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Identificacao do OGM
Designacao do OGM: Trigo HB4.
Espécie: Triticum aestivum.
Caracteristica Inserida:

O trigo Geneticamente Modificado (GM) pela introducao 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.

Método de introducao da caracteristica:

O trigo IND-00412-7 foi produzido utilizado um método de co-transformacao com
dois plasmideos. Ambos os vetores estao baseados em uma série de plasmideos
que utilizam o promotor de ubiquitina de milho para direcionar a expressao
de genes em plantas.

Uso proposto: uso exclusivo em alimentos, racdes ou produtos derivados ou
processados.

Resumo da Fundamentacao Técnica:

I - Identificacao do OGM

Designacao do OGM: IND-@@412-7.

Requerente: TMG Tropical Melhoramento e Genética SA.
Espécie: Triticum aestivum (Trigo).

Caracteristica inserida: Tolerancia ao déficit hidrico e herbicidas baseados em
glufosinato de amonio.

Método de introducao da caracteristica: O evento IND-@@412-7 foi obtido por
bombardeamento de microparticulas.



Uso proposto: uso exclusivo em alimentos, racdes ou produtos processados.

Il - Informacoes Gerais

O Brasil é produtor de trigo e consumidor dos produtos derivados do seu
processamento. Atualmente, a agricultura do trigo “sequeiro” esta localizada
principalmente nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao Paulo,
Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso, e no Distrito Federal. Para o
trigo irrigado, as culturas estao localizadas nos estados de Mato Grosso, Sao Paulo,
Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais e no Distrito Federal. Além do ja elevado
consumo atual de trigo no Brasil, é esperado um aumento em funcao da demanda
de produtos de trigo processados por parte de uma classe média crescente. A
producao de trigo no Brasil, contudo, esta em declinio.

Devido a demanda de consumo ser maior que a producao nacional, o Brasil é
importador de trigo. As importacdes de trigo sao principalmente na forma de
graos, uma vez que o volume de farinha importada € uma ordem abaixo (CONAB,
2018). O trigo importado pelo Brasil vem principalmente da Argentina,
origem de 84% do grao importado em 2017 (CONAB, 2018). Outros paises que
fornecem trigo ao Brasil sao: Paraguai, com 7% do grao total importado em 2017,
Estados Unidos com 6% e Canada com 3%.

O trigo contendo o evento trigo IND-@9412-7 ja esta aprovado para cultivo
na Argentina. Como esse pais é o principal exportador de trigo para o Brasil, faz-se
necessaria a aprovagao do evento exclusivamente para consumo no Brasil.

A proposta de liberacao comercial de trigo HB4, contendo o evento IND-@@412-7, foi
elaborada segundo a Resolucao Normativa N2 5, de 13 de fevereiro de 2008, que
dispde sobre normas para liberacao comercial de Organismos Geneticamente
Modificados (OGMs) e seus derivados. O evento de trigo IND-@9412-7 foi
desenvolvido pela empresa argentina Bioceres. No Brasil, Bioceres e TMG
Tropical Melhoramento e Genética firmaram uma parceria para viabilizar o
uso desse evento GM no pais. Por meio da parceria, a TMG teve acesso aos
estudos realizados para solicitar a liberacao comercial do evento.

O evento de trigo IND-@@412-7 foi gerado através da metodologia de
bombardeamento de microparticulas. O evento IND-@@412-7 contém os seguintes
genes introduzidos:

1) o gene do fator de transcricao HaHB4 do girassol;

2) o gene bar de Streptomyces hygroscopicus que confere resisténcia ao glufosinato
(fosfinotricina N-acetil-transferase -PAT).



O gene HaHB4 (Helianthus annuus Homeobox 4), naturalmente presente no Girassol
(Helianthus annuus), é expresso em niveis muito baixos, e ativados quando as
plantas sao submetidas a condicdes de estresse hidrico, salino, escuridao ou ataques
de insetos. O gene HaHB4 confere ao trigo significativo potencial para aumento de
produtividade em situacoes e ambientes de baixa disponibilidade hidrica,
sem prejudicar o teto produtivo em condicoes ambientais 6timas para a
cultura. Tal contribuicao tem sido demostrada ao longo de diversos anos e locais de
testes na Argentina.

A proteina HAHB4 presente no trigo IND-@@412-7, além de ser a mesma proteina
expressa naturalmente no Girassol, também é a mesma proteina que foi inserida na
soja GM IND-@@41@-5, ja aprovada comercialmente pela CTNBio (Parecer Técnico
6.540/2019).

11 - Descricao do OGM e Proteinas Expressas

O trigo HB4 (IND-©©412-7) foi obtido através da metodologia de
bombardeamento de microparticulas, utilizado um método de co-
transformacao com dois plasmideos - pIND4-HB4 e o pIND4-Bar - que
utilizam o vetor pUC8 como base. O plasmideo p/IND4-HB4 tem uma regiao de
policlonagem da qual foi utilizado o sitio de restricao de BamHI para inserir a
sequéncia codificante (CDS) do gene HaHB4. O plasmideo p/IND4-Bar também foi
construido ligando as regides regulatérias de Ubi-1 a regiao codificante do

gene bar de S. hygroscopicus no local BamHIl. Nenhum dos genes utilizados para
gerar o evento IND-@9412-7 introduz caracteristicas com influéncia no
metabolismo vegetal além dos efeitos pretendidos. Ambos os genes ja sao
amplamente conhecidos e nao apresentam nenhum efeito adverso a saude
humana e animal.

A proteina HAHB4 em IND-@@412-7 pertence a familia de fatores de transcricao
HD-Zip, caracterizada pela presenca de dois dominios funcionais: o Homeodominio
(HD), responsavel pela ligacao ao DNA, e um motivo de “Ziper de Leucinas” (LZ),
envolvido na interacao proteina-proteina e dimerizacao. A proteina nao possui
nenhuma funcao inseticida ou de tolerancia a herbicida e atua principalmente em
resposta a estresses abidticos, principalmente em vias sinalizadas por etileno. A
proteina PAT em IND-@@412-7 confere as plantas o fenétipo de tolerancia a
herbicidas baseados em glufosinato de aménio, através da expressao da proteina
fosfinotricina N-acetil-transferase.

Foi realizada andlise molecular para determinar a sequéncia do inserto no evento
IND-@@412-7, confirmando a presenca dos seguintes elementos:

- Componentes desejados da insercao: (Iprubil/Ubil-Exon/Ubi-1llntron/HaHBA4).



prUbi-1 promotor do gene Ubi-1 de milho.

Ubi-1 exon: extremidade 5" nao traduzida do exon do gene Ubi-1 de milho.
Ubi-1 intron: primeiro intron do gene Ubi-1 de milho.

CDS HaHB4: sequéncia codificante do gene HaHBA4.

Tnos: terminador da transcricao da nopalina sintetase.

CDS bar: sequéncia codificante do gene bar (prUbi-1/Ubil- Exon/Ubi-1Intron/bar).

- Elementos acessdrios (“backbone”) procedentes dos vetores que foram utilizados
na transformacao:

PBR322 origin: origem de replicacao derivada do plasmideo pBR322.

CDS bla: sequéncia codificante da RB-lactamase de E.coli (marcador de sele¢ao do
vetor).

Como consequéncia do uso da técnica de bombardeamento de microparticulas para
a obtencdo do trigo IND-@@412-7, produziram-se varios rearranjos na disposicao dos
elementos incluidos nos vetores utilizados. Esses rearranjos, que incluem delecdes,
insercoes e inversdes, sao frequentes nas transformacdes feitas com essa técnica
(Alpeter et al., 2005), e também sao produzidos nos processos de cruzamento
tradicionais (Doebley et al., 2006; Lenser e Teiben, 2013; Sang, 2009; Koenig et al.,
2013; Flint-Garcia, 2013). Nao foram evidenciados efeitos negativos derivados
dessas modificacoes.

- Elementos adicionais:

prGbl1-1: promotor de globulina 7S de trigo.

CDS gus: sequéncia que codifica para B-glucuronidase de E.coli.

T35S CaMV: terminador da transcricao do virus do mosaico da couve-flor.

A presenca dos elementos adicionais no evento IND-@@412-7 sé foi revelada apds
uso de modernas técnicas de sequenciamento de nova geracao durante a
analise da insercao, fato que no passado nao poderia ter sido detectado. No
entanto, as evidéncias cientificas confirmam a seguranca ambiental e
alimentar dessas sequéncias adicionais presentes no evento IND-@@412-7:

a) Os elementos regulatérios necessarios para a expressao das correspondentes
CDS nao estao presentes.

b) Para gus, tanto a CDS como os elementos reguladores que a acompanham nao
estao completos. Através de RT-PCR (retrotranscricao seguido pela PCR), utilizando
os iniciadores adequados, foi verificada a auséncia de transcricao de gus.



c) A analise de peptideos que teoricamente poderiam ter sido gerados pela
expressao de novas hipotéticas fases de leitura devido a presenca de sequéncias
inseridas, revelou a auséncia de semelhancas com alérgenos e toxinas.

d) A auséncia de risco desses elementos também estd fundamentada na experiéncia
acumulada com multiplos eventos transgénicos que contém bla e gus e que foram
aprovados em varios paises.

A caracterizacao molecular do evento IND-@@412-7 utilizando diversas tecnologias
permitiu verificar a existéncia de dois insertos: um de 47.611 pb e outro de
20.418 pb. As insercdes representavam trés cépias e CDS de HaHb4, oito cépias de
CDS de bar, 19 cépias do gene bla e quatro cépias de CDS de gus. Essas sequéncias
de gus foram originadas a partir de um terceiro plasmideo utilizado para monitorar a
eficiéncia de transformacao, e que foram incorporadas durante o processo de
integracao.

O nUumero de copias/locais de integracao das novas sequéncias no evento IND-
@3412-7 foi incialmente analisado através de Southern Blot. O DNA gendmico foi
digerido com trés enzimas de restricao: Hindlll, BamHI e Asel. Levando em
consideracao a complexidade da insercao no evento IND-@@412-7 e as dificuldades
analiticas relacionadas com o genoma de trigo (tamanho e ploidia), foram
empregadas tecnologias adicionais. Para reduzir o tamanho do material em analise,
foi realizada a identificacao e isolamento do cromossomo contendo a insercao. Para
identificar o cromossomo, foi utilizada a plataforma DArT (Diversity Arrays
Technology, Jaccoud et al., 2001), que permite determinar a diferenca entre
genomas da mesma espécie sem um conhecimento detalhado do mesmo.

Quando esse procedimento foi feito com o evento IND-@@412-7, foi encontrada

a associacao entre o transgene HaHB4 com o marcador Gpw3105 localizado
no cromossomo 2D. Depois de identificar o cromossomo que tinha a insercao, o
mesmo foi isolado através de citometria de fluxo (“chromosome sorting”, Dolezel et
al., 1989; Vra'na et al., 2000; Suchankova et al., 2006; Simkova et al., 2008).

O cromossomo isolado foi utilizado como material de partida para duas tecnologias
de sequenciamento “de nova geracao”: lllumina HiSeq e PacBio. A partir da
combinacao dessas duas tecnologias, uma que gera leituras longas de baixa
cobertura (PacBio) e outra que produz leituras curtas de alta cobertura (lllumina), foi
estabelecida a presenca de quatro sequéncias flanqueadoras e dois insertos com
estruturas divergentes, o que sugere que correspondem a dois eventos de insercao
diferentes. Sendo assim, o evento IND-@@412-7 apresenta uma cdpia completa

de HaHB4 com elementos regulatérios funcionais, e duas cépias completas

de bar com seus elementos regulatérios na posicao correta.

A comparacao da sequéncia da proteina HAHB4 traduzida da entrada original do
National Center for Biotechnology Information (NCBI), no GenBank com o nUmero de



acesso AF339748.1 (Chan e Gonzalez, 1994), com a sequéncia traduzida da CDS

de HaHB4 inserida no evento IND-@@412-7, mostra poucas diferencas. Seus efeitos
podem ser considerados minimos e nao sao esperadas diferencas significativas em
relacao a inocuidade alimentar da proteina. Com o objetivo de avaliar os
possiveis efeitos dessas alteracdes na funcao da proteina HAHB4, foi utilizado o
algoritmo “Protein Variation Effect Analyzer” (PROVEAN) (Choi, 2012; Choi et al.,
2012). Esse algoritmo prediz os efeitos prejudiciais que podem ter as alteracdes de
aminodacidos sobre a funcao, com base na analise bioinformatica das variantes de
mais de 90.000 proteinas (Choi et al., 2012). Nenhuma das alteracoes
encontradas na proteina HAHB4 expressa no evento IND-@@412-7 tem um
efeito significativo. Além disso, foram detectadas algumas mutacdes adicionais na
sequéncia de DNA, que sao silenciosas pois nao alteram a sequéncia de
aminoacidos. Considerados conjuntamente, esses resultados sugerem que todas as
alteracoes encontradas na proteina HAHB4 expressa no evento de trigo
IND-@0412-7 sao neutras no que se refere a seguranca alimentar e as
interacoes no agroecossistema.

O DNA introduzido no trigo IND-@@412-7 também contém a CDS do gene bar, que
confere as plantas o fendtipo de tolerancia a herbicidas baseados em glufosinato de
amonio, através da expressao da proteina fosfinotricina N-acetil-transferase (PAT,
Thompson et al., 1987).

As proteinas PAT tém sido amplamente utilizadas na modificacao genética de
culturas. Sua acao enzimatica é altamente especifica para o substrato L-
fosfinotricina. A presenca da proteina PAT nao afeta os produtos derivados
das culturas GM que as expressam e nao tem sido demonstrado que tenha
efeitos negativos sobre outros organismos, incluindo organismos benéficos
para a agricultura (CFIA, 1995a,b, 1996a,b; USDA, 1996). As avaliacbes
regulatdrias das culturas que expressam proteinas PAT tém verificado que dita
expressao nao tem um impacto significativo sobre o fendtipo dessas culturas,
somente certa tolerancia ao glufosinato de amédnio (CERA, 2011).

Os niveis de expressao das proteinas foram verificados em amostras de sementes
de trigo IND-@@412-7, oriundas de estudos de campo conduzidos em 2016, em 3
locais na Argentina. A expressao de HAHB4 ocorre em concentracao extremamente
baixa, e as estratégias analiticas usuais (Western blot e ELISA) ndao foram eficientes
para quantificar os niveis de proteina HAHB4 em sementes procedentes de trigo
IND-@@412-7. Foi desenvolvida uma metodologia para HAHB4 utilizando proteina
recombinante produzida em E. coli. O método foi validado utilizando extratos de
folhas de trigo nao transgénica suplementados com quantidades crescentes de
proteina HAHB4 recombinante, o que também permitiu confirmar a utilidade dessa
técnica. Quando essa mesma metodologia foi utilizada para analisar amostras de
graos procedentes dos ensaios de campo do evento IND-@@412-7, a proteina HAHB4
também nao pode ser detectada. Isso reforca a biosseguranca alimentar do evento
IND-@@412-7, ja que a proteina HAHB4 ndo é expressa nos graos e sementes do
Trigo.



Para confirmar a presenca da proteina HAHB4 no evento transgénico IND-@@412-7,
foi necessario induzir a sua expressao por meio de um ensaio em camara de
crescimento, colocando as plantas sob condicdes extremas de estresse abidtico.
Dessa forma, foi possivel detectar a proteina HAHB4 apenas em amostras de folha
procedentes do evento transgénico. O valor mais alto obtido nessas analises foi de 5
ng por grama de peso seco. A deteccao especifica do evento de trigo IND-@@412-7
foi realizada por PCR.

A concentracao de PAT foi determinada utilizando o teste ELISA, com um
kit comercial. Os valores maximos de PAT obtidos para o evento IND-@@412-7
estavam dentro do intervalo de 0,005 a 900 ug/g de peso fresco reportado para
outros eventos transgénicos ja liberados comercialmente e, por isso, nao causam
preocupacao quanto a sua inocuidade e seguranca alimentar e ambiental
(CERA, 2011).

A andlise de estabilidade genotipica foi realizada através de técnicas
moleculares (Southern blot e/ou PCR evento especifica). Plantas homozigotas de
trigo contendo o evento IND-@@412-7 foram utilizadas para cruzamento com a
variedade comercial ndo transgénica para obter a geracao F1. Os individuos F1 se
autopolinizaram para produzir sementes F2. Inicialmente, foi analisada a presenca
das CDS dos genes de interesse (HaHB4 e bar) utilizando diferentes iniciadores. Em
seguida, foi determinada a caracteristica positiva ou negativa de cada individuo F2
para ambas as CDS (HaHB4 e bar) e o nUmero de plantas em cada grupo. Para fazer
uma confirmacao mais rigorosa da estabilidade do evento IND-@@412-7, a analise
foi ampliada, determinando a segregacao das quatro sequéncias flanqueadoras e
dos fragmentos das CDS para HaHB4, bar e bla. Todas as plantas analisadas
apresentaram resultados consistentes para os sete elementos analisados,
ou seja, em todos os casos as plantas tinham todos os elementos indicados ou nao
tinham nenhum deles.

Um estudo de segregacao também foi realizado em populacdes provenientes do
programa de melhoramento de trigo HB4 (IND-@@412-7). Nessa analise, centenas
de individuos gerados a partir do cruzamento de geracdes avancadas do trigo IND-
@@B412-7 com trés linhas parentais convencionais diferentes foram avaliados quanto
a presenca de HaHB4, bar, gus, bla, JPSa, |JPSb, JPLa e JPLb. Os resultados
mostraram a co-segregacao de todos os elementos analisados e uma
proporcao de acordo com as leis de Mendel. A andlise de segregacao indica
que os diferentes componentes presentes no evento IND-@@412-7 sao herdados
segundo os principios Mendelianos. A co-segregacao deles permite concluir
que a insercao, apesar de possuir 2 insertos distintos, se comporta como
um locus unico. Os resultados apresentam uma verificacao sélida de que, apesar
de sua complexidade, o evento IND-@@412-7 é estavel.

Os diversos estudos que representam esta analise de risco associados as varias
caracteristicas avaliadas, permite concluir que nenhuma evidéncia de efeitos
pleiotropicos e epistaticos associado aos genes inseridos foi observada.



A estabilidade genotipica do trigo IND-@@412-7 foi estudada por PCR. Foram
examinadas nao apenas a presenca dos transgenes HaHB4, bar e bla, mas também
a conservacao dos sitios de insercao, analisando as sequéncias flanqueadoras
localizadas em ambos os lados da insercao curta e longa. O tecido foliar de vinte
plantas das geracdes T5, T6 e T7 foi utilizado para extrair o DNA genémico, que foi
utilizado como modelo em reacdes de PCR. Todas as plantas foram positivas para
todos os elementos analisados, o que confirma que a insercao é estavel ao longo das
geracoes.

A probabilidade de que existam interacoes entre os novos produtos
expressos no evento IND-@G412-7, ou que eles tenham interacao com
outros processos biologicos da planta é muito baixa, levando em
consideracao que:

a) As duas proteinas expressas no evento IND-@@412-7 (HAHB4 e PAT) nao estao
relacionadas entre si com respeito a suas respectivas atividades biolégicas;

b) Os produtos de expressao dos genes codificantes introduzidos no trigo HB4 atuam
em diferentes niveis da fisiologia celular;

c) Nao existe relacao entre as reacdes envolvidas na atividade bioldégica dos dois
produtos de expressao no evento IND-@@412-7: a proteina HAHB4 se liga a
complexos transcricionais que incluem a RNA polimerase, ativando a maquinaria
transcricional de genes envolvidos na resposta ao estresse. A enzima PAT catalisa a
N-acetilacao da fosfinotricina;

d) Os produtos de expressao dos genes introduzidos no evento HB4 agem em
compartimentos celulares diferentes;

e) As formas de acao das duas proteinas novas expressas no evento HB4 nao estao
relacionadas entre si; e

f) Analises de gendmica e protedmica realizadas anteriormente no evento
transgénico de soja IND- @@41@-5 evidenciaram que a insercao do gene HaHB4 nao
causa alteracoes relevantes no perfil de expressao.

Isso permite assegurar que nao existe fundamento cientifico para estabelecer
uma hipdtese de risco baseada em uma hipotética interacao entre os
principais genes introduzidos no trigo HB4, entre seus produtos de
expressao ou em alteracoes que possam causar no perfil de expressao de
outros genes do Trigo, que exija a comprovacao experimental de auséncia
de dano.

As modificacdes genéticas introduzidas no trigo HB4 (IND-@@412-7) nao estao
relacionadas com mecanismos de acao envolvidos com a capacidade de
reproducao, disseminacao, transferéncia ou sobrevivéncia. Por esse motivo,
nao se espera que o evento IND-@@412-7 apresente alteracdes nesses aspectos em
relacao ao trigo convencional. Além disso, as informacdes e dados experimentais
presentes nos relatérios do estudo demonstram que o trigo HB4 é equivalente ao



trigo convencional em todas as suas caracteristicas, com a unica diferenca
representada pelas caracteristicas especificas aportadas pelos genes
inseridos.

IV - Avaliacao de Risco a Saude Humana e Animal

O girassol é cultivado e consumido no Brasil. O Estado de Mato Grosso (MT) é
responsavel por aproximadamente 51% da drea semeada com girassol no Brasil.
Goias (16.600 ha) e Minas Gerais (9.300 ha) sao o segundo e o terceiro produtor,
respectivamente (CONAB, 2018). A respeito da inocuidade da proteina HAHB4,
originada nesse organismo doador, é relevante mencionar que HAHB4 é um fator de
transcricao (FT) natural de girassol, cultura que tem sido parte da alimentacao
humana héa séculos e que nao tem sido identificada como uma fonte
significativa de alérgenos. Segundo as observacdes experimentais realizadas, o
HAHB4 é expresso naturalmente em girassol, em condicoes de estresse
hidrico, salino, em escuridao e perante ataque de insetos, constituindo um
dos pilares da planta na sua defesa contra fatores ambientais (Gago et al.,
2002; Manavella et al., 2008a, b e c). O HAHB4 é, assim, um componente natural da
alimentacao humana e animal.

Os efeitos dos genes introduzidos no trigo IND-@9412-7 estao restringidos
a tolerancia a fatores ambientais adversos (proteina expressa HAHB4) e
tolerancia a herbicidas a base de glufosinato (proteina PAT). A extensiva
analise da proteina HAHB4 confirma a sua seguranca na alimentacao
humana e animal. Esta conclusdo baseia-se em evidéncias de multiplas fontes:

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

b) avaliacao 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 glicosilacao;
e) estudo de toxicidade oral da proteina HAHB4; e

f) nivel de proteina HAHB4 em forragem e grao de trigo IND-@@412-7.

O ensaio in vitro de fluido gastrico simulado revelou uma rapida
degradacao da proteina HAHB4. Nao foram observados fragmentos de proteina
apods os primeiros 30 segundos de digestao. A proteina HAHB4 nao se fragmentou
durante a exposicao a ciclos de calor prolongados, o que permite que a proteina seja
observada através de andlises SDS-PAGE. Houve uma ligeira alteracao na mobilidade
eletroforética apds um curto periodo a 90 °C, o que nao foi significativo. Pesquisas
de bioinformatica nao 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
téxica para seres humanos ou animais e, portanto, € segura para consumo humano
e animal.

Um estudo de toxicidade oral da proteina HAHB4 foi conduzido em ratos na
dose de 3822 mg da proteina HAHB4 por kg de peso corporal. Todos os ratos
sobreviveram e nao apresentaram quaisquer efeitos adversos causados
pela proteina testada durante o estudo, cuja duracao foi de 14 dias. Nao foram
observadas lesdes macroscopicas nos exames histolégicos de diferentes érgaos.
Todos estes resultados sugerem que a dose maxima tolerada de proteina HAHB4
sem a observacao de efeitos adversos é maior do que 3.822 mg/kg PC e, portanto, o
Nivel de Efeito Adverso Nao Observado (NOAEL) é superior a 3.822mg/kg
PC. Por essa razao, 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
HAHBA4.

A andlise composicional do evento de trigo IND-@9@412-7 foi realizada
seguindo o documento de consenso da OECD (2003). Foram determinados 45
componentes (nutrientes, micronutrientes, vitaminas, minerais e
antinutrientes) em amostras de grao e forragem procedentes do evento GM IND-
BB412-7, 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 (2012-2013). Considerando a variabilidade
natural que apresenta a composicao das culturas de trigo, a composicao do trigo
IND-@@412-7 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.

A proteina HAHB4 é expressa em quantidades muito baixas no trigo HB4, é
rapidamente degradada no trato digestivo e nao 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 gestacao 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 € bem pouco provavel gue causem algum
efeito nocivo em animais.

Ademais, no dia 22 de outubro de 2020, das 13:30 as 17:30 horas, a CTNBio
realizou audiéncia publica 01_2020 com objetivo de obter subsidios e
informacoes adicionais sobre a solicitacao de liberacao comercial de trigo
geneticamente modificado para o consumo humano e animal e sobre o
eventual cultivo de trigo geneticamente modificado no pais, propiciar aos
interessados e a sociedade civil a possibilidade de encaminhamento de
opinioes; identificar, de forma mais ampla possivel, todos os aspectos
relevantes da matéria objeto da audiéncia publica; e dar publicidade,



transparéncia e legitimidade as acées da CTNBio. A audiéncia contou

com exposicao detalhada da requerente, bem como a participacao de pessoas
externas a Comissao, entidades envolvidas no assunto e outros expositores da
sociedade civil que puderam se inscrever para o evento. A programacao, ata,
apresentacodes e a prépria audiéncia publica podem ser acessadas ou solicitadas
junto a CTNBio.

A programacao resumida da audiéncia publica contou com as seguintes
apresentacoes:

13h40 - Caracterizacao da tecnologia submetida a liberacdao comercial;
14h - O Trigo no Brasil e seu sistema reprodutivo;

14h15 - Alergenicidade em trigo;

14h30 - Posicionamento da cadeia sobre o trigo GM;

14h50 - Exposicao dos palestrantes inscritos;

16h20 - Exposicao dos membros da CTNBio;

16h45 - Respostas e pergunta inscritas;

17h25 - Comentarios finais e encerramento.

Sobre a audiéncia publica, segue resumo do seu conteldo baseado na ata oficial do
evento e em anotacdes pessoais:

A apresentacao do representante da solicitante, Sr. Alexandre Garcia (TMG -
Empresa Sementes) expds, como motivacdes para a solicitacao de liberacao
comercial de trigo GM:

a) o aumento de produtividade em situacdes e ambientes de baixa disponibilidade
hidrica; e

b) a resistente ao glufosinato, para uso exclusivo em alimentos, racées, produtos
derivados ou processados.

Informou que os estudos do gene HB4 foram iniciados pela Universidade Nacional do
Litoral da Argentina e, hoje, ha 1.194 estudos, sendo que a Bioceres realizou os
primeiros testes em 2008 e foram solicitadas as aprovacdes regulatérias em 2014
apds uma série de comprovacoes. Destacou que esse evento tera impacto global e
que ha projecoes de que a primeira comercializacao oficial para os
produtores acontecera em 2022 na Argentina. Explicou que, no Brasil, esta
sendo solicitado apenas a liberacao comercial para consumo, salientando que
as empresas participantes estao se comprometendo inicialmente em importar
apenas farinha para maior seguranca. Apresentou dados sobre a histéria do gene
HB4 e destacou que os estudos comprovaram a sua seguranca alimentar, nutricional
e ambiental quanto comparado ao trigo convencional. Reforcou que a realizacao de
audiéncia publica é muito importante para discussao sobre a entrada de quaisquer
transgénicos e afirmou que estao dispostos a analisar todas as preocupacdes e
sanar as duvidas.



Em sequida, o Dr. Eduardo Caierao (Embrapa Trigo) exp0s diversas informacdes
sobre a cultura de trigo, como: a area, producao e produtividade; da evolucao da
area; do desempenho brasileiro em produtividade média; da producao total; e do
balanco de producado e exportacao. Com relacdo a botanica do trigo, explanou sobre
as principais informacdes sobre a cultura, ponderando que se tratar de espécie
hermafrodita e autdgama. Explicou sobre o processo de fluxo génico e informou
que os graos de pdlen do trigo podem se deslocar até trés metros de
distancia com auséncia de vento, entretanto, ja houve relatos de casos de
graos de podlen de trigo a mais de 100 metros da planta

doadora. Complementou que o isolamento espacial e temporal sao
estratégias utilizadas para combater o fluxo génico e observou que
probabilidade de ocorréncia desse fluxo na forma intra ou interespecifica é
baixa, mas nao pode ser desconsiderada.

Dando continuidade, a Dra. Bruna Mationi (Universidade Federal de Santa Catarina)
proferiu a apresentacao sobre a alergenicidade em trigo. Informou que as proteinas
dos cereais seguem a classificacao de Osborne de acordo com a sua solubilidade.
Explicou como é formado o gluten e discorreu que essa sustancia garante as
caracteristicas tecnoldgicas Unicas da farinha do trigo. Elencou as desordens
relacionadas ao gluten e as proteinas que estariam relacionadas ao
desencadeamento de respostas alérgicas e arrazoou que o principal
questionamento feito pelos estudiosos é o que desencadeia uma resposta
alérgica ou imunomediada, uma vez que paises geograficamente similares e com
alto consumo de trigo tem diferentes taxas de incidéncia de doencas celiacas.

Na sessao seguinte, o Sr. Hamilton Guterres Jardim (Camara Setorial da Cadeia
Produtiva de Culturas de Inverno) discorreu que a Cadeia Produtiva de Culturas de
Inverno é favoravel a biotecnologia, no entanto, existe uma grande
preocupacao, ponderando que o tema deve ser abordado nas devidas
esferas junto com as areas técnicas e cientificas observando os aspectos da
conveniéncia e da oportunidade com as devidas analises de risco e de seguranca.

Dando continuidade aos trabalhos, o Embaixador Rubens Barbosa (Associacao
Brasileira de Industria do Trigo - Abitrigo) arrazoou que o trigo é o alimento mais
importante da humanidade e representa 27,5% dos cereais produzidos no
mundo e 18% das necessidades alimentares dos brasileiros. Observou que
nao se tem conhecimento de que existe demanda por transgenia como solucao de
consumo pelo mercado, ponderando que esse argumento esta restrito ao meio
cientifico e econémico. Destacou que qualquer perda de controle, gerando
contaminacao cruzada podera causar rejeicao dos consumidores. Relatou
gue, hd acerca de 30 anos, esse assunto tem sido objeto de analise da comunidade
cientifica internacional dos paises em que o trigo é ponto essencial de alimentacao,
sendo que essas analises determinaram até o momento a nao aprovagao da
utilizacao do trigo GM por nao ser identificado beneficios evidentes para as pessoas
e por ser objeto exclusivo de busca de aumento de produtividade no campo. Afirmou
que a Abitrigo sempre apoiou o progresso da pesquisa cientifica do trigo no
Brasil e prioriza a sequranca alimentar no seu desenvolvimento sempre



alinhado a demanda dos consumidores.

A préxima participante, Sra. Sonia Cristina Romani (Associacdo Brasileira das
IndUstrias de Biscoitos, Massas Alimenticias e Paes & Bolos Industrializados -
ABIMAPI), esclareceu que as industrias representadas pela ABIMAPI nao sao
contrarias a nenhuma inovacao tecnologica, porém, apods coletar o
posicionamento dos seus associados, decidiu ser contraria ao pedido de
liberacao comercial do trigo GM devido a possibilidade de nao aceitacao do
mercado interno e dos paises exportadores.

Dando continuidade a audiéncia publica, teve inicio as apresentacdes dos
palestrantes inscritos:

O Sr. Edivandro Seron (Seron Agro Consulting) apresentou informacdes sobre a
realizacao de ensaios de campo de trigo GM feito pelos Estados Unidades
(resisténcia a fungos e propriedade agronémicas), Canada (tolerancia a herbicidas e
aumento de produtividade), Reino Unido (teor de ferro e aumento de produtividade)
e Australia (melhoria na qualidade nutricional).

O Sr. Paulo Menegueli (Associacao Brasileira da IndUstria de Panificacao e
Confeitaria) salientou 0 aumento da procura de alimentos saudaveis e
naturais pelos consumidores, observando que, na sua opiniao, o trigo
geneticamente modificado estaria em uma direcao diferente dessa tendéncia.
Comunicou gue serd realizada uma solicitacdo de autorizacao para compra de trigo
de outros paises caso houver a aprovacao da liberacdao comercial desse trigo,
afirmando que nao possuem interesse de adquiri-lo.

O Sr. Rubens Onofre Nodari (La Unién de Cientificos Comprometidos con la Sociedad
y la Naturaleza em América Latina - UCCSNAL) indagou sobre a qualidade e robustez
cientifica do dossié elaborado sobre o trigo GM e se esse seria suficiente para uma
tomada de decisao. De acordo com a sua compreensao, defendeu que hd uma
dubiedade com relacao a liberacao, visto que em momentos é exclusiva para
alimentos, racdes, produtos derivados ou processados e em outros, para plantio.
Observou que a CIBio da empresa proponente deu parecer que os dados
apresentados sao completos e que nao encontrou evidéncias da necessidade de
analise de riscos adicionais, todavia, explanou que solicitara a realizacao de novos
estudos. Externou a sua expectativa de que a CTNBio nao aprove o dossié por causa
da baixa qualidade e robustez cientifica dos estudos, de acordo com o seu
jugamento.

O Sr. Osvaldo Vasconcellos Vieira (Embrapa Trigo) alegou que a natureza da
pesquisa cientifica aplicada ao agro esta na esséncia do propodsito da
Embrapa, sendo que, para tal propésito, considera-se de suma importancia esta
inserido no contexto e no uso de tecnologias para a manutencao do
conhecimento, tanto para estar preparado para os eventuais
direcionamentos futuros do mercado quanto para efeitos derivados da
necessdria massa critica demandada para suportar aspectos da seguranca



alimentar. Explanou que a Embrapa reconhece que a adocao ou nao dessas
tecnologias é ditada pelos componentes da cadeia produtiva, passando
pelo mercado e pelos consumidores finais.

O Sr. Othon Silva Abrahao (CropLife Brasil) observou que a apresentacao de mais
informacodes sobre o0s estudos de biosseguranca realizados deixariam mais claro
quais seriam os motivos da solicitacao de liberacao comercial e o Sr. Alexandre
Garcia (TMG - Empresa Sementes) explicou que as analises mostram que o trigo
GM tem a mesma equivaléncia de gluten do trigo convencional, destacando
que a unica diferenca é existéncia de menos variacoes de proteinas e
aminoacidos. O Sr. Othon Silva Abrahao (CropLife Brasil) complementou a sua
explanacao alegando que os produtores devem possuir uma grande
expectativa com a chegada da biotecnologia para resolver alguns
problemas da cultura e para ter um trigo com teores diferenciados de
glaten.

A Sra. Adriana Pinheiro Martinelli (Centro de Energia Nuclear na Agricultura da
Universidade de Sao Paulo) solicitou mais esclarecimentos sobre a relevancia do
aspecto da biotecnologia de glufosinato no manejo da cultura do trigo

GM e o Sr. Alexandre Garcia (TMG - Empresa Sementes) explicou que a discussao
sobre herbicidas nao é feita no ambito da CTNBio, assegurando que

o glufosinato de amoénio nao é autorizado para uso no trigo na Argentina.
Complementou que esse herbicida é autorizado apenas para dessecacao final
no Brasil, o que nao ocorrera no trigo HB4.

O Sr. Valter Bonezi Junior (Rizobacter do Brasil Ltda.) comentou que a Rizobacter do
Brasil lidera programas de pesquisas com ferramentas inovadoras, sustentaveis e
ambientalmente seguras para plantas, animais e pessoas ao lado do produtor,
alegando que possuem 0 seu apoio a biotecnologia do trigo HB4 pelos motivos ja
exposto pelo Sr. Alexandre Garcia.

A Sra. Deise Maria Fontana Capalbo (Embrapa Meio Ambiente) percebeu que o
dossié disponibilizado demonstra que existe uma historia de uso seguro da
cultura do trigo ha milénios e que os estudos nao revelaram qualquer
indicio de novos fatores alergénicos no trigo GM, observando que existe uma
equivaléncia substancial. Compreendeu que as questoes de percepcao dos
consumidores, de consequéncias econémicas, de rotulagem e de
controvérsias sao de altissima importancia, porém, ressaltou que o evento
especifico analisado traz o beneficio de tolerancia a seca que podera trazer
a possiblidade de oferta mais constante.

O Sr. Sergio Henrique Oliveira (Agrol00 Sementes Boa Nova) discorreu que a
Agrol00 Sementes Boa Nova posiciona-se favoravel a liberacao comercial do
trigo HB4 por diversos motivos, elencando-os.



O Sr. Julio Bravo (Bioceres Crop Solutions) explicou os objetivos da Bioceres Crop
Solutions de trazer essa tecnologia para o pais e informou que serao tomadas todas
as medidas técnicas e juridicas necessarias para garantir a seguranca da
expansao da tecnologia e a preparacao de toda a cadeia, sendo que os
proximos dois ciclos serao de producao de sementes e que a previsao para
inicio da comercializacao controlada sera em 2024 ou 2026.

Sequiu-se os questionamentos especificos dos membros da CTNBio e as respostas
aos guestionados. Demais detalhes sobre a audiéncia publica podem ser consultados
junto a CTNBio.

Destaca-se que a CTNBio é uma Comissao de carater Técnico e que se
norteia legalmente pela lei da Biosseguranca, pelos decretos correlatos e
por suas Resolucées Normativas construidas por seus membros
especialistas de notavel saber cientifico, membros executivos e
assessorados por corpo juridico. A realizacao de audiéncia publica tem como
principal objetivo permitir a manifestacao da sociedade brasileira, algo de suma
importancia em qualquer processo publico. As informacdes colhidas na audiéncia
puUblica sao consideradas durante o processo de avaliacdo da seguranca da farinha
derivada do trigo HB4 para seres humanos, animais e ao meio ambiente. No
entanto, legalmente a anadlise devera ser técnica e baseada na legislacao vigente no
pais.

V - Diligéncia e resposta a diligéncia

Em agosto de 2021 foi solicitada a ultima diligéncia a requerente, cujo texto final do
parecer encontra-se transcrito abaixo:

“[...] pelas razées expostas acima, estes pareceristas avaliam e reafirmam que um
estudo comparativo do transcriptoma dos graos transgénicos em relacdao aos graos
nao transgénicos no estadio de enchimento de grdo, crescidos em condicbes de
estresse hidrico e controle, faz-se necessario para que se possa determinar com
maior confiabilidade e seguranca se o consumo da farinha do trigo em avaliacao nao
causa riscos a saude humana e animal. Dessa forma, encaminhamos o presente
processo para diligéncia para atendimento da solicitacéo.

A requerente encaminhou resposta a diligéncia por meio do Oficio 012/2021 datado
de 18 de agosto de 2021, além de outras informacdes solicitadas pelos pareceristas
apds a analise dos resultados apresentados na resposta a diligéncia. Apés uma
analise minuciosa dos resultados aportados, seqgue abaixo a avaliacao dos
pareceristas.

Fatores de transcricdo (FT) sao 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 estao envolvidos em alergias causadas pelo consumo de farinha de
trigo), foi pedido a requerente que realizasse uma analise do transcriptoma por RNA-
Seq dos graos de trigo nao transgénico e HB4. Dessa maneira, é possivel avaliar
quais genes tiveram seu padrao de expressao alterado pela acao do FT HB4, os
processos bioldgicos a eles associados e particularmente se genes com potencial
alergénico foram afetados.



A requerente realizou um experimento em camara de crescimento, coletando graos
de trigo entre 14 e 21 dias apds a antese, de plantas dos genétipos Cadenza (nao
transgénico) e HB4 (transgénico) submetidos a seca e também mantidos sob
irrigacao normal.

Apds o sequenciamento e geracao de dados de RNA-Seq, a analise de expressao
diferencial foi feita utilizando-se a ferramenta EdgeR. Genes foram considerados
diferencialmente expressos em comparacoes de pares (entre gendtipos e entre
condicdes de seca/irrigacao dentro do mesmo genétipo) quando houve uma
variacao 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
gendtipos e condicdes de seca/irrigacao, é apresentado na Tabela 1. Além disso, na
mesma tabela, ao lado da coluna com o nimero total de genes diferencialmente
expressos, encontra-se uma coluna que informa quantos 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 condicdes de seca (estresse) e irrigacao (N).

Comparacao Genes Regulados Genes Regulados
Positivamente Negativamente

Juhasz et Juhasz et

Total  al. (2018) Total al.(2018)
HB4 normal (N) vs Cad 258 19 62 1
HB4 estresse (S) vs Cad 69 2 82 2
Cad5vsN 1667 101 2420 B
HB4 Svs N 574 100 1600 &

Para que se pudesse avaliar a quais processos bioldgicos os genes diferencialmente
expressos estao associados, foi feita uma analise de anotacao de ontologia génica,
utilizando-se a ferramenta BLast2Go. Os genes que sao superexpressos no gendtipo
Cadenza, na condicao de seca comparada a condicao irrigada, estao envolvidos em
processos bioldgicos relacionados principalmente a fotossintese, producao de éxido
nitrico (estratégia associada a protecao ao estresse hidrico), modificacao da parede
celular, resposta a escassez hidrica e controle da conformacao proteica. O genétipo
HB4 também apresenta genes superexpressos relacionados a varios desses mesmos
processos biolégicos identificados no Cadenza. Dentre um total de 18 processos
bioldgicos relacionados a alteracdes na expressao génica no trigo HB4 durante a
seca, 14 sao comuns aos processos biolégicos afetados no genétipo Cadenza,
indicando o uso de estratégias semelhantes pelos dois genétipos na resposta ao
déficit hidrico.

Com relacao a expressao especifica de genes que codificam proteinas com potencial
alergénico, ambos os gendtipos 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 expressao revela que os valores observados no
genotipo HB4 em condicao de seca sao semelhantes aos encontrados nao sé no
gendtipo Cadenza como também em outros gendtipos de trigo descritos na



literatura e disponiveis no banco de dados Wheat-Expression (www.wheat-
expression.com).

A comparacao de genes diferencialmente expressos entre os dois genétipos na
condicao irrigada revelou que 258 genes estao superexpressos no trigo HB4. Esses
genes estao envolvidos principalmente em processos fotossintéticos. Ja na condicao
de seca, 0s genes superexpressos no gendétipo HB4 em relacdao ao Cadenza estao
relacionados a mecanismos de sintese de 6xido nitrico, sugerindo que esse talvez
seja uma das razdes da maior tolerancia do trigo transgénico a seca, uma vez que o
6xido nitrico é sabidamente um sinalizador importante de resposta a estresse hidrico
em plantas, contribuindo também para a detoxificacao celular de espécies reativas
de oxigénio.

A comparacao entre genétipos na condicao irrigada revelou que 19 genes que
codificam proteinas com potencial alergénico sao superexpressas no trigo HB4 em
relacao ao Cadenza. No entanto, os valores de expressao desses genes no trigo HB4
sao menores do que os encontrados em outros genétipos de trigo, disponiveis no
banco de dados Wheat-Expression (www.wheat-expression.com). Uma variacao da
expressao 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 relacao ao Cadenza na condicao de
seca.

Dessa maneira, apds uma avaliacao detalhada do transcriptoma do grao 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 os valores de
expressao encontrados nos genes superexpressos no trigo HB4 estao dentro do
intervalo de valores observados em diversos outros genétipos de trigo. Revelou
também que a condicao de estresse hidrico/irrigacao é a principal responsavel pela
variacao nos niveis de expressao génica. Além disso, a maioria dos processos
bioldgicos afetados no trigo HB4 em condicdes de seca também é alterada no trigo
Cadenza. Assim, os dados apresentados nao revelam evidéncias de que o uso da
farinha do trigo HB4 possa resultar em maiores riscos a salde humano e animal e
somos, portanto, favoraveis ao deferimento desta solicitacao de liberacao comercial.

VI - PARECER

Diante dos dados apresentados na solicitacao, a requerente apresenta um conjunto
de dados sobre a caracterizacao genética do evento, técnicas de deteccao,
padrao de heranca, descricao de efeitos pleiotrépicos e

epistaticos, estabilidade genotipica. Adicionalmente, traz avaliacao de risco a
saude humana e animal, incluindo diferencas de composicao quimica e
nutricional entre o evento GM e o vegetal nao modificado, alteracoes relativas
ao desempenho do animal quando alimentado com o OGM, estabilidade a
digestao e ao processamento industrial, efeitos deletérios e potencial
teratogénico, capacidade de produzir toxinas ou metabdlitos que causem
efeitos adversos aos animais e humanos, avaliacoes toxicoldgicas e
farmacoldgicas em animais, além de estudo de similaridade com alérgenos
conhecidos, incluindo analises bioinformaticas.

Ressalta-se que segundo resposta diligéncia anterior esse processo se



refere apenas a entrada no pais de produtos processados (farinha e
subsequentes) e identificados e que toda producao, beneficiamento e
atividades afins do Trigo HB4 sera feita na Argentina. Demais usos ou
introducao da planta ou sementes deverao ser tratados em requerimentos
futuros.

Diante do explicitado, entende-se que os documentos encaminhados pela
requerente, bem como as diligéncias atendidas e os esclarecimentos prestados na
audiéncia publica atendem a legislacao pertinente que visa garantir a
biosseguranca do meio ambiente, agricultura, saitde humana e animal,

disposta na Lei 11.105/05 e na Resolucdo Normativa N° 05 de 12 de marco de

2008. Sou portanto pelo DEFERIMENTO da solicitagao de liberacao comercial do
trigo HB4 (IND-@@412-7) nas condicdes apresentadas por esse parecer. Ademais, se
reconhece a importancia dos fatos destacados na audiéncia publica, mas que, no
gue tange a biosseguranca, todas as informacdes necessarias para a liberacao
comercial, no limite de seu conhecimento, estao apresentadas pela solicitante.

Dr. Marcelo Henrique Aguiar De Freitas
Membro da CTNBio

Documento assinado eletronicamente por Marcelo Henrique Aguiar de
Freitas, Membro da CTNBio, representante do Ministério das
Relacoes Exteriores, em 11/11/2021, as 09:14 (horario oficial de Brasilia),
com fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n210.543, de 13 de
novembro de 2020.
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