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PARECER TECNICO N° 3045/2011

Processo: 01200.000614/2011-69

Requerente: Monsanto do Brasil Ltda.

CNPJ: 64.858.525/0001-45

Endereco: Avenida das Nacdes Unidas, 12901 - Torre Norte - 9° andar, 04578-910, Sao
Paulo-SP.

Extrato Prévio: 2724/2011

Reunido: 1452 Reunido Ordinaria, ocorrida em 15 de setembro de 2011

Decisao: DEFERIDO

A CTNBio, apds apreciacdo do pedido de parecer para liberacdo comercial de milho
geneticamente modificado MON 89034 x MON 88017, resistente a insetos e tolerante ao
herbicida glifosato, bem como todas as progénies dele provenientes, concluiu pelo
DEFERIMENTO, nos termos deste parecer técnico.

A Monsanto do Brasil Ltda, detentora do Certificado de Qualidade em Biosseguranca -
CQB 003/96, solicitou a CTNBio parecer sobre a biosseguranca do milho MON 89034 x
MON 88017 para efeito de liberagdo no meio ambiente, uso comercial e quaisquer outras
atividades relacionadas a esse milho e progénies dele derivadas. O milho MON 89034 x
MON 88017, geneticamente modificado para resisténcia ao ataque de insetos-praga e
tolerancia ao herbicida glifosato, é resultante do cruzamento entre o milho MON 89034 e
o milho MON 88017 por técnicas de melhoramento genético classico. O evento MON
89034 produz as proteinas Cry1A.105 e Cry2Ab2 derivadas de B.thuringiensis, as quais
sdo ativas contra lepidopteros-praga importantes nessa cultura. O evento MON 88017,
assim como o milho MON 89034 x MON 88017, produz a proteina 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase de Agrobacterium sp.cepa CP4 (CP4 EPSPS), a
qual confere tolerdncia ao glifosato, e a proteina Cry3Bbl modificada de Bacillus
thuringiensis subesp. kumamotoensis que controla seletivamente coledpteros-alvo, como
as larvas de coledpteros do género Diabrotica. Os eventos MON 89034 e MON 88017 ja
foram aprovados para liberacdo comercial pela CTNBio, pareceres técnicos (EPT
2.052/2009) em outubro/2009 e (EPT 2.764/2010) em dezembro/2010,
respectivamente. A combinacdo dos dois eventos tem por objetivo propiciar aos
agricultores no Brasil, a possibilidade de reduzir as perdas de rendimento pela pressao de
plantas daninhas e pela ocorréncia de pragas de raiz do género Diabrotica e de
lepiddpteros-praga. Andlises moleculares comparativas entre o evento piramidado, os
eventos individuais (MON 89034 e MON 88017) e o milho convencional, demonstraram
que a estrutura molecular foi preservada durante o processo de melhoramento genético
classico. Estudos demonstraram ndo haver interacdo entre as proteinas
Cry1lA.105/Cry2Ab2 e Cry3Bbl, sendo seu efeito considerado aditivo no controle de
praga, ou seja, que os eventos sdo independentes na sua contribuicdo para o controle de
insetos. J&, o modo e o local de atividade bioldgica da proteina CP4 EPSPS sdo diferentes.
Enquanto as proteinas Cry atuam no citoplasma, a proteina CP4 EPSPS é direcionada
para o cloroplasto. Ndo ha mecanismo conhecido ou possivel de interacdo entre essas
proteinas que pudesse levar a um efeito adverso a saude animal e humana. Também nao
foram detectadas alteragGes na expressdo dessas proteinas quando comparadas com os
eventos individuais. Dessa forma, para comprovar que o evento piramidado MON 89034
x MON 88017 é equivalente e tdo seguro quanto o milho convencional, a requerente
apresentou dados da literatura, resultados dos experimentos anteriores com os eventos
isolados e resultados de ensaios conduzidos sob contencdao e no meio ambiente, seguindo
metodologias cientificas, com o objetivo de demonstrar a auséncia de interagdo entre os
genes introduzidos no milho piramidado. Dados de campo gerados no Brasil permitem
concluir que o milho MON 89034 x MON 88017, a excecdo das caracteristicas

1



Ciéncia, Tecnologia Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo - MCTI comissao técnica nacional

e Inovagéo [
"""""" SR Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca - CTNBio CTN BIO
~ lL Secretaria Executiva de biosseguranca

PAIS RICO E PAIS SEM POBREZA

determinadas pela modificacdo genética, ndo difere do milho controle e, portanto, ndo
apresenta riscos ambientais, maior potencial como planta daninha ou aumento de fluxo
génico para o milho convencional. Foi realizado no Brasil, experimento de campo sobre
interacdes ecoldgicas do milho MON 89034 x MON 88017 em comparagdo ao milho
controle convencional, bem como outras doze referéncias comerciais. A analise dos dados
médios sobre danos na folha, no cartucho, na espiga, no colmo e na raiz, assim como
dados sobre podriddo da espiga e do colmo demonstram que, quatro das seis
comparacdes apresentaram diferencas significativas; os danos nas folhas, nas espigas,
nos colmos e nas raizes foram significantemente menores no milho em questdo. Além
disso, avaliagbes sobre impactos do milho MON 89034 x MON 88017 em organismos
nao-alvo foram realizadas em quatro Estagbes Experimentais da Monsanto do Brasil. Os
dados apresentados corroboram o histérico de uso seguro das culturas geneticamente
modificadas contendo genes derivados de Bacillus thuringiensis. Tanto na analise
individual por local, quanto na analise combinada da microbiota, nao foram verificadas
diferencgas significativas entre os resultados do milho MON 89034 x MON 88017 e do
controle. Assim, conclui-se que a expressao das quatro proteinas heterélogas no milho
em questdo, ndo tem potencial para afetar de maneira significativa a microbiota do solo.
Em termos de seguranca alimentar, o milho MON 89034 x MON 88017 se mostrou
substancialmente semelhante ao milho convencional, assim como a outros hibridos
comerciais. Os dados de composicdao centesimal ndo apontaram diferengas significativas
entre a variedade geneticamente modificada e os controles ou as referéncias, sugerindo
a equivaléncia nutricional entre elas. Os dados apresentados corroboram os resultados
encontrados a partir de amostras coletadas no Brasil para os eventos individuais, que
também sdo equivalentes em composi¢cdo ao milho convencional. Um estudo de campo
foi conduzido no Brasil, com o objetivo de gerar amostras para a avaliagdo dos niveis de
expressdao das proteinas Cryl1A.105, Cry2Ab2, Cry3Bbl e CP4 EPSPS no milho MON
89034 x MON 88017, em folhas durante a safra, forragem, grdos e raizes em dois
tempos de coleta, utilizando-se o método de quantificagdo ELISA. A analise conjunta dos
dados obtidos no Brasil, Estados Unidos e Unido Européia indica que os niveis de
expressao das quatro proteinas em questdo sdo equivalentes, ou seja, a maioria dos
intervalos (valores minimos e valores maximos) se sobrepem no milho MON 89034 x
MON 88017 cultivado nos diferentes locais, bem como equivalentes aos detectados nos
eventos individuais (milho MON 89034 e milho MON 88017). Em termos de
alergenicidade e toxicidade, é relevante o fato de que as proteinas Cry1A.105, Cry2Ab2,
Cry3Bb1 e CP4 EPSPS sédo rapidamente digeridas em fluido gastrico simulado. Este fato
faz com que seja improvavel que as mesmas atuem como alérgenos alimentares. Através
de analises de bioinformatica, foi verificado também que as proteinas Cry1A.105,
Cry2Ab2, Cry3Bb1l e CP4 EPSPS ndo compartilham nenhuma similaridade significativa na
seqliéncia de aminoacidos com alérgenos conhecidos, gliadinas, gluteninas ou proteinas
toxicas, que podem causar efeitos adversos a saude. Nos estudos de toxicidade oral
aguda com camundongos foi demonstrado que as proteinas CrylA.105, Cry2Ab2,
Cry3Bb1l e CP4 EPSPS ndo apresentam toxicidade aguda e ndao causam nenhum efeito
adverso mesmo nas doses mais altas testadas. Diante do exposto conclui-se que o
cultivo e o consumo de milho MON 89034 x MON 88017 ndo é potencialmente causador
de significativa degradacdo do meio ambiente, ou de riscos a saide humana e animal.
Por esta razdo, ndo ha restricbes ao uso deste milho ou de seus derivados. A CTNBio
determina que o monitoramento pos-liberagdo comercial deve ser realizado em lavouras
comerciais e ndo em experimentais. As areas escolhidas para serem monitoradas ndo
devem ser isoladas das demais, possuir bordaduras ou qualquer situacdao que seja fora
do padrao comercial. O monitoramento deve ser realizado em modelo comparativo entre
o sistema convencional de cultivo e o sistema de cultivo do OGM, sendo a coleta de
dados realizada por amostragem. Deverd também ser conduzido em biomas
representativos das principais areas de cultura do OGM e, sempre que possivel,
contemplar os diferentes tipos de produtores. O monitoramento deve ser realizado pelo
periodo minimo de 5 anos. Nos relatérios apresentados deverdo ser detalhadas as
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informacdes sobre todas as atividades realizadas no pré-plantio e plantio, sobre sua
execucgdo, com relato das atividades conduzidas nas areas de monitoramento durante o
ciclo da cultura, sobre as atividades de colheita e das condigOes climaticas. Devera haver
o acompanhamento de eventuais agravos a saude humana e animal por meio dos
sistemas oficiais de notificacdo de efeitos adversos, como por exemplo, o SINEPS
(Sistema de Notificagdo de Eventos Adversos relacionados a Produtos de Saude)
regulamentado pela ANVISA. Os métodos analiticos, resultados obtidos e suas
interpretacbes devem ser desenvolvidos em conformidade com principios de
independéncia e transparéncia, ressalvados aspectos de sigilo comercial previamente
justificados e definidos como tal. Um total de 21 acdes de monitoramento sdo propostas:
- plantio, manejo e colheita da cultura do milho; - atributos fisicos e quimicos do solo; -
estado nutricional do milho; - sanidade das plantas de milho; - comunidade de plantas
daninhas e banco de didsporos no campo; - resisténcia ao herbicida glifosato; - fluxo
génico do milho MON 89034 X MON 88017 para o milho convencional; - residuos de
glifosato e AMPA em grdos de milho e no solo; - residuo das proteinas Cry1A.105,
Cry2Ab2 e Cry3Bbl na palhada e no solo; - diversidade microbiana associada ao solo; -
invertebrados do solo e da superficie do solo; - inspecdo visual de artropodes ndo-alvo
na parte aérea; - avaliacdo de artropodes ndo-alvo na parte aérea por armadilhas; -
monitoramento de proteinas Cry na agua; - de insetos-alvo e dos agravos a saude
humana e animal; e - atividades agricolas complementares.

PARECER TECNICO

I. Identificacao do OGM

Designacao do OGM: Milho MON 89034 x MON 88017.

Requerente: Monsanto do Brasil Ltda.

Espécie: Zea mays L.

Caracteristica Inserida: Tolerancia ao herbicida glifosato e resisténcia a insetos.

Método de introducao da caracteristica: O milho MON 89034 x MON 88017,
classificado como Classe de Risco I, foi desenvolvido através de melhoramento genético
classico, por cruzamento sexual entre linhagens geneticamente modificadas contendo o
evento MON 89034 e o evento MON 88017.

Uso proposto: Liberacdao no meio ambiente, uso comercial e quaisquer outras atividades
relacionadas ao milho MON 89034 x MON 88017 e progénies dele derivadas.

II. Informacgoes Gerais

O milho Zea mays L. é uma espécie da familia Gramineae, tribo Maydae,
subfamilia Panicoidae que esta separada dentro do subgénero Zea e apresenta numero
cromossomico 2n = 20, 21, 22, 24. A espécie silvestre mais proxima do milho é o
teosinte o qual € encontrado no México e em algumas regides da América Central, onde
pode cruzar com o milho cultivado em campo de produgao.

O milho possui uma histéria de mais de oito mil anos nas Américas, sendo
cultivado desde o periodo pré-colombiano. E uma das plantas superiores mais bem
caracterizadas cientificamente, sendo hoje a espécie cultivada que atingiu o mais elevado
grau de domesticacdao e somente sobrevive na natureza quando cultivado pelo homem.
Existem atualmente cerca de 300 ragas de milho identificadas e, dentro de cada raga,
milhares de cultivares.

Uma das mais importantes fontes de alimento no mundo, o milho € insumo para a
producdo de uma ampla gama de géneros alimenticios, ragdes e produtos industriais. O
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Brasil € um dos maiores produtores mundiais de milho, cujo cultivo é realizado
praticamente em todo territorio nacional.

A ocorréncia de insetos na Terra € maior nos tropicos em comparagdo as regioes
temperadas onde os danos causados por esses animais sao mais acentuados. Dentre as
pragas mais importantes do milho destaca-se a lagarta-do-cartucho, Spodoptera
frugiperda. Cruz e colaboradores (1999) estimaram que no Brasil as perdas em fungao
da infestacdo por S. frugiperda estavam em torno de 400 milhdes de ddlares por ano.
Outras espécies da ordem Lepidoptera também sdo pragas importantes da cultura do
milho, como a lagarta da espiga (Helicoverpa zea) e a lagarta do colmo (Diatrea
saccharalis).

A principal medida de controle de insetos na cultura do milho tem sido o uso de
inseticidas. Em algumas areas do Centro-Oeste brasileiro, por exemplo, sdo necessarias
dezenas de pulverizagdes com inseticidas em um Unico ciclo da cultura. Outra medida de
controle de pragas seria o uso de cultivares resistentes.

O uso de cultivares contendo eventos combinados é crescente a nivel mundial.
Representa uma tendéncia que busca atender a demanda de produtores ao combinar
duas caracteristicas de importéncia agronémica em um mesmo hibrido. Nesse sentido,
diversos hibridos de milho contendo eventos combinados via melhoramento genético
classico estdao aprovados em diversos paises.

A combinagcao de dois eventos para o controle de pragas da mesma ordem
entomoldgica tem por objetivo somar o espectro de acdao das duas proteinas
provenientes de Bacillus thuringiensis, bem como servir como mais uma ferramenta para
0 manejo de resisténcia das pragas as proteinas individuais.

III. Descricdo do OGM e Proteinas Expressas

O milho MON 89034 x MON 88017 é resultante do cruzamento convencional entre
o milho MON 89034 e o milho MON 88017 por técnicas de melhoramento genético
classico. O milho MON 89034 foi aprovado pela CTNBio em outubro/2009 (EPT
2.052/2009) e o milho MON 88017 foi aprovado em dezembro/2010 (EPT 2.764/2010).

No exterior, a combinacdao dos dois eventos individuais encontra-se aprovado nos
Estados Unidos, na Argentina (2010), no Japdo (2008), no México (2010), na Coréia do
Sul (2009), nas Filipinas (2009) e em Taiwan (2009). Recebeu também aprovacao da
European Food Safety Authority (EFSA) para uso na Unido Européia em margo de 2010.

O milho MON 89034 produz as proteinas Cry1A.105 e Cry2Ab2 derivadas de B.
thuringiensis, as quais sdo ativas contra lepiddpteros praga importantes nessa cultura. O
milho MON 88017 produz a enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase de
Agrobacterium sp. cepa CP4 (CP4 EPSPS), distinta das demais EPSPS de plantas pois nao
€ inibida pelo herbicida glifosato, conferindo deste modo, tolerédncia ao glifosato. Este
evento produz ainda a proteina Cry3Bbl modificada de Bacillus thuringiensis subesp.
kumamotoensis que controla seletivamente coledpteros alvo, como as larvas de
coledpteros do género Diabrotica, que sdao pragas de solo na cultura do milho.

Portanto, o milho MON 89034 x MON 88017 produz as proteinas CrylA.105
(Cry1Ab, CrylAc e CrylF) e Cry2Ab2, as quais sao ativas no controle eficaz contra a
lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda), na protecao significativa contra a lagarta da
espiga (Helicoverpa zea) e no controle de espécies de Ostrinia (broca européia do milho e
a broca asiatica do milho) e Diatraea saccharalis, praga de cana e milho. Produz ainda a
proteina CP4 EPSPS, que confere tolerancia ao glifosato, e a proteina Cry3Bbl que
controla coledpteros.

No milho MON 89034 a estabilidade do DNA integrado foi demonstrada por
analises moleculares com resultados reproduzidos em sete geracdes. A analise molecular
indicou que ndo existem elementos genéticos diferentes dos descritos no inserto
contendo os genes cry1A.105 e cry2Ab2. No caso do milho MON 88017, as andlises de
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segregacao em 10 geragdes confirmaram a herdabilidade e a estabilidade dos genes cp4
epsps e cry3Bb1 nessas geracoes.

O genoma do milho MON 89034 x MON 88017 contém dois insertos diferentes,
um derivado do milho MON 89034 e outro derivado do milho MON 88017. O inserto de
DNA Unico do genoma do milho MON 89034 é composto dos seguintes elementos: a)
cassete do gene cry1A.105 consistindo do promotor e35S e seqliéncia lider (0,30 kb), a
sequéncia lider Cab (0,06 kb), o intron Racti (0,48 kb), a sequéncia codificadora
crylA.105 (3,53 kb) e a sequéncia finalizadora da transcricao Hsp17 3’ (0,21 kb); b)
cassete do gene cry2Ab2 consistindo do promotor FMV (0,56 kb), o intron Hsp 70 (0,80
kb), a sequéncia codificadora cry2Ab2 (1,91 kb), a sequéncia alvo TS-SSU-CTP (0,40 kb)
e a sequéncia finalizadora da transcricao nos (0,25 kb). O inserto de DNA Unico do
genoma do milho MON 88017 é composto dos seguintes elementos: a) cassete do gene
cp4 epsps consistindo do promotor Ractl (0,93 Kb), o intron Ractl (0,48* Kb), a
sequéncia alvo CTP 2 (0,23 Kb), a sequéncia codificadora cp4 epsps (1,37 Kb) e a
sequéncia finalizadora da transcricdo nos (0,25* Kb) que também direciona a
poliadenilacdo; b) cassete do gene cry3Bb1 consistindo do promotor e35 S (0,61 Kb), a
sequéncia lider Cab (0,06* Kb), o intron Ractl (0,48* Kb), a sequéncia codificadora
cry3Bb1 (1,96 Kb) e a sequéncia finalizadora da transcricdo Hspl7 (0,21* Kb) que
também direciona a poliadenilagao.

A caracterizagao molecular do milho MON 89034 x MON 88017 consistiu da
confirmagao da presenca dos dois insertos no hibrido por andlise de Southern blot. As
andlises moleculares demonstraram que o0s insertos correspondem aqueles dos
respectivos eventos individuais e que, portanto, € altamente provavel que as sequéncias
inseridas nos eventos individuais MON 89034 e MON 88017 estejam conservadas em
suas propriedades de herdabilidade também no produto combinado. Ndo ha evidéncias
cientificas de que essas sequéncias seriam instaveis quando combinadas por
melhoramento genético classico.

A avaliacdo das proteinas Cry1A.105 e Cry2Ab2 expressas no milho MON 89034 e
das proteinas Cry3Bb1l e CP4 EPSPS expressas no milho MON 88017 foi apresentada a
CTNBio quando do requerimento de liberacdao comercial de cada um destes produtos e
incluiu: (a) a equivaléncia das proteinas produzidas em planta com as proteinas
produzidas em Escherichia coli recombinante; (b) os niveis de expressao das proteinas
determinados em tecidos de milho; e (c) um resumo da avaliagdo de segurancga
alimentar das proteinas Cry1A.105, Cry2Ab2 Cry3Bb1 e CP4 EPSPS.

No Brasil, um estudo de campo foi conduzido com o objetivo de gerar amostras
para a avaliacdo dos niveis de expressao das proteinas Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry3Bb1l e
CP4 EPSPS no milho MON 89034 x MON 88017, em folhas durante a safra, forragem,
graos e raizes em dois tempos de coleta, utilizando-se o método de quantificagdo ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Os tecidos foram coletados na safra 2008/2009 em experimentos conduzidos em
quatro locais: Cachoeira Dourada/MG; Ndo-Me-Toque/RS; Sorriso/MT; Rolandia/PR. Os
niveis de expressao dessas quatro proteinas no milho MON 89034 x MON 88017 foram
também analisados em amostras de milho coletadas em experimentos conduzidos em
cinco locais nos Estados Unidos (2005) e em sete locais na Unido Européia (2007). A
anadlise conjunta dos dados obtidos no Brasil, Estados Unidos e Unido Européia indica que
0s niveis de expressdo das proteinas em questdo sdo equivalentes, ou seja, a maioria
dos intervalos (valores minimos e valores maximos) se sobrepdem no milho MON 89034
x MON 88017 cultivado nos diferentes locais, bem como equivalentes aos detectados nos
eventos individuais, ou seja o milho MON 89034 e o milho MON 88017.

A requerente apresenta dados da literatura, resultados dos experimentos
anteriores com os eventos isolados e resultados de ensaios conduzidos sob contencao e
no meio ambiente, com o objetivo de demonstrar a auséncia de interacdo entre os genes
introduzidos no milho piramidado.

A requerente apresenta os seguintes dados e analises do milho piramidado:

5



Ciéncia, Tecnologia Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo - MCTI comissao técnica nacional

e Inovagédo .
GGGGGGG AL TR Comissdo Tecnica Nacional de Biosseguranga - CTNBIo CTN BIO
e e lL Secretaria Executiva de biosseguranca
i) Taxonomia do milho;
i) Caracterizacao molecular;

iii) Anadlise da expressdo das proteinas;

iv) Heranga, segregacdo genética e grau de estabilidade genotipica;

V) Interacdo das proteinas heterdlogas expressas;

vi) Metodologia para identificacao;

vii) Potencial do milho piramidado como planta daninha em avaliagbes de
campo realizadas no Brasil;

viii)  Avaliacbes agronOmicas e fenotipicas em avaliagdes de campo realizadas

no Brasil;
ix) AvaliacGes bromatoldgicos;
X) AvaliagOes alergenicidade;

xi) AvaliagOes de toxicidade; e
xii) AvaliagOes de biosseguranga ambiental.

Foram realizados estudos para caracterizar o potencial de interacdo entre as
proteinas Cry. Em um primeiro estudo, as proteinas Cry1A.105 e Cry2Ab2 purificadas,
foram testadas sozinhas e em combinagdao, em bioensaios com incorporacdo das mesmas
em dieta, contra duas espécies de lepidopteros sensiveis, a broca européia do milho
(Ostrinia nubilalis) e a lagarta da espiga (Helicoverpa zea). Os dados foram consistentes
com os de outro estudo realizado previamente, mostrando atividade inseticida aditiva e
auséncia de interagdo.

Um segundo estudo foi realizado para caracterizar o potencial de interacdao entre
as proteinas Cry1A.105 e Cry2Ab2 ativas contra lepidopteros e a proteina Cry3Bb1 ativa
contra coledpteros. A atividade combinada das proteinas Cry1A.105 e Cry2Ab2 testadas
em bioensaios utilizando dieta artificial contra a broca européia do milho e a lagarta da
espiga, ndo foi significativamente alterada pela presenca da proteina Cry3Bbl. Da
mesma forma, a atividade da proteina Cry3Bb1l testada em bioensaios utilizando dieta
artificial contra o besouro da batata do Colorado (Leptinotarsa decemlineata), nao foi
alterada pela presenca das proteinas Cry1A.105 e/ou Cry2Ab2.

Com base nesses resultados, conclui-se que ndao ha interagdo entre as proteinas
Cry1A.105/Cry2Ab2 e Cry3Bb1l que poderia resultar em alteracdes nas suas atividades
funcionais.

A proteina CP4 EPSPS, por sua vez, pertence a familia das 5
enolpiruvilchiguimato-3-fosfato (EPSP) sintases, que sdo enzimas envolvidas na via
bioguimica do chiquimato. Esta via produz aminoacidos aromaticos nos cloroplastos das
plantas e de microrganismos. Os modos e locais de atividade bioldogica sdo diferentes
para proteinas Cry e CP4 EPSPS. As proteinas Cry atuam no citoplasma e a proteina CP4
EPSPS é direcionada para o cloroplasto. Nao ha mecanismo conhecido ou possivel de
interagdo entre essas proteinas que pudesse levar a um efeito adverso a saude animal e
humana.

IV. Aspectos relacionados a Saide Humana e dos Animais

Em termos de seguranga alimentar, o milho MON 89034 x MON 88017 se mostrou
substancialmente semelhante ao milho convencional, assim como a outros hibridos
comerciais. As amostras analisadas foram coletadas em experimentos conduzidos na
safra 2008/2009, em quatro locais representativos das regides de cultivo do milho no
pais. Para cada local, os niveis médios dos componentes centesimais (cinzas, gorduras,
umidade, proteinas e carboidratos) determinados em forragem e graos do milho MON
89034 x MON 88017 foram comparaveis aos valores médios do controle e ficaram ou
dentro dos intervalos dos controles ou das referéncias, ou de ambos, além de ficarem
dentro dos intervalos encontrados no banco de dados de composicdo do ILSI Crop
Composition Database. Os dados apresentados corroboram os resultados encontrados a

6



Ciéncia, Tecnologia Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo - MCTI comissao técnica nacional

e Inovagéo [
EDEALS SR Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca - CTNBio CTN BIO
~ lL Secretaria Executiva de biosseguranca

PAIS RICO E PAIS SEM POBREZA

partir de amostras coletadas no Brasil para os eventos individuais, que também sdo
equivalentes em composicao ao milho convencional.

Em termos de alergenicidade e toxicidade, salienta-se que as proteinas
Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry3Bb1l e CP4 EPSPS sdo rapidamente digeridas em fluido gastrico
simulado (SGF). Entre 95% e 99% das proteinas Cry1A.105 e Cry2Ab2 foram digeridas
em menos de 30 segundos em SGF; enquanto mais de 99,8 e 95% das proteinas
Cry3Bb1l e CP4 EPSPS, respectivamente, foram digeridas em 15 minutos de incubagao. O
fato das quatro proteinas serem prontamente digeridas em fluido gastrico simulado faz
com que seja improvavel que as mesmas atuem como alérgenos alimentares, pois na
pratica, é garantia adicional de nao absorcdo de proteina intacta, auséncia de
interferéncia sistémica e também corrobora o baixo potencial alergénico destas
proteinas. Além disso, estas proteinas representam uma fracdo pequena da proteina total
do grdo. A proteina CP4 EPSPS comparece no grdo como 0,046% da proteina total;
Cry1A.105 como 0,0047%; Cry2Ab2F como 0,0010% e Cry3Bbl como 0,0119%. A
analise segue o Codex e a literatura relevante.

Através de analises de bioinformatica, foi verificado que as proteinas Cry1A.105,
Cry2Ab2, Cry3Bb1l e CP4 EPSPS ndo compartilham de nenhuma similaridade significativa
de sequéncia de aminoacidos com alérgenos conhecidos, gliadinas, gluteninas ou
proteinas toxicas, que podem causar efeitos adversos a saude.

Foi demonstrado nos estudos de toxicidade oral aguda com camundongos que as
proteinas Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry3Bb1l e CP4 EPSPS ndo apresentam toxicidade aguda
e ndo causam nenhum efeito adverso mesmo nas doses mais altas testadas.

Ha um grande volume de informagdes geradas nos Uultimos anos sobre a
seguranca dos organismos doadores dos genes cry e cp4 epsps, Bacillus thuringiensis e
Agrobacterium sp cepa CP4, respectivamente.

As culturas geneticamente modificadas resistentes a insetos, que produzem
proteinas Cry, e tolerantes ao glifosato, que produzem a proteina CP4 EPSPS, tém sido
cultivadas de forma segura ha mais de 15 anos em varios paises, sem relato de alergia
ou toxicidade. Estudo com pacientes japoneses com alergia a alimentos nao detectou
niveis significativos de IgE especifica contra as proteinas CP4 EPSPS ou a proteina
homodloga Cry9C no soro destes pacientes pelo método de ELISA.

Numa ampla revisdao sobre a seguranga alimentar das culturas geneticamente
modificadas contendo genes derivados de Bacillus thuringiensis, Raybould & Quemada
(2010) salientam que as mesmas, além de mais produtivas e mais rentdveis aos
agricultores, estdo associadas a melhorias no ambiente e sallde humana, resultante do
reduzido uso de inseticidas sintéticos.

V. Aspectos Ambientais e Agronomicos

A requerente apresenta resultados de experimentos de campo no Brasil referentes
a dorméncia e germinacdao de sementes; caracteristicas agron6micas e fenotipicas; e
interagdes ecoldgicas simbidticas do milho MON 89034 x MON 88017.

O vigor e a porcentagem de germinagao dos graos foram determinados em
amostras coletadas das parcelas com milho MON 89034 x MON 88017, milho controle
convencional e 12 referéncias comerciais cultivados na safra 2008/2009 em quatro
Estagoes Experimentais da Monsanto do Brasil Ltda., localizadas em areas
representativas para a cultura do milho. Os dados demonstraram ndo haver diferencas
significativas entre o milho MON 89034 x MON 88017, o milho controle e as referéncias
quanto ao vigor e a germinacao dos graos recém colhidos.

Em experimentos de campo (safra 2008/2009), o milho MON 89034 x MON 88017
foi comparado ao milho controle e a 12 referéncias comerciais quanto as seguintes
caracteristicas: emergéncia (estande inicial); vigor; 50% de plantas com pendao
exposto; 50% de plantas com podlen; altura da planta; altura da espiga; maturacgao
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fisioldgica; staygreen; estande final; rendimento de graos; peso de 1000 graos e peso
hectolitrico. Os resultados da avaliagdo do estadio de crescimento mostraram que as
plantas de milho MON 89034 x MON 88017 se desenvolveram de forma semelhante ao
milho controle e as referéncias comerciais. Na andlise conjunta, os dados médios do
milho MON 89034 x MON 88017 foram comparados aos do milho controle e nenhuma
diferenca significativa foi encontrada.

Foram avaliados os porcentuais de plantas voluntarias por meio do replantio dos
graos produzidos nos experimentos conduzidos durante a safra 2008/2009 em quatro
Estacdes Experimentais da Monsanto do Brasil Ltda. Amostras de graos coletadas nesses
locais foram semeadas e incorporadas ao solo por meio de gradagem leve, o que simulou
0 processo de incorporacdao de restos culturais utilizado em plantio convencional para
limpeza da area apds a colheita. A andlise individual por local e a andlise combinada por
regido demonstraram que o niumero de plantas voluntarias ndo diferiu significativamente
nas comparacgdes realizadas entre o milho MON 89034 x MON 88017 e o milho controle.

As observagoes fenotipicas e agron6micas realizadas permitiram concluir que o
milho MON 89034 x MON 88017, a excecao das caracteristicas determinadas pela
modificacdo genética, ndo difere do milho controle e, portanto, ndo apresenta riscos
ambientais, maior potencial como planta daninha ou aumento de fluxo génico para o
milho convencional ou espécies sexualmente compativeis.

O experimento de campo realizado no Brasil na safra 2008/2009 gerou também
informacdes sobre interacdes ecolégicas do milho MON 89034 x MON 88017 em
comparagao ao milho controle convencional, bem como outras 12 referéncias comerciais.

Foram coletados dados sobre danos na folha, no cartucho, na espiga, no colmo e
na raiz, assim como dados sobre podriddo da espiga e do colmo. Os resultados
mostraram que os danos foram significantemente menores no milho MON 89034 x MON
88017. Estes resultados podem ser atribuidos ao fato de que as proteinas Cry1A.105 e
Cry2Ab2 expressas no milho MON 89034 conferem a planta a caracteristica de resisténcia
ao ataque de lepidépteros praga nas folhas (lagartas), espigas e colmos, enquanto que a
proteina Cry3Bbl confere resisténcia aos danos em raizes causados por larvas de
coledpteros do género Diabrotica (crisomelideos).

N3o foram detectadas variagdes na abundéancia de organismos ndo-alvo da parte
aérea e da superficie do solo no milho MON 89034 x MON 88017, quando comparado ao
controle. Os resultados obtidos indicaram que a caracteristica de resisténcia ndo interfere
na visitagdo de organismos nao-alvo no milho MON 89034 x MON 88017. Os dados
apresentados confirmam também os inumeros resultados obtidos até o presente
momento, em mais de uma década, que demonstram que as culturas transgénicas
resistentes a insetos ndo causam efeitos adversos para a diversidade de insetos nao-alvo
incluindo predadores, parasitdides e outros insetos ndo-alvo ecologicamente importantes.

No Brasil a avaliagdo da microbiota do solo - Unidades Formadoras de Col6nias
(UFC) de bactérias, fungos e actinomicetos - foi realizada em amostras de solo de um
experimento com o milho MON 89034 x MON 88017, coletadas de quatro locais em areas
representativas para a cultura. Na analise individual por local, bem como na analise
combinada, nao foram verificadas diferencas significativas na comparacdo entre os
resultados do milho MON 89034 x MON 88017 em relacdao ao controle. Assim, conclui-se
que a expressdo das quatro proteinas heterélogas no milho MON 89034 x MON 88017
nao tem potencial para afetar de maneira significativa a microbiota do solo.

VI. Restrigdoes ao uso do OGM e seus derivados

Conforme estabelecido no Art. 1° da Lei 11.460, de 21 de margo de 2007, “ficam
vedados a pesquisa e o cultivo de organismos geneticamente modificados nas terras
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indigenas e areas de Unidades de Conservacdo, exceto nas Areas de Protecdo
Ambiental”.

VII. Consideragbes sobre particularidades das diferentes regides do Pais
(subsidios aos orgaos de fiscalizacao)

Conforme estabelecido no Art. 10 da Lei 11.460, de 21 de margo de 2007, “ficam
vedados a pesquisa e o cultivo de organismos geneticamente modificados nas terras
indigenas e areas de Unidades de Conservacgéao”.

VIII. Conclusdo

Considerando que a variedade de milho (Zea mays) MON 89034 x MON 88017
pertence a espécie bem caracterizada e com sdlido histdrico de seguranca para consumo
humano e animal, e que os genes cry1A.105, cry2Ab2, cp4 epsps e cry3Bb1 introduzidos
nessa variedade codificam proteinas ubiquas na natureza, presentes em plantas, fungos
e microrganismos que também apresentam longo histérico de uso seguro para seres
humanos e animais;

Considerando que a construcdo deste genodtipo ocorreu através de melhoramento
genético classico, e que resultou na heranca de uma copia estavel e funcional dos genes
crylA.105, cry2Ab2, cp4 epsps e cry3Bb1, os quais proporcionaram resisténcia a insetos
e tolerancia ao herbicida glifosato;

Considerando que a CTNBio avaliou os eventos isoladamente e emitiu parecer
favoravel a sua liberagcao comercial;

Considerando os critérios internacionalmente aceitos no processo de analise de
risco de matérias-primas geneticamente modificadas no que tange a eventos
piramidados;

Considerando ainda que:

1. Por meio de analises de Southern blot foi atestada a manutencdo da integridade das
construcdes génicas herdadas dos parentais MON 89034 e MON 88017 durante o
processo de melhoramento genético classico;

2. A expressdo das proteinas Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry3Bb1l e CP4 EPSPS no milho MON
89034 x MON 88017 ndo é significativamente diferente da expressdao observada nos
eventos parentais separadamente;

3. Nao foram identificados efeitos ndo esperados advindos de interacdes ndo previstas
quando da combinacdo, por cruzamento convencional, dos eventos MON 89034 e MON
88017;

4, N&o ha indicios de que as proteinas expressas possam causar alergia ou intoxicagdo
em humanos e animais;

5. Os niveis das proteinas Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry3Bbl e CP4 EPSPS foram
determinados em amostras de folhas, forragem, grdos e raizes cultivados em liberagGes
planejadas realizadas em quatro regides no Brasil e ndao foram observadas diferencas
estatisticas significativas entre as concentragdes médias das proteina em questdao, em
amostras de folhas, plantas, forragens, graos e raizes derivados do milho MON 89034 x
MON 88017.

6. O processo de cruzamento natural ndo alterou a integridade e estabilidade dos
insertos no evento piramidado;

7. Em condigbes de campo os niveis de expressao das proteinas inseridas sao similares
aos eventos individuais;
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8. Os dados de composicao centesimal ndo apontaram diferencas significativas entre as
variedades geneticamente modificadas e as convencionais, sugerindo a equivaléncia
nutricional entre elas.

9. As caracteristicas agron6micas e fenotipicas do evento piramidado sdo mantidas nas
avaliacGes de campo, pode-se inferir sobre a inexisténcia de interagdes detectaveis entre
0S genes ou as proteinas expressas no evento combinado, bem como a expressdo de
qualquer outra caracteristica diferente de resisténcia a insetos e tolerancia ao herbicida
glifosato;

10.Com relagao ao controle de insetos o evento combinado MON 89034 x MON 88017
nao diferiu dos eventos isolados MON 89034 e MON 88017, mas foi distinto do controle
convencional.

Diante destas consideragdes, o plenario da CTNBio concluiu que o milho MON
89034 x MON 88017 é tdo seguro quanto seu equivalente convencional. Assim, no
ambito das competéncias que lhe sdo atribuidas pelo Art. 14 da Lei n° 11.105/05, a
CTNBio considerou que o pedido atende as normas e as legislagbes vigentes que visam
garantir a biosseguranca do meio ambiente, agricultura, saide humana e animal, e
concluiu que o milho MON 89034 x MON 88017 é substancialmente equivalente ao milho
convencional, sendo seu consumo seguro para a saude humana e animal. No tocante ao
meio ambiente, a CTNBio concluiu que o milho MON 89034 x MON 88017 ndo é
potencialmente causador de significativa degradacdao do meio ambiente, guardando com
a biota relacdo idéntica ao milho convencional.

A CTNBio considera que essa atividade ndo é potencialmente causadora de
significativa degradacdo do meio ambiente ou de agravos a salude humana e animal. As
restricdes ao uso do OGM em analise e seus derivados estdo condicionadas ao disposto
na Lei n® 11.460, de 21 de margo de 2007.

A CTNBio analisou, para elaboracao deste parecer, documentos fornecidos pela
requerente e literatura cientifica independente.

Com relagdo ao plano de monitoramento pés-liberacdo comercial, a CTNBio
determina que sejam seguidas as instrucbes e executadas as acbes técnicas de
monitoramento abaixo relacionadas:

a) O monitoramento deve ser realizado em lavouras comerciais e nao em
experimentais. As areas escolhidas para serem monitoradas ndao devem ser isoladas das
demais, possuir bordaduras ou qualquer situacao que seja fora do padrao comercial.

b) O monitoramento deve ser realizado em modelo comparativo entre o sistema
convencional de cultivo e o sistema de cultivo do OGM, sendo a coleta de dados realizada
por amostragem.

c) O monitoramento devera ser conduzido em biomas representativos das principais
areas de cultura do OGM e, sempre que possivel, contemplar os diferentes tipos de
produtores.

d) O monitoramento deve ser realizado pelo periodo minimo de 5 anos.

e) Para todos os monitoramentos, a proponente deve detalhar as informacgdes sobre
todas as atividades realizadas no pré-plantio e plantio, sobre sua execugdo, com relato
das atividades conduzidas nas areas de monitoramento durante o ciclo da cultura, sobre
as atividades de colheita e das condi¢des climaticas.

f) Devera haver também acompanhamento de eventuais agravos a saude humana e
animal por meio dos sistemas oficiais de notificacdo de efeitos adversos, como por
exemplo, o SINEPS (Sistema de Notificagdo de Eventos Adversos relacionados a Produtos
de Saude) regulamentado pela ANVISA.
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g) Os métodos analiticos, resultados obtidos e suas interpretacbes devem ser

desenvolvidos em conformidade com principios de independéncia e transparéncia,

ressalvados aspectos de sigilo comercial previamente justificados e definidos como tal.
Acgbes técnicas de monitoramento a serem executadas:

- plantio, manejo e colheita da cultura do milho;

- atributos fisicos e quimicos do solo;

- estado nutricional do milho;

- sanidade das plantas de milho;

- comunidade de plantas daninhas e banco de didsporos no campo;

- resisténcia ao herbicida glifosato;

- fluxo génico do milho MON 89034 X MON 88017 para o milho convencional;

- residuos de glifosato e AMPA em grdaos de milho e no solo;

- residuo das proteinas Cry1A.105, Cry2Ab2 e Cry3Bb1 na palhada e no solo;

- diversidade microbiana associada ao solo;

- invertebrados do solo e da superficie do solo;

- inspegao visual de artrépodes ndo-alvo na parte aérea;

- avaliacdo de artrépodes ndao-alvo na parte aérea por armadilhas;

- monitoramento de proteinas Cry na agua;

- de insetos-alvo e dos agravos a salde humana e animal;

- atividades agricolas complementares.

Com base em justificativas técnicas e cientificas a CTNBio reserva-se o direito de
rever este Parecer a qualquer momento.
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Brasilia, 15 de setembro de 2011

Edilson Paiva
Presidente da CTNBio

Assessor Técnico: Marcelo Pazos

Votos divergentes:

Os membros da CTNBio Dr. José Maria Gusman Ferraz e Dr. Leonardo Melgarejo, da
Subcomissdo Setorial Permanente da Area Ambiental, votaram contrariamente a
liberagdo comercial do milho geneticamente modificado MON 89034 x MON 88017
resistente ao ataque de insetos e tolerante ao herbicida glifosato.
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