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A BIOSSEGURANCA DO ALGODAO GENETICAMENTE MODIFICADO
TOLERANTE AO GLIFOSATO MON 1445

INTRODUCAO

A Monsanto desenvolveu o algoddo MON 1445 com a caracteristica de tolerancia ao
glifosato, que é o ingrediente ativo dos herbicidas Roundup® (Williams et al., 2000), como
mais uma opgao para o controle de plantas daninhas na cultura do algodao. O algodao MON
1445 foi produzido através da modificacdo genética da variedade comercial Coker 312
utilizando a metodologia mediada pela bactéria Agrobacterium tumefaciens. A transformacgao
inseriu os genes cp4 epsps, nptll e aad no genoma dessa variedade de algoddo. As
proteinas expressas no algodao MON 1445 sao a CP4 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato
sintase (CP4 EPSPS) proveniente da Agrobacterium sp. cepa CP4, que é naturalmente
tolerante ao glifosato, e a neomicina fosfotransferase tipo Il (NPTII), que confere resisténcia
a antibidticos aminoglicosilados, comumente utilizados em cultura de tecidos de plantas para
selecdo de transformantes. A proteina 3”(9)-O-aminoglicosideo adenililtransferase (AAD)
nao é expressa na planta, pois o gene aad esta sob o controle de um promotor procariético.

O controle de plantas daninhas que é realizado pelo glifosato (Malik et al., 1989)
ocorre pela inibicdo das enzimas EPSPS enddgenas destas plantas. Essa enzima catalisa
uma etapa na via metabdlica do acido chiquimico (Haslam, 1993) que leva a biossintese de
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptofano e tirosina) em plantas e microrganismos. A
via do acido chiquimico é também responsavel pela biossintese de metabdlitos secundarios
como o tetrahidrofolato, a ubiquinona e a vitamina K. Embora esta via e também as
proteinas EPSPS estejam ausentes em mamiferos, peixes, aves, répteis e insetos, elas sao
essenciais em plantas (Alibhai e Stallings, 2001). Estima-se que moléculas aromaticas
derivadas do acido chiquimico representam 35% ou mais do peso seco de plantas (Franz et
al., 1997).

A enzima CP4 EPSPS produzida no algodao MON 1445 possui baixa afinidade pelo
glifosato, se comparada com as proteinas EPSPS selvagens. Assim, quando o algodao
MON 1445 ¢ tratado com o herbicida glifosato (Barry et al., 1992), a acdo dessa enzima faz
com que as plantas continuem se desenvolvendo normalmente. Como os animais nao
utilizam a via biossintética de aminoacidos aromaticos, o glifosato é considerado um
herbicida de baixa toxicidade e seguro para animais e para o meio ambiente.

Todos os estudos de campo, casa-de-vegetacdo e laboratério realizados com o
algoddao MON 1445 demonstraram que este evento de transformacéo genética € tdo seguro
quanto o algodao convencional com respeito as suas caracteristicas reprodutivas,
agrondmicas, de seguranca alimentar e ambiental, nutricionais, e outras. O algoddo MON
1445 encontra-se aprovado em paises como: Estados Unidos (1995), Canada (1996), Japao
(1997), Australia e Nova Zelandia (2000), Coréia do Sul (2003), Africa do Sul (2000), México
(2000), Filipinas (2003), Argentina (1999), Unido Européia (2005) e China (2004). Existe,
portanto, um histérico de uso seguro do algodao MON 1445 desde 1995, sem que nenhum
efeito adverso a saude humana e animal e ao meio ambiente tenha sido relatado.
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1. CARACTERIZACAO MOLECULAR

O algodao MON 1445 foi obtido a partir da modificagdo da variedade comercial Coker
312 utilizando o plasmideo PV-GHGTO7, através do sistema de transformacgido genética
mediado por Agrobacterium tumefaciens. Esta transformacgao inseriu os genes cp4 epsps,
nptll e aad no genoma da variedade Coker 312 (Serdy e Nida, 1995). Portanto, a linhagem
de algodao resultante da transformacgao, expressa a enzima CP4 EPSPS proveniente da
Agrobacterium sp. cepa CP4, que é naturalmente tolerante ao glifosato. Essa linhagem
expressa também a proteina NPTII, que confere resisténcia a antibiéticos aminoglicosilados,
possibilitando a selecdo de células vegetais com o gene cp4 epsps em um meio de cultura
contendo o antibidtico canamicina nas fases in vitro do processo de transformacgado. O
terceiro gene introduzido, o aad, codifica a proteina AAD e nao é expresso em tecido vegetal
por estar sob o controle de um promotor procariético.

O algoddao MON 1445 foi caracterizado quanto ao DNA inserido, a expressao das
proteinas codificadas pelos genes inseridos, as suas caracteristicas fenotipicas e ao seu
desempenho agrond6mico. Adicionalmente, a composicdo dos produtos da planta foi
comparada com contrapartes convencionais. A transformacgao inseriu os genes cp4 epsps,
nptll e aad no genoma do algod&o. Essa insercéo foi caracterizada através de analises
moleculares que utilizaram as técnicas de Southern blot (Nida et al.,1996a), PCR (Reacao
em Cadeia da Polimerase ou Polymerase Chain Reaction) e sequenciamento de
nucleotideos. Essas técnicas permitiram identificar: o nimero de locais em que o DNA foi
inserido; o numero de copias dos genes inseridos; a composi¢cao e a integridade dos genes
inseridos; a seqliéncia de nucleotideos do DNA inserido; e a sequéncia de nucleotideos que
flanqueiam o DNA inserido. Em resumo, a caracterizagdo molecular do algoddo MON 1445
mostrou que: (1) o DNA do plasmideo PV-GHGTO7 foi inserido em um unico local no
genoma do algodao; (2) a insercao contém 5.734 pb, composta da sequéncia E9 3, da
sequéncia codificadora do gene cp4 epsps, da sequéncia codificadora do CTP2, do promotor
P-FMV, do gene aad, do finalizador NOS 3’, da sequéncia codificadora do gene nptll, do
promotor 35S e uma parte da seqiiéncia do elemento ori-V; (3) a ligagcao entre os elementos
genéticos e a integridade do DNA inserido foram mantidas durante a inser¢do (Serdy e Nida,
1995).

A estabilidade genética da sequéncia de DNA contida no algoddo MON 1445 foi
determinada pelo padrao de estabilidade hereditaria, pela integridade do DNA inserido e
pela estabilidade do fendtipo (expressdo e eficacia) em varias condicdes ambientais
determinadas em varias geracdes de linhagens obtidas por retrocruzamento com cultivares
elite, inclusive uma variedade tropical adaptada para cultivo no Brasil (Nida et al., 1996a). Os
resultados que foram obtidos do retrocruzamento sédo consistentes com a insergdo do gene
cp4 epsps em um unico local no genoma do algodao, o qual é segregado de acordo com o
padrao de heranga mendeliano. As analises moleculares demonstraram que a integridade do
gene inserido é mantida durante varias geragdes e que a caracteristica € expressa de forma
estavel em varias condigdes ambientais.

2. EXPRESSAO DAS PROTEINAS CP4 EPSPS E NPTII

A expressao das proteinas CP4 EPSPS e NPTII foi determinada em varios tecidos e
estagios de desenvolvimento do algoddo MON 1445 através da técnica de ELISA, validada
especificamente para a deteccdo e quantificacdo dessas proteinas em extratos de varios
tecidos de algodao. Os tecidos do algodao MON 1445 foram obtidos durante experimentos
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de campo realizados nos Estados Unidos nas safras de 1993 e 1994, na Espanha na safra
de 1997, e no Brasil nas safras de 1999/2000 e 2002/2003.

Os dados coletados nos Estados Unidos durante as safras de 1993 e 1994 mostram
que as proteinas CP4 EPSPS e NPTII foram expressas em niveis extremamente baixos, em
uma faixa entre 0,02% e 0,028% da proteina total da semente do algoddo (Nida et al.,
1996a). A média de expressao da proteina CP4 EPSPS em folhas e sementes coletadas em
seis locais em 1993 foi, respectivamente, de 0,052 e 0,082ug/mg de tecido fresco. A média
de expressao da proteina CP4 EPSPS em sementes coletadas em seis locais em 1994 foi
de 0,060ug/mg de tecido fresco (Serdy e Nida, 1995). A média de expressado da proteina
NPTIlI em tecidos de folhas e de sementes coletados em experimentos de campo realizados
em 1993 foi, respectivamente, de 0,045 e 0,007ug/mg de tecido fresco. A média de
expressao da proteina NPTIl em sementes coletadas em 1994 foi de 0,007ug/mg de tecido
fresco.

A média de expressao da proteina CP4 EPSPS em folhas e sementes coletadas em
dois locais na Espanha na safra de 1997 foi, respectivamente, de 0,053 e 0,105ug/mg de
tecido fresco. Ja a média de expressdo da proteina NPTIl em folhas e sementes foi,
respectivamente, de 0,021 e 0,0035ug/mg de tecido fresco.

Os niveis de expressdao das proteinas CP4 EPSPS e NPTII demonstraram uma
variabilidade minima (menos de 2X) quando as plantas foram cultivadas em diferentes
localizagbes geograficas e condicdes ambientais. Destaca-se também que, durante a safra
de 1993, as plantas ndo receberam tratamento com o herbicida Roundup®; enquanto que as
plantas coletadas durante a safra de 1994 nos Estados Unidos e durante a safra de 1997 na
Espanha receberam tratamento com uma dose comercial do herbicida Roundup®. Nao foram
observadas diferencas significativas no nivel de expressao entre plantas tratadas e plantas
nao tratadas com glifosato.

Os estudos de expressdo das proteinas CP4 EPSPS e NPTIl no Brasil foram
realizados com tecidos de algoddo obtidos da linhagem DP50RR (MON 1445) em
experimentos de campo realizados durante a safra de 1999/2000 em trés locais e durante a
safra de 2002/2003 em trés locais. Os experimentos de campo representaram as praticas
agronbémicas, as condicdes ambientais e as regides tipicas no cultivo de algodao comercial
no Brasil. Durante a safra de 1999/2000 obteve-se dados de expressdo em sementes
(coletadas durante a colheita) e durante a safra de 2002/2003 obteve-se dados de
expressao em folhas no estagio V11 (aproximadamente 50 dias apés a emergéncia) e
sementes (coletadas durante a colheita). Os niveis médios das proteinas CP4 EPSPS e
NPTIl em sementes obtidas dos experimentos de campo realizados em 1999/2000 em todos
os locais foram, respectivamente, de 0,184 e 0,019ug/mg de tecido fresco. Os niveis médios
das proteinas CP4 EPSPS e NPTIl em sementes obtidas dos experimentos de campo
realizados em 2002/2003 em todos os locais foram, respectivamente, de 0,170 e
0,007ug/mg de tecido fresco. Os niveis médios das proteinas CP4 EPSPS e NPTIlI em folhas
obtidas dos experimentos de campo realizados em 2002/2003 em todos os locais foram,
respectivamente, de 0,070 e 0,018ug/mg de tecido fresco. Os niveis de expressao das
proteinas CP4 EPSPS e NPTIl observados nesses estudos foram semelhantes aqueles
encontrados nos estudos realizados com tecidos produzidos nos experimentos de campo
realizados nos Estados Unidos e na Espanha (Serdy e Nida, 1995).

Embora o gene aad tenha sido inserido no genoma do algodéo, a proteina codificada
por ele nao é expressa no algodao MON 1445, como demonstrado experimentalmente. As
analises utilizaram folhas e/ou sementes do algoddo MON 1445 produzidas em
experimentos de campo realizados nos Estados Unidos em 1993 e também no Brasil em
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1999/2000. A proteina AAD nao foi detectada no tecido da folha e tdo pouco na semente de
algodao MON 1445 (Nida et al., 1996a).

3. CARACTERISTICAS AGRONOMICAS, ESTABILIDADE DO GENOTIPO E EFICACIA
3.1. Caracteristicas agrondmicas

Com excecdo da tolerancia ao glifosato, as plantas de algoddo MON 1445
demonstraram equivaléncia ao padrao, representado pela linhagem parental convencional
ou outras variedades convencionais, em todas as caracteristicas fenotipicas e agronémicas
avaliadas. Na avaliagdo das caracteristicas agronémicas, o algoddo MON 1445 foi
comparado a linhagem parental convencional Coker 312 ou ao parental recorrente quanto a
morfologia, crescimento e desenvolvimento (germinagio, vigor da planta, periodo para
florescimento, numeros de flores por planta, nimeros e tamanho de capulhos),
suscetibilidade a pragas e doencas, e rendimento. O algoddo MON 1445 se mostrou
equivalente a variedade parental coker 312 e outras variedades comerciais em todas as
caracteristicas fenotipicas e agrondbmicas avaliadas. Em alguns locais, observou-se
pequenas diferencas entre algumas linhagens de algoddo MON 1445 e linhagens
convencionais, como florescimento mais tardio, menor numero de frutos e macho-fertilidade.
Entretanto, essas diferencas nao foram estatisticamente significativas quando comparadas a
média observada no germoplasma do algodao. Aplicacdes foliares do herbicida Roundup®
que nao considerem o periodo (i.e., apés a iniciacao do botao floral) e a dose recomendados
podem aumentar a esterilidade no macho e reduzir o numero de macgas. Aplicacbes de
doses comerciais, dentro do periodo recomendado, ndo causam infertilidade ou redugédo em
produtividade (Mery et al., 2002). A qualidade das fibras de variedades comerciais de
algodao MON 1445 também foi extensivamente avaliada e ndo demonstrou nenhum efeito
associado a inser¢ao génica. Dados sobre o comprimento, a uniformidade de comprimento,
o indice micronaire (espessura e teceabilidade da fibra), a resisténcia e o alongamento do fio
demonstram fibras equivalentes ou com qualidade superior as fibras produzidas pela
variedade parental Coker 312 ou pelas variedades comerciais (Kerby et al., 2000).

Avaliacbes da tolerancia ao herbicida glifosato, do fendtipo e da performance
agrondémica do algoddo MON 1445 cultivar DP50RR foram realizadas no Brasil. Os estudos
de campo foram realizados nas safras de 1999/2000 e 2002/2003 em locais tipicos de
cultivo do algodao no pais, simulando a produgédo comercial brasileira. As avaliagdes do
fenétipo e do desempenho agrondmico do algoddo MON 1445 cultivar DP50RR foram
realizadas durante 1999/2000 em trés locais. O experimento seguiu as praticas agronémicas
convencionais, tipicamente utilizadas em avaliagbes de novos cultivares e avaliou os
seguintes parametros: numero de noés, altura da planta, posi¢éo do primeiro ramo, bolas por
metro linear, suscetibilidade a doencgas (Colletotrichum sp., Ramularia sp., Doenga Azul,
Vermelhdo e Alternaria sp.), capulhos por metro, e produtividade. Diferencas significativas
nao foram observadas nos aspectos fenotipicos ou morfolégicos, ou no desempenho
agrondmico entre as cultivares DP50 (convencional) e DP50RR (algoddo MON 1445) para
0s parametros avaliados.

Durante a safra 2002/2003 os parametros fenotipicos, morfolégicos e agronédmicos do
algoddao MON 1445 foram novamente avaliados e expandidos. Os experimentos foram
realizados em dois locais e compararam o desenvolvimento do algodao MON 1445 cultivar
DP50RR, do algoddo convencional DP50 (parental recorrente) e de oito cultivares
comerciais (quatro em cada local). Comparacdes entre o algodao DP50RR e as variedades
comerciais foram realizadas durante a safra para os seguintes parametros: vigor da planta,
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ciclo de florescimento, altura da planta, precocidade de maturacdo, ciclo até colheita,
retencdo da pluma pela capsula apds a deiscéncia, peso do capulho, peso médio de 1000
sementes, porcentagem de fibras, suscetibilidade a doencgas e pragas (Colletotrichum sp.,
Ramularia sp., Doenca Azul, Vermelhao e Alternaria sp.), produtividade e qualidade de fibra.
Nao foram observadas diferengas significativas entre o cultivar DP50RR, com ou sem
aplicagcdo de glifosato, e seu parental recorrente convencional DP50 nos parametros
fenotipicos, morfolégicos e agronémicos avaliados. Em resumo, as avaliagdes das
caracteristicas fenotipicas e agrondmicas do algoddao MON 1445 cultivar DP50RR realizadas
no Brasil tém resultados semelhantes aos encontrados em outras regides do mundo em
plantio experimental e comercial. Com excecdao da tolerAncia ao herbicida glifosato,
resultante da expressao do gene cp4 epsps, o algodao MON 1445 demonstra caracteristicas
fenotipicas e agrondmicas equivalentes ao padrdo de linhagens parentais convencionais
e/ou de cultivares de algodao comerciais.

3.2. Estabilidade da caracteristica de tolerancia ao glifosato

As primeiras avaliacbes sobre a estabilidade da caracteristica de tolerancia ao
glifosato no algoddo MON 1445, foram realizadas a partir da safra de 1993 em seis locais
tipicos de produgdo comercial nos Estados Unidos com plantas da terceira geragdo (Ry)
(Serdy e Nida, 1995). As evidéncias experimentais medidas pela expressao da proteina CP4
EPSPS e pela tolerancia ao herbicida Roundup® apontam para a estabilidade funcional do
gene cp4 epsps em todas as condigdes. Embora ocorram pequenas variagdes no
desempenho agronémico, as quais sdo relacionadas a ampla variedade genética do
germoplasma de algodao, nenhuma alteracao fenotipica quanto ao grau de tolerancia ao
glifosato foi observada em avaliagdes de campo durante varias geragdes e em linhagens
comerciais seja em condicbes experimentais, seja em extensas areas de plantio comercial
em diferentes ambientes. No Brasil, a estabilidade da expressao do gene cp4 epsps no
algoddao MON 1445 foi avaliada na cultivar DP50RR (sementes BC3F4). Os experimentos
foram instalados em 1999/2000 em trés locais e em 2002/2003 em outros trés locais. Esses
estudos foram realizados em &reas representativas do cultivo do algodao, utilizando as
praticas agricolas convencionais para cada regiao e sujeitos ao estresse dessas condigbes
naturais. Em todos os locais testados, a cultivar DP50RR demonstrou expressao do gene
cp4 epsps e tolerancia ao herbicida glifosato em um nivel constante e estavel. Em resumo,
experimentos de campo e plantio comercial com varias gerac¢des e derivados do algodao
MON 1445 realizados desde 1993 demonstram um fendtipo estavel de tolerancia ao
herbicida glifosato que ocorre como uma caracteristica monogénica de alta herdabilidade e
que sofre pouco efeito do ambiente em sua expressao.

3.3. Tolerancia e eficacia

As primeiras avaliagbes da tolerancia ao glifosato e do fendtipo das plantas algodao
MON 1445 foram realizadas em 1991, em casa de vegetacdo, com plantas R, (progénie da
planta transformada inicialmente, denominada R,) (Nida et al., 1996a). Apds essas
avaliacbes iniciais e posterior multiplicacdo de sementes, as caracteristicas fenotipicas e o
desempenho agronémico foram avaliados no campo em seis locais tipicos de producdo
comercial nos Estados Unidos com plantas da quarta geragao (R,) durante a safra de 1993
(Nida et al., 1996a; Serdy e Nida, 1995). As avaliagdes foram repetidas em seis locais nos
Estados Unidos durante a safra de 1994 com plantas da quinta geragao (Rs) (Serdy e Nida,
1995). Subseqlientemente, plantas R; foram cruzadas com variedades elite para eventual
introdugao comercial.
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Avaliagbes pré-comerciais em experimentos de campo realizados em 1992, 1993 e
1994 em varios locais nos Estados Unidos e outros paises, como também resultados de
producao pos-comercial, tém demonstrado a tolerancia do algodao MON 1445 ao glifosato
em aplicagdes foliares até ao estagio de quatro folhas (V4). As observagdes foram
realizadas para qualquer indicagao de efeitos negativos na parte vegetativa e reprodutiva da
planta (i.e., falha na deposicdo do polén, ndédulo de fertilidade, desenvolvimento da primeira
maca e frequéncia de aborto do fruto). Quando utilizado de acordo com as recomendagobes
para o uso, o glifosato ndo afeta o crescimento, o desenvolvimento, o rendimento ou a
qualidade das fibras. O uso do glifosato tem demonstrado alta eficacia no controle da
maioria das plantas daninhas gramineas anuais e perenes e plantas daninhas de folha larga
presentes em plantagbes de algoddao. Em paises onde o algoddo MON 1445 ¢é cultivado,
observa-se uma mudanca na utilizacdo de herbicidas para o controle de plantas daninhas
com uma diminuigdo no uso de herbicidas residuais em favor de herbicidas com um perfil de
menor impacto ambiental. Na Argentina, por exemplo, a situagcao do uso de herbicidas foi
alterada com o uso de culturas geneticamente modificadas tolerantes a herbicidas (Trigo e
Cap, 2003). As praticas agricolas usam herbicidas em grandes quantidades, mas o glifosato
€ um produto sem efeito residual e que é rapidamente degradado no solo. So isso ja
constitui uma vantagem definitiva sobre a atrazina, por exemplo, que tem grande atividade
residual e era o herbicida mais usado antes do advento da tecnologia tolerante ao glifosato
na Argentina.

Estudos foram realizados no Brasil para avaliacido da eficacia e da seletividade do
glifosato nas safras 1999/2000 e 2002/2003 utilizando diferentes formulagcdes desse
principio ativo aplicadas em diferentes doses, épocas, em aplicagbes Unicas e seqlienciais.
De maneira geral, o algodao MON 1445 demonstrou tolerancia ao glifosato até o estadio V4
em aplicacao foliar em area total e aplicagdes sequenciais dirigidas em doses necessarias
para o controle das principais espécies infestantes presentes nos locais dos estudos:
Acanthospermum australe (carrapichinho), Alternanthera tenella (apaga-fogo), Amaranthus
spp (caruru), Bidens pilosa (picdo preto), Cenchrus echinatus (capim-carrapicho),
Commelina benghalensis (traporeaba), Digitaria horizontalis (capim-colch&o), Eleusine indica
(capim-pé-de-galinha), Ipomea grandifolia (corda-de-viola), Merremia cissoides (corriola),
Portulaca oleracea (beldroega), Richardia brasiliensis (poaia-branca), Sida spinosa
(guaxuma) e Tridax procunbens. Nas doses e estadios de aplicacdo necessarios para o
controle dessas espécies infestantes, a produtividade do algoddo MON 1445 nao é afetada.
Os resultados dos experimentos realizados no Brasil correspondem aqueles obtidos em
estudos de campo e producido comercial nos Estados Unidos e outros paises onde esta
tecnologia vem sendo utilizada comercialmente.

4. SEGURANCA ALIMENTAR

O algodao MON 1445 ¢ tao seguro, saudavel e nutritivo quanto o algodao
convencional. A fungdo conhecida e a presenga das proteinas CP4 EPSPS e NPTIl na
natureza, além de estudos realizados diretamente com essas proteinas, demonstram que
elas ndo representam um risco a seguranca alimentar. Os resultados dos estudos
demonstraram a auséncia de toxicidade oral aguda em camundongos, e a rapida
degradacdo das proteinas e da perda da atividade enzimatica em fluidos gastricos e
intestinais humanos simulados. Além disso, as proteinas CP4 EPSPS e NPTIlI ndo sao
homdlogas as toxinas ou aos alérgenos conhecidos, estando presentes em niveis muito
baixos no algoddao MON 1445. Adicionalmente, estas proteinas apresentam um longo
histérico de consumo e exposi¢cado seguros, ocorrendo de maneira ampla na natureza. E,
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finalmente, a proteina CP4 EPSPS expressa no algodao MON 1445 apresenta um longo
histérico de consumo seguro, pois ela € a mesma proteina presente na soja Roundup
Ready® e em outros alimentos provenientes de culturas Roundup Ready®, ja avaliados
quanto a biosseguranca e liberados para o consumo humano e animal

4.1. Proteina CP4 EPSPS

A segurancga da proteina CP4 EPSPS é baseada em: fungdo bioldgica; historico de
consumo seguro das proteinas EPSPS por humanos; resultados de estudos de seguranca in
vivo e in vitro conduzidos com a proteina CP4 EPSPS. A enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato sintase (EPSPS) é encontrada em grande parte das plantas € microrganismos. A
enzima CP4 EPSPS é naturalmente tolerante ao glifosato e é oriunda da bactéria
Agrobacterium sp. cepa CP4. A avaliagdo de segurancga, que foi realizada para a enzima
CP4 EPSPS em diversas culturas tolerantes ao glifosato, demonstrou que ela n&o causa
danos ao meio ambiente e a saude humana ou animal. Essa ampla avaliagao foi realizada
através de estudos com a proteina purificada e com as plantas que a expressam, quanto a
presenga de potenciais alteragbes nas suas caracteristicas (da proteina e/ou da planta).
Além disso, o potencial da CP4 EPSPS conferir a planta geneticamente modificada
propriedades comuns a plantas daninhas (vantagem seletiva) foi avaliado em relagao as
culturas convencionais. Os resultados demonstraram que a caracteristica introduzida
(tolerancia ao glifosato) nao altera as caracteristicas morfologicas, agronémicas e
reprodutivas das plantas geneticamente modificadas com o gene cp4 epsps.

Devido a sua funcao, as enzimas EPSPS sao essenciais ao crescimento normal de
plantas e microrganismos. Elas atuam na via de biossintese de aminoacidos aromaticos
essenciais e outros compostos fendlicos fundamentais para o desenvolvimento das plantas.
N&o existe toxicidade associada a essa familia de enzimas que apresenta um longo histérico
de seguranca ambiental e alimentar, ja que esta presente de maneira ubiqua na natureza e
na dieta humana e animal. Além disso, as enzimas EPSPS ndo sao conhecidas por
persistirem no ambiente ou por afetarem o fendtipo do organismo hospedeiro com
propriedades negativas, como patogenicidade ou potencial de desenvolvimento em plantas
daninhas.

A proteina CP4 EPSPS foi produzida em quantidade e com qualidade compativel para
a utilizacdo em estudos de seguranca (Harrison et al., 1996) através de fermentacgéo de E.
coli recombinante contendo o gene cp4 epsps. A caracterizagdo da proteina CP4 EPSPS
obtida de E. coli e a determinagdo da equivaléncia entre as proteinas produzidas em
bactéria e na planta foram realizadas e determinando-se a equivaléncia entre as proteinas
CP4 EPSPS produzidas em organismos diferentes. O estabelecimento desta equivaléncia
demonstrou que a utilizagcdo da proteina CP4 EPSPS purificada de bactérias transformadas
€ valida para avaliagdes sobre a sua seguranga quando a mesma proteina é produzida no
algoddao MON 1445 (Harrison et al., 1996; Kolacz et al., 1995).

Diversos pesquisadores caracterizaram a proteina CP4 EPSPS e os resultados
demonstraram que ela possui propriedades enzimaticas equivalentes as proteinas EPSPS
enddgenas de plantas e microrganismos (Harrison et al., 1996). Adicionalmente, estudos
detalhados demonstraram que a CP4 EPSPS ¢é suscetivel a protedlise e digestao
enzimatica, como seria esperado para as proteinas EPSPS (Harrison et al., 1996). Analises
de atividade enzimatica e imunoblot foram utilizadas para monitorar a degadagéo da enzima
CP4 EPSPS e demonstraram que a meia-vida da proteina em fluido gastrico simulado foi de
menos de 15 seg e em fluido intestinal simulado, menos de 10 min. Proteinas que sao
rapidamente degradadas no trato gastrintestinal geralmente sdo mais seguras (Astwood et
al., 1996; Astwood e Fuchs, 2001). Embora as proteinas EPSPS sejam encontradas em
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plantas e microrganismos, as sequéncias primarias de aminoacidos apresentam divergéncia
consideravel. Analises em bancos de seqliéncias de peptideos (ALLPEPTIDES) revelaram
que os membros da familia de EPSPS podem ter em comum menos de 25% de identidade
em uma janela de aproximadamente 450 aminoacidos (que corresponde ao tamanho total da
CP4 EPSPS). Apesar desse baixo nivel de identidade de sequéncias de aminoacidos, as
proteinas da familia EPSPS s&o altamente relacionadas em termos de estrutura e funcao, o
que ¢é importante quando se aborda a seguranga das proteinas. A avaliagdo de
bioinformatica demonstrou que a proteina CP4 EPSPS nao compartiiha homologia
significativa da sua seqiéncia de aminoacidos com sequUéncias de toxinas e alergénicos
conhecidas e depositadas em bancos de dados de dominio publico como PIR, EMBL,
SwissProt e GenBank (Metcalfe et al., 1996; Rice et al.,, 2001). A maior homologia é
observada com as demais proteinas EPSPS, que possuem extenso histérico de uso seguro,
como mencionado acima.

Em um estudo de toxicidade oral aguda, a CP4 EPSPS foi administrada em
camundongos, na forma de dose Unica elevada, para confirmagdo de sua seguranga
(Harrison et al., 1996). Os resultados deste estudo demonstraram, conforme esperado, que
a proteina CP4 EPSPS néo é téxica. A administragdo aguda foi considerada apropriada para
a avaliacdo da seguranca da CP4 EPSPS, uma vez que as proteinas toxicas atuam por meio
de mecanismos agudos (Pariza e Foster, 1983; Sjoblad et al., 1992). No estudo realizado
com a proteina CP4 EPSPS, nao se observou evidéncia de toxicidade em doses de 572, 154
e 49 mg/kg de peso corporal. Nao foram observados sinais clinicos anormais em nenhum
dos animais durante o estudo. Nao houve diferenca em peso corporal, peso corporal
cumulativo ou consumo de alimentos entre os tratamentos e os grupos de controle. Todos os
animais foram sacrificados no sétimo dia pds-dosagem e submetidos a necropsia, sendo que
nenhum efeito patoldgico foi observado. Baseado nos dados de expressao da proteina CP4
EPSPS no caroco do algodao MON 1445, a dose de 572 mg/kg de peso corporal equivale a
um consumo entre 3,2 a 7,1 kg de caroco/kg de peso corporal.

Com base nos resultados desta ampla caracterizagdo de biosseguranga, ha
evidéncias de que a proteina CP4 EPSPS possui propriedades equivalentes as proteinas
EPSPS e, portanto, ndo possui potencial de dano a saide humana e animal.

4.2. Proteina NPTII

A seguranca da proteina NPTIl é baseada em: fungdo bioldgica; histérico de consumo
seguro das proteinas NPTII por humanos; resultados de estudos de seguranga in vivo e in
vitro conduzidos com a proteina NPTIl. O modo-de-acdo da proteina NPTIl é bem
caracterizado. A NPTII utiliza adenosina-trifosfato (ATP) para realizar a fosforilagao do grupo
3’-hidroxil da porcdo aminohexose de antibidticos aminoglicosidicos como a neomicina, a
gentamicina A e as canamicinas A, B e C, inativando estes antibidticos (Beneveniste e
Davies, 1973; Schlluter e Potrikus, 1997; Brasileiro, 1998). Quando ativos, os antibiéticos
aminoglicosidicos inibem a sintese de proteinas nas células procariéticas, ligando-se as
subunidades 30S e 50S dos ribossomos e impedindo a iniciacdo da tradugado e,
consequentemente, a proliferacao das bactérias (Davis, 1988). Na célula vegetal, os
antibidticos aminoglicosilados atuam da mesma forma, interferindo na sintese protéica, nas
mitocdndrias e nos cloroplastos (que possuem ribossomos semelhantes aos procariéticos),
resultando em clorose e inibicdo do crescimento das células (Weide et al., 1989). A enzima
NPTII ndo é produzida normalmente em tecidos vegetais e, portanto, o efeito dos antibiéticos
aminoglicosilados para células de plantas convencionais € letal. Em plantas geneticamente
modificadas que expressam a proteina NPTII, os antibiéticos sao inativados e nao interferem
no desenvolvimento normal das suas células.
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A proteina NPTIl expressa no algodao MON 1445 ¢ quimica e funcionalmente
equivalente a proteina NPTIl que ocorre naturalmente. Essa proteina é produzida por varios
organismos procarioéticos encontrados de forma ubiqua no meio ambiente tanto em habitats
aquaticos e terrestres como na microflora intestinal humana e animal (Flavell et al., 1992).
Estudos também mostraram que aproximadamente 1% a 3% da populacido de bactérias do
tipo Bacillus, encontrada em diferentes tipos de solo brasileiro, produz a proteina NPTII (Van
Elsas e Pereira, 1986). As bactérias que produzem essa proteina sdo encontradas entre os
géneros Pseudomonas e Xanthomonas e as familias Enterobacteriaceae e Vibrionaceae
(Smalla et al., 1993). O gene nptll que codifica a proteina NPTIl é derivado do transposon
Tn5 de Escherichia coli (Beck et al., 1982; Bevan et al., 1983), que é uma enterobactéria,
presente na flora intestinal do homem. Estima-se que aproximadamente 0,1% da populacao
de microrganismos do trato intestinal da populagcdo ocidental seja composto pela E. coli
(Tannock, 1995). Dessa forma, a exposi¢do dos organismos vivos e do meio ambiente a
proteina NPTIl é algo que ocorre abundantemente na natureza devido a prevaléncia de
bactérias que a produzem.

A seguranca da proteina NPTII em alimentos foi avaliada e confirmada como segura
(US FDA, 1994). Essa proteina é degradada no sistema gastrintestinal de humanos e
animais, o que, associado ao seu modo-de-acido, a sua especificidade e a auséncia de
homologia com seqléncias téxicas, faz com que ela ndo represente risco de toxicidade.
Outro fator que contribui para a seguranga alimentar da NPTIl é que o co-fator ATP,
necessario para a sua atividade, é instavel em pH baixo como o do sistema digestivo, o que
nao promoveria a acao da proteina, caso a NPTII ndo fosse previamente degradada (Nap et
al.,, 1992). Um grupo de especialistas avaliou a proteina NPTIl produzida em plantas
geneticamente modificadas e concluiu que nao ha razbes para preocupacoes relativas a
segurancga dessa proteina (WHO, 1993). Nao se espera que organismos como o algodao
MON 1445, que expressam a proteina NPTII, sejam inerentemente de maior potencial de
dano ao ambiente ou aos organismos vivos do que 0s organismos que naturalmente
produzem essa proteina (Flavell et al., 1992; Smalla et al., 1993). A proteina NPTIl nao
possui atividade pesticida ou inseticida, e 0 Unico objetivo de ser produzida na planta é
promover um sistema eficiente de selecdo de transformantes. As avaliagbes de segurancga
da proteina NPTIl para humanos e animais incluem informacdes sobre a caracterizacdo das
propriedades biologicas e fisico-quimicas da proteina expressa, e avaliacbes da
digestibilidade, do potencial de alergenicidade e de toxicidade da proteina para mamiferos.
Os paragrafos seguintes resumem os resultados desses estudos que demonstram que a
proteina NPTIl ndo é téxica para mamiferos e, portanto, apresenta uma biossegurancga
aceitavel para humanos.

A proteina NPTIl foi também produzida em E. coli e purificada, mostrando-se
equivalente aquela expressa em plantas geneticamente modificadas (Fuchs et al., 1993a). O
estudo de digestibilidade realizado com a proteina NPTIl mostrou que ela é rapidamente
degradada sob condi¢cbes digestivas simuladas para mamiferos (Fuchs et al., 1993b). A
degradacao da proteina NPTIl em fluidos gastrico e intestinal simulados foi avaliada por
Western blot, mostrando que a atividade enzimatica da proteina NPTII foi destruida apds
dois minutos de incubacdo no fluido gastrico simulado e 15 min de incubagédo no fluido
intestinal simulado. Isso constitui um risco minimo de toxicidade ou alergia quando a NPTII é
comparada as demais proteina da dieta (Astwood et al., 1996; Astwood e Fuchs, 1996).

Outro fator significativo que contribui para a alergenicidade de certas proteinas de
alimentos é sua alta concentragado no alimento (Taylor, 1992; Taylor et al., 1987; Fuchs e
Astwood, 1996). Em contraste com essa generalidade para proteinas alergénicas comuns, a
proteina NPTII esta presente em baixa quantidade no algodao MON 1445,



Algod&o MON 1445 (Processo n° 01200.004487/04-48)
Monsanto do Brasil Ltda. Pagina 12 de 23

Uma comparagdo do grau de similaridade de aminoacidos da proteina NPTII com
proteinas toxicas foi realizada usando a palavra-chave “toxina” e outras na pesquisa nos
bancos de dados publicos (GenBank, EMBL, PIR e SwissProt). A proteina NPTII produzida
no algoddo ndo mostrou nenhuma homologia com toxinas que pudesse levantar
preocupagdes com relagdo a seguranga alimentar do algoddo MON 1445. A comparagao
com um banco de dados de 4.677 sequéncias protéicas associadas com toxicidade mostrou
que a proteina NPTIl ndo é similar a toxinas relevantes para a saude humana e animal
(Hileman et al., 2002; Hileman e Astwood, 2000a). Para avaliar similaridade com proteinas
alergénicas, a seqléncia de aminoacidos da proteina NPTIl foi comparada as sequéncias
desse tipo de proteina depositadas nos bancos de dados (Pearson e Lipman, 1988; Hileman et
al.,, 2002), o que mostrou que a proteina NPTIl ndo compartilha de qualquer similaridade
significativa com as seqliéncias de aminoacidos de alérgenos conhecidos (Kolacz et al.,
1995; Astwood et al., 1996; Hileman e Astwood, 2000b).

O estudo de toxicidade oral aguda realizado com a proteina NPTII utilizou uma dose
da proteina teste de 5.000 mg/kg de peso corporal (Fuchs et al., 1993b). Duas doses
menores (1.000 mg/kg e 100 mg/kg de peso corporal) foram também incluidas. Esse estudo
revelou a auséncia de efeitos toxicos pela ingestdo da proteina NPTIl por camundongos,
demonstrando que ela é também segura quando produzida no algoddo MON 1445. Todos os
animais foram sacrificados no sétimo dia p6s-dosagem e submetidos a necropsia, sendo que
nenhum efeito patoldgico foi observado. Baseado nos dados de expresséo da proteina NPTII
no carogo do algoddo MON 1445, a dose de 5.000 mg/kg de peso corporal equivale a um
consumo de aproximadamente 700 kg de carogo/kg de peso corporal.

4.3. Composicédo nutricional e estudos com animais

A avaliagdo nutricional faz parte das avaliacbes de seguranca de uma cultura
geneticamente modificada, de forma a determinar os seus efeitos sobre a saude animal e
sobre a qualidade dos produtos utilizados na alimentacdo humana (Flachowsky et al., 2005).
Os resultados dos inumeros estudos realizados até o momento tém reafirmado a auséncia
de diferengas significativas na seguranca e no valor nutricional das ragbes contendo
produtos derivados de plantas geneticamente modificadas que sao utilizadas para
alimentacdo animal, quando comparadas as contra-partes convencionais. Adicionalmente,
residuos do DNA e das proteinas exdégenas nao foram encontrados em 6rgaos e tecidos
coletados de animais alimentados com racdo ou partes de vegetal derivados de plantas
geneticamente modificadas.

Os estudos de avaliacdo de segurancga alimentar e nutricional com o algoddo MON
1445 foram baseados na aplicagédo do principio da Equivaléncia Substancial, que € adotado
por organizagdes internacionais e 6rgaos reguladores como a WHO, a FAO, a OECD e o
ILSI. De acordo com essa abordagem, se uma nova ragdo ou um novo alimento derivado de
uma cultura geneticamente modificada for substancialmente equivalente a seu
correspondente convencional e as novas proteinas produzidas sdo consideradas seguras,
entdo a cultura geneticamente modificada é considerada “tdo segura quanto” a cultura
convencional. Além da avaliagdo da composi¢cao da cultura geneticamente modificada, do
conhecimento sobre os genes introduzidos e as proteinas expressas, da caracterizacao
molecular e da estabilidade das caracteristicas introduzidas, estudos nutricionais séo
necessarios para que os efeitos sejam avaliados ndo apenas sobre esses animais, mas
também sobre a composicao dos produtos deles derivados.

A composigcdo (proteinas, gorduras, fibras, carboidratos, aminoacidos, residuos
minerais, teor caldrico, lipideos, acidos graxos, a-tocoferol e gossipol) do carogo do algodao
MON 1445 mostrou equivaléncia em relacdo ao padrédo de composicdo de carogco da
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variedade parental e/ou das variedades comerciais (Nida et al., 1996b). As analises de
composicao foram realizadas com carogo, torta gorda, farelo torrado, 6leo bruto e 6leo
refinado obtidos do algodao MON 1445, Coker 312 e variedades comerciais de algodao. As
amostras foram obtidas em experimentos de campo conduzidos nos Estados Unidos durante
1993 e 1994 e no Brasil durante 2002/2003. As analises de composi¢cao e as avaliagdes
nutricionais mostraram que o algodao MON 1445 e suas fragcbes processadas foram
comparaveis ao algodao convencional, levando em consideracdo a variabilidade natural
existente entre as linhagens de algodao comerciais. Os subprodutos do algodao MON 1445
se mostraram tao seguros e nutritivos quanto os subprodutos do algodao convencional para
0 uso/consumo humano e animal. Os valores de composicdo encontrados em amostras
coletadas no Brasil sdo comparaveis com aqueles obtidos nas analises bromatologicas
realizadas nos Estados Unidos e estdo dentro dos intervalos compilados e publicados pelo
ILSI (www.cropcomposition.org). Os resultados confirmam a equivaléncia da composi¢ao do
carogco do algoddo MON 1445 com o carogo de algodao convencional produzido em
ambientes agricolas brasileiros.

Os estudos realizados com animais (ratos, codornas, peixe e vacas leiteiras)
mostraram que a qualidade nutricional do caro¢o do algoddo MON 1445 foi a mesma
daquela verificada no algoddo convencional e o desenvolvimento dos animais ndo foi
alterado pela ingestao de qualquer dos materiais (Hartnell et al., 2001; Castillo et al., 2001;
Kolacz et al., 1995). O algoddo MON 1445 e as proteinas CP4 EPSPS e NPTII expressas
nos tecidos da planta se mostraram seguros e com valor nutritivo equivalente para o
consumo humano e animal.

5. SEGURANCA AMBIENTAL

Desde a primeira comercializagdo das culturas tolerantes ao glifosato em 1995, a
experiéncia acumulada com o plantio e consumo de culturas que expressam essa
caracteristica (soja, milho, algoddo e beterraba) representa um amplo histérico de uso
seguro. Durante esse periodo de mais de 10 anos, ndo foi observada nenhuma evidéncia de
efeitos adversos das culturas que expressam a proteina CP4 EPSPS sobre organismos nao-
alvo. O algoddo MON 1445, que apresenta a caracteristica de tolerancia ao glifosato,
oferece inUmeros beneficios ambientais como: reducdo do uso de herbicidas com efeito
residual; reducdo do numero de aplicagcbes para controlar as plantas daninhas; uso do
plantio direto; e melhor qualidade da agua. Além disso, a sua seguranga ambiental é
equivalente ao algodao convencional, o que foi demonstrado na avaliacdo de diversos
parametros utilizados para medir a seguranga do glifosato e de culturas tolerantes a este
herbicida.

Em se tratando de seguranca ambiental, o primeiro aspecto a ser considerado € que a
proteina CP4 EPSPS ndo é uma proteina nova presente no meio ambiente. O gene cp4
epsps utilizado em transformagéo genética para a geragao de plantas tolerantes ao glifosato
€ derivado da Agrobacterium sp. cepa CP4, uma bactéria que teve esse gene naturalmente
mutado, sem a acdo do homem. Essa mutacdo natural fez com que o gene cp4 epsps
passasse a codificar a producdo da enzima CP4 EPSPS tolerante ao glifosato. Entretanto, a
enzima CP4 EPSPS ¢é estrutural e funcionalmente semelhante as enzimas EPSPS
endogenas de plantas e microrganismos, uma familia maior de proteinas EPSPS que séo
relacionadas. As EPSPS sdo ubiquas na natureza (bactérias, fungos, algas e plantas
superiores), ndo possuem toxicidade conhecida, ndo tém associagdo com patogenicidade e
nao conferem vantagem seletiva aos organismos que as produzem.
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5.1. Organismos néao-alvo

As enzimas EPSPS n&o possuem um organismo-alvo, pois estdo envolvidas na via
bioquimica do acido chiquimico em plantas e microrganismos, e ndo possuem atividade
inseticida ou similar. Qualquer organismo ndo-alvo que interage com uma cultura vegetal
apresenta uma interacdo intima com inumeras plantas e microrganismos e, portanto, €
constantemente exposto as enzimas EPSPS. Com base no histérico de ocorréncia dessa
familia de proteinas e exposi¢do segura, ndo ha evidéncias que qualquer proteina EPSPS
apresentara atividade biolégica sobre organismos nao-alvo. A interacdo do algoddo MON
1445 com patégenos e insetos-praga nao € diferente da interacao verificada entre o algodao
convencional e tais organismos, 0 que mostra que a expressao da proteina CP4 EPSPS néo
causa efeitos sobre organismos normalmente presentes nas areas de cultivo.

Os estudos realizados com animais (ratos, codornas, peixes e vacas leiteiras)
mostraram que a qualidade nutricional do carogo do algoddo MON 1445 foi a mesma
daquela verificada no algoddo convencional e o desenvolvimento dos animais ndo foi
alterado pela ingestdo de qualquer dos materiais (Hartnell et al., 2001; Castillo et al., 2001;
Kolacz et al., 1995). Os dados desses estudos nutricionais com animais utilizando o algodao
MON 1445 na dieta ndo demonstram evidéncia de que efeitos adversos em animais
vertebrados silvestres que interagem com o algodao MON 1445 cultivado pudessem ocorrer,
comprovando também sua seguranca ambiental.

Apods mais de 10 anos de cultivo de culturas geneticamente modificadas tolerantes ao
glifosato em varios paises (James, 2006; Brookes e Barfoot, 2006; Brookes e Barfoot, 2007)
existe um historico de uso seguro que demonstra que as culturas que expressam a proteina
CP4 EPSPS nao apresentam risco significativo ao meio ambiente. A proteina CP4 EPSPS
presente nestas culturas é equivalente a proteina do algoddo MON 1445. Pode-se concluir,
portanto, que o algoddo MON 1445 n&o impde impacto adverso sobre espécies animais que
vivem nos ambientes de cultivo.

5.2. Transferéncia génica

Outro fator avaliado para determinar a seguranca ambiental do algoddao MON 1445 ¢é a
possibilidade de transferéncia génica (ou fluxo génico), que pode ser definida como a
incorporagao de sequéncias de DNA no genoma de uma ou mais populagdes, sejam elas da
mesma espécie ou nao (Futuyma, 1998). Esse movimento de genes € um dos fatores
determinantes da estrutura genética de uma populacao natural e é fortemente influenciado
pela biologia das espécies, entre outros fatores. A transferéncia de genes pode ser vertical
ou horizontal. A primeira é definida como a transferéncia de informacao genética de um
organismo individual para sua progénie por meio dos mecanismos convencionais de
herdabilidade (Ammann et al., 1996; Glover, 2002; Wozniak, 2002). Por outro lado, a
transferéncia génica horizontal (ou lateral) € o movimento de material genético entre
individuos que nao sao sexualmente compativeis, ou seja, um movimento independente dos
mecanismos normais de reprodugéo (Smalla et al., 2000; Glover, 2002).

Transferéncia génica vertical

Na avaliagdo do risco associado a transferéncia dos genes cp4 epsps, nptll e aad do
algodao MON 1445 para o algodao convencional e organico, o potencial de ocorréncia da
transferéncia de genes e o efeito que essa transferéncia poderia acarretar devem ser
analisados. Os principais fatores que afetam a transferéncia génica entre os cultivos séo: a
distancia entre eles; o clima durante a polinizagdo (temperatura, dire¢do e velocidade do
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vento); € o grau de sincronia de florescimento dos cultivares presentes nas plantacoes
adjacentes no periodo de polinizacdo (Mackenzie e Henry, 1990). Caso essa dispersao
venha a ocorrer, deve-se considerar se a transferéncia confere qualquer vantagem
adaptativa ao organismo receptor que cause um desequilibrio adverso no ecossistema
(Nielsen et al., 2000; Glover, 2002).

No caso do algodédo, a polinizagdo cruzada ocorre através de insetos polinizadores
que levam o pdlen para variedades comerciais convencionais e para espécies de algodao
silvestres (caso presentes nas areas de cultivo) que sejam sexualmente compativeis. A
importancia desse tipo de transferéncia € minimizada quando se considera a distancia entre
as areas de cultivo e os centros de origem e de ocorréncia de espécies silvestres. O sucesso
da transferéncia génica vertical depende da polinizagcado e da consequente transferéncia de
genes entre espécies sexualmente compativeis (Ammann et al.,, 1996). Nao existem
evidéncias de que a caracteristica de tolerancia ao glifosato presente no algodao MON 1445
possa ser transferida para outros organismos que ocorrem no ambiente ao redor, muito
embora o Brasil seja o centro de origem da espécie Gossypium mustelinum e o centro de
distribuicdo das espécies G. barbadense L., G. barbadense var. brasiliensis e G. hirsutum
var. marie galante. Essas sdo as espécies silvestres ou asselvajadas com as quais o
algodao MON 1445 poderia cruzar no Brasil. Portanto, sua presenga no pais representa a
existéncia de recipientes sexualmente compativeis com o algoddao MON 1445 e de uma
probabilidade de transferéncia génica para estas espécies nestas regides (Freire, 2000).

Entretanto, avaliagcdes sobre o risco de transferéncia génica vertical do algodao
geneticamente modificado para espécies silvestres em ecossistemas nao-cultivados
mostraram que este risco é baixo devido a distribuicdo isolada dessas espécies de
Gossypium e a incompatibilidade gendémica entre elas. A formagao de flores em espécies
silvestres é escassa e a coincidéncia de fecundidade entre as espécies silvestres e as
cultivadas € uma condicdo que raramente ocorre. Hibridos entre o algodao e as espécies
silvestres sao geralmente estéreis, instaveis e pouco adaptados. No Brasil, as taxas de
cruzamento sdo baixas e tendem a zero quando a fonte de podlen esta a mais de 15 m de
distancia. Portanto, o risco de transferéncia génica vertical entre as espécies silvestres de
algodao e o algoddao MON 1445 em areas de plantio comercial é baixo. Ja a integridade
genética de variedades comercialmente cultivadas é estritamente controlada através de
praticas de melhoramento genético e producdo de sementes basicas (Araujo et al., 2003).
Essas praticas sao importantes para que a incorporagao inadvertida dos genes presentes no
algodao MON 1445 no germoplasma de linhagens de algodao cultivado seja minimizada ou
nao ocorra.

Transferéncia génica horizontal

As preocupagdes com esse tipo de transferéncia sdo particularmente direcionadas a
dispersao hipotética de genes que conferem resisténcia a antibiéticos (como o nptll e o aad)
para bactérias patogénicas, comprometendo, assim, o uso desses antibidticos (Prins e
Zadoks, 1994; Bertolla e Simonet, 1999; Smalla et al., 2000). Microrganismos encontrados
no solo ou em associagdes com as plantas, no rumen ou no intestino de animais sao
capazes de receber DNA de outros organismos por meio de mecanismos de transferéncia,
como conjugacgao, transducao e transformacédo (Morrison, 1996; Davison, 1999). Porém a
transferéncia génica horizontal de plantas para microrganismos € um evento raro na
natureza e apenas o mecanismo de transformacao possibilitaria esse tipo de transferéncia
(Smalla et al., 2000).

A transferéncia horizontal entre bactérias tem sido considerada uma fonte significativa
de variagao em bactérias, com papel importante no processo evolutivo de suas populagdes e
mesmo de eucariotos (Ochman et al., 2000; De la Cruz e Davies, 2000). Evidéncias de que
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genes foram transferidos de plantas para bactérias durante a evolugdo foram obtidas de
analises das sequéncias de nucleotideos e proteinas (Bertolla et al., 2000). A transferéncia
horizontal entre bactérias é particularmente comum quando envolve a transferéncia de
plasmideos e de transposons (Courvalin, 1994; Landis et al., 2000). Ja a transferéncia de
DNA de plantas para bactérias, apesar de ser teoricamente possivel, s6 foi conseguida sob
condicbes de laboratério especificamente otimizadas para esse tipo de transferéncia em
freqliéncias extremamente baixas. A probabilidade de esse tipo de transferéncia horizontal
ocorrer na natureza e envolver genes funcionais € bem menor, uma vez que pressupde
alguns fatores enddgenos das células bacterianas, que tendem a limitar a extensédo da
transferéncia, particularmente entre organismos distantes filogeneticamente, como o caso de
plantas e bactérias (Bertolla e Simonet, 1999). A transferéncia de DNA de uma planta para
uma bactéria ou de uma planta para espécies de plantas distantes n&o implica na
funcionalidade desse DNA no organismo receptor. A transferéncia de sequéncias que
incluem um gene integro € bem menos provavel e, mesmo que 0 gene integro seja
transferido, sequléncias regulatérias associadas ao DNA transferido (promotores,
“enhancers”, finalizadores) podem nao funcionar e os introns podem nao ser reconhecidos
pelo organismo receptor (Conner et al., 2003).

O potencial de ftransferéncia génica horizontal entre plantas geneticamente
modificadas e microrganismos tem sido extensivamente avaliado (Prins e Zadoks, 1994;
Schliter et al., 1995; Broer et al., 1996; Nielsen et al., 2000; Nielsen et al., 1998; Bertolla e
Simonet, 1999; Beever e Kemp, 2000), mostrando que o cenario mais provavel envolve a
transformacao natural de bactérias competentes com o DNA liberado das células da planta e
absorvido por microrganismos presentes no solo, em associagdo com a planta (epifiticos e
endofiticos), ou no trato digestivo de humanos e animais. Nao foram encontradas evidéncias
de que os genes introduzidos nas plantas tenham sido transferidos posteriormente para
bactérias, no laboratério ou no campo, mostrando que a probabilidade desse evento de
transferéncia ocorrer é virtualmente zero.

Nesse processo, alguns eventos devem ocorrer em seqléncia e dependem das
seguintes condi¢des: 1- proximidade ecoldgica entre 0os organismos em questao e contato
fisioldgico direto (disponibilidade do DNA); 2- mecanismo explicito pelo qual os fragmentos
de DNA atravessam as membranas que separam os dois organismos nao relacionados
(incorporacao do DNA); 3- mecanismo para que o DNA seja liberado do organismo doador,
persista no ambiente fora da célula, seja transferido para o organismo receptor e, entao,
inserido no genoma da célula recipiente (que necessita estar competente para receber esse
DNA) na sua forma funcional.

No caso do algodao MON 1445, estdo presentes os genes exdgenos cp4 epsps, nptll
e aad. O gene cp4 epsps, que confere tolerancia ao glifosato, foi isolado da bactéria
Agobacterium sp. cepa CP4, que foi identificada pela American Type Culture Collection
(Manassas, Virginia, EUA) como uma espécie de Agrobacterium, que ocorre em solos do
mundo inteiro e na rizosfera de plantas. Os genes marcadores de selegao nptll e aad foram
isolados de E. coli, bactéria amplamente encontrada no meio ambiente e em sistema
digestivo de vertebrados, inclusive em humanos (Smalla et al., 1993; Bergogne-Berézin,
1997; Jefferson et al., 1986). Os genes nptll e aad conferem resisténcia a antibiéticos.

Uma revisdo sobre o risco associado a transferéncia génica horizontal dos genes
marcadores de selegdo, como o nptll e o aad, publicada por Smalla et al. (2000), conclui que
€ improvavel que esses genes possam contribuir de alguma maneira para a disperséao da
resisténcia a antibidticos em populacdes bacterianas. Genes de resisténcia ja estdo
amplamente dispersos no meio ambiente e particularmente no solo e em bactérias que
colonizam os tratos digestivos animais. A presenca de genes de resisténcia na natureza esta
provavelmente relacionada com a produgao de agentes antibacterianos, que séo sintetizados
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naturalmente no meio ambiente por organismos saprofiticos como actinomicetos. Tais
organismos constituem 10% a 50% de todos os microrganismos de solo (Bergogne-Berézin,
1997). A resisténcia a estreptomicina em organismos é muito comum em diferentes
organismos: 18% a 52% das bactérias na rizosfera contém o gene de resisténcia (Gilbert et
al., 1993) e, aproximadamente, 20% da populagao de bactérias E. coli excretada diariamente
pelo homem e por animais como o gado possuem genes de resisténcia a estreptomicina
(Sprinkle et al., 1992). No caso de animais alimentados com ragao de carogo de algodao
MON 1445, se uma bactéria do trato digestivo adquirisse de alguma maneira os genes nptll
e aad, haveria vantagem seletiva apenas na presenga dos antibiéticos cuja resisténcia é
conferida por estes genes. As proteinas AAD (que, ressalta-se, ndo é expressa no algodao
MON 1445) e NPTIl necessitam ainda de co-fatores especificos para exercerem suas
funcdes. Assim, a transferéncia horizontal de genes marcadores para a comunidade
bacteriana nao adicionaria algo novo ao “pool” génico bacteriano e o potencial de incremento
de efeitos adversos € insignificante quando se considera a ampla presenca dos genes de
resisténcia ja existentes.

Em um outro evento de algoddo geneticamente modificado, o algoddo Bollgard®, a
freqiéncia desprezivel de transferéncia génica horizontal do gene aad para bactérias foi
confirmada em um trabalho realizado em South Sulawesi, na Indonésia. A transferéncia do
gene aad de bactéria para a A. calcoaceticus ADP1 ocorreu em uma freqiéncia de 10-6 por
recipiente, enquanto a transferéncia do gene aad do algoddo Bollgard® para a A.
calcoaceticus ADP1 nao foi detectada (< 107" por recipiente) (Suwanto et al., 2002).

Apesar da possibilidade da transferéncia horizontal dos genes exdégenos presentes no
algoddao MON 1445 para bactérias e outros organismos nado poder ser totalmente
descartada, essa transferéncia é altamente improvavel e, caso viesse a ocorrer, seu impacto
seria insignificante. Esses genes nao confeririam uma vantagem seletiva ao microrganismo
receptor e poderiam até ser uma sobrecarga desvantajosa (Glick, 1995). Além disso, tais
genes ja estdo amplamente dispersos no meio ambiente (particularmente no solo e em
bactérias que colonizam os tratos digestivos animais) e a troca de genes entre
microrganismos ocorre em freqliéncias bem mais altas do que entre plantas e
microrganismos. Os genes cp4 epsps, nptll e aad presentes no genoma do algoddo MON
1445 tornaram-se parte integral deste genoma. Uma vez inserido e replicado pelos sistemas
internos das células, a unica diferenca entre o DNA inserido e o DNA original da planta sao
as sequéncias especificas contendo os genes de interesse, que nao conferem qualquer
caracteristica capaz de alterar o potencial de transferéncia do segmento de DNA. Com base
no exposto acima, conclui-se que o risco de transferéncia horizontal de genes cp4 epsps,
nptll e aad do algoddao MON 1445 ao meio ambiente € minimo e que seu efeito adverso
sobre a saude humana e animal é desprezivel.

5.3. Potencial do algoddo MON 1445 como planta daninha

O algodao é uma planta com potencial minimo para se transformar em uma espécie
daninha, e isso se aplica também ao algoddo MON 1445. Essa cultura ndo possui nenhuma
das caracteristicas comumente associadas a plantas daninhas, como dorméncia de
sementes, persisténcia no solo, germinacdo sob condigbes ambientais diversas, rapido
crescimento vegetativo, ciclo de vida curto, produgdo alta de sementes e dispersao de
sementes a longa distancia (Reed, 2000). A semente de algoddo pode permanecer no
campo apés a colheita, germinar sob condigdes favoraveis e sobreviver a invernos
moderados e secos. Entretanto existem tratamentos apropriados para o controle de plantas
voluntarias em areas de plantio de algodao, que incluem o cultivo € o uso de herbicidas.
Essas caracteristicas do algoddao ndo foram alteradas pela modificacdo genética.
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Experimentos de campo durante as fases iniciais de desenvolvimento do algoddo MON 1445
e observagdes em plantios comerciais nos paises onde o produto ja foi aprovado nao
demonstram nenhum efeito pleiotrépico indesejavel nem mesmo caracteristicas associadas
a plantas daninhas. As observacdes em plantios experimentais e comerciais indicam que o
algoddo MON 1445 e seus descendentes mantiveram as mesmas caracteristicas
reprodutivas da contraparte convencional.

Nao se espera que as caracteristicas conferidas pela introdugcao dos genes cp4 epsps,
nptll e aad proporcionem qualquer vantagem competitiva ou uma maior agressividade ao
algodao MON 1445, que resultaria em uma espécie invasiva. As caracteristicas de tolerancia
ao glifosato e aos antibidticos ndo tornam o algoddo uma planta daninha ou invasiva de
habitats naturais, uma vez que suas caracteristicas reprodutivas e de desenvolvimento nao
foram alteradas.

6. BENEFICIOS

Alguns dos fatores positivos de culturas tolerantes ao glifosato como o algodao MON

1445 sao os beneficios, como a possibilidade de reducédo do uso de varios herbicidas com
principios ativos diferentes e com riscos ecotoxicolégicos menos conhecidos do que os do
glifosato, que é um herbicida amplamente estudado (Giesy et al., 2001; Cerdeira e Duke,
2006). Uma comparacéo da utilizagao de herbicidas mostrou que a quantidade de herbicidas
de maior espectro é reduzida em areas com culturas tolerantes a herbicidas, independente
de um aumento da area colhida ou da produtividade (Carpenter et al., 2002). Na Argentina,
por exemplo, a situacdo do uso de herbicidas foi alterada com o uso de culturas
geneticamente modidicadas tolerantes a herbicidas, sendo que atualmente o glifosato, um
produto sem efeito residual e que é rapidamente degradado no solo, € mais utilizado que
herbicidas de efeitos residuais mais problematicos como a atrazina (Trigo e Cap, 2003).
A mato-competicdo é um dos grandes problemas na cultura do algodao, pois impacta tanto
no desenvolvimento das plantas como na eficiéncia do controle de pragas. Portanto, um dos
maiores beneficios do algoddo MON 1445 & que o controle de plantas daninhas pode ser
feito na pos-emergéncia da cultura. Outro fato € que o algoddo MON 1445 proporciona a
oportunidade de ampliagdo de areas de plantio direto, que sendo uma pratica
conservacionista de cultivo (Mello, 2002), beneficia 0 meio ambiente pela redugdo da erosao
do solo, melhoria da qualidade do solo e da agua, melhoria do habitat para a vida selvagem
e reducdo do uso de combustivel e emissdo de CO, (Fawcett e Towery, 2002). Outro
aspecto ambiental importante é a qualidade das aguas que, segundo os estudos realizados
nos Estados Unidos, melhorou em areas onde culturas tolerantes ao glifosato substituiram o
uso de herbicidas convencionais (Wauchope et al., 2001). Além desses beneficios, o
algoddao MON 1445 apresenta alta compatibilidade com o manejo integrado de pragas,
proporciona o uso do glifosato em pds-emergéncia para o controle de plantas daninhas
durante a safra, e também o uso de um herbicida de baixo risco para humanos e outros
animais (quando usado conforme as especificagdes de bula), devido a sua especificidade de
acao.

Quando se fala de beneficios das culturas geneticamente modificadas, é importante
salientar que a area plantada cumulativa entre 1996 e 2006 excedeu meio bilhdo de
hectares, mais precisamente, chegou a 577 milhdes ha, com um aumento de 60 vezes em
10 anos, sem precedentes na histéria recente do uso de uma tecnologia (James, 2006).
Esse incremento da area plantada, que considera todas as principais culturas geneticamente
modificadas, € a maior prova de que os beneficios da tecnologia sdo reconhecidos pelos
agricultores. Uma analise dos 10 anos de plantio de culturas geneticamente modificadas,
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mostra que a area com culturas tolerantes a herbicidas (como o algoddo MON 1445)
aparece em primeiro lugar, seguida da area plantada com culturas resistentes a insetos e
com produtos que combinam as duas caracteristicas. Esses ultimos tém ganhado o mercado
com o passar dos anos. Em 2006, culturas tolerantes a herbicidas ocuparam 70 milhdes ha
(68% da area plantada), enquanto culturas Bt ocuparam 19 milhdes ha (19%) e culturas com
as duas caracteristicas ocuparam 13 milhdées ha (13%) da area plantada (James, 2006).
Como mencionado acima, um dos maiores beneficios indiretos gerados pelo cultivo de
culturas geneticamente modificadas tolerantes ao glifosato é a reducdo do uso de diversos
herbicidas para o controle de plantas daninhas, principalmente aqueles com alto efeito
residual (Carpenter et al., 2002). Tomando o algodao tolerante a herbicidas como exemplo,
entre 1996 e 2005, a redugado do uso de ingredientes ativos foi da ordem de 15,1%, o que
equivale a uma reducao de aproximadamente 28,6 milhdes Kg de herbicidas nessa cultura
geneticamente modificada tolerante a herbicida e de 22,7% no impacto ambiental causado
por ela em relagao ao algodao convencional (Brookes e Barfoot, 2006; Brookes e Barfoot,
2007).

Brookes e Barfoot (2006) relataram que um dos beneficios advindos do plantio de
plantas geneticamente modificadas como o algoddo MON 1445 tem sido a reducdo da
emissdao de CO, no meio ambiente, reducdo esta a partir de duas fontes. A primeira é a
reducdo no uso de 6leo diesel, resultante do menor transito de maquinas agricolas, pela
menor necessidade de aplicacbes de pesticidas e de preparo do solo. O menor uso de
combustivel nessas culturas resultou na redug¢ao da emissao de aproximadamente 1 bilhdao
kg CO, em 2005. A segunda fonte de reducdo da emissao de CO2 ocorre pela redugao no
preparo do solo associada ao maior emprego de plantio direto utilizando as culturas
geneticamente modificadas, diminuindo a perda de carbono pela oxidacdo da matéria
organica do solo, o que resultou numa reducao das emissdées de mais de 8 bilhdes kg CO,
no mesmo ano. Esses dois fatores foram determinantes na redugao combinada de mais de 9
bilhdes kg de emissdes de CO, na atmosfera devido ao plantio de culturas geneticamente
modificadas como o algoddao MON 1445, o que equivale a retirada de quase 4 milhdes de
carros das ruas em um ano. Esses dados demonstram que o plantio de culturas
geneticamente modificadas € uma tecnologia limpa que traz muitos beneficios ambientais
importantes.
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7. CONCLUSOES

O algodao MON 1445 foi gerado através de transformagdo genética de uma cultivar
convencional com o gene cp4 epsps, que codifica a enzima CP4 EPSPS, a qual confere a
caracteristica de tolerancia ao glifosato na planta. A proteina exégena CP4 EPSPS é similar
as demais proteinas da familia das EPSPS, que sdo amplamente encontradas na natureza.
Avaliacbes detalhadas de segurancga alimentar e ambiental confirmaram a biosseguranga do
algoddo MON 1445. As analises incluiram: caracterizagdo molecular detalhada do DNA
introduzido no genoma do algodao; avaliagdes de seguranga da proteina exdgena; analises
de composicao de folhas e carocos; estabelecimento da equivaléncia nutricional dos carocos
em estudos nutricionais com animais; comparagdo das caracteristicas agronémicas do
algoddao MON 1445 com variedades convencionais; e observagdes de campo para avaliar as
interacbes com doengas e pragas. Esses estudos demonstraram que a proteina CP4
EPSPS n&o é toxica a organismos nao-alvo, incluindo humanos, peixes, aves, outros
mamiferos e insetos. Além disso, as variedades que contém o evento MON 1445 se
mostraram t&o seguras e nutritivas quanto as variedades convencionais de algoddo, e ndo
causam impacto ambiental maior do que aquele provocado pelo cultivo de algodao
convencional.

Em resumo, o algoddo MON 1445 tolerante ao glifosato € tdo seguro quanto o algodao
convencional e constitui um sistema efetivo, flexivel e simples para o controle de plantas
daninhas na cultura do algod&o, com potencial para aumento de produtividade; redugédo dos
problemas gerados pela mato-competicdo; redugcdo de custos pela diminuicdo do uso de
produtos herbicidas e do niumero de aplicagbes necessarias para o controle efetivo das
plantas daninhas; adequacao e encorajamento para a adogéo de sistemas conservacionistas
de cultivo como o plantio direto; melhoria da qualidade da agua em fontes vulneraveis
através da reducdo da aplicacdo de herbicidas que apresentam alta lixiviagdo. A sua
seguranca alimentar e ambiental é equivalente a do algoddo convencional, o que foi
demonstrado através de diversos estudos especificos com a proteina CP4 EPSPS, analises
dos nutrientes-chave, equivaléncia nutricional e avaliagbes ambientais. No Brasil, os
resultados de estudos de eficacia agronGmica e tolerancia, assim como das avaliagbes
agrondmicas, de descritores morfoldgicos, de expressdo da proteina CP4 EPSPS e de
composi¢ao (bromatologia) demonstraram que o algoddo MON 1445 é equivalente e tdo
seguro quanto o algodao convencional em relagdo a sua biosseguranca alimentar e
ambiental.
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