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I - Identificacado do OGM

Designacao do OGM: Cana-de-agucar geneticamente modificada para resisténcia a insetos, evento
CTC91087-6

Espécie: Cana-de-agucar (Saccharum officinarum)

Caracteristica Inserida: Resisténcia a insetos da ordem Lepidoptera.

Classificacio de risco do OGM: Classe de risco 1

Método de introducio da caracteristica: O evento CTC91087-6 foi obtido por meio de transformagao
mediada por Agrobacterium tumefasciens com um fragmento de DNA (T-DNA) contendo os cassetes de

expressao dos genes crylAc e bar.

Uso proposto: Liberagdo no meio ambiente, comercializa¢do, consumo e quaisquer outras atividades
relacionadas a esse OGM, material de propagagdo vegetativa existente e progénies dele derivadas.

I1 - Informacgoes Gerais

Trata-se da solicitacdo do Centro de Tecnologia Canavieira sobre a Proposta de Liberagdo Comercial de
Cana-de-Acucar Geneticamente Modificada, Evento CTC91087-6, aprovado pela CIBio da empresa e,
elaborado de acordo com a Resolugao Normativa n° 05 da CTNBio, de 13 de margo de 2008. Os usos
propostos para a cana-de-aguicar geneticamente modificada evento CTC91087-6 sdo: liberacdo no meio
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ambiente, comercializagcdo, consumo e quaisquer outras atividades relacionadas a esse OGM, material de
propagagao vegetativa existente e progénies dele derivadas.

A cana-de-agucar geneticamente modificada CTC91087-6 possui o background genético da cultivar
CTC9001 e expressa a proteina Cryl Ac constitutivamente, de forma a ser resistente a Diatraea
saccharalis Fabricius, 1794 (Lepidoptera: Crambidae). Esta espécie ¢ popularmente conhecida como broca
comum, broca-da-cana ou apenas broca.

Os ataques da broca t€ém como consequéncias perda de peso € morte dos brotos, perfilhos e colmos;
enfraquecimento da planta favorecendo o tombamento; enraizamento aéreo e brotagdes laterais e secamento
dos ponteiros de canas novas resultando em um sintoma conhecido como coragdo morto. Além disso, ao
perfurar o colmo da planta a broca cria condi¢des favoraveis a entrada de fungos e bactérias

especialmente Fusarium moniliforme e Colletotrichum falcatum, resultando em deterioragao fisiologica,
microbioldgica e tecnologica da cana.

Atualmente, a praga ¢ controlada por meio de controle quimico, realizado com aplicagdo de inseticidas, e
controle bioldgico, através da liberagao de predadores e parasitoides, com o uso principalmente da

vespa Cotesia flavipes, um endoparasitoide larval e o Trichogramma galloi, parasita dos ovos da broca-da-
cana. Apesar de consistirem importantes ferramentas de controle, hd desvantagens como alto custo
financeiro, exposi¢ao direta e indireta de pessoas aos componentes quimicos, crescente questionamento da
populacgdo sobre as aplicagdes aéreas, consumo de agua e emissao de gases do efeito estufa, no caso do
controle quimico, e o dispendioso trabalho no caso do controle bioldgico.

Dados de dezembro de 2016 sugerem que a broca da cana € responsavel por perdas anuais no valor de R$
4,88 bilhdes em Margem de Contribuicdo Agricola e Industrial (MCALI), se considerarmos a area total
cultivada de cana no Brasil (ALMEIDA, 2016).

A proteina CrylAc expressa pelo evento CTC91087-6 ¢ 100% idéntica aos 613 primeiros aminoacidos da
proteina de tamanho completo (113,1 kDa) isolada de Bacillus thuringiensis. O evento CTC91087-6
expressa ainda a proteina PAT, que codifica para a enzima acetilfosfotransferase, que confere tolerancia ao
herbicida glufosinato de amonio, utilizado como marcador de sele¢ao no processo de transformagao. Foi
utilizada a versdo da proteina PAT codifica pelo gene bar derivado de Streptomyces hygroscopicus. O inico
objetivo da insercao do gene bar no evento CTC91087-6 foi a selecao de células transformadas com o
gene crylAc.

O herbicida glufosinato de amonio tem registro no Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento sob
namero 000691, com o objetivo de facilitar a desfolha da cana-de-agucar durante a colheita. A liberagdo do
MAPA ¢ para realizacdo de uma unica aplicacao do herbicida sobre as folhas da cana-de-agtcar na pré-
colheita, quando a cultura se encontrar no final do estadio de desenvolvimento vegetativo e antes da emissao
da inflorescéncia, sendo que o equipamento de aplicagdo ¢ o aéreo (MAPA, 2018). Sendo assim, o herbicida
glufosinato de amonio nao € utilizado para o controle de ervas daninhas na cultura da cana-de-

acucar e, também, nao podera ser utilizado no manejo do evento CTC91087-6 em condigdes de campo.

III - Caracterizacio Molecular do Evento

O evento CTC91087-6 foi obtido por meio de transformacao mediada por Agrobacterium tumefasciens com
um fragmento de DNA (T-DNA) contendo os cassetes de expressao dos genes crylAc e bar. O vetor
pCTCO001 foi utilizado como base para clonagem e multiplicagdo do T-DNA que contém os cassetes alvo e
de selecao que foram inseridos no evento CTC91087.

Este vetor foi sintetizado com a finalidade tnica de permitir a clonagem de regides nucleotidicas de interesse
e garantir a transferéncia do T-DNA para o genoma da cana-de-acucar.

O gene crylAc produz uma 6-endotoxina que € naturalmente encontrada na bactéria ndo patogénica Bacillus
thuringiensus que vem sendo empregada em produtos bio-inseticidas amplamente empregados na agricultura
organica. A proteina CrylAc € toxica para insetos lepiddpteras, incluindo a broca da cana-de-agtcar, devido
a uma interacao especifica com receptores presentes no intestino do inseto. Quando esta interacao especifica
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proteina-receptor ocorre, ha uma disrupcao da fungdo e integridade do intestino que leva a toxicidade e
consequente morte do inseto. Esses receptores da proteina CrylAc sdo encontrados apenas no intestino de
insetos da ordem Lepidoptera, conferindo a especificidade deste efeito toxico, confirmada por estudos
extensivos sobre a inocuidade desta proteina em outros insetos e animais. A proteina PAT (bar) ¢ uma
enzima, fosfinotricina-acetiltransferase, que catalisa a acetilacdo e detoxificacdo do herbicida glufosinato,
que foi utilizada como marcador seletivo in vitro, para a sele¢do de calos que incorporaram a construgao
genética no processo de transformacao. O gene bar foi isolado de Streptomyces hydroscopicus, uma bactéria
nao patogénica muito estudada. Uma bactéria intimamente relacionada S. viridochromogenes produz uma
versdo da proteina PAT altamente homdloga, PAT (paf), com 86% de homologia com a proteina PAT
encontrada no evento CTC91087-6.

O DNA integrado no genoma do evento CTC91087-6 foi caracterizado utilizando varias metodologias. O
numero de copias dos genes heterdlogos foi previamente estimado por meio de PCR quantitativo em tempo
real (QPCR). Os resultados indicaram que uma copia do inserto contendo uma tinica copia de ambos os
genes crylAc e bar foi integrado no genoma do evento e, que ndo houve integragdo de sequéncias referentes
ao esqueleto (backbone) do plasmideo utilizado na transformagao. Analises de Southern blot utilizando
sondas homologas as sequéncias do gene crylAc e do promotor UBI-1 corroboraram as evidéncias de
integracdo de uma copia dos genes crylAc e bar em um Unico inserto e auséncia de integragdo parcial de
elementos do T-DNA em outros sitios do genoma do evento CTC91087-6. Adicionalmente, foram realizados
ensaios de Southern blot com trés sondas sobrepostas desenhadas para cobrir toda a extensao do backbone do
plasmideo utilizado na transformacao. Esses ensaios também nao detectaram qualquer integragdo

de backbone no genoma do evento CTC91087-6.

O grau de estabilidade genotipica do evento CTC91087-6 também foi verificado via metodologia

de Southern blot que comprovou que a integracao do cassete se manteve constante durante seis geragdes de
propagag¢do vegetativa representando os diferentes ciclos da cultura (cana planta e socas). Esse resultado
corrobora o fato de que o T-DNA se fixa no genoma da cana-de-aguicar uma vez que o sistema de propagacao
vegetativo da cultura utilizado nos plantios comerciais ndo permite a segregacao genética.

Finalmente, o sequenciamento completo do T-DNA e das regides flanqueadoras foi realizado utilizando
metodologia de PCR inversa (iPCR) e sequenciamento de captura (capture sequencing). As metodologias
produziram resultados concordantes que foram posteriormente confirmados utilizando primers de PCR
complementares as regides flanqueadoras e sequéncias internas do inserto propriamente dito.

Esses primers permitiram amplificar completamente o T-DNA e suas regides flanqueadoras em dois
fragmentos de DNA que foram posteriormente sequenciados via metodologia Sanger e alinhados para criar a
sequéncia final consenso e 0 mapa de integragao.

Resumidamente, os dados de Southern blot, qPCR e sequenciamento de DNA indicam que o evento
CTC91087-6 contém uma Unica integragdo de T-DNA, que codifica as proteinas CrylAc e PAT (bar), e ndo
contém qualquer sequéncia referente ao backbone do vetor utilizado na transformagao genética. Os dados
também confirmam que essa insercao de T-DNA ¢ estavel ao longo de seis geragdes de propagagao
vegetativa.

Nao existe relatos de interagdo entre as proteinas CrylAc e PAT (bar) a despeito dos varios eventos que
expressam essas proteinas isoladas ou conjuntamente. Tampouco existem relatos de que essas proteinas
apresentem efeitos pleiotropicos ou epistaticos.

Para avaliar a expressao dos genes crylAc e bar via ELISA foram estudados diferentes tecidos de cana-de-
acucar em diferentes estagios de desenvolvimento da cultura. Os resultados demonstram que os niveis de
expressao das proteinas CrylAc e PAT (bar) em colmos do evento CTC91087-6 sao muito baixos € que os
niveis de expressao da proteina CrylAc nas folhas do evento CTC97087-6 permanecem altos ao longo de
todo o ciclo de cultivo, garantindo a resisténcia a Diatraea saccharalis.

Foram apresentadas as técnicas de detec¢dao que podem ser utilizadas para identificar o evento CTC91087-6.

IV - Aspectos relacionados a Saide Humana e dos Animais
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Uma analise detalha da expressao das proteinas CrylAc e PAT (bar) em folhas, colmos e raizes do evento
CTC91087-6 foi realizada. Foram colhidas amostras de folhas aos 100, 200 e 300 dias apds o plantio (DAP)
para monitorar a expressao das proteinas ao longo de um ciclo tipico de cultivo de cana-planta. Além disso,
foi monitorada a expressao das proteinas heterélogas em ciclo de cana-planta (60 e 120 Dias Apos Plantio -
DAP) e cana-soca (60 e 120 Dias Apds Corte - DAC). Também foram coletadas amostras de colmos e raizes
aos 330 DAP para medir a concentragdo dessas proteinas no momento usual de colheita da cana-de-agucar.

Os resultados obtidos para folha, colmo e raizes indicam que o evento CTC91087-6 apresenta niveis de
expressao da proteina Cryl Ac muito maiores que a expressao de PAT (bar). Por exemplo, em folhas, a
expressao média de CrylAc ao longo dos tempos/locais amostrados variou de 26,9 a 33,3 ng/g peso fresco
enquanto que a expressdo média de PAT (bar) variou de 0,11 a 0,18 pg/g peso fresco. A concentracdo média
de CrylAc em folhas do evento CTC91087-6 ao longo do ciclo de cana-planta permaneceu constante (ou
decresceu levemente) ao longo dos tempos de coleta de 100, 200 e 300 DAP, com concentracdes de 26,9;
29,8 e 33,3 pg/g peso fresco, respectivamente.

O efeito do corte nos niveis de expressao também foi avaliado. A concentracdo média conjunta dos locais de
Cryl Ac nesses periodos de coleta foram 36,2 e 51,1 ug/g (60 e 120 DAP) e 23,1 € 29,2 pg/g peso fresco (60
e 120 DAC). Os niveis de expressao de PAT (bar) foram 0,11 e 0,18 (60 e 120 DAP) e 0,16 ¢ 0,19 ng/g peso
fresco (60 e 120 DAC).

Os dados de expressao de colmo, conjuntos para locais, colhidos aos 330 DAP, mostraram que os niveis de
expressao de CrylAc e PAT (bar) foram 3,65 ng/g peso fresco e 0,01 ng/g peso fresco, respectivamente. A
média de expressao de CrylAc aos 330 DAP nos cinco locais variaram de 2,53 a 4,27 ug/g peso fresco. Os
valores de expressao de ambas proteinas, CrylAc e PAT (bar), em raizes do evento CTC91087-6 sdo muito
baixos, e se mostraram abaixo do limite de detecgao da técnica.

Concluindo, os niveis de expressdo das proteinas CrylAc e PAT (bar) no evento CTC91087- 6

foram caracterizados em diferentes tempos, tecidos e locais de plantio representativos do cultivo da cultivar
CTC91087-6 no Brasil. Os niveis de expressao da proteina CrylAc nas folhas do evento CTC97087-6
permanecem altos ao longo de todo o ciclo de cultivo, garantindo resisténcia a Diatraea saccharalis. Os
niveis de expressao das proteinas Cryl Ac e PAT (bar) em colmos do evento CTC91087-6 sdo muito baixos
e, portanto, a exposicao alimentar as proteinas heterdlogas via consumo do caldo ou de produtos derivados
sera minima.

A caracterizagdo detalhada das proteinas heterdlogas confirmou que o evento CTC91087-6 expressa as
proteinas de tamanho esperado CrylAc (68.7 KDa) e PAT (bar) (20.6 KDa). Analises de sequenciamento e
bioinformatica da construg¢ao genética e das sequéncias inseridas no evento CTC91087-6, bem como Western
blot e sequenciamento das proteinas expressas, demonstraram que as proteinas heterélogas expressas pelo
evento CTC91087-6 sdo idénticas as sequéncias de aminoacidos de proteinas presentes em eventos
comerciais.

Dada a identidade de sequéncia das proteinas CrylAc e PAT (bar), a biosseguranga do evento CTC91087-6
foi estudada por meio da revisdo da extensa literatura cientifica existente para as proteinas Cryl Ac e PAT
(bar). Estas proteinas estdo entre as proteinas mais utilizadas e estudadas em programas de melhoramento
via biotecnologia, tendo sido examinadas e consistentemente aprovadas por reguladores em mais de 20
paises, nos ultimos 20 anos. Culturas derivadas da Biotecnologia, contendo as proteinas CrylAc e PAT (bar
ou pat) apresentam atualmente um amplo historico de uso seguro, em mais de 20 paises, tendo obtido pelo
menos 110 e 460 aprovagdes regulatdrias, respectivamente.

A seguranca alimentar humana e animal do evento CTC91087-6 foi realizada seguindo as recomendacdes da
Resolu¢ao Normativa N° 05 da CTNBio e do WHO Codex Alimentarius Guidance (2003) e considerou a
biologia da cana-de-agticar, seus usos tradicionais, os usos pretendidos do evento CTC91087-6, a natureza
dos genes inseridos, os organismos doadores e as proteinas heterélogas produzidas. Dessa forma, foram
analisados os fenotipos € a composicao nutricional do evento CTC91087-6, de acordo com as orientacdes da
OECD (2011), incluindo as possiveis presengas de toxinas, alérgenos e substancias antinutricionais sobre a
seguranga alimentar humana e animal do evento CTC91087-6. Adicionalmente, as potenciais propriedades
toxicas ou alergénicas das proteinas Cryl Ac e PAT (bar) e do processamento da cana-de-agucar na seguranga
alimentar humana e animal do evento CTC91087-6 também foram avaliadas.
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Os estudos de composi¢ao nutricional, conduzidos de acordo com as recomendagdes da OECD

(2011), demonstraram que o evento CTC91087-6 possui equivaléncia nutricional com a cultivar parental
CTC9001, uma vez que nao foram detectadas diferencas significativas nos parametros avaliados: sacarose,
proteina, fibra (bruta, FDN e FDA), lipideos, cinzas e umidade. Estudos demonstraram que o processamento
e o refino da cana-de-acucar resultam na perda completa do DNA e proteinas heterdlogos para niveis ndo
detectaveis pelas metodologias atualmente disponiveis. Estudos com o agucar derivado do evento
CTC91087- 6 confirmaram a auséncia de DNA especifico do evento e a auséncia das proteinas CrylAc e
PAT (bar) no produto final.

Estudos toxicoldgicos de administragdo oral das proteinas purificadas Cryl Ac e PAT (pat) demonstraram
valores de NOAEL (Nivel Sem Efeitos Adversos Observaveis) muito altos, de aproximadamente 5.000
mg/kg peso corporal. Muitos estudos de seguran¢a alimentar foram conduzidos com materiais contendo a
proteina CrylAc, incluindo produtos microbioldgicos e culturas expressando CrylAc e PAT. Estes estudos
incluem: estudos de alimenta¢do de ratos por 90 dias com graos contendo ambas proteinas e estudos que
avaliaram produtos microbioldgicos incluindo efeitos de administragdo de tais produtos em humanos. Estes
estudos ndo encontraram efeitos adversos.

A alergenicidade dessas proteinas também foi avaliada. A analise de bioinformatica atualizada apresentada
demonstrou que as proteinas CrylAc e PAT (bar) ndo t€ém homologia com alérgenos conhecidos. Além disso,
estudos publicados com as proteinas purificadas demonstraram que ambas proteinas sao rapidamente
degradas em Fluido Gastrico Simulado (SGF) e Fluido Intestinal Simulado (SIF) e que as proteinas sao
desnaturadas por aquecimento. Baseados no longo histdrico de uso seguro das proteinas Cryl Ac e PAT na
agricultura e na alimentagdo, e na homologia direta das proteinas expressas no evento CTC91087-6 com as
proteinas CrylAc e PAT estudadas e aprovadas em eventos comerciais, bem como, estudos prévios, as
principais agéncias regulatérias do mundo concluiram que essas proteinas ndo sdo toxicas, tampouco
alergénicas.

O consumo das proteinas heterdlogas devido a ingestao do evento CTC91087-6 e produtos derivados em
qualquer situacao sera muito menor que os valores de NOAEL estimados para ambas as proteinas, levando a
margens de seguranga extremamente elevadas. A exposi¢do alimentar humana pode se dar via consumo
direto (colmos de cana-de-agtcar ou caldo de cana) ou via produtos alimentares processados tais como
acticar e melaco. E dificil estimar precisamente o consumo tipico de cana-de-agucar in natura ou de caldo de
cana no Brasil devido a falta de estimativas oficiais uma vez que a producao e consumo desses produtos se
da principalmente no mercado informal. Considerando que o evento CTC91087-6 expressa
aproximadamente 3,65 pug de CrylAc e 0,01 ug de PAT (bar) por grama de peso fresco de colmo, € possivel
calcular a quantidade de cana-de-agucar necessaria para atingir a NOAEL de cada proteina. Especificamente,
um brasileiro com peso de 60 kg teria que consumir aproximadamente 82 e 30.000 toneladas de cana-de-
acucar para atingir o NOAEL das proteinas Cryl Ac e PAT (bar), respectivamente. Baseando-se nesta analise
e no fato de que a cana-de-agucar nao produz toxinas ou composto anti-nutrientes (OECD, 2011) € possivel
concluir que o consumo alimentar humano de derivados ndo processados do evento CTC91087-6 (cana-de-
acUcar in natura e caldo de cana) ¢ seguro.

No entanto, a principal forma de consumo de cana-de-agucar por humanos se da na forma de acucar, tanto no
mercado doméstico quanto no mercado exterior. O processamento da cana-de agucar para a producao de
acucar envolve altas temperaturas e ajustes de pH que reconhecidamente precipitam e eliminam
macromoléculas como DNA e proteinas (CULLIS et al., 2014). Estima-se que o consumo médio de acucar
adicionado no Brasil seja de 47,6 g/pessoa/dia (KENNEDY et al., 2018). CULLIS et al. (2014)
determinaram que o agucar refinado ndo contém qualquer proteina total de planta até o limite de detecgao
(LOD) de 1 pg/g de actcar refinado.

Consequentemente, o consumo teorico das proteinas CrylAc e PAT (bar) estimado no “pior cenario” é de
0,79 ng/kg peso corporal/dia (considerando o LOD de deteccao de total proteina de 1 pug/g de agucar refinado
e uma pessoa de 60 kg que consome 47,6 g de actcar/dia). Também ¢ possivel calcular as margens de
segurang¢a para ambas proteinas considerando os valores de NOAEL divididos pelos valores de consumo
estimados no “pior cendrio”. Uma vez que ambas proteinas possuem valores de NOAEL de consumo oral de

5,000 mg/kg peso corporal/dia, as margens de seguranga de ambas as proteinas equivalem a 6,3 x 100.
Apesar desta margem astronomicamente grande, este valor baseado no “pior cendrio” de exposicao ¢ uma
superestimava uma vez que: 1) assume que todo agucar consumido ¢ derivado do evento CTC91087-6 ¢ 2)
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assume que todo o a proteina residual no LOD (CULLIS et al., 2014) ¢ ou CrylAc ou PAT (bar).
KENNEDY et al. (2018) conduziram um estudo de caso similar a respeito de consumo teéricos de paises
representativos do mundo, incluindo o Brasil, e chegaram a margens de seguranga similares.

Analises similares a respeito de consumo tedrico de substancias altamente purificadas demonstram que o
consumo de ingredientes alimenticios produzidos a partir do evento CTC91087-6 ¢ seguro. De maneira
similar, o processamento da cana-de-agucar para produzir cachaca também envolve condi¢des estringentes.
As proteinas CrylAc e PAT (bar), assim como as proteinas enddgenas da cana-de-ac¢tcar, ndo codestilam
com o etanol e, mesmo que o fizessem, seriam precipitadas nas altas concentragdes de etanol encontradas na
cachacga. Para o proposito desta analise de risco, € assumido que as proteinas heter6logas sdo completamente
removidas da cachaca antes do consumo humano. Concluindo, o consumo humano das proteinas heterélogas
nos alimentos processados ou in natura e nas bebidas derivados do evento CTC91087-6 € insignificante
quando comparado com as altas quantidades das proteinas j4 demonstradas seguras em animais.

No Brasil, também hé o uso de cana-de-actcar para forragem de gado na €poca seca. A seguranca das
proteinas CrylAc e PAT (bar) presentes no evento CTC91087-6 foi avaliada para este uso. Assim como no
cenario de exposi¢do alimentar humana a derivados de cana in natura descrito acima, a quantidade de
forragem necessaria para exceder os valores estimados de NOAEL sdo extremamente altos. Por exemplo,
uma vaca de 200 kg teria que consumir 1.000 g de CrylAc para atingir o NOAEL das proteinas CrylAc e
PAT (bar). Considerando a expressao de 3,65 pg de Cryl Ac/g de peso fresco de colmos, uma vaca de 200 kg
teria que consumir 273 toneladas de forragem produzida com colmos do evento CTC91087-6 para exceder a
NOAEL desta proteina. Mesmo considerando que as vacas fossem alimentadas somente com folhas do
evento CTC91087- 6, onde a expressdo da proteina CrylAc pode atingir niveis de 50 pg de CrylAc/g de
peso fresco, seria necessario que a vaca consumisse 20.000 kg de folhas para exceder o NOAEL dessa
proteina.

A avaliacdo das exposi¢des potenciais humana a produtos in natura ou processados derivados do evento
CTC91087-6, e da exposi¢ao do gado a forragem derivada do evento CTC91087-6, levam a conclusdo que o
consumo alimentar humano e animal do evento CTC91087-6 ¢ tao seguro quanto o consumo da cana-de-
agucar convencional.

O cultivo e uso disseminado e ininterrupto de varios organismos que tiveram a inser¢ao desses mesmos
genes (soja, milho, algoddo) por muitos anos sem haver qualquer registro de efeito prejudicial ao homem ou
aos animais corrobora a conclusdo de que a introducdo desses genes a plantas de consumo humano e animal
ndo interfere no grau de seguranca dessas plantas em relagdo a plantas equivalentes que ndo tiveram a
insercao desses genes.

V - Aspectos Ambientais

A cana-de-agucar ndo ¢ nativa do Brasil e, portanto, ¢ considerada uma espécie exotica nos ecossistemas
brasileiros. O centro de origem da espécie ¢ o sudeste da Asia e Ilhas da Melanésia. Ela chegou ao Brasil
logo ap6s o descobrimento, junto com a implementacdo das primeiras capitanias. (MIOCQUE, 1977). Hoje
ela ¢ cultivada em praticamente todos os estados brasileiros, ainda que em alguns deles ndo de forma
extensiva. Sendo uma planta exotica, ndo ha qualquer possibilidade de hibridagao introgressiva, pois
nenhuma das espécies ancestrais do complexo Saccharum (DANIELS e ROACH, 1987) ocorre no Brasil.

As cultivares comerciais modernas de cana-de-acUcar, dentre as quais se encontram a cultivar em analise, sdo
hibridos de vérias espécies pertencentes ao género Saccharum. Estas espécies (S. spontaneum, S.
officinarum, S. robustum, S. edule, S. barberi e S. sinense) sao todas originadas do Sudeste Asiatico
(MOORE et al., 2014). Ainda que varias espécies de Saccharum tenham contribuido para dar origem as
cultivares comerciais atuais da cana, elas sdo o resultado do cruzamento entre S. officinarum e S.

spontaneum (DILLON et al., 2007) e, foram desenvolvidas por melhoramento genético realizado no final do
século XIX (MATSUOKA et al., 1999), com o objetivo de reunir caracteristicas de interesse presentes nas
diferentes espécies.

Dessa forma, pode-se dizer que as cultivares de cana-de-agucar atualmente comercializadas sdo hibridos
interespecificos, sendo Saccharum officinarum e S. spontaneum os que mais contribuiram para o genoma
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dessas cultivares. S. sinense, S. barberi e S. robustum provavelmente deram contribui¢cdes de menor
expressdo para algumas cultivares especificas (MATSUOKA et al., 1999). S. officinarum apresenta um
numero de cromossomos 2n = 80, com um numero basico de cromossomos igual a 10, sendo portando
octaploéide (oito copias de cada cromossomo) (AUSTRALIAN GOVERNMENT, 2011). Mas S.

officinarum ¢ mais do que poliploide, ¢ também autopoliploide (possui mais de duas copias de cromossomos
homologos provenientes de uma unica espécie) e alopoliploide (possui duas ou mais copias de cromossomos
hibridos) (SREENIVASAN et al., 1987). Por outro lado, S. spontaneum ¢ uma espécie altamente polimorfica,
vigorosa, resistente a doenga e com um alto teor de fibra. Ela apresenta 2n = 40 e 128 cromossomos € ¢ um
poliploide complexo, com um niimero basico de cromossomos igual a 8 ou 10 (D’HONT et al., 1996). As
cultivares modernas apresentam niimero de cromossomos variando de 2n = 100 a 130, indicando alta ploidia
com presenca de aneuploidia (GRIVET e ARRUDA, 2002). Surpreendentemente, os grupos de homologia
da cana-de-acucar podem apresentar diferentes numeros de cromossomos. Estima-se que os niveis de ploidia
mais provaveis variem entre 6 e 14, mas que podem ser tao altos quanto 20 (GARCIA et al., 2013).

No Brasil, existem trés espécies nativas que foram recentemente reclassificadas como pertencentes ao
género Saccharum (anteriormente Eryanthus): S. villosum, S. angustifollium ¢ S. asperum. Nao ¢ esperado
que tais espécies tenham capacidade de hibridizagdo com as cultivares modernas de cana-de-agticar devido a
ndo coincidéncia de centros de origem e, por consequéncia, devido as diferencas nas historias
evolutivas.Dados apresentados na Audiéncia Publica N° 06, promovida pela CTNBio em Brasilia em 06 de
outubro de 2016, indicam que nenhuma das plantas dessas espécies, até agora estudadas, pode receber polen
de outra espécie, nem doar polen para outra espécie em condi¢gdes naturais € que, se 0 cruzamento existir, ele
deve ser extremamente raro.

De fato, ndo existe nenhum relato na literatura sobre a hibridizagao das cultivares modernas de cana-de-
acucar e as espécies nativas de Saccharum no Brasil, a despeito desta cultura estar sendo cultivada
extensivamente ha cinco séculos no pais e as espécies nativas serem alvo de interesse de varios trabalhos
cientificos. Similarmente, ndo ha preocupacao de escape génico para cultivos de cana-de-agucar
convencional uma vez que a cana-de-agtcar nao ¢ propagada comercialmente via sementes.

A cana-de-aglcar ¢ propagada comercialmente por meio de reprodugdo vegetativa através do plantio de
colmos segmentados e, consequente, brotacao de suas gemas laterais. O florescimento, apesar de ser
essencial para programas de melhoramento genético, ¢ prejudicial a produtividade da cultura, uma vez que a
sacarose, ao inveés de ser armazenada no colmo, ¢ consumida durante a formagao das paniculas, resultando
em um fendmeno conhecido como isoporizagdo. A principal consequéncia da isoporiza¢do ¢ a redugdo no
volume de caldo e consequente diminui¢ao da produtividade. Por este motivo, os programas de
melhoramento genético de cana-de-agucar trabalham no sentido de desenvolver variedades que tendem a nao
florescer nas areas a que sdo destinadas. Dados historicos de florescimento do programa de melhoramento do
CTC indicam que, quando comparada com outras cultivares modernas, a cultivar CTC9001 apresenta niveis
medianos de florescimento.

O florescimento de cana-de-agucar € um processo complexo, que além de depender do genotipo da planta, €
altamente influenciado por fatores ambientais tais como o fotoperiodo, a temperatura e a umidade, o que
favorece a ocorréncia desse fenomeno a regides especificas do globo terrestre. No Brasil, de maneira geral,
as condigdes ideais para o florescimento de variedades de cana-de-agticar ocorrem em regioes litoraneas do
Nordeste que possuem altas temperaturas e umidade e se localizam proéximas ao Equador. Por este motivo, as
estacdes de melhoramento brasileiras se encontram nessa regido, inclusive a estagdo do melhoramento do
CTC que se localiza em Camumu (BA). Nas condi¢des de cultivo da regido Centro-Sul, o florescimento é
desfavorecido e, mesmo quando ocorre, a viabilidade do pdlen e das sementes ¢ comprometida pois o
florescimento ocorre tardiamente, no inverno, que apresenta baixas temperaturas € umidades
(CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al ., 2018).

O evento CTC91087-6 nao apresentou alteracao da capacidade de reproducao assexuada em relacao a
cultivar parental CTC9001, avaliada por meio da germinagdo e vigor de Mudas Pré-Brotadas (MPB) em
casa de vegetacdo e capacidade de perfilhamento em campo. Nao houve indu¢do ambiental do florescimento
do evento CTC91087-6, da cultivar CTC9001 e das referéncias comerciais nos experimentos conduzidos
para realizar a caracterizagdo fenotipica do evento CTC91087-6 no periodo avaliado. Esses resultados
confirmam que o florescimento da cana-de-aglicar ocorre apenas esporadicamente em anos que apresentam
condi¢des ambientais favoraveis. O fato de a cana-de-agticar apresentar restricdes quanto a sua reproducao
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sexuada e so ser propagada comercialmente via propagagao assexuada, faz com que a cana-de-aguicar nao
apresente populagdes espontaneas no meio ambiente brasileiro, ndo sendo uma espécie invasiva. De fato, a
cana-de-acucar sé é encontrada associada a atividades humanas.

O evento CTC91087-6 possui duas caracteristicas que o difere da variedade parental CTC9001: a resisténcia
ao inseto D. saccharalis devido a inser¢do do gene crylAc, e a tolerancia ao herbicida glufosinato de amoénio
devido a inser¢do do gene bar. Esta ultima caracteristica teve utilidade nas primeiras etapas de selecdo de
transformantes in vitro, como parte do processo de obten¢ao do evento geneticamente modificado. Além
dessas, nenhuma caracteristica adicional foi apresentada pelo evento, de acordo com resultados de diferentes
testes, experimentos e observagdes.

Os resultados apresentados demonstram que o evento CTC91087-6 nao difere da cultivar CTC9001 em
relagdo a sua taxa de degradabilidade, a capacidade de adicionar ou remover substancias ao solo, tampouco
com sua capacidade de influenciar positiva ou negativamente a microbiota do solo.

O efeito da proteina Cryl Ac sobre organismos ndo-alvo foi conduzido em uma variedade de espécies nao
lepidopteras para submissdes regulatorias relacionadas a plantas produtoras de Cryl Ac (CERA, 2011). Os
organismos de teste incluiram Apis mellifera adulta e larva, coleopteros predadores (Hippodamia
convergens), neuropteros (Chrysoperla carnea), Hymenoptera parasitas (Nasonia vitripennis), bem como, as
espécies Folsomia candida e Xanylla grisea. Nenhum destes organismos mostrou uma resposta significativa
a proteina Cry1l Ac nas concentragdes testadas.

O CTC comprovou a resisténcia a insetos presentes no evento CTC91087-6 por meio da condugdo ensaios de
eficidcia com com inocula¢do massiva de larvas de Diatraea saccharalis. O evento demonstrou apresentar
resisténcia a D. saccharalis quando comparado a variedade parental CTC9001 em quatro localidades
representativas da area de cultivo da CTC9001: Piracicaba, Barrinha e Valparaiso (SP) e Quirindpolis (GO).
Esta resisténcia ao ataque da brocada- cana pode ser verificada pela menor intensidade de infestacdo, medida
pelo nimero de colmos que apresentaram danos pelo inseto. A resisténcia do evento CTC91087-6 também
foi constatada em ensaios de diluigdo. Larvas de D. saccharalis alimentadas com dieta contendo folhas do
evento CTC91087-6 diluidas na propor¢ao de 25% apresentaram desenvolvimento atrasado quando
comparadas com insetos alimentados com dieta com folhas da cultivar CTC9001 diluidas na mesma
propor¢ao, indicando que o evento CTC91087-6 apresenta alto indice de resisténcia a D. saccharalis.

Além da comprovacao da eficacia do evento CTC91087-6 sobre o inseto alvo da tecnologia, Diatraea
saccharalis, também foi avaliado o possivel efeito do evento CTC91087-6 sobre outras pragas secundérias
da cultura da cana-de-agucar pertencentes a ordem Lepidoptera e que, portanto, poderiam ser potencialmente
afetados pela expressao da proteina CrylAc. Foram avaliados as seguintes espécies: broca gigante da cana-
de-acucar (Telchin licus), lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda), curuqueré dos capinzais (Mocis
latipes) e Helicoverpa armigera. Os resultados indicam que o evento CTC91087-6 possui efeitos potenciais
sobre a broca gigante e a curuqueré dos capinzais. Por outro lado, mesmo em condi¢des 6timas de inoculagdo
artificial, o evento CTC91087-6 ndo apresentou efeitos sobre o desenvolvimento da lagarta do cartucho ou
sobre H. armigera, indicando que o evento CTC91087-6 ndo terd a capacidade de controlar tais insetos nas
condi¢des reais de cultivo da cana-de-agucar. Conclui-se que nem todos lepidopteros possuem os
mecanismos de suscetibilidade a proteina CrylAc e, por consequéncia, nem todas as pragas lepidopteras de
cana-de-actcar serdo afetadas pelo cultivo do evento CTC91087-6.

A avaliacdo do impacto do cultivo do evento CTC91087-6 sobre a comunidade de artropodes ndo-alvo
visitantes nas areas de cultivo da cana-de-acucar foi realizada por meio da instalagdo de armadilhas de
coletas instaladas em experimentos realizados em localidades representativas da area de plantio da cultivar
CTC9001: Piracicaba-SP, Barrinha-SP, Valparaiso-SP, Quirinopolis-GO e Camamu-BA. Foram feitas coletas
em armadilhas e anélise da abundancia geral dos organismos ndo-alvo coletados durante o desenvolvimento
da cultura em quatro momentos distintos. Foram realizadas 422 comparagdes em andlise por local e 27
comparacdes em andlise conjunta. Foram verificadas 24 diferencas significativas entre o material teste € o
material controle nas andlises por local e nenhuma diferenga significativa na analise conjunta. Os dados
sugerem que a presenca das proteinas CrylAc e/ou PAT (bar) em folhas, colmos ou raizes nao interfere
significativamente na abundancia e visitacdo de organismos nao-alvo do evento CTC91087-6 em
comparacao a variedade controle CTC9001. Dessa forma, € possivel concluir que baseado nos tempos de
coleta, locais de amostragens e tipo de armadilhas utilizadas, existe equivaléncia substancial entre o evento
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CTC91087-6 e a variedade controle CTC9001. E fato que o ambiente de monocultivo de cana-de-agticar
pode ser considerado como empobrecido em relagdo a abundancia e nimero de insetos e outros artropodes,
pela razdo do monocultivo e agroquimicos de amplo espectro utilizado no plantio e condugdo das soqueiras.
Nao obstante, mesmo nessa condicao, as diferengas significativas sdo pontuais e nao se repetem ao longo dos
tempos de avaliagao ou entre os locais de condugao do estudo.

No geral, as avaliagdes realizadas e apresentadas neste documento demonstram que o evento CTC91087-6 ¢
equivalente em todas as caracteristicas fenotipicas, agrondmicas, fisioldgicas, bioquimicas e industriais ao
seu parental, exceto pelas caracteristicas conferidas pelos genes introduzidos: o crylAc de resisténcia a
insetos da ordem Lepidoptera e o bar de tolerancia ao herbicida glufosinato de amoénio (utilizado no processo
inicial de selecdo de transformantes, e sem nenhuma vantagem seletiva ao evento em seu ambiente de
cultivo). Da mesma forma, a cultura da cana-de-agticar possui um amplo historico de uso seguro no
ambiente, com mais de cinco séculos de cultivo no Brasil. Com todo o levantamento bibliografico levantado,
somado as avalia¢des de risco, podemos concluir que o evento CTC91087-6 ¢ tdo seguro quanto seu
equivalente convencional, a cultivar CTC9001, para alimenta¢do humana, animal e ao ambiente.

VI - Parecer

Diante do exposto, e considerando os critérios internacionalmente aceitos no processo de analise de risco de
matérias-primas geneticamente modificadas, ¢ possivel concluir que o evento em questdo € tao seguro quanto
seus equivalentes convencionais, ndo sendo causador de significativa degradagdo do meio ambiente,
guardando com a biota relagdo idéntica a cana-de-agticar convencional.

No ambito das competéncias que lhe sdo atribuidas pelo art. 14 da Lei 11.105/05, a CTNBio considerou que
o pedido atende as normas e as legislagdes vigentes que visam garantir a biosseguranga do meio ambiente,
agricultura, saide humana e animal, e concluiu que que o evento CTC91087-6 de cana-de-agtcar
geneticamente modificada ¢ substancialmente equivalente a cana convencional, sendo seu consumo seguro
para a saude humana e animal.

VII - Area de Restricio Ambiental:

Conforme estabelecido no art. 1° da Lei 11.460, de 21 de margo de 2007, “ficam vedados a pesquisa € o
cultivo de organismos geneticamente modificados nas terras indigenas e areas de unidades de conservagao,
exceto nas Areas de Protecao Ambiental”.
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