncias reguladoras presentes no plasmideo pZM26 utilizados no
desenvolvimento do milho MIR604 foram listados (Tabela 2).

O evento Btl1 inclui o gene crylAb de Bacillus thuringiensis, que confere resisténcia a certos
insetos lepidépteros, € o gene pat, derivado do microorganismo do solo Strepfomyces viridochromogenes,
que confere tolerincia ao herbicida glufosinato de aménia e foi utilizado como marcador de selegdo
durante o processo de transformagdo.

O evento MIR162 foi obtido a partir da insergdo do gene vip34a20, que confere resisténcia a
insetos lepidopteros, ¢ do gene pmi (manAd) que codifica a enzima Fosfomanose Isomerase (PMI),
utilizado como marcador de selegio no processo de transformagao.

0 evento GA21 contém o gene mepsps que expressa a enzima Sintase 5-Enolpiruvil Shikimato-3-
Fosfato (mEPSPS). A EPSPS é uma enzima chave no processo do acido shikimico, envolvido na
biossintese dos aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano), encontrada naturalmente em
plantas, fungos e bactérias, € ausente nos animais. A EPSPS ¢ altamente sensivel a produtos herbicidas
contendo glifosato.

A combinaciio de eventos GM por cruzamento convencional esta sendo a estratégia mais usada
para combinar na mesma planta duas ou mais caracteristicas obtidas por transformagdo genética. Na
combinagdo por cruzamento convencional de dois ou mais eventos geneticamente modificados seguros
ndio ha adicdo de nenhuma fonte ou causa de efeitos ndo intencionais. Portanto, o foco da avaliagdo do
risco de eventos GM combinados deve estar nas potenciais interagdes entre eles.

Método de introdugdo da(s) caracteristica(s):
O milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 foi desenvolvido por meio de melhoramento genético
classico, por cruzamento sexual entre linhagens geneticamente modificadas contendo os eventos Btll,

MIR162, GA21, ¢ por linhagens contendo o evento MIR604.
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O evento MIR604 foi produzido por meio de transformacdo via Agrobacterium tumefaciensj/de
embrides imaturos de milho. O gene pmi (mand) foi utilizado como marcador de selegdo durante o
processo de regeneragdo. As plantas regeneradas foram analisadas para a presenga dos genes mCry34 e
pmi (manA) e para auséncia do gene spec (resisténcia a espectromicina). Estas analises foram feitas por
PCR. As plantulas positivas para os dois primeiros genes € negativas para o terceiro foram selecionadas e
transferidas a estufa para a propagacgéo.

Uso proposto: cultivo, produgio, manipulagdo, transporte, transferéncia, comercializagdo, importagéo,
exportagdo, armazenamento, consumo, liberacdo ¢ descarte destes OGMs ¢ de seus derivados, bem como
suas progenies.

IT — Informacdes Gerais

O milho Bt11xMIR162xMIR604xGA21 foi desenvolvido por meio de melhoramento genético
classico, por cruzamento sexual entre linhagens geneticamente modificadas contendo o evento combinado
Bt11xMIR162xGA21, ja aprovado para liberagdo comercial, e linhagem contendo o evento MIR604,
também objeto de avaliagdo para aprovagdo comercial neste processo. As informagdes referentes ao
nimero de copias inseridas do gene; sequéncia nucleotidica do transgene inserido no OGM, indicando os
elementos reguladores presentes — promotores, elementos reguladores em cis, sitios de poliadenilagao,
introns e exons e regido de terminagio da transcri¢do dos eventos individuais Btl11, MIR162 e GA21, ja
aprovados, encontram-se em seus respectivos processos de pedido de liberagdo comerciall, em que
demonstram: (1) apenas uma cépia dos genes inseridos em seus respectivos eventos individuais. (2)
auséncia de qualquer sequéncia estrutural dos plasmideos de transformagdo. As andlises de sequéncia T-
DNA presentes nos Eventos Btl1l, MIR162, GA21 confirmaram que a insergdo estava intacta e que a
contiguidade dos elementos funcionais foi mantida. Analises realizadas no milho Btl1IxMIR162xGA21
confirmaram estes perfis moleculares, conforme apresentado em seu processo de liberagdo comercial
(Processos 01200.002109/2000-04, 01200.007493/2007-08 ¢ 01200.000062/2006-21, Pareceres Técnicos
1255/2008, 2042/2009 e 1597/2008, respectivamente. Processo 01200.000925/2009-11, Parecer Técnico
2040/2009. Processo 01200.005038/2009-21, Parecer Técnico 2722/2010) .

Dados das analises Southern Blot € o sequenciamento do DNA do milho MIR604 demonstram
que (1) apenas uma cépia do gene cry34 modificado (mcry34), do gene da fosfomanose isomerase pmi
(mand), do promotor MTL e do promotor ZmUbilnt estdo presentes; (2) Também foi utilizado Southern
blot com uma sonda especifica para a analise do backbone do vetor. A auséncia de hibridizagdo
demonstra a auséncia de quaisquer sequéncias do vetor backbone pZM26 incorporadas no evento
MIR604 durante o processo de transformagdo, ou seja, o mitho MIR604 ndo contém qualquer sequéncia
estrutural do plasmideo de transformacio pZM26. As analises de sequéncia de todo o T-DNA presente no
evento MIR604 confirmaram que a insergo estava intacta e que a contigiiidade dos elementos funcionais
foi mantida. Uma truncagem de 43 pb na borda direita (RB) da jungdo da inser¢do T-DNA e uma
truncagem de 44 pb na borda esquerda (LB) da juncdo da insergdo T-DNA foram identificadas. Trés
mudangas de um sé nucleotideo também foram identificadas na inser¢do T-DNA. Uma dessas mudangas
ocorreu dentro do promotor MTL, uma regido regulatéria que ndo codifica proteina. As duas outras
mudangas ocorreram dentro da sequéncia codificadora de PMI e da origem a duas mudangas em
aminoacidos. Estas substitui¢des ndo resultaram em qualquer alteragdo aparente no PMI funcional tal
como expresso no milho MIR604. A inser¢do do tDNA do pZM26 incorporado no MIR604 ¢ estavel ao
longo de varias geragdes uma vez que o padrdo de hibridagdo ao longo de trés geragdes de MIR604 (BC4,
BC5 e BC6) foi idéntico. Plantas T5 individuais foram avaliadas para a presenca da caracteristica para
ambos os genes pmi (manA) e mcry3A. A proporgio Mendeliana esperada para plantas positivas €
negativas para a caracteristica hemizigotica nessas populagdes foi de 3: 1.

Foi realizada uma analise das sequéncias gendmicas de Zea mays que flanqueiam o T-DNA do
evento MIR604. Este estudo objetivou determinar se a insergdo do T-DNA ocorreu dentro de um gene
funcional da planta. Adicionalmente, foi analisada a possivel geragdo de “open reading frames” (ORFs)
nas jungdes de T-DNA com o sitio de insergdo no genoma do milho.

A anilise dos 6 ORFs potenciais, que seriam gerados em ambas as extremidades do T-DNA de ligacdo
com o genoma do milho, revelou a presenga de um novo potencial ORF de 258 pb (Figura 12 do
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flanqueante. A sequéncia a montante deste potencial ORF corresponde a sequéncia terminadora € ndo se
encontraram elementos promotores, de modo que ¢ improvavel que ocorra qualquer transcrigdo. Em
conclusdo, a inser¢do do cassete de expressdo MIR604 nio interrompe nenhum gene endoégeno conhecido
ou gera um novo potencial ORF na extremidade 3 ' jungdo com a sequéncia flanqueadora.

Para analisar a Concentragdo das Proteinas mCry3A ¢ PMI no Evento MIR604, plantas de milho
MIR604 ¢ seu hibrido correspondente nio transgénico quase isogénico foram cultivadas em Uberlandia-
MG ¢ Ituiutaba-MG, na safra 2011/12. Para cada parcela foram coletadas amostras de diferentes partes da
planta em 4 estadios fenologicos do milho. Cinco amostras replicadas de cada tipo de tecido foram coletas
por parcela. As proteinas mCry3A e PMI dos hibridos de milho MIR604 foram quantificadas por meio de
ensaios imunoenzimaticos ELISA e tecidos do respectivo hibrido isogénico ndo GM foram coletados
concomitantemente ¢ submetidos s mesmas analises quantitativas, visando confirmar a auséncia de
expressdo das proteinas geneticamente modificadas e interferéncia de outras substancias.

Concentra¢des mensuraveis da proteina mCry3A foram detectadas em todos os tecidos analisados
provenientes dos hibridos de milho MIR604, exceto polen. As concentragdes de mCry3A foram
determinadas tanto com base no peso seco como no peso fresco de cada tecido. A proteina mCry3A nio
foi detectada nas amostras de tecidos do hibrido controle isogénico ndo GM, conforme esperado.

Os teores médios de proteina de mCry3A em folhas, ao longo dos quatro estadios de
desenvolvimento, variaram de 1,07 a 21,50 pg/g em peso fresco (1,19 a 32,11 pg/g em peso seco). Em
raizes, a concentracio de mCry3A variou de 0,45 a 1,19 pg/g em peso fresco (4,21 a 8,12 pg/g em peso
seco). Em plantas inteiras, a concentragdo de mCry3A variou de 0,98 a 3,38 pg/g em peso fresco (5,61 a
9,98 ug/g em peso seco). Enquanto que em gréos, a concentragio de mCry3A variou de 0,07 a 0,17 pg/g
em peso fresco (0,08 a 0,24 pg/g em peso seco). No pélen ndo foi detectada a presenca da proteina
mCry3A (limite de detecgio (LOD) = 0,01 pg/g de peso fresco ¢ peso seco) (dados descitros nas Tabelas
4 ¢ 5 do relatorio).

Concentragdes mensuraveis da proteina PMI foram detectadas em todos os tecidos analisados
provenientes dos hibridos de milho MIR604, na maioria dos estadios de desenvolvimento. A proteina
PMI nio foi detectada nas amostras de tecidos do hibrido controle isogénico ndo GM, conforme esperado.

Os teores médios de proteina PMI, durante todo o ciclo da cultura, em folhas variaram de 0,89 a
1,97 pg/g de peso fresco (2,13 a 5,18 pg/g de peso seco). Em raizes, a concentragdo de PMI variou de
0,10 a 0,15 pg/g de peso fresco (0,63 a 1,08 pg/g de peso seco). Em plantas inteiras, a concentragdo de
PMI variou de 0,46 a 0,75 pg/g de peso fresco (1,60 a 4,60 pg/g de peso seco). Em gréos, a concentragéo
de PMI variou de 1,25 a 1,5 pg/g de peso fresco (1,78 a 1,79 pg/g de peso seco). Em pélen a concentragéo
de PMI medida foi 13,50 pg/g de peso fresco (16,69 pg/g de peso seco).

As duas proteinas analisadas (mCry3A e PMI) foram detectadas em todos os tecidos (folha, raiz,
planta inteira, polen e grio) analisados, embora a baixos niveis.

Nenhuma evidéncia nos dados observados sugere tendéncia de modificagdo ou acumulagdo das
proteinas mCry3A e PMI ao longo do desenvolvimento das plantas de milho MIR604 demonstrando que
a expressdo destas proteinas ¢ estavel ao longo do desenvolvimento da planta

0 evento MIR604 est4 localizado no cromossomo um. No milho Bt11xMIR162xMIR604xGA21
ndio foram observadas quaisquer alteragdes na localizagdo dos insertos, mantendo-se o evento MIR604 no
cromossomo um, o evento Btll no cromossomo oito; o evento GA21 situado no cromossomo um € 0
evento MIR162 no cromossomo ¢inco.

A analise molecular comparativa do milho Btl11xMIR162xMIR604xGA21 demonstrou que 0s
genes crylAb, pat, vip34a20, pmi (manA), mCry3A e mepsps foram herdados de maneira estavel do milho
Bt11xMIR162xMIR604xGA21. Nio eram esperadas quaisquer alteragdes, visto que a combinagdo destes
eventos foi obtida por cruzamentos sexuais, pratica comum no processo de melhoramento genético
classico. Foram realizadas diferentes analises de Southern para caracterizar o inserto no milho MIR604. O
DNA gendmico foi isolado a partir de plantas da 6° geracdo de retrocruzamento (BC6) do evento
MIR604, método proposto por Thomas et al. (1993). Todas as plantas usadas para o isolamento do DNA
foram analisadas individualmente usando PCR TagMan® para confirmar a presenga de uma unica copia
do gene mcry3A e do gene pmi (manA). Para os controles segregantes negativos, o DNA foi isolado de
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mcry3A, pmi (mand) e backbone) ou a geragdo do retrocruzamento seis (BC6) (usado para a analise
Southern de MTL e ZmUbilnt) do evento MIR604.

A analise molecular comparativa foi realizada com a finalidade de confirmar a integridade
gengética dos insertos Btl1, MIR162, MIR604 ¢ GA21 ao longo do processo de melhoramento genético
classico utilizado para obter o milho Btl IxMIR162xMIR604xGA21 (por meio de cruzamentos sexuais
entre linhagens contendo estes eventos). Os fragmentos hibridizados a partir do milho combinado
Bt11xMIR162xMIR604xGA21 apresentaram o tamanho esperado para os eventos Btll, MIR162,
MIR604 ¢ GA21, demonstrando que a integridade dos insertos foi mantida durante o processo de
melhoramento genético classico com finalidade de combinagédo destes eventos.

A concentragdo das proteinas CrylAb, PAT, Vip3Aa20, PMI, mCry3A ¢ mEPSPS presentes no
milho Bt11xMIR162xMIR604xGA21 foi determinada por meio de ensaios imunoenzimaticos ELISA em
diferentes tecidos (folha, raiz, planta inteira, polen ¢ grio) € em dois estadios do desenvolvimento (antese
¢ maturidade) de plantas cultivadas no Brasil. Para a maioria dos tecidos analisados nas diferentes fases
de desenvolvimento, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre a expressdo de cada uma das
proteinas expressas no milho Btl11xMIR162xMIR604xGA2]1 e no milho contendo os eventos
isoladamente. A expressdo das seis proteinas analisadas (CrylAb, PAT, Vip3Aa20, mCry3A, PMI ¢
mEPSPS) para os cinco diferentes tipos de tecidos (folha, raiz, planta inteira, pélen € grdo) no milho
Btl 1IxMIR162xMIR604xGA21 foi consistentemente similar & expressdo dos eventos quando
apresentados individualmente no milho, ou seja, milho Btll, milho GA21, milho MIR162 ¢ milho
MIR604. Dessa forma, as avaliagdes do risco para a saide humana, animal e ambiental realizadas
anteriormente para estes eventos podem ser aplicadas ao milho com estes eventos combinados. As unicas
diferencas estatisticas significativas encontradas entre a concentragio média da proteina no hibrido
Bt11xMIR162xMIR604xGA21e seus respectivos hibridos de evento simples foram nos tecidos planta
inteira ¢ grios para a proteina Vip3Aa20 e folhas para mCry3A. Ainda assim, a expressdo destas
proteinas foi menor no milho com os eventos combinados.

As concentragdes de CrylAb, PAT, Vip3Aa20 ¢ mEPSPS foram, em geral, estatisticamente
similar entre o hibrido Btl1xMIR162xMIR604xGA21 e os hibridos individuais correspondentes. A
expressio da proteina transgénica ndo foi alterada no hibrido do evento combinado
Bt11xMIR162xMIR604xGA21 comparado aos hibridos individuais. Adicionalmente, como esperado, a
concentragio PMI total foi consistentemente maior nos tecidos do hibrido Bt1 1xMIR162xMIR604xGA21
quando comparado as concentragdes de PMI no evento MIR162 ou evento MIR604, refletindo a
expressio de ambos os PMI no evento combinado. Embora estejam presentes trés eventos para a
caracteristica de resisténcia a insetos no milho Bt1 1xMIR162xMIR604xGA21, ndo era esperada qualquer
interagdo ou efeito aditivo na expressdo destas proteinas, visto que as proteinas CrylAb, Vip3Aa20 e
mCry3A sdo expressas por genes independentes e por apresentarem modos de agdo distintos. Portanto, a
avaliacio do risco realizada para os eventos individuais pode ser aplicada aos mesmos quando de forma
combinada.

Estudos de campo para a avaliagio das caracteristicas agronomicas ¢ fenotipicas realizados em
seis locais do Brasil comprovaram que o evento Btl1xMIR162xMIR604xGA21 apresenta 0 mesmo
desempenho do isogénico convencional, com mesmo background genético, comprovando a auséncia de
potencial para se tornarem planta daninha. Adicionalmente, ensaios de eficacia de insetos foram
realizados em parcelas de campo que estavam infestadas de populagdes de Diabrotica speciosa e
Spodotera ﬁcgzperda ¢ comprovaram a eficiéncia do milho Btl11xMIR162xMIR604xGA21 em controlar
as principais pragas da cultura do milho. Da mesma forma, este milho combinado manteve a tolerancia
aos herbicidas glufosinato de aménia e glifosato, como esperado.

Nio foram observados efeitos pleiotropicos € epistaticos ocasionados pela presenca dos eventos
Bt11, MIR162, MIR604 ¢ GA21 ou pela combinagio destes no milho Bt11xMIR162xMIR604xGA21.

. III - Aspectos relacionados a saiide humana e dos animais

XXXXXX XXX XXX XXX XXXXX



O i Mini;tério da Ciéncia? Tecnologia e Inovagdo - MCTI
micwacio Comisséo Técnica Nacional de Biosseguranga - CTNBio
Secretaria Executiva

vy At Parecer Relator — Liberacio Comercial

§ comiss3e téenica nacional

X ATYAA N T ADTATT ™A CTTNADT A T ANTTR A I

AOLAA ANEAAIDDO U TARCULIN 2A SD1IVUNIAL AUNDIVIAG T TAUIVEE

IV - Aspectos Ambientais

O milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 foi desenvolvido por meio de melhoramento gen
classico, por cruzamento sexual entre linhagens geneticamente modificadas. A analise molecular
comparativa demonstrou que os genes dos eventos Btl11, MIR162, MIR604 ¢ GA21 sdo independentes.
Trate-se de vias distintas e, portanto ndo se deve esperar que a presenca dos genes tenha algum efeito
diferente daquele que se espera para cada caracteristica quando presentes de forma independente. As
informagBes provenientes de analise molecular comparativa, de analise de expressdo de proteina, perfil
composicional e avaliagdes agronémicas corroboram com o fato de que os genes presentes nos referidos
eventos atuam independentemente.

A produgio e viabilidade de polen ndo foram alteradas pela modificacio genética, para a
obtengdo do milho MIR604 ¢ do milho Bt11xMIR162xMIR604xGA21. Portanto, a dispersdo de pdlen
pelo vento ¢ a frequéncia de cruzamento ndo deve ser diferente do que para outras variedades de milho. O
fluxo génico entre os milhos Btl IxMIR162xMIR604xGA21 ¢ milho MIR604 € outras variedades de
milho cultivadas sera semelhante ao que ocorre naturalmente entre variedades de milho cultivadas no
presente momento. Em estudo realizado no Brasil, verificou-se que a fecundagio cruzada entre lavoura de
milho Bt e convencional foi menor que 1%, utilizando o isolamento de 100 m ¢ constatou-se que, em
média, 82% da fecundagio cruzada ocorre nos primeiros 30 m (NASCIMENTO et al, 2012). A
deposigdo de pélen €, consequentemente, a possibilidade de fecundagdo cai com a distancia da fonte. Em
distancias maiores que 30m-50m, os niveis de dispersdo sdo muito baixos (PLEASANTS et al., 2001;
JAROZ et al., 2003; PATERNIANI; STORT, 1974).

O Milho (Zea mays ssp. Mays) hibridiza liviemente com o teosinto anual (Zea mays ssp.
Mexicana), quando préximos. Estes parentes de milho selvagens sdo nativos da América Central ¢ ndo
estdo presentes no Brasil. Tripsacum, outro género relacionado a Zea, também néo apresenta ocorréncia
no Brasil. Devido a auséncia de espécies sexualmente compativeis relacionadas com Z. mays no Brasil
ndo existe a possibilidade de ocorréncia de fluxo génico interespecifico.

O levantamento de entomofauna realizado para o milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 em
comparagio com ao seu isogénico convencional, em ensaios conduzidos no Brasil, na safra 2011/12
demonstrou que ndo sio esperados efeitos em organismos indicadores relevantes nos ecossistemas de
cultivo comercial de miltho. Também nio é esperado qualquer efeito adverso nos organismos indicadores
com o cultivo do milho MIR604, uma vez que a combinagdo destes eventos com o evento MIR604 néo
levou a alteragdes na expressdo das proteinas. Os resultados das analises moleculares indicam que ndo ha
interagdo entre os eventos.

Nenhuma modificacio genética visando a alteragio da capacidade de reprodugio, sobrevivéncia e
disseminagio ou transferéncia de genes para outros organismos foi inserida no milho
Bt11xMIR162xMIR604xGA21 ou no milho MIR604. A  resisténcia dos  milhos
Bt11xMIR162xMIR604xGA21 ¢ MIR604 a alguns insetos pragas ¢ a tolerdncia do milho
Bt11xMIR162xMIR604xGA21 a herbicidas torma pouco provavel que aumente a sua capacidade de
invasdo, porque a facilidade no controle de plantas daninhas, a falta de competitividade, auséncia de
dorméncia sdo as principais razdes que nio tornam o milho uma planta daninha persistente (CERA,
2011a, 2011b, 2011c).

As caracteristicas agrondmicas e fenotipicas do milho Btl11xMIR162xMIR604xGA21 foram
avaliadas em comparagio ao milho isogénico convencional ¢ hibridos convencionais comerciais com
intuito de identificar alguma alteragdo ndo intencional que pudesse tornar o referido milho em planta
daninha.

O milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 foi comparado com seu isogénico convencional
(controle) ¢ mais sete hibridos convencionais foram também empregados para fornecer um intervalo de
valores comuns a hibridos comerciais de milho. Os estudos foram conduzidos em experimentos de
campo, em 6 localidades de cultivo representativas do Brasil: Cruz Alta-RS, Holambra-SP, Uberlandia-
MG, Ituiutaba-MG, Formosa-GO e Lucas do Rio Verde-MT. Nove caracteristicas fenotipicas e
agrondmicas foram avaliadas durante o experimento: florescimento masculino, florescimento feminino,
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doengas foliares, altura de plantas, altura da insergdo da espiga, porcentagem de plantas eretas por ocasi
da colheita, textura de grio, cor do grio e rendimento de grios. O experimento foi conduzido em bloco
casualizados com 3 repetigdes.

Em uma anilise combinada dos dados gerados nos diferentes locais, ndo foram detectadas
diferengas significativas entre o milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 e o milho isogénico convencional
para nenhuma das caracteristicas fenotipicas e agrondmicas avaliadas (Tabelas 17 ¢ 18).

Adicionalmente, dados fenotipicos ¢ agrondmicos foram coletados, em 10 locais dos EUA,
representativos das condigBes agrondmicas das principais regides de cultivo do milho, na safra 2006. O
milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 foi comparado com milho isogénico convencional. Dezenove
caracteristicas fenotipicas € agrondémicas foram avaliadas durante o experimento: % plantas estéreis,
espigas caidas, plantas emergidas, crescimento precoce, vigor da plantula, altura de espiga, acamamento
precoce de plantas pela raiz, umidade do grdo, populagdo de plantas na colheita, unidades de calor para
50% da emissdo do estilo-estigma, unidades de calor para 50% da liberagdo de poélen, integridade da
espiga na colheita, avaliagdo da cor da folha, acamamento tardio de plantas pela raiz, altura de planta,
acamamento do colmo, peso de grdos, produtividade e incidéncia de Cercospora. O experimento foi
conduzido em blocos casualizados, com cinco repeticdes. O milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21
apresentou desempenho correspondente em relagdo ao hibrido controle.

Na Argentina, o estudo foi conduzido em Santa Isabel, nas safras 2009/2010 e 2010/2011, ¢ as
caracteristicas avaliadas foram: florescimento masculino, florescimento feminino, doengas foliares, altura
de plantas, nimero de plantas quebradas, nimero de plantas acamadas, umidade de grios e rendimento de
grdos. Ndo foi verificada nenhuma diferenga significativa entre os tratamentos. Todos esses estudos
confirmam o desempenho similar entre o milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 € o isogé€nico
convencional.

Os experimentos de campo realizados no Brasil, Estados Unidos ¢ Argentina demonstraram que
os resultados obtidos das caracteristicas fenotipicas e  agrondmicas do  milho
Bt11xMIR 162xMIR604xGA21 ficaram dentro do intervalo de respostas que sdo esperados para a cultura
do milho. Portanto, potencial do milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21 em se tornar uma planta daninha
ndo & diferente do milho convencional. Da mesma forma, nio ¢ esperada qualquer alteragio fenotipica €
agrondmica entre 0 milho MIR604 em relagdo ao seu isogénico convencional, uma vez que este evento
visa resisténcia a coleopteros Praga.

Os niveis de expressio da proteina mCry3A no milho MIR604 ndo diferem no milho
Bt11xMIR162xMIR604xGA21, demonstrando que nio ha efeitos de interagdo entre os eventos de forma
que o milho MIR604 tivesse um comportamento diferente a0 combinado. Além disso, tanto o milho
MIR604 quanto o milho Bt1 1xMIR162xMIR604xGA21 sdo cultivados ha alguns anos em outros paises
(onde n3o houve evidéncia de qualquer alteragdo na capacidade de reprodugdo, sobrevivéncia,
disseminagdo ou transferéncia dos genes inseridos para outros organismos).

As amostras de solo de parcelas onde foi cultivado o milho hibrido transgénico
Bt11xMIR 162xMIR604xGA21, tanto em Uberlindia quanto em Ituiutaba, apresentaram concentragdes de
proteina mCry3A abaixo do limite de detecgdo através das tiras analiticas, isto €, abaixo de 0,050 ng.g
solo-1. As formulacdes microbianas de B. thuringiensis vém sendo utilizadas ha séculos como
biopesticidas em sistema de produgdo orginica ou sob condigdes convencionais agricolas € os milhos
geneticamente modificados, que expressam proteinas CrylAb, ja vém sendo cultivado em diversos paises
ha mais de 15 anos. Além disso, o milho MIR604 ja foi aprovado em varios paises sem nenhuma
ocorréncia de efeito adverso da proteina mCry3A aos organismos nio alvo.

Recentemente, foi publicado um relatério que compila 50 projetos, gerados na ultima década,
relacionados com os aspectos de biosseguranca dos OGMs na Europa. As concluses corroboram com a
maioria dos estudos publicados, que nenhuma diferenca importante no comportamento de parasitoides,
taxa de parasitismo e longevidade de adultos foi observada entre as culturas Bt ¢ suas linhas isogénicas
(COMISSAO EUROPEIA, 2010).

Em conclusdo, os resultados apresentados nesse documento, comprovam a seguranga dos eventos
MIR604 ¢ do milho BtllxMIR162xMIR604xGA21lao meio ambiente. Além disso, o historico de
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V - Restrigdes ao uso do OGM e seus derivadeos i\ Fing.:

N
Conforme estabelecido no art. 1° da Lei 11.460. de 21 de marco de 2007, “ficam vedados a pesquisae G”
cultivo de organismos geneticamente modificados nas terras indigenas e areas de unidades de

conservagio”.

VI - Consideracgdes sobre particularidades das diferentes regides do Pais (subsidios aos érgios de
fiscalizagdo)

Conforme estabelecido no art. 1° da Lei 11.460. de 21 de margo de 2007, “ficam vedados a pesquisa € 0
cultivo de organismos geneticamente modificados nas terras indigenas ¢ areas de unidades de

conservagio”.

VII - Conclusio

Com base nos dados e informagdes apresentadas neste documento, verifica-se que os eventos combinados
no milho Bt11xMIR162xMIR604xGA21 mantiveram a integridade das construgdes génicas herdadas dos
parentais durante o processo de melhoramento genético classico. Os eventos foram bem caracterizados
molecularmente, n3o havendo indicios de interagdo entre eles quando reunidos por via sexual em uma
mesma planta. Além disso, ficou demonstrado que ndo houve interagio entre as vias metabdlicas em que
atuam as proteinas presentes e; principalmente, que a expressio das proteinas neste milho combinado néo
é significativamente diferente da expressdo observada nos eventos parentais que o compde. Dessa forma,
assim como seus eventos individuais, o milho com a combinagdo Btl1xMIR162xMIR604xGA21 nio
ocasiona impacto significativo sobre o ambiente Além disso, nio foram evidenciadas alteragdes botanicas
que possam conferir vantagens adaptativas ao milho com a combinagdo Bt11xMIR1 62xMIR604xGA21.

O milho Btl IxMIR162xMIR604xGA21 encontra-se aprovado no Japdo (2010), Coréia (2010), México
(2010), Taiwan (2011), Argentina (2012) e Coldmbia (2012), além de paises como EUA, Canada ¢
Australia/Nova Zelandia, cujas agéncias reguladoras ndo requerem dados adicionais para eventos
combinados por melhoramento convencional, exceto em casos muito especificos. Assim, com base no seu
histérico de uso € no conjunto de evidéncias obtidas com base nos dados ¢ informagdes apresentadas pela
proponente, é possivel concluir que o milho Bt11xMIR162xMIR604xGA21 ndo ocasiona impacto
significativo sobre o ambiente.

Considerando o conjunto de evidéncias obtidas que demonstram a seguranca para o cultivo do milho
MIR604 e do milho Bt11xMIR162xMIR604xGA21, sou de parecer favoravel a liberagdo comercial do
milho MIR604 ¢ do milho Btl1xMIR162xMIR604xGA21, no que se refere ao cultivo, produgio,
manipulagio, transporte, transferéncia, comercializagdo, importagdo, exportagdo, armazenamento,
consumo, liberagio ¢ descarte destes OGMs e seus derivados, bem como suas progénies, nos preceitos da
Lein® 11.105, de 24/03/2005.

A CTNBio considera que essa atividade nio é potencialmente causadora de significativa degradacéo do
meio ambiente ou de agravos 2 satide humana e animal. As restrigdes ao uso do OGM em analise e seus
derivados estio condicionadas ao disposto na Lei 11.460. de 21 de margo de 2007.
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Com relacio ao plano de monitoramento pds-liberacdo comercial a CTNBio determina que sejam
secuidas as instrucdes e executadas as acdes técnicas de monitoramento constante na Resolucdo
Normativa 09 da CTNBio de 02 de dezembro de 2011.
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