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Assunto: Liberacdo comercial da farinha de trigo geneticamente modificado,
evento IND-@@412-7.

Requerente: Tropical Melhoramento Genético S.A.

CQB: 284/09

CNPJ: 6.331.414/0001-80

Endereco: Rod. Celso Garcia Cid Km 87, no municipio de Cambé/PR.
Extrato Prévio: 6507/2019

Decisdo: Deferido

Reunido: 2462 Reunido Ordinaria ocorrida em 11/11/2021

Identificacdo do OGM:

Designacdo do OGM: Trigo HB4

Espécie: Triticum aestivum

Caracteristica Inserida: O trigo geneticamente modificado pela introdugéo
do gene HaHB4 apresenta o fenotipo de tolerancia a diversos estresses
ambientais, incluida a tolerancia ao déficit hidrico e a tolerancia a herbicidas

baseados em glufosinato de amonio.

Meétodo de introducéo da caracteristica: O trigo IND-00412-7 foi
produzido utilizado um método de co-transformacéo com dois plasmideos.
Ambos os vetores estdo baseados em uma série de plasmideos que utilizam o



promotor de ubiquitina de milho para direcionar a expressdo de genes em
plantas.

Uso proposto: uso exclusivo em alimentos, ra¢cdes ou produtos derivados ou
processados.

Solicitagéo:

A Comissao Interna de Biosseguranca da Tropical Melhoramento e Genética
S.A. solicitou a CTNBIo parecer para comercializa¢do do derivado (farinha)
do trigo geneticamente modificado para tolerancia a seca e a herbicida, evento
IND-@@412-7, contendo o gene HaHB4 proveniente de Girassol, para
importacao e uso exclusivo em alimentos, rag0es ou produtos derivados.

O evento de trigo IND-00412-7 foi desenvolvido pela empresa argentina
Bioceres. No Brasil, Bioceres e Tropical Melhoramento e Genética (TMG)
firmaram uma parceria para viabilizar o uso desse evento transgénico no pais.
Por meio dessa parceria, a TMG teve acesso aos estudos realizados para
solicitar a liberacdo comercial do evento.

O gene HaHB4, proveniente do Girassol (Helianthus annuus) confere ao trigo
significativo potencial para aumento de produtividade em situacdes e
ambientes de baixa disponibilidade hidrica, sem prejudicar o teto produtivo
em condic¢des ambientais Otimas para a cultura. Tal contribuicdo tem sido
demostrada ao longo de diversos anos e locais de testes na Argentina.

Os dados aqui apresentados sdo oriundos de estudos realizados na Argentina.
Foram testados a campo o evento de trigo IND-00412-7 (também designado
como “trigo HB4”), o controle parental convencional (ndo geneticamente
modificado) e variedades comerciais de referéncia. O evento IND-00412-7 foi
gerado através da metodologia de bombardeamento de microparticulas e
contém os seguintes genes: 1) o gene do fator de transcricdo HaHB4 do
girassol; 2) o gene bar de Streptomyces hygroscopicus que confere tolerancia
ao glufosinato de amonio. O gene HaHB4 (Helianthus annuus Homeobox 4),
naturalmente presente no girassol, € expresso em niveis muito baixos, e
ativado quando as plantas sdo submetidas a condicdes de estresse hidrico,
salino, escuriddo ou ataques de insetos. Assim, a proteina HAHB4 é um
componente natural da alimentagdo humana e animal.

O evento IND-00412-7 possui uma copia completa do gene HaHB4 com
elementos regulatorios funcionais e duas copias completas do gene bar com
seus elementos regulatdrios na posicéo correta. A proteina HAHB4 no evento
IND-00412-7 pertence a familia de fatores de transcricdo HD-Zip,
caracterizada pela presenca de dois dominios funcionais: 0 Homeodominio
(HD), responsavel pela ligagdo ao DNA e um motivo de “Ziper de Leucinas”



(LZ), envolvido na interacéo proteina e dimerizacdo. A proteina ndo possui
nenhuma funcéo inseticida ou de tolerancia a herbicida e atua principalmente
em resposta a estresse abidticos, principalmente em vias sinalizadas por
etileno. A proteina PAT presente no evento IND-00412-7 confere as plantas o
fendtipo de tolerancia a herbicidas baseados em glufosinato de amonio,
através da expressao da proteina fosfinotricina N-acetil-transferase.

Foram realizadas diversas analises, avaliacdes e estudos a campo e em
laborat6rio com o evento transgénico IND-00412-7, na Argentina, para
comprovar sua seguranca alimentar e ambiental.

A anélise extensiva da proteina HAHB4 confirma a sua seguranca alimentar,
nutricional e ambiental. Esta conclusdo baseia-se em um peso de evidéncias
de multiplas fontes: origem do gene a partir de vegetal ja utilizado na
alimentac@o humana e histérico de uso e exposicéo; avaliacdo da
digestibilidade e estabilidade térmica da proteina HAHB4 em ensaio in vitro;
comparacdes de bioinformatica da sequéncia de aminoacidos com toxinas,
alérgenos e sequéncias alergénicas conhecidas; estado de glicosilacdo; estudo
de toxicidade oral da proteina HAHB4; e nivel de proteina HAHB4 em
forragem e gréo de trigo IND-00412-7.

O ensaio in vitro de fluido gastrico simulado revelou uma rapida degradacéo
da proteina HAHB4. Néo foram observados fragmentos de proteina apos 0s
primeiros 30 segundos de digestdo. A proteina HAHB4 néo se fragmentou
durante a exposicéo a ciclos de calor prolongados, 0 que permite que a
proteina seja observada através de analises SDS-PAGE. Pesquisas de
bioinformatica nédo revelaram homologia de HAHB4 com proteinas
alergénicas ou toxicas conhecidas. Os resultados indicam a improbabilidade
de que a proteina HAHBA4 cause uma reacdo alérgica em seres humanos ou
que seja tdxica para seres humanos ou animais e, portanto, € segura para
consumo humano e animal.

Um estudo de toxicidade oral da proteina HAHBA4 foi conduzido em ratos na
dose de 3822 mg da proteina HAHB4 por kg de peso corporal. Todos 0s ratos
sobreviveram e ndo apresentaram quaisquer efeitos adversos causados pela
proteina testada durante o estudo. Todos esses resultados sugerem que a dose
maxima tolerada de proteina HAHB4, sem a observagao de efeitos adversos, e
maior do que 3822 mg/kg PC e, portanto, o Nivel de Efeito Adverso N&o
Observado (NOAEL) é superior a 3822mg/kg PC. Por essa razdo, conclui-se
que a toxicidade oral aguda deve ser muito baixa, uma vez que nenhuma
mortalidade foi observada em ratos, assim como nenhum efeito adverso foi
observado pelo consumo da proteina HAHBA.

A proteina PAT é expressa em inimeras culturas transgénicas que foram
aprovadas para sua liberacdo comercial (ver, por exemplo, EFSA, 2007a, b e



c, 2011 e 2013). Essas aprovacdes incluiram abundante informacéo e dados
sobre as caracteristicas fisico-quimicas da proteina PAT que confirmam a
caréncia de propriedades alergénicas ou toxicas, incluindo a sua
digestibilidade, sensibilidade térmica e auséncia de toxicidade (Hérouet et al.,
2005). A auséncia de a¢des toxicas atribuiveis a proteina PAT tem sido
amplamente verificada ao longo de quase 20 anos de consumo de diversas
culturas geneticamente modificada que possuem 0 gene e que expressam a
proteina PAT (CERA, 2011, 2012).

Os niveis de expressao da proteina HAHB4 foram determinados em sementes
de trigo e tecido foliar colhidas de ensaios de campo na Argentina (2012-
2013). Um método LC-MS / MS especifico e sensivel foi desenvolvido e
validado para detectar os baixos niveis esperados deste fator de transcricéo.
Como esperado para um fator de transcricdo, os niveis de expressao da
proteina HAHBA4 no evento de trigo IND-00412-7 estavam abaixo do limite
inferior de quantificacdo (LLOQ). Isso sugere que o evento de trigo IND-
00412-7 ndo contém niveis de proteina transgénica que possam afetar
negativamente organismos ndo-alvo, pois a expressao do gene HaHB4 no
evento de trigo IND-00412-7 é extremamente baixa. Assim, a proteina
HAHB4 ndo tém potencial para produzir efeitos adversos nos niveis de
exposicdo no campo sobre espécies representativas de invertebrados
benéficos.

A anélise composicional do evento de trigo IND-00412-7 foi realizada
seguindo o documento de consenso da Organizacgédo para a Cooperacgéo e
Desenvolvimento Econdmico (OCDE) (2003a). Foram determinados 45
componentes (nutrientes, micronutrientes, vitaminas, minerais e
antinutrientes) em amostras de gréo e forragem procedentes do evento
transgénico IND-00412-7, do controle parental convencional Cadenza, e de
um conjunto de variedades comerciais de referéncia, obtidas de ensaios de
campo realizados em seis localidades diferentes da Argentina. Considerando a
variabilidade natural que apresenta a composi¢ao das culturas de trigo, a
composicao do trigo IND-00412-7 foi substancialmente equivalente a
composicao de seu controle parental convencional e/ou estava dentro da
variabilidade natural das variedades comerciais de referéncia e/ou dentro do
intervalo reportado na literatura.

Aspectos relacionados a Saude Humana e dos Animais e Seguranca
Alimentar:

O girassol é cultivado e consumido no Brasil. O Estado de Mato Grosso (MT)
é responsavel por aproximadamente 51% da area semeada com girassol no
Brasil. Goias (16.600 ha) e Minas Gerais (9.300 ha) sdo o segundo e o terceiro
produtor, respectivamente (CONAB, 2018). A respeito da inocuidade da
proteina HAHB4, originada nesse organismo doador, é relevante mencionar



que HAHBA4 é um fator de transcricdo (FT) natural de girassol, cultura que
tem sido parte da alimentacdo humana ha séculos e que ndo tem sido
identificada como uma fonte significativa de alérgenos. Segundo as
observacOes experimentais realizadas, 0o HAHB4 e expresso naturalmente em
girassol, em condic@es de estresse hidrico, salino, em escuridao e perante
atague de insetos, constituindo um dos pilares da planta na sua defesa contra
fatores ambientais (Gago et al., 2002; Manavella et al., 2008a, b e ¢). O
HAHB4 é, assim, um componente natural da alimentagdo humana e animal.

Os efeitos dos genes introduzidos no trigo IND-@@412-7 estao restritos a
tolerancia a fatores ambientais adversos (proteina expressa HAHB4) e
tolerancia a herbicidas a base de glufosinato de aménio (proteina PAT). A
extensiva andlise da proteina HAHB4 confirma a sua seguranga na
alimentacdo humana e animal. Esta conclusédo baseia-se em evidéncias de
multiplas fontes:

a) origem do gene a partir de vegetal ja utilizado na alimentagdo humana e
histdrico de uso e exposicao;

b) avaliacdo da digestibilidade e estabilidade térmica da proteina HAHB4 em
ensaio in vitro;

c) comparacdes de bioinformatica da sequéncia de aminoacidos com toxinas,
alérgenos e sequéncias alergénicas conhecidas;

d) estado de glicosilacéo;
e) estudo de toxicidade oral da proteina HAHB4; e
f) nivel de proteina HAHB4 em forragem e grdo de trigo IND-@@412-7.

O ensaio in vitro de fluido gastrico simulado revelou uma rapida degradacéo
da proteina HAHB4. Néo foram observados fragmentos de proteina apos os
primeiros 30 segundos de digestdo. A proteina HAHB4 néo se fragmentou
durante a exposicéo a ciclos de calor prolongados, o0 que permite que a
proteina seja observada através de analises SDS-PAGE. Houve uma ligeira
alteracdo na mobilidade eletroforética apos um curto periodo a 90°C, o que
ndo foi significativo. Pesquisas de bioinformatica ndo revelaram homologia de
HAHB4 com proteinas alergénicas ou toxicas conhecidas. Os resultados
indicam a improbabilidade de que a proteina HAHB4 cause uma reacao
alérgica em seres humanos ou que seja toxica para seres humanos ou animais
e, portanto, é segura para consumo humano e animal.

A proteina HAHB4 é expressa em quantidades muito baixas no trigo HB4, é
rapidamente degradada no trato digestivo e ndo interage com sistemas



bioldgicos préprios de animais, incluido o reprodutor. A proteina PAT esta na
dieta humana faz quase 20 anos e nunca foram reportados efeitos adversos
sobre a gestagdo em animais que consomem as quantidades presentes nas
culturas que expressam a proteina. Ambos os produtos tém caracteristicas que
comprovam sua inocuidade e tém histdrico de uso seguro, por isso é bem
pouco provavel que causem algum efeito nocivo em animais.

Fatores de transcri¢do (FT) sdo proteinas que controlam a expressao de outros
genes. Como o trigo HB4 superexpressa um FT que afeta, entre varias
categorias génicas, alguns genes que codificam inibidores de alfa-amilase e
tripsina (varios desses genes estdo envolvidos em alergias causadas pelo
consumo de farinha de trigo), foi pedido a requerente que realizasse uma
analise do transcriptoma por RNA-Seq dos grédos de trigo ndo transgénico e
HB4. Dessa maneira, seria possivel avaliar quais genes tiveram seu padrao de
expressao alterado pela acdo do FT HB4, os processos biologicos a eles
associados e particularmente se genes com potencial alergénico foram
afetados.

Em atendimento a diligéncia da CTNBIo, a requerente realizou um
experimento em camara de crescimento, coletando gréos de trigo entre 14 e 21
dias apoés a antese, de plantas dos gendtipos Cadenza (ndo transgénico) e HB4
(transgénico) submetidos a seca e também mantidos sob irrigacdo normal.

Apds o sequenciamento e geracdo de dados de RNA-Seq, a analise de
expresséo diferencial foi feita utilizando-se a ferramenta EdgeR. Genes foram
considerados diferencialmente expressos em comparagoes de pares (entre
gendtipos e entre condicdes de seca/irrigacdo dentro do mesmo genotipo)
quando houve uma variacdo do valor logaritmico de fold change maior que 1
ou menor que -1. O nimero de genes diferencialmente expressos, em cada
uma das comparacdes entre genotipos e condi¢des de secalirrigacao, €
apresentado na Tabela 1. Além disso, na mesma tabela, ao lado da coluna com
0 numero total de genes diferencialmente expressos, encontra-se uma coluna
que informa gquantos desses genes sao descritos como potencialmente
alergénicos, de acordo com o trabalho de Juhasz et al. (2018).

Tabela 1. Numero de genes diferencialmente expressos entre HB4 e Cadenza
nas diferentes condicGes de seca (estresse) e irrigacao (N).

Genes Regulados Genes Regulados
Comparagao Positivamente Negativamente
Total Juhész et al. (2018) Total Juhdsz et al. (2018)
HB4 vs Cad (irrigacdo) 258 19 62 1
HB4 vs Cad (seca) 69 2 82 2

Cad seca vs Cad irrigagcdo | 1667 101 2420 6



HB4 seca vs HB4

S 574 100 1600 6
irrigagdo

Para que se pudesse avaliar a quais processos biolégicos os genes
diferencialmente expressos estdo associados, foi feita uma analise de anotacéo
de ontologia génica, utilizando-se a ferramenta BLast2Go. Os genes que sao
superexpressos no gendtipo Cadenza, na condicdo de seca comparada a
condicdo irrigada, estdo envolvidos em processos bioldgicos relacionados
principalmente a fotossintese, producédo de oxido nitrico (estratégia associada
a protecéo ao estresse hidrico), modificacdo da parede celular, resposta a
escassez hidrica e controle da conformacdo proteica. O gendtipo HB4 também
apresenta genes superexpressos relacionados a varios desses mesmos
processos bioldgicos identificados no Cadenza. Dentre um total de 18
processos bioldgicos relacionados a alteragdes na expressdo génica no trigo
HB4 durante a seca, 14 sdo comuns aos processos biologicos afetados no
gendtipo Cadenza, indicando o uso de estratégias semelhantes pelos dois
gendtipos na resposta ao deficit hidrico.

Com relacdo a expressao especifica de genes que codificam proteinas com
potencial alergénico, ambos 0s genotipos superexpressam nimero semelhante
de genes, 100 e 101 genes no trigo HB4 e no trigo Cadenza, respectivamente,
em condicdes de seca. A analise dos niveis de expresséo revela que os valores
observados no gendétipo HB4 em condicgédo de seca sdo semelhantes aos
encontrados ndo s6 no genotipo Cadenza como também em outros genotipos
de trigo descritos na literatura e disponiveis no banco de dados Wheat-
Expression (www.wheat-expression.com).

A comparacéo de genes diferencialmente expressos entre os dois gendtipos na
condicéo irrigada revelou que 258 genes estdo superexpressos no trigo HB4.
Esses genes estdo envolvidos principalmente em processos fotossintéticos. Ja
na condicdo de seca, 0S genes superexpressos no genotipo HB4 em relagédo ao
Cadenza estdo relacionados a mecanismos de sintese de 0xido nitrico,
sugerindo que esse talvez seja uma das razdes da maior tolerancia do trigo
transgénico a seca, uma vez que o 0xido nitrico é sabidamente um sinalizador
importante de resposta a estresse hidrico em plantas, contribuindo tambem
para a detoxificacdo celular de espécies reativas de oxigénio.

A comparacdo entre genoétipos na condicéo irrigada revelou que 19 genes que
codificam proteinas com potencial alergénico sdo superexpressas no trigo
HB4 em relagdo ao Cadenza. No entanto, os valores de expressdo desses
genes no trigo HB4 séo menores do que 0s encontrados em outros gendétipos
de trigo, disponiveis no banco de dados Wheat-Expression (www.wheat-
expression.com). Uma variagao da expresséo dentro da variabilidade natural



encontrada entre diversos genétipos de trigo também foi observada nos dois
genes que codificam proteinas com potencial alergénico superexpressos no
trigo HB4 em relacdo ao Cadenza na condicéo de seca.

Dessa maneira, ap0s uma avaliacdo detalhada do transcriptoma do gréo de
trigo na fase de maior acimulo de proteinas de reserva (muitas delas com
potencial de causar alergias em seres humanos), esse estudo revelou que 0s
valores de expressao encontrados nos genes superexpressos no trigo HB4
estdo dentro do intervalo de valores observados em diversos outros genotipos
de trigo. Revelou também que a condicdo de estresse hidrico/irrigacéo € a
principal responsavel pela variacdo nos niveis de expressdo génica. Além
disso, a maioria dos processos bioldgicos afetados no trigo HB4 em condi¢cbes
de seca também ¢ alterada no trigo Cadenza. Assim, com base na analise de
risco realizada a partir dos dados apresentados pelo proponente, presentes na
literatura cientifica, trazidos a CTNBIo por especialista, aportados durante a
audiéncia publica e por outros interessados, a CTNBIo avaliou que a farinha
produzida a partir do trigo HB4 é similar a farinha produzida a partir de
gendtipos de trigo convencionais em relacdo a seguranca a saude humana e
animal.

Conclusao:

Diante do exposto e considerando os critérios internacionalmente aceitos no
processo de analise de risco de matérias-primas geneticamente modificadas é
possivel concluir que a farinha de trigo geneticamente modificado, evento
IND-@@412-7 é tdo segura quanto seus equivalentes convencionais. No
ambito das competéncias que Ihe séo atribuidas pelo art. 14 da Lei 11.105/05,
a CTNBiIo considerou que o pedido atende as normas e as legislacfes vigentes
que visam garantir a biosseguranca do meio ambiente, agricultura, saude
humana e animal, e concluiu que farinha de trigo geneticamente modificado,
evento IND-@@412-7 é substancialmente equivalente a farinha de trigo
convencional, sendo seu consumo seguro para a saude humana e animal. A
CTNBIo considera que essa atividade ndo é potencialmente causadora de
significativa degradacdo do meio ambiente ou de agravos a saide humana e
animal. As restri¢cdes ao uso do OGM em andlise e seus derivados estéo
condicionadas ao disposto na Lei 11.460, de 21 de marco de 2007.

A analise da CTNBIo considerou os pareceres emitidos pelos membros da
Comisséo; documentos aportados na Secretaria Executiva da CTNBIo pela
requerente; resultados de liberagdes planejadas no meio ambiente e textos
relacionados. Foram também considerados e consultados estudos e
publicacdes cientificas independentes da requerente e realizados por terceiros,
bem como as andlises ja realizadas em outros paises pelos respectivos 6rgaos
de regulamentacédo de organismos geneticamente modificados.



Deliberacéo:

A CTNBIo decidiu, por unanimidade, aprovar a comercializacdo da farinha do
trigo geneticamente modificado evento IND-@@412-7 para importacdo e uso
exclusivo em alimentos, ra¢des ou produtos derivados.
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