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Milho Herculex | evento TC1507

Processo CTNBio 01200.007232/2006-07

1 - Introducgéo

Constitui produto de desenvolvimento conjunto da Pioneer Sementes e Dow
AgroSciences uma variedade de milho que contém o gene crylF que efetivamente controla
pragas importantes do milho, como a lagarta-do-cartucho do milho (Spodoptera
frugiperda), alagarta-da-cana (Diatraea saccharalis) e alagartarosca (Agrotisipsilon).

Este milho foi modificado, via técnica de DNA recombinante (rDNA), para
expressar uma proteina inseticida cristalizada, também referida como delta-endotoxina, de
Bacillus thuringiensis var aizawai. Dados de seguranga obtidos experimentalmente
demonstram a auséncia de toxidez a humanos e aos animais vertebrados, e a auséncia de
efeitos adversos a organismos ndo-alvo e ao ambiente. Além do gene crylF, o gene pat,
que codifica a enzima fosfinotricina acetiltransferase (PAT) e confere toleréncia ao
glufosinato de aménio, também est presente no evento nesta variedade de milho,
comercia mente conhecida como HERCULEX | (HXI).

Essas novas caracteristicas foram avaliadas através de ensaios no Brasil e em outros
paises e ndo foi identificado efeito adverso ao ambiente, a0 homem e outros animais, como
toxicidez ou alergenicidade. Os genes crylF e pat estéo ligados no mesmo vetor de
transformacdo, PHI8999A. Ambos foram inseridos nas plantas de milho via transformagéo
por biolistica Este evento genético, conhecido como TC 1507 foi molecularmente
caracterizado, com edabilidade mitética comprovada, ndo apresenta nenhum gene
marcador que confira resisténcia a antibidticos e ndo identificou-se nenhuma seqiiéncia
homologa a alergenos. Ndo existem fatos cientificos que indiquem efeitos prejudiciais para
a salide humana ou animal relacionada com os genes crylF ou pat ou com os elementos
associados utilizados para regular sua expressdo no evento TC1507. As sequéncias
genéticas obtidas dos organismos doadores ndo apresentam caracteristicas patogénicas e
ndo afetam a sallde humana ou animal

ApGs décadas de experimentagdo testando proteinas B.t. demonstrou-se a auséncia
de toxidez a0 homem e aps animais vertebrados e, a auséncia de efeitos adversos a
organismos ndo-alvo e ao ambiente. O evento TC1507 foi testado a campo em 1999, 2000,
2001 e 2002, sendo avaliados até hoje nas principais regifes de cultivo de milho nos
Estados Unidos, na Argentina com confirmagdo dos dados em ensaios conduzidos no
Brasil, desde 1998. Dados e informacgdes relacionadas com caracteristicas agronémicas,
caracteristicas de ressténcia a pragas e doencas foram coletadas durante esses testes e,
foram submetidos para andlise da Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca,
juntamente com analises de laboratério, relatos e referéncias da literatura, constituindo
assim um dossié publico. De forma smilar a dos outros paises que comercializam este
milho, ndo foram encontrados em experimentacédo no Brasl efeitos adversos sobre a
abundancia de organismos ndo-alvo ou ateracbes das propriedades microbiolégicas do
solo. A expectativa € que na eventual aprovagdo desta tecnologia no Brasil, ocorra uma
rapida adocéo da mesma por parte da comunidade agricola como observado nos EUA,
Canad4 e Argentina. Esses paises tem aprovacdo para cultivo desse milho transgénico e
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aprovagdo para importagdo e consumo para alimentagdo humana e animal, figuram paises
como o Jap3o, Coréia, Taiwan, China, México, Filipinas, Audtrdlia, Nova Zelandia,Africa
do Sul, Colémbia e Unido Européia.

A andlise de composi¢do do gréo e de ragdo confirma que o milho HERCULEX é
substancialmente equivalente ao milho ndo modificado geneticamente e por conseguinte de
valor nutritivo comparével. Esta acertiva decorre dos diversos estudos feitos em animais,
apresentados no processo protocolado na CTNBio n° 01200.007232/2006-07 .

Estas informagOes e dados experimentais e comerciais demonstram que o evento
TC1507 ndo exibe propriedades patogénicas as plantas e ndo causa danos a outros insetos
que sdo benéficos a agricultura. N&o se tem nenhuma evidéncia ou indicacdo que a proteina
CrylF de Bacillus thuringiensis aumente o potencial do milho transformado atuar como
planta invasora, uma vez que a sua fenologia, morfologia, além de varios outros aspectos
agrondmicos ndo foram dterados, desta forma, nos testes conduzidos no Brasil e no
mundo, ndo foi verificado que o inserto genético conferiu vantagem adaptativa a este
milho.

O uso do milho Herculex |, evento TC1507, juntamente com as préticas de manejo
de resisténcia ainsetos, reduziréo a presséo de selegdo para desenvolvimento de resisténcia
ainseticidas e gudardo a manter uma gama de opgdes efetivas de controle de Lepiddpteros
a disposicéo dos produtores de milho do Brasil.

2. Eficacia do milho Herculex | evento TC1507

Um estudo de expressdo das proteinas CrylF e PAT foi realizado por Stauffer e
Rivas (1999) em varios tecidos da planta usando uma andlise ELISA especificamente
desenvolvida para cada proteina O estudo foi feito em ensaios de campo de quatro
localidades produtoras de milho no Chile, em 1998/99. Observou-se a proteina CrylF a
niveis mensuravel s em todos os tecidos amostrados (tabela 1).

Tabela 1: Resumo dos niveis de proteina CrylF no tecido colhido de um hibrido
derivado da linhagem de milho Bt Cry1F 1507

Tecido Medias CrylF Desvio Variacio

(pg CrylF/ng TEP) padréo Min/M ax

Folha 110.9 27.2 56.6 — 148.9
Pélen 135.5 135 113.4— 168.2
Barbas 50.3 16.5 26.8 — 79.8
Tado 550.0 104.0 355.9- 7374
Plantainteira 1063.8 361.7 803.2 - 1572.7
Gréo 89.8 23.3 71.2— 1148
Planta inteira senescente 714.3 95.5 622.2 — 845.3

! Os vaores sdo medias das quatro localidades na base de va ores médios calculados a partir da andlise de
cinco amostras individuais por localidade, de folhas, pdlen, barbas, colmo, gréo e uma amostra composta
das localidades para ambas amostras de plantainteira.

Para a proteina PAT foi observado expressdo a niveis mensurdveis somente em
amostras do tecido da folha. Os niveis de expressdo das proteinas CrylF e PAT obtiveram
registros abaixo do limite de deteccdo em todas as amostras de tecido das testemunhas de
milho convencional .

Tanto a proteina CrylF como a PAT sdo condicionadas por genes nucleares
dominantes simples com segregacéo mendeliana em uma determinada geracéo segregante
e em geracOes sucessivas de cruzamentos demonstrando estabilidade ao longo de varias
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geracOes. Mostra, portanto, que 0s genes introduzidos mostram estabilidade meidtica e
mitética no milho TC1507.

A aividade biologica da proteina CrylF tem sdo estudada em uma gama de
insetos-pragas que se alimentam das plantas de milho. Estes ensaios foram realizados
expondo os insetos a dietas artificials tratadas com formulagdes aquosas da proteina CrylF
produzida a partir de uma fonte microbiana (P. fluorescens). Evans (1998) demonstrou que
as caracteristicas bioguimicas da proteina produzida na forma vegetal e microbiana foram
equivalentes. Os insetos avaliados foram os seguintes: lagarta-do-cartucho (Spodoptera
frugiperda), broca da cana-de-aclicar (Diatraea saccharalis), lagarta européia do milho
(Ostrinia Nubilalis),lagarta da espiga do milho (Helicoverpa zea), lagarta rosca (Agrotis
ipsilon), lagarta elasmo (Elasmopalpus lignosalus), broca do milho do sudoeste (Diatraea
grandiosdlla), larva afinete (Diabrotica virgifera virgifera), pulgdo da folha do milho
(Rhopalosiphum maidis) e a cigarrinha do milho (Dalbulus maidis). Hua et. al. (2001),
avaliaram a especificidade das proteinas Cry através de ensaios de ligacdo em vesiculas
celulares, evidenciando a ata especificidade deste complexo protéico a receptores de
insetos.

Os insetos suscetiveis a proteina CrylF incluem a lagarta do cartucho, a broca da
cana-de-aclicar, broca européia do milho, lagarta da espiga de milho, lagarta rosca, lagarta
elasmo e brocado milho do sudoeste. N&o se verificou atividade alguma da proteina CrylF
contra os insetos: larva afinete, cigarrinha do milho e pulgéo dafolha do milho. Hua et al.
(2001), avaliaram a especificidade das proteinas Cry através de ensaios de ligagdo em
vesiculas celulares, evidenciando a dta especificidade deste complexo protéico a
receptores de insetos.

Estudos tem sido realizados a campo para determinar a eficécia dos hibridos da
linhagem de milho Bt CrylF 1507 contra as principais pragas do cered no Brasil e na
Argentina, respectivamente a lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda) e a broca da
cana-de-aclicar (Diatraea saccharalis).

Um estudo de eficicia e praticabilidade agrondmica de milho geneticamente
modificado expressando a proteina CrylF no manegjo da Lagarta-do-cartucho, Spodoptera
frugiperda Smith foi redizado no Brasil, ano agricola 2005/6 (Souza et. al., 2006). O
ensaio foi instalado na Unidade Operativa de IndiandpolisMG, da Dow AgroSciences
Industrial Ltda, utilizando-se hibridos de milho geneticamente modificados e suas versdes
convencionais para uma andlise comparativa. Nesse experimento fez-se infestacéo das
parcelas experimentais com larvas do inseto criadas em laboratorio. Para a avaliag&o usou-
se a escala de Davis (1992). Essa escala varia de 0 a9 onde O corresponde a planta sem
danos e 9 a planta com muitas folhas na quase totalidade destruidas. Verificou-se que
os hibridos transformados apresentaram diferencas significativas em relacdo as suas
versdes convencionais, apresentando danos considerados de nivel 1 (folhas com apenas
pontuagdes), uma vez que ha necessidade que a lagarta ingira uma quantidade pequena de
proteina para causar sua morte. Por outro lado os hibridos convencionais apresentaram
danos considerados significativos (lesdes circulares ou alongadas, furos etc.), enquadrados
nas notas de 3 a 9. As médias de danos acham-se na tabela 2 abaixo. Esses resultados
mostram a excelente eficicia e protecdo a planta conferida pela inser¢cdo do gene Bt
TC1507 reduzindo drasticamente os danos causados por larvas da S. frugiperda..



Tabela 2: Efeito dos tratamentos, sobre a nota média referente ao dano por
Spodoptera frugiperda. I ndianépolis, M G, 2006.
Nota média obtida em 20 plantas de milho, em

Tratamentos funcéo dos danos por Spodoptera frugiperda™***
Milho Convencional (Dow 2C577) 82a

Milho Bt (Dow 2C577HXI) 11 c

Milho Convencional (Dow 8480) 6,3 b

Milho Bt (Dow 8480HXI) 10 c

Milho Convencional (Dow 2A120) 75 a

Milho Bt (Dow 2A120 HXI) 11 c

Danos expressos em notas, segundo a Escala de Davis (1992).
?Dados reais. Para fins de andlise estatistica, os dados foram transformados em “y= arc sen{ (x+1/100)} ¥
¥ Nas colunas, médias seguidas de mesma | etra ndo diferiram entre si por Tukey (P £ 0,05).

Fica evidente que os hibridos que expressam a proteina CrylF foram levemente
danificados pela S frugiperda, dano este, necessario parainfeccéo e morte da lagarta pela
ingestdo da proteina e que ndo representa prejuizo para a cultura. Ja os hibridos
convencionais apresentaram danos mais severos e significativos da praga, que certamente
causar&o perdas de produtividade das plantas atacadas.

Um outro estudo também redizado no Brasil avaliou a eficécia e a praticabilidade
agrondbmica de milho geneticamente modificado envolvendo hibridos da Dow
AgroSciences expressando a proteina CrylF no manego da broca-da-cana, Diatraea
saccharalis Fabr. (Tabela 3). Esse trabaho foi efetuado com ensaio a campo no ano
agricola 2005/6 (Souza et. al., 2006). O experimento instalado na Unidade Operativa da
Dow AgroSciences Industrial Ltda, Municipio de Indianépolis, MG, comparou milho
geneticamente modificados expressando a proteina CrylF, com suas versdes
convencionais. Os parametros avaliados foram: danos nas folhas atribuindo-se notasde 1 a
9, sendo 1, nenhum dano visivel nafolha, e 9, a maioria das folhas com lesbes longas, e 0
tamanho da galeria (cm) redizada pelas lagartas (no caso das plantas danificadas) e o
nimero de lagartas de D. saccharalis presentes no colmo cortado longitudinalmente. Na
tabela 3 observa-se que todos os hibridos TC1507 mostraram nimero médio de lagartas
significativamente menores que seus hibridos convencionais, sem lagartas ou com uma
infestacdo muito baixa. Fato semelhante, foi evidenciado para o tamanho médio do dano de
D. saccharalis no colmo das plantas (cm/planta), onde os hibridos Herculex | mostraram
danos significativamente inferiores aos hibridos convencionais.

Tabela 3. Efeito dos tratamentos sobre o nimero médio de lagartas, Diatraea
saccharalis e sobre o tamanho médio do dano (cm/planta) em plantas de
milho. Indianépolis, MG, 2006.

N° médio delagartas, |Dano médio por
Tratamentos Diatraea sacch\?\rzalis Diatraea saccbsaralis
em 10 plantas em cm/planta
Milho Convencional (Dow 2C577) 6,5a 51 b
Milho Bt (Dow 2C577 HXI) 00 b 00 c
Milho Convencional (Dow 8480) 40 a 71ab
Milho Bt (Dow 8480HXI) 03 b 01 c
Milho Convencional (Dow 2A120) 75a 96a
Milho Bt (Dow 2A120HXI) 00 b 00 c

Dados originais sem transformagao. Para andlise estatistica, os dados foram transformados em “y= (x+1)"*

? Nas colunas, médias seguidas de mesma | etra ndo diferiram entre si por Tukey (P £ 0,05).
¥Dano médio (galeria) no colmo, medido em “cm’”.



Em outro estudo de €eficacia de milho geneticamente modificado expressando a proteina
CrylF no mangjo da Lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda Smith foi realizado pela
Pioneer Sementes no ano agricola 2005/6 (Souza et. al., 2006). O estudo com infestagdo
com larvas de segundo e terceiro instar permitiu uma boa avaliagcdo da resposta dos
tratamentos a infestacdo do milho pela lagarta-do-cartucho. A andlise de varidncia dos
dados de danos revelou diferengas altamente significativas (P<0,0001) para tratamentos e
para ainteragdo local x tratamentos. Assim, os 3 tratamentos foram comparados dentro de
cadalocal (tabela4).

Tabela 4: Avaliacio dos danos causados pela lagarta-do-cartucho do milho através de
uma escala visual de notas de danos, variando de O (sem danos) a 9
(cartucho totalmente destruido) adaptada da escala proposta por Davis e
Williams (1989), cer ca de duas semanas apdsa infestacdo artificial.

Tratamento Toledo Jardinépolis  Indianépolis  Itumbiara
P30F33 & inseticida 811 A 6,70 A 588 A 421 A
P30F33 C/ inseticida 434 B 409 B 218B 4,62 A
P30F33 -1507 (Bt) 121C 1,20C 093C 143 B
Significancia (F) P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001

Nas colunas, médias seguida pda mesma letrando diferem entre si pelo “Duncan MRT” (P<0,05).

De uma maneira geral o dano causado pelo inseto diferiu em todos os tratamentos,
confirmando que o milho-Bt expressando atoxina CrylF, foi altamente resistente a lagarta
do-cartucho, cuja média da nota de dano ficou em torno de 1, enquanto que, no tratamento
com inseticida foi em torno de 4 e na tetemunha em torno de 6. Portanto, o milho-Bt
TC1507 resultou num controle melhor do que o oferecido pelo controle quimico com
inseticida. Conclui-se desses ensaios que a eficécia registrada pelo milho-Bt no controle da
lagarta-do-cartucho foi excelente.

Dados semelhantes comparando hibridos TC1507 com controles convencionais
foram obtidos em experimentos realizados na Argentina (Tabela 5). Os testes feitos durante
a safra 1999/2000 e 2000/2001 demonstraram a eficiéncia da linhagem de milho Bt CrylF
1507 contra as principais pragas do milho na Argentina, a broca da cana-de-aglcar
(Diatraea saccharalis) e a lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda). Em resumo, os
resultados demonstram que a linhagem de milho Bt CrylF 1507 proporciona um maior
controle sobre lepidopteros-praga, em comparagdo com o milho convencional.



Tabela 5: Eficacia comparativa da linhagem de milho Bt CrylF 1507 e do milho
controle na Argentina para a broca da cana-de-actcar (BCA) e a lagarta-
do-cartucho (LCM).

Milho Dano por BCA Dano por BCA Dano por LCM
2 (cm de tnel) (1-9)°
Ciclo 2000/2001°

Linhagem de milho

Bt CrylF 1507 06 03 75

Tesemunha 12,3 36,6 2,75
Ciclo 1999/2000°

Linhagem de milho 55 110 77

Bt CrylF 1507
Testemunha 38,0 96,0 2,0

a_Quantidade média de orificios de 5 plantas infestadas artificialmente.

b_ Médias do dano registrado visualmente segundo uma escalade 1 a9 (1 = completamente susceptivel e 9 =
compl etamente resistente)

c_ Dados de 2 localidades

d_ Dados de 3 localidades

3. Elementos genéicos presentes na construcdo do milho Herculex | evento TC1507

As seguéncias genéticas obtidas dos organismos doadores e inseridas na linhagem
de milho Bt CrylF 1507 carecem de caracterigticas patogénicas (USDA, 1995; EPA,
1996a).

Elementos genéticos e regulatérios isolados dos organismos sdo detalhados a
seguir. Foram utilizados na modificagdo genética da linhagem de milho Bt CrylF 1507
genes das seguintes espécies: Zea mays L., Bacillus thuringiensis var aizawai,
Agrobacterium tumefaciens cepa pTil5955, Virus do Mosaco da couveflor e
Streptomyces viridochromogenes cepa Ti494. Estes elementos foram molecularmente
caracterizados e apresentam histérico seguro de uso, conforme descrito a seguir.

O milho (Zea mays L.) ndo € um organismo patogénico e sua domesticagcdo como
cultivo agricola é de longa data. O milho no apresenta anti-nutrientes reconhecidos que se
consideram nocivos para 0 meio ambiente ou para a salde humana e animal (White e
Pollak, 1995).

Bacillus thuringiensis € um grupo diverso de bactérias gram-positivas, formadoras
de esporos, descobertos pela primeira vez no Jap&o em 1901, em lagartas doentes do bicho-
daseda. Foram utilizadas numerosas variedades de B. thuringiensis como inseticidas
microbianos desde 1938 (Merrit, 1998). A subespécie aizawai € utilizada comercialmente
para controlar as larvas de Galleria mellonella e varias lagartas especialmente a traca das
cruciferas Plutella xylostella (Cornell University, 1996). O gene crylF foi isolado de
B.thuringiensis var. aizawai.

Agrobacterium tumefaciens € uma bactéria gram-negativa que ndo forma esporos,
ocorre em forma de bastéo, estreitamente relacionada com Rhizobium, no qual forma
nodulos fixadores do nitrogénio em trevos e outras plantas leguminosas. Agrobacterium
tumefasciens contém um plasmidio (ou plasmidio Ti) com a capacidade de penetrar nas
células vegetais e inserir uma porgdo do seu genoma dentro de Seus CromossOmMoS.
Agrobacterium tumefasciens é um patbgeno que provoca uma deformagdo de raiz
principdente em cultivos de beterraba agucareira, frutas e vitivinicolas. No inserto



PHI8999A somente se encontra o terminador ORF25PolyA do Agrobacterium tumefaciens
e ndo se encontra presente nenhuma seqiéncia do plasmidio Ti.

O virus do mosaico da couve-flor € um caulimovirus de DNA com uma gama de
hospedeiros restrito principamente a plantas cruciferas (Base de dados ICTV, 1998). As
sequéncias de DNA que s originam a partir do Virus do Mosaico da Couve-flor, o
promotor 35S e o terminador, ndo apresentam caracteristicas patogénicas (USDA, 1995).

Streptomyces viridochromogenes € uma bactéria comum do solo (OECD, 1999) que
produz o tripeptideos L-fosfinotricil-L-alanil-alanina (L-PPT), um herbicida ndo seletivo.
O gene pat, que confere tolerancia ao tripepitdeo, também foi identificado e caracterizado
em Sviridochromogenes.

Na tabela 6 estdo resumidos os elementos geneticos individuais e as sequéncias
regulatérias necess&rias para sua expressdo que compreendem o inserto PHI8999A
utilizado na criagdo da linha de milho Bt CrylF 1507.

Tabela 6: Elementos genéticos do inserto PHI8999A

Elemento Organismo doador Funcéo
genético
ubiZM 1(2) Zea mays Promotor de ubiquitina (mais o intron de ubiquitina e

umaregido 5' ndo traduzida de Zea mays
(Christensen et al., 1992) que rege a expresséo de
crylF.

crylF (trunc) |Bacillus thuringiensis| Versdo sintéticado gene truncado crylF de Bacillus

var. aizawai thuringiensis var aizawai (planta-otimizado).
ORF25 PolyA | Agrobacterium Terminador de transcrigdo paracrylF de
tumefaciens Agrobacterium tumefaciens pTi15955.
CaMV 35S Virus do Mosaico de| Promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor que
Promotor couve-flor rege a expressao de pat (Odell et al., 1985).
pat Streptomyces Gene sintético de tolerancia ao glufosinato de
viridochromogenes amonio (planta-otimizado) que se baseiaem uma
sequéncia de genes de fosfonitrocina
acetiltransferase de Streptomyces viridochromogenes
(Eckeset al., 1989).
CaMV 35S Virus do Mosaico de| Terminador de transcripcdo 35S do Virusdo
Terminador couve-flor Mosaico da couve-flor utilizado com o gene pat

(Pietrzak et al., 1986)

Os elementos genéticos presentes no inserto PHI8999A utilizado na transformacdo
da linhagem de milho Bt CrylF 1507 carecem de potencial ou antecedentes de
transferéncia natural a outros organismos. No inserto ndo se apresentam seqiiéncias que
permitam atransferéncia ou inser¢éo parao genoma de outros organismos.

Ainda que improvével, se ocorresse a transferéncia dos genes crylF ou pat para
outros organismos, estes genes ndo apresentariam risco para a salide humana ou animal. Os
genes que codificam as enzimas PAT e acetiltransferases similares se encontram presentes
na natureza. De igua modo o gene crylF nalinhagem de milho Bt CrylF 1507 foi isolado
a partir de Bacillus thuringiensis var. aizawai que € uma bactéria de solo ubiqua que
produz uma variedade de proteinas Cry, incluindo a proteina CrylF. Sendo assim o0s
organiSmos receptores ndo apresentariam um risco maior que 0S microrganismos presentes
no ambiente a partir dos quais se originaram 0S genes e 0S quais seres humanos e animais
jaestdo expogos através da ingestéo inadvertida por longo tempo.




4. Seguranca Alimentar
4.1.Toxicidade do milho Herculex | evento TC1507

O microrganismo Bacillus thuringiensis var. aizawai se encontra presente em
gualquer ambiente. Foram obtidos isolamentos de Bt em solos, poeira, fezes, guano,
insetos, ninhos de aves, em criacdo do bicho da seda e em vegetagdo natura (Schnepf et al,
1998). A dieta humana contém proteinas de diversas espécies de Bt. As cepas atuamente
comercidizadas de Bt em formulagbes de pesticidas microbianos, incluindo o Bt var.
aizawai nd demonstrou toxicidade ou patogenicidade animal (McClintock et al., 1995). A
partir de um contexto evolutivo, a exposicdo ao Bt natural tem ocorrido por ingestdo de
plantas colonizadas, produtos armazenados ou ingestdo inadvertida de terra; nos Ultimos
anos, o Bt tem sido ingerido como residuo proveniente de pesticidas microbianos. N&o
existemn provas de efeitos alongo prazo na salide humana pela exposi¢éo ao Bt var. azawali
ou & sua proteina CrylF. As proteinas Bt cristalinas de acéo inseticida sdo conhecidas por
apresentar um elevado grau de especificidade em sua toxicidade para pequenos grupos de
insetos relacionados geralmente dentro de uma ou duas ordens taxonémicas. A proteina
CrylF expressa no evento TC1507 é altamente ativa contra um grupo limitado de insetos
lepiddpteros (que possuem receptores egpecificos na membrana intestinal) e ndo € toxica
para outros insetos ou organismos. N&o existem provas de que as proteinas inseticidas
cristalinas que se originam no Bacillus thuringiensis tenham efeitos prejudiciais na salde
do homem ou de animais (EPA, 1995a; EPA, 1996a). A seguranca para 0 consumo de
vegetais geneticamente modificados é suportada por uma abordagem multidisciplinar
empregada durante a fase de testes de segurancga alimentar (Cockburn, 2002).

O milho e seus derivados ndo sdo considerados toxicos. A modificagdo genética da
linhagem de milho Bt CrylF 1507 resulta na expressdo de proteinas CrylF e PAT. A
proteina CrylF apresenta toxicidade especifica contra certos insetos lepiddpteros-praga
(organismos avo) mas ndo existem evidéncias que as proteinas Cry geradas a a partir do
Bacillus thuringiensis tenham efeitos nocivos na satide de seres humanos e animais (EPA,
19953, EPA, 19963).

Entende-se que os aérgenos das proteinas devem ser estéveis na digestéo péptica e
triptica, e nas condi¢cdes de acidez do sistema digestivo humano, de modo que possam
alcancar e passar através da mucosa intestinal para produzir uma resposta a0 aimento
alergénico. A proteina CrylF é facilmente degradével no fluido digestivo simulado,
minimizando o potencial destas proteinas de serem absorvidas pela mucosa intestinal ao ser
consumidas. A proteina CrylF é quase completamente proteolisada depois de um minuto
em condigdes gastricas smuladas, a uma relagdo molar de 100:1 (CrylF:pepsing) (Evans,
1998).

A proteina PAT, tal como expressa no evento TC1507, foi degradada a niveis ndo
detectaveis dentro dos 5 segundos posteriores a introdugdo de um fluido géstrico smulado
que continha pepsina (Glatt, 1999). A proteina PAT é facilmente degradada em fluido
digestivo simulado, minimizando o potencial da proteina de ser asorvida pela mucosa
intestinal a0 ser consumida. Demonstrou-se que a proteina PAT, segundo se expressa a
partir de outras linhagens de milho tolerantes ao glufosinato de aménio € rapidamente
desnaturalizada pelo calor ou por pH baixo (EPA, 1995b; OECD, 1999).

A toxicidade potencial para seres humanos e animais da proteina CrylF foi
examinada em um estudo toxicoldgico ord agudo no qua se avaliou o potencia de
toxicidade aguda em ratos (Kuhn, 1998) da delta-endotoxina CrylF do Bacillus
thuringiensis var. aizawai.



A dose mais elevada que foi submetido a ensaio foi de 5050 mg/kg PV, ao gjustar a
pureza do material de ensaio (11.4%), a dose foi de 576 mg de proteina CrylF/kg de peso
corporal. No curso do estudo, foram realizadas observagOes sobre mortalidade, sintomas de
patologia clinica e de comportamento, como também foram tomados os pesos corporais, e
ao conduzir o estudo foram realizadas necrOpsias totais. N&o se observou mortalidade no
curso do estudo. Durante o estudo ndo foram apresentados sinais clinicos adversos nem
foram observados resultados adversos nas necropsias. A variacdo de dose utilizado neste
estudo ndo provocou mortalidade entre os individuos do ensaio, portanto ndo pbéde-se
determinar a DL50 da proteina Cry1F.

Em outro estudo de toxicidade oral aguda, foram aimentados ratos com 6000mg/kg
de material de ensaio que continha aproximadamente 500 mg de proteina PAT/kg PV
(Brooks, 2000). N&o se produziu observagdes clinicas relacionadas com o tratamento.
Todos os ratos, 5 machos e 5 fémeas, aumentaram de peso durante o periodo de observag@o
de duas semanas e nenhum dos animais em estudo apresentaram lesdes patoldgicas. Nas
condigBes do estudo e devido a auséncia de qualquer toxicidade observavel, ndo se pode
determinar a DL50 da proteina PAT.

A seguranca em termos de toxicidade da proteina PAT foi determinada em detalhe
durante a avaliagcéo do milho tolerante ao glufosinato de amonio (EPA, 1995b; EPA, 1997;
CFIA, 1998; SCP, 1998; OECD, 1999). O gene pat foi obtido originalmente da cepa Tii494
da bactéria Streptomyces viridochromogenes a qual ndo possui potencial toxico ou
patogénico conhecido. A proteina PAT é enzimaticamente ativa, mas tem uma ata
especificidade para um substrato que n&o existe nem na planta de milho nem nas dietas
animais e humanas, onde possa reagir.

Foi redizado um estudo de alimentacdo de frangos mediante a incorporacdo as
dietas de gréo de linhagem de milho Bt CrylF 1507 e gréo controle ndo transgénico de
germoplasma comparavel (Zeph, 2000). Analisou-se a mortalidade, o aumento de peso
corporal e a conversdo alimentar de frangos alimentados com a dieta que continha o gréo
derivado da linhagem de milho Bt CrylF 1507 e a de frangos aimentados com uma dieta
padréo que continha milho comum. N&o se observou diferenca estatistica significativa na
mortalidade, aumento de peso corporal ou conversdo alimentar entre os frangos
alimentados com a dieta que continha o gréo da linhagem de milho Bt CrylF 1507 e
aqueles dadieta controle.

4.2. Alergenicidade do milho Herculex | evento TC1507

O milho n&o é considerado prejudicial para seres humanos, animais domésticos ou
fauna silvestre. A excecdo das novas caracteristicas que foram introduzidas, as quais
incluem aresisténcia a certos lepiddpteros-praga conferida pelo gene CrylF e tolerancia ao
herbicida glufosinato de amonio conferido pelo gene pat, tem sido comprovado que a
linhagem de milho Bt CrylF 1507 é substancialmente equivalente a outras linhagens de
milho encontradas comercialmente. N&o foi modificada nenhuma outra caracteristica do
organismo original que possa ser perigosa ou que represente um risco para a salide. Ndo se
observou efeitos adversos da linhagem de milho Bt CrylF 1507 na salde humana e no
meio ambiente (Herman et. al., 2004).

Baseando-se em tecnologias de processamento, a dieta humana contém peguenas
quantidades de proteinas de diversas cepas de B. thuringiensis devido a0 seu uso como
pesticida microbiano ou em plantas geneticamente modificadas para que expressem a
proteina CrylAb, como ocorre nos EUA, Canada e Argentina. A proteina CrylF aporta
uma porcéo muito pequena da proteina total ingerida na dieta humana por dia. Portanto,
ndo se antecipa uma mudanca significativa na quantidade da proteina CrylF na dieta



humana ou na quantidade de proteinas Bt relacionadas ao uso da linhagem de milho Bt
CrylF 1507 em hibridos de milho comerciais. A proteina PAT ndo se expressou a niveis
detectaveis em gréos da linhagem de milho Bt CrylF 1507 ( LOD <20 pg PAT/ng TEP).
Qualquer proteina PAT residual somente estard presente nas fragcbes que contenham
proteing, ndo havendo exposi¢do adicional significativa através do 6leo ou amido. Durante
0 processamento de alimentos os produtos podem chegar a aguecer-se a temperaturas nas
quais as proteinas se desnaturam e perdem sua funcionalidade. Adicionalmente, conforme
demonstrado, as proteinas em questdo apresentam rapidadigestdo no fluido gastrico.

Ao avaliar o potencial alergénico, o fator mais importante a considerar € a origem
biol6gica do gene introduzido se 0 mesmo expressa produto alergénico (FDA, 1992). Nem
Bacillus thuringiensis (origem do gene crylF) nem Streptomyces viridochromogenes
(origem do gene pat) apresentam antecedentes como fatores desencadeantes de alergias.
Ambos organismos doadores sdo bactérias comuns do solo. Em mais de 30 anos de uso
comercia, ndo foram apresentados informagdes concretas de alergenicidade do B.
thuringiensis, incluindo alergias ocupacionais relacionadas com a fabricagéo de produtos
que contém B. thuringiensis (EPA, 1995a).

O perfil bioguimico das proteinas CrylF e PAT proporcionam uma base para a
avaliac8o alergénica ao comparé-las com alérgenos de proteinas conhecidas. A comparagéo
da sequéncia de aminoacidos de uma proteina introduzida com as seqiéncias de
aminoacidos de aérgenos conhecidos pode resultar em um indicador Util de potencial
alergénico (FAO/WHO, 2000). Uma homologia significativa € aquela que registra uma
identidade de sequiiéncia de 8 ou mais aminoécidos contiguos. A comparagdo das 15
sequéncias de bases de dados mais homologas confirmou que a proteina CrylF n&o
compartilha uma homologia significativa de seqiiéncia de aminoacidos com proteinas
alergénicas conhecidas.

De maneira similar, também foram comparadas seqliéncias de aminoécidos da
proteina PAT com aérgenos de proteinas conhecidas (Meyer, 1999). Os resultados
demonstram que a proteina PAT ndo compartilha homologia s gnificativa de aminoécidos,
com proteinas alérgenas conhecidas. A proteina PAT j& havia sido objeto de avaiacOes de
seguranca prévia de plantas geneticamente modificadas (EPA, 1995b; EPA, 1997; CFIA,
1998; SCP, 1998; OECD, 1999).

Os aérgenos das proteinas de alimentos sdo geralmente estavels na digestéo péptica
e triptica, e nas condi¢des de acidez do sistema digestivo humano, de modo que podem
chegar a passar através da mucosa intestinal para gerar uma resposta aergénica. Tanto a
proteina CrylF como a proteina PAT sdo facilmente degradéaveis no fluido digestivo
simulado, minimizando quaquer potencial destas proteinas serem absorvidas pela mucosa
intestinal a0 serem consumidas. Ao fim de um minuto a proteina CrylF fica quase
completamente proteolisada em condigdes gastricas simuladas, a uma reagd molar de
100:1 (CrylF:pepsina) (Evans, 1998). A técnica de deteccdo de imuno-blot (imuno-eletro-
transferéncia) também demonstrou que a Cry1F ndo se encontra glicosilada. Por outro lado,
a proteina Cry1F perde imunoreatividade depois de ser processada pelo calor e ndo possui
antecedentes de uso prejudicial em pesticidas microbianos. A proteina PAT foi degradada a
niveis ndo detectaveis dentro dos 5 segundos posteriores aintroducdo de um fluido gastrico
simulado que continha pepsina (Glatt, 1999; OECD, 1999).

Portanto, os genes crylF e pat introduzidos na linhagem de milho Bt CrylF 1507
ndo codificam alérgeneos conhecidos e tanto a proteina CrylF como a proteina PAT nédo
compartilham seguéncias imunologicamente significativas de aminoacidos com aérgenos
conhecidos. Estes resultados, junto com a répida ruptura destas proteinas em condicoes
digestivas, confirmam que as proteinas CrylF e PAT ndo apresentam nenhum risco
alergénico.
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4.3. Equivaléncia substancial do milho Herculex | evento TC1507

O conceito conhecido como equivaléncia sustancial se refere & forma como o
organismo geneticamente modificado se equivale na composicdo de nutrientes ao
organismo convencional e tem sido incorporado em politica regulatéria pelo Food and
Drug Administration sobre novas variedades de plantas (FDA, 1992). A equivaléncia
substancial no milho Herculex | evento TC1507 tem sido demonstrada em estudos
comparativos da composi¢do de milho TC1507 com milho convencional em ensaios de
campo citados por Souza et. al., 2006. Um estudo de composi¢éo de forragem de niveis de
proteinas, gorduras, fibra detergente acida (FDA), fibra detergente neutra (FDN),
carboidratos, cinzas e umidade da forragem de um milho TC1507 e do controle
convencional éresumido natabela7 (Herman et. al., 2004).

Tabela 7: Médias e valores de P (nivel de significancia) da anélise da forragem do
evento TC1507 e do controle de amostras colhidas nos ensaios de campo de

1998/1999.
Analise da forragem
Variavel resposta®| Valoresmédios | Valores médios Efeito do Variagdo de

do evento do milho tratamento valores da
TC1507 testemunha Valor deP literatura”

Gorduras % 2,42 2,42 0,997 0,7-6,7

Proteinas % 7,82 781 0,958 35-159

FDA % 26,91 27,56 0,097 30°

FDN % 48,01 48,21 0,766 51°

Carboidratos %° 84,15 84,13 0925 | 66,9-945

Cinza% 5,61 5,63 0,848 1,3-105

Cécio % 0,22 0,23 0,221 0,2-0,6

Fosforo % 0,25 0,24 0,151 0,15-0,55

& — Porcentagem na base de peso seco

b_ Watson, 1982

¢ —Watson, 1982, informa um vaor médio de FDA de 30% e de FDN de 51%.

4 _ Os carboidratos calculado como porcentagem do peso seco =100% - % de proteinas - % de gorduras -
% de cinzas. Asfibras (FDA e FDN) estdo incluidas nos carboidratos.

Os niveis de proteinas, gorduras, carboidratos, cinzas, cdcio e fosforo do evento
TC1507 se encontram dentro dos padrfes informados na literatura para forragem de milho.
Em resumo, a andlise de composi¢do de nutrientes da forragem proveniente do evento
TC1507 demonstrou que € comparével aforragem dos milhos convencionais.

A mesma andlise, para composi¢do do gréo, é mostrada em resumo na tabela 8. Os
niveis de proteinas, gorduras, FDA, FDN, carboidratos e cinzas do milho Bt CrylF 1507 se
encontram dentro do intervalo de classe publicado na literatura para gréo do milho. A
andlise de composicdo de nutrientes do gréo de milho TC1507, para as caracteristicas
estudadas, demonstrou ser comparavel ado gréo de milho convencional.
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Tabela 8: Médias e valores de P (nivel de significancia) da anélise do gréo do evento
TC1507 e do hibrido controle das amostras colhidas nos ensaios de campo

de 1998/1999.
Andlise do grao

Variavel de Valoresmédios | Valores medios Efeitodo Variacao de

resposta? do evento do hibrido tratamento valoresda

TC1507 testemunha Valor de P literatura

Gorduras % 3,83 3,94 0,046 31-57°
Protefnas % 11,20 11,32 0,611 6,0—12,0°

FDA % 3,55 3,68 0,250 3,0-4,3°
FDN % 10,47 10,08 0,315 83-119°
Carboidratos %° 83,45 83,23 0,352 63,3—-89,7°

Cinza% 151 1,50 0,335 1,1-39°¢

& — Porcentagem na base de peso seco

b_ Watson, 1982

¢ —Watson, 1982, informa um valor médio de FDA de 30% e de FDN de 51%.

4 _ Os carboidratos cal culados como porcentagem do peso seco =100% - % de proteinas - % de gorduras -
% de cinzas. Asfibras (FDA e FDN) estdo incluidas nos carboidratos.

Componentes menores, porém nd menos importantes, também foram estudados em
andlise comparativa do Milho TC1507 com o milho convencional. Amino&cidos essenciais
e ndp-essenciais, écidos graxos (palmitico, oleico, estedrico, linoleico e linolénico),
vitaminas (B1,B2 e tocoferois), minerais (Ca, P, Cu, Fe, Mg, Mn, K, Na e Zn), metabdlitos
secundarios ( inositol, rafinose, acido p-cumétrico e acido ferulico) e antinutrientes ( &cido
fitico e inibidor de tripsina) foram estudados . Pode-se concluir que baseado na amplitude
dos dados citados até entdo na literatura nenhum composto analisado no milho HXI
apresentou teores diferentes dos encontrados no milho convencional (Herman et. al., 2004;
Stauffer e Zeph, 2000).

5. Seguranca Ambiental do milho Herculex | evento TC1507

O milho € uma planta anua de baixa capacidade de dorméncia e t& domesticada
gue ndo consegue sobreviver no meio sem a gjuda do homem. As sementes precisam ser
destacadas (debulhadas) do sabugo e serem enterradas em covas rasas com poucos graos
para em condicOes favoréveis germinar e produzir uma planta capaz de produzir sementes.
Ap0s a colheita alguns gréos podem ser enterrados pela movimentacdo de maguinas e em
condi¢bes adequadas de temperatura e umidade podem sobreviver de uma estacdo de
cultivo a outra Estas plantas denominadas voluntérias sdo identificadas e controladas
facilmente por meios manuais, mecéanicos ou quimicos.

O milho ndo exibe tendéncia a proliferar como erva daninha e ndo € invasivo em
ecossistemas naturais (CFIA, 1994). Algumas espécies de Zea sdo plantas silvestres que se
desenvolvem com éxito na América Central, mas ndo apresentam tendéncias pronunciadas
de proliferar como erva daninha.

O evento TC1507 tem sido cultivado e monitorado cuidadosamente em relacéo a
sua capacidade de proliferagdo como erva daninha e seu comportamento agrondmico em
mais de oitenta localidades ao redor do mundo, incluindo Brasil, em pedidos de liberagéo
aprovados pela CTNBio. Em todos os casos, as plantas da linhagem de milho Bt CrylF
1507 registraram um comportamento similar a0 milho comum, sem evidenciar o
desenvolvimento de caracteristicas morfol 6gicas ou fenotipicas ndo previstas.

Para demonstrar que o evento TC1507 n&o dtera caracteristicas agrondmicas das
plantas foi realizado um estudo comparativo no Brasil de hibridos TC1507 com seus
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correspondentes convencionais (Souza €. al., 2006) . Os resultados com hibridos da Dow
AgroSciences sd0 sumarizados na Tabela 9 em experimentos realizados no ano agricola de
2005/6.

Tabela 9: Andlise comparativa de caracteristicas agrondmicas de hibridos transformados
com o evento HXI TC1507 e seus hibridos convencionais correspondentes. Os hibridos
DASB480HXI e 2C577HXI tem a mesma linhagem parental transformada e foram
avaliados nas Unidades de Indiandpolis, Jardindpolis, Mogi Mirim e Castro-PR, em duas
épocas de plantio. Médias estatisticamente distintas ao nivel de 5% pelo teste Tukey tem
letras diferentes nos pares de dados de um mesmo hibrido. Médias estatisticamente
digtintas ao nivel de 5% pelo teste Tukey tem letras diferentes nos pares de dados de um
mesmo hibrido.

Caracterigica DAS8480 DAS8480HXI | 2C577 2C577HXI
Producéo degréos (ton/ha) | 3.292 a 3.660 a 3.746 a 3452 a
Umidade (%) 295b 331a 294 a 30,7 a
Vigor (nota) 7a 6a 6a 5a
Flor. masculino (dias) 60 a 62 b 62 a 62 a
Flor. feminino (dias) 6la 63 b 62 a 62 a
Alturada planta (cm) 209 a 201b 226 a 221a
Altura da espiga (cm) 108 a 106 a 120 a 118 a
Empalhamento (nota) 7a 7a 7a 7a
Tombamentodaraiz (%) |10,6a 99a 196 a 217a
8 /‘:)Ebrammto do colmo| g 44 04a 04a 00a
Puccinia polysora (nota) * | 3 4 4 4
Puccinia sorghi (nota) * 7 8 7 8
gr:]egg)sgora zeae-maydis 5 6 7 7
aé?gghllum turcicum 7 7 6 6
E:]hoatgc))i)haerla maydis 6 6 7 7

E)i plodia macrospora (nota) 8 7 7 7

* Diferencas entre hibridos HX1 e hibridos convencionais correspondentes, sdo ndo-
significativas a 5% de significancia.

Das 16 caracteristicas estudadas verifica-se que apenas trés, porcentagem de
umidade , altura da planta e da espiga mostraram alguma diferenca entre o milho TC1507
e seu correspondente convencional. Essas diferencas , pouco consistentes, ocorrem
também com frequéncia em programas de retrocruzamentos de melhoramento de milho
convencional com objetivo de corrigir uma caracteristica desfavoravel em germoplasma de
alta performance. Pode-se concluir que os hibridos que receberam a construcdo génica
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TC1507 por meio de retrocruzamentos, ndo diferem dos hibridos convencionais
correspondentes.

Experimentacdo semelhante realizada desde 1997 até os dias de hoje, em varios
paises, inclusive em plantios comerciais onde o milho TC1507 é cultivado, ndo se tem
evidéncia dguma de mudangas de caracteristicas da planta no sentido do cerea
transformado ter adquirido caracteristicas de erva daninha. As Unicas diferencas fenotipicas
visiveis tem sido aresisténcia a certos lepiddpteros-praga e a toleréncia a acdo do herbicida
glufosinato de aménio, conferidas pelos genes introduzidos.

No Bras|, para avaliar o impacto do cultivo do milho TC1507 sobre popul agbes de
artrépodes ndo-alvo, que ocorrem na parte aérea e no solo foi feita um estudo a campo pela
Pioneer Sementes aprovado pela CTNBio, em ltumbiaraGO e Toledo-PR, na safra
agricola de 2005/6 (Souza et. al.,2006). O experimento foi realizado com 3 tratamentos e 3
repeticdes. Cada parcela teve uma &rea de 1500 m® (30 x 50 m), tamanho considerado
adeguado para ensaios de impacto (Prasifka et al., 2005). Os tratamentos consistiram do
milho hibrido transgénico P30F33-1507, do hibrido convencional P30F33 sem aplicacéo de
inseticidas e do hibrido convencional P30F33 com aplicagdo de inseticidas. As avaliagdes
foram realizadas nas plantas nos seguintes estadios de desenvolvimento: V4, V8, VT
(Pendoamento), Polinizagdo (50% abertura das anteras), R4 e R6. As avaliagbes
consistiram em observagdes diretamente nas plantas, bem como, contagem e identificacdo
de insetos em armadilhas.

Durante as observagfes visuais dos insetos nas plantas de milho notou-se os
seguintes insetos:

Fitofagos: pulgéo (Hemiptera: Aphididae); cigarrinha (Hemiptera: Cicadellidae);
besouros crisomelideos (Coleoptera: Chrysomelidage); elaterideos (Coleoptera: Elateridag);
Spodoptera frugiperda e Helicoverpa zea (Lepidoptera: Noctuidae).

Predadores: aranhas (Aranae); bicho-lixeiro (Neuroptera: Chrysopidae); carabideos
com destague para os géneros Callida e Lebia (Coleoptera Carabidae); tesourinha Doru
luteipes (Dermaptera: Forficulidade); percevejos predadores com destaque para 0s géneros
Orius, Geocoris e Nabis (Hemiptera), percevgios da familia Reduvidae (Hemiptera);
Syrphidae (Diptera); Vespidae (Hymenoptera).

Formigas (Hymenoptera) e baratas (Blattodea) foram também observadas nas
plantas.

A tesourinha, D. luteipes, foi espécie comum (constante e super dominante) nos
diversos tratamentos das duas localidades estudadas sendo a espécie mais abundante e
freqUiente em comparag@o com as demais espécies de inimigos naturais. O percevejo pirata,
Orius sp. depois de D. luteipes, foi a espécies mais abundante e frequente entre os
predadores. Também as joaninhas (Coleoptera: Coccinellidag), foram frequentes em ambas
as localidades. Em todos os casos, 0s principais inimigos naturais (D. luteipes, Orius . e
joaninhas), foram observados em todos os tratamentos.

Através da andlise de agrupamento e andlise de componentes principais das
amostragens visuais de artropodes ndo-avo presentes em milho, em armadilhas adesivas
amarelas e em armadilhas de solo (pitfall), em vérios estédios fenoldgico da planta
permitem afirmar que o cultivo do hibrido de milho transgénico CrylF n&o diferiu do
milho isogénico convencional com relacdo a efeitos na diversidade ou abundéancia dos
artrépodes ndo-avo (herbivoros, predadores e decompositores).

Através da andlise de comparacdo de médias pode-se concluir que ndo ha efeito
adverso do milho transgénico CrylF sobre os principais inimigos naturais predadores de
ocorréncia na cultura

No mesmo projeto foi feito um outro estudo de monitoramento de artropodes néo-
alvo de solo, em hibrido de milho transgénico contendo o evento TC1507 (Souza et al,
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2006). O objetivo foi avaliar o impacto do cultivo de hibrido de milho transgénico
contendo o evento TC1507 sobre populagdes de artropodes ndo-alvo que habitam o solo.
As comparacdes das comunidades de artropodes em Itumbiara e Toledo, utilizando-se a
andlise de componentes principais e os indices de diversidade e equitabilidade, nédo
evidenciaram diferencas entre os tratamentos. As comunidades nas duas localidades foram
similares quanto a presenca dos artrépodes mais abundantes. As ordens mais importantes
foram as de &caros Oribatida e Gamasida; e as de insetos Coleoptera e Hymenoptera. As
morfoespécies mais importantes foram Microzetidae sp.1, Scheloribatidee .1 e
Galumnidae sp.1.

O milho transgénico ndo diferiu do milho convencional sem inseticidas quanto a
abundéancia de toda as ordens e morfoespécies.

Com base nos resultados, conclui-se que ndo ocorreu impacto significativo do
milho transgénico evento TC1507, expressando a proteina CrylF, sobre os artrépodes néo-
alvo que habitam o solo, nos dois locais estudados.

Resultados como esses realizados no Brasil tem sido obtidos em varios paises.
Diversos trabalhos mostram que o algod& e o milho Bt causam pouco ou nenhum efeito
sobre os artrépodes ndo-alvo, sendo que quando ocorre efeito estes sdo explicados na sua
maioria por alteragdes esperadas na populagéo alvo do transgénico (Morandin e Winston,
2003; Frizzas, 2003; Naranjo et al., 2005; Lopez & al., 2005; Daly e Bunting, 2005; Bhatti
et al., 2005a,b; Diveley, 2005; Naranjo, 2005; Head et al., 2005; Torres e Ruberson, 2005;
Whitehouse et al., 2005). Estudos conduzidos para avaliar especificamente os efeitos de
plantas Bt sobre artropodes ndo-alvo do solo decompositores, tais como colémbolos e
&caros oribatideos, também n&o apresentaram impacto negativo dos transgénicos (Obrycki
etal., 2001; Yu et al., 1997; Sims e Martin, 1997; Bitzer et al., 2005).

Um outro estudo de toxicidade realizado com larvas de crisopideo (Chrysoperla
carnea) demonstrou a auséncia da toxicidade da proteina CrylF produzida na forma
microbiana. Téo pouco observou-se efeito algum no processo de ecdise. O valor CL50 n&o
pbde ser estabelecido e portanto 0 mesmo foi estimado como sendo superior a 480 ppm, 0
que repesenta até 15 vezes a concentragdo de CrylF presente no polen da linhagem de
milho Bt CrylF 1507 (Hoxter et al., 1999a e Mayes, 2001b).

Do mesmo modo, um estudo de toxicidade realizado com joaninha (Hippodamia
convergens) ndo registrou mortalidade nem sinal algum de toxicidade. N& se pode
determinar o valor CL50 para H. convergens e portanto estimou-se que seja maior que 430
ppm (Hoxter et al., 1999b e Mayes, 2001e).

A proteina CrylF expressa na forma microbiana ndo demostrou toxicidade alguma
contra 0 himenoptero parasitdide Nasonia vitripennis. N& se pdde determinar o valor
CL50 e portanto se estimou que seja maior a 320 ppm, o qua representa até 10 vezes a
concentracdo da proteina CrylF no po6len da linhagem de milho Bt CrylF 1507 (Hoxter et
al., 1999c e Mayes, 2001d). De maneira similar, a proteina CrylF ndo demonstrou ser
toxica a larvas de primeiro instar de borboletas monarcas (Hellmich et al., 2001), bem
como aoutros insetos ndo-alvo (Wolt, et al., 2005).

Nos EUA foi feito um estudo para comparar a quantidade de artropodos benéficos
presentes em &eas de campo da linhagem de milho Bt CrylF 1507 com milhos
convencionais com germoplasma semelhante. Avaliou-se as quantidade de coccinélideos
(Cycloneda munda e Coleomegilla maculata), percevejo predador (Orius insidiosus)
percevejos da familia Reduviidae, percevejos da familia Nabidae), crisopideos da familia
Hemerobiidae, crisopideo (Chrysoperla plorabunda), coledpteros predadores (Carabidae) e
himendptero parasitéides (Ichneumonidae e Brachonidae), libélulas (Odonata), e de
aranhas, visuamente e€ou mediante armadilha. Os resultados demonstraram que a
expressdo da proteina CrylF na linhagem de milho Bt CrylF 1507 ndo tem efeito algum
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sobre a presenca dos artrépodos benéficos observados. As parcelas foram suficientemente
grandes paraminimizar o movimento da maioria das espéecies entre parcelas porém, exise
a possibilidade de que insetos mais moveis, como por exemplo Orius, possam ter se
movido entre as mesmas (Higgins, 1999).

A proteina CrylF ndo demonstrou toxicidade para lagartas da borboleta monarca
(Danaus plexippus) (Bystrak, 2000). A proteina CrylF produzida na forma microbiana,
truncada, cromatograficamente pura, foi incorporada numa dieta modificada para
lepiddpteros. Administrou-se esta dieta as larvas neonatas durante 7 dias corridos nos quais
foram avaliadas a mortalidade e inibicdo de crescimento. A CL50 da proteina CrylF para
as lagartas neonatas ndo pdde ser determinada j& que ndo se registrou mortalidade e a dose
mais alta que se pode submeter a0 ensaio,10.000 ng/ml de dieta, foi a dose mais elevada
gue se poderiaincorporar fisicamente a dieta.

N&o se observou efeito agum na sobrevivéncia larval ou no comportamento de
adultos de abelhas operéarias (Apis mellifera). Resultado obtido a0 se administrar uma dose
Unica de 2 mg de pdlen da linhagem de milho Bt CrylF 1507 ou de 5,6 pg de proteina
Cry1F microbiana suspensa em uma solucéo de sacarose a 30% a cada célula da colméia.
Os resultados ndo permitiram determinar a CL50 dietéria e portanto estimou que este valor
seja superior a5,6 pg/larvade abelha (Maggi, 1999 e Mayes, 2001a).

A proteina CrylF expressa na forma microbiana ndo mostra toxicidade para
minhocas (Eisenia foetida) a uma concentragdo equivalente até 100 vezes a incorporacéo
de plantas senescentes da linhagem de milho Bt Cry1F 1507 nos 15 cm da parte superior do
solo numa densidade de 62.000 plantas por hectare. N&o se pode determinar a CL50 e
portanto se estimou que seja maior que 1,7 mg/kg de solo (Hoxter et al., 1999d e Mayes,
2001c).

Também foi feito um estudo de laboratério para deteminar os efeitos crénicos da
proteina CrylF na sobrevivéncia e reproducdo de Collembola (Folsomia candida) que
habitam o solo. Os Collembola tem uma fungéo importante nos ecos stemas do solo, j& que
se dimentam de materiais vegetais decompostos. Agregou-se a proteina crylF produzida
na forma microbiana a levedura da cerveja (alimento padréo dos colémbolos) nas
concentragoes de 1560, 388 e 79 vezes mais altas que as que se encontram no campo. Os
resultados indicaram que depois de alimentar-se com estas dietas durante 28 dias néo se
registrou mortalidade nem redugdo na quantidade da progénie comparado com os controles
(Halliday, 1998).

No Brasil um estudo de degradacdo da proteina CrylF em amostras de raiz de milho
e solo do Brad| através de andises quantitativas de ELISA foi redizado na safra agricola
2005/06 em projeto de liberagdo no meio ambiente da Pioneer Sementes, aprovado pela
CTNBio com colaboracéo e suporte do Laboratério de Mogi Mirim da Dow AgroSciences
Industrial . Os tratamentos consistiram do milho hibrido transgénico Pioneer P30F33-1507
e do hibrido convencional P30F33 com aplicagéo de inseticidas.

As amostras foram coletadas em 3 periodos diferentes do ciclo da cultura do milho:
antes do florescimento, 14-dias apds a colheita e apds a incorporacdo da planta no solo.
Foram coletados 3 tipos de amostras sendo, solo ao redor da planta, solo da rizosfera e
raiz, sendo que na Ultima amostragem somente foi coletado o solo pois a planta foi
incorporada ao mesmo. Com base nas informacdes geradas neste estudo de degradacdo da
proteina CrylF pode-se concluir que : Andlises de amostras de solo da rizosfera e de
amostras tiradas ao redor das plantas geneticamente modificadas com o evento TC1507
indicam que a proteina Cry1F, ja a partir de pouco antes do florescimento, ndo conseguiu
ser detectada por método quantitativo de ELISA.Apenas as raizes das plantas
geneticamente modificadas mostraram a presenca da proteina CrylF antes do
florescimento e 14-dias apos a colheita. Amostras de solo em parcelas com o evento
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TC1507, apds aincorporagdo dos restos da cultura, isto €, 139 e 169 dias depois do plantio,
respectivamente em ltumbiaraGO e em Toledo-PR , ndo revelaram a presenca da proteina
Cry1F.Desses estudos pode-se concluir que ndo ocorre acumulagdo da proteina CrylF no
solo.

6 — Conclusio
As consideragbes abordadas refletem apenas aspectos do extenso documento
apresentado & Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca. Em suma, frente aos diversos

estudos realizados no Brasil e em outros paises, relativos a biosseguranca do Milho
Geneticamente Modificado TC1507 (Milho Herculex) conclui-se:

6.1. Caracteristicas do produto

Herculex | (HXI) protege as plantas de milho contra um amplo espectro de insetos-
praga, notadamente a Lagarta do Cartucho, principal praga do milho no Brasil
(Souza, et. al., 2006)

HXI é um exemplo da utilizagdo de uma proteina natura contribuindo para uma
agricultura mais sustentdvel. Foi desenvolvido em co-autoria pela Dow
AgroSciences e Pioneer (Souzaet. al., 2006).

O evento Herculex | foi aprovado para cultivo comercial, como alimento humano e
na alimentacdo animal nos EUA (2001), Canada (2002) e Argentina (2005) e
Colémbia (2006)

HXI1 aprovado para importagdo. No Japdo (alimentagdo humana e aimentagdo
animal, 2002); Austrédlia (dimentacdo humana, 2003); Nova Zelandia (aimentagdo
humana, 2003); Coréia do Sul (aimentagdo humana, 2002 e dimentagdo animal,
2004); Africa do Sul (alimentagio humana e alimentacio animal, 2002), Unio
Européia (dimentacdo humana, 2006 e adimentagdo animd, 2005),
Taiwan(alimentagdo humana, 2003); China (dimentagdo humana e aimentagéo
animal, 2004) e Filipinas (alimentacdo humana e alimentagdo animal, 2003)
(Agbios, 2007).

6.2. Condicoes par a aprovacado do produto

Para submeter a peticdo para aprovacdo do registro comercia do evento Herculex |
a CTNBio a Dow AgroSciences e a DuPont do Brasil — Diviséo Pioneer Sementes
tiveram que redlizar um programa de pesquisa a campo nos Estados de Goiés,
Minas Gerais, S0 Paulo e Parana Estas pesquisas foram autorizadas pela CTNBio,
para demongtrar que o milho Herculex | é seguro para a sallde humana, salde
animal, e seguro para o meio ambiente (Processos aprovados pela CTNBI0).

A Dow AgroSciences e a DuPont do Brasil — Divisdo Pioneer Sementes tém o
firme compromisso através de seus programas internos de sallde , seguranca e meio
ambiente e de suas Comissoes Internas de Biosseguranga (CIBio Dow AgroSciences
Industrial e CIBio DuPont do Brasil — Divisdo Pioneer Sementes) de fiscalizar seus
produtos derivados de biotecnologia nas fases de pesquisa , desenvolvimento e
também na fase comercial.

As caracteristicas do Herculex | com relagdo a seguranca e a salde tem sido
exaustivamente testadas e cuidadosamente avaliadas por 6rgdos de vigilancia
publica nos paises onde ja foi avaliado ou ainda se encontra em avaliacdo. Este
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acompanhamento se da desde a fase de pesquisa até a fase de comercializagdo do
produto geneticamente modificado (Souzaet. al., 2006).

6.3. Sequranca a satude

Ambas proteinas encontradas no milho Herculex I, CrylF e PAT, estéo presentes
em bactérias de solo ndo patogénicas para 0 homem e animais (Van Wert, 1994,
Narvaet. al., 1998; Evans, 1998).

Proteinas derivadas de Bacillus thuringiensis, como a CrylF, tem sido utilizadas ha
vérios anos como bioinseticidas em agricultura comercial, como exemplo de marca
comercia, temos o Lepinox (FDA, 1996). Recentemente foi desenvolvido pela
Embrapa-Cenargen o bioinseticida Bt-horus que ja esta sendo usado no pais parao
controle do mosquito transmissor da Dengue.

Estudos demonstram que as proteinas CrylF e PAT ndo tem potencial aergénico
(EPA, 19953, Meyer, 1999; FAO/WHO, 2000)

O milho Bt, por controlar melhor insetos que atacam a espiga € 0S gréos
indiretamente reduzem o teor de micotoxinas em gréos (Munkvold et. al., 1999;
Masoero et. al.; 1999).

Herculex | se apresenta como uma aternativa a0 uso exclusivo de inseticidas
quimicos no controle de pragas do milho.

6.4. Sequranca alimentar

A andlise da composicdo e valor nutricional do milho Herculex comparada com o
milho convencional demonstra que os niveis de nutrientes ndo diferem nos dois
tipos de milho. Os resultados mostram que o milho Herculex | e o milho
convencional sfo substancialmente equivalentes (Stauffer e Zeph, 2000).

A andlise da composi¢do do milho HX I mostra que os contelidos de carboidratros,
lipideos, proteinas, minerais, (como Calcio, Fosforo, Cobre, Manganés, Ferro,
Potassio, Sodio, Zinco) e fibras detergente acido e detergente neutro, correspondem
aosdo milho convencional. Nesse estudo os contetidos de aminoécidos, de écidos
graxos, de vitaminas B1, B2, de &cido fdlico e de tocoferdis no grédo do milho HXI1
e do milho comum foram similares ou permaneceram dentro da amplitude das
determinaces citadas na literatura para 0 milho comum. Os teores de metabdlitos
secundarios como inositol, rafinose, acido p-cumérico e écido ferdlico também
foram similares no HXI e no milho comum. No caso dos antinutrientes, o &cido
fitico foi detectado em niveis semelhantes no OGM e no milho nd&o-OGM e o
inibidor de tripsina ndo foi detectado em nenhum dos dois produtos comparados
(Herman et. al., 2004). Baseado na amplitude dos dados citados até entdo na
literatura pode-se concluir que nenhum composto andlisado no milho HXI
apresentou teores diferentes dos encontrados no milho convencional.

Vérios estudos demonstram que as proteinas CrylF e PAT sdo seguras para o
consumo humano e animal (EPA, 1996a; EPA, 1995b; EPA, 1997; CFIA, 1998;
SCP, 1998; OECD, 1999). Em animais, um estudo de toxidez ora realizado ao
longo de 90 dias em ratos, usando gréos de milho Herculex |, avaliando o
comportamento e desenvolvimento dos animais, néo diferiu em relacdo aos animais
gue consumiram a mesma dieta com milho convencional (Brooks, 2000). Ratos ndo
mostraram toxidéz aguda as proteinas CrylF e PAT quando aimentados com dose
bem mais ata que a ingerida na dieta humana (Kuhn, 1998). Em aves, um estudo
com frangos alimentando-se num periodo longo com milho Herculex | e milho
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convencional , mostrou que os animais se equivaleram tanto em aspectos de salide
como em seu desenvolvimento (Zeph, 2000).

6.5. Seguranca Ambiental

Crescentes aumentos na produtividade da terra com o uso de eventos como o CrylF
e outros, garante maior oferta de alimentos sem a necessidade de ampliar afronteira
agricola com a utilizag@o de &reas frageis ou &reas de florestas.

O uso de Herculex | reflete em menor uso de pesticidas reduzindo o risco de
impacto a0 meio ambiente.

O milho Herculex ndo difere do milho convencional para caracteristicas botéanicas.
Ambos tem caracteristicas de plantas domesticadas e ndo conseguem sobreviver na
natureza sem a gudado homem .

O milho CrylF a semelhanca do milho convencional ndo tem caracteristicas de
planta invasora.

O milho Herculex | ndo tem potencial para transferir seus genes para espécies
selvagens ou asselvajadas no Brasil, pois os parentes mais proximos, inclusive seu
possivel ancestral, ndo ocorrem no pais.

Nos ensaios redizados no Brasil pela Dow AgroSciences e DuPont do Brasil —
Divisdo Pioneer Sementes com hibridos de milho Herculex I, em experimentos
aprovados pela CTNBIo e readizados em IndiandpolissMG, Jardindpolis-SP, Mogi
Mirim-SP e Castro-PR, comparando-se o milho trasgénico com o correspondente
convencional, ndo foram observadas alteragdes significativas na viabilidade das
sementes, germinagdo, vigor das plantas, florescimento, arquitetura das plantas e
resposta aos principals patdgenos (Souza et. al., 2006). Portanto as caracteristicas
de sobrevivéncia do milho Herculex | sdo comparavels a aquelas de milho ndo
modificado geneticamente dado que o potencial de sobrevivéncia no meio ambiente
depende de uma completa interagdo de fatores externos bidticos e abidticos.

A presenca adventicia do HXI pode ser evitada em areas agricolas onde vérias
cultivares ndo geneticamente modificadas sdo cultivadas utilizando-se bordaduras
de milho ndo OGM como area de reflgio.

Estudo de degradacdo da proteina CrylF em amostras de solo e da raiz de plantas
de milho HX e milho comum, coletadas em Toledo-PR e em Itumbiara-GO, indicou
que pouco antes do florescimento ja ndo se conseguiu detecté&la por método
quantitativo de ELISA. Apenas as raizes das plantas geneticamente modificadas
mostraram a presenca da proteina CrylF antes do florescimento e 14 dias apés a
colheita. Amostras de solo em parcelas com o evento TC1507 néo revelaram a
presenca da proteina CrylF apds a incorporagéo dos restos da cultura. Portanto néo
ocorreu acumulacdo da proteina CrylF no solo (Souza et. al., 2006).

As comparagdes das comunidades de artrépodes em experimentos em ltumbiara-
GO e Toledo-PR, utilizando-se a andise de componentes principais e os indices de
diversidade e equitabilidade, de modo gera n&o evidenciaram diferencas entre o
milho transgénico e o milho convencional sem inseticidas, quanto a ocorréncia das
ordens e das morfoespécies de artropodes. As comunidades nas duas localidades
foram similares quanto & presenca dos artropodes mais abundantes (Souza et. al.,
2006)

O numero total deinimigos naturais predadores (Doru luteipes, Orius sp., Geocoris
spp., Coccinellidae. Chrysopidae, Syrphidae, Carabidae, Formicidae e Araneae),
coletados em 6 estagios da cultura em Toledo-PR e em 5 fases em Itubiara-GO, ndo
diferiu no milho HXI e no milho convencional (Souzaet. al., 2006).
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Estudos realizados com parasitdides (Hoxter et. al., 1999a; Mayes, 2001a), em
artrépodes benéficos (Higgins, 1999), em abelhas (Maggi, 1999; Mayes, 2001b),em
minhocas (Hoxter et. al., 1999b; Mayes, 2001c), em Collembola (Halliday, 1998),
em Daphnia (Drottar e Krueger, 1999) mostraram que a proteina Cry ndo causa
danos aos organismos estudados.
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