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1. APRESENTACAO DA SOLICITACAO DE LIBERACAO
COMERCIAL DO MILHO MIR162

A .Syngen‘ta Seeds Ltda, por meio de sua Comissio Interna de
Bioseguranga- CIBio, encaminha para apreciagdo da Comissio Técnica Nacional
de Biosseguranga — CTNBio, a peticdo para decisdo técnica favoravel a liberagdo |
' comerc'ial, incluindo cultivo, manipulagdo, transporte, comercializa¢do, consumo,
liberag@o e descarte, do organismo géneticamente modificado milho MIR162 ¢
seus derivados, que apresenta resisténcia @ varios lepidépteros considerados
pragas e que afetam negativamente a cultura do milho no Brasil, como a lagarta
do caltﬁcho (Spbdoptera Jrugiperda), a lagarta da espiga (Helicoverpa zea) € a
broca do colmo do milho (Diatraea sacch&ralis). _
| A Syngenta Seeds desenvolveu, por meio de técnicas modernas da biologié
molecular, o milho (Zea.mays L.) transformado contendo o evento MIR162
(doravante descrito como milho MIR162j resistente ao ataque de certos
lepiddpteros considerados préga nesta cultura. O milho MIR162 contém o gene
vip34a20 que codifica a proteina Vip3Aa20 e o gene mand qué codifica a
enzima fosfomanose isomerase (PMI). A proteina Vip3Aa20 ¢ uma variante da
proteina inseticida nativa Vip3Aal de Bacillus thuringiensis cepa AB88. A
proteina Vip3Aa20 tem propriedade inseticida contra vérios lepidopteros-praga
da cultura do mitho. O gene manA foi obtido.a partir de Escherichia coli cepa
K-12ea expressﬁo da proteina PMI foi utilizada como marcador de sele¢do ao
longo do processo de desenvolvimento do milho MIR162. |

O milho MIR162 foi produzido por transformagdo de embrides imaturos de
milho, via Agrobacterium tumefaciens, e com a utilizagdo do plasmideo
pNOV1300 como vetor para transformagdo. A regido entre as bordas esquerda ¢
direita do plasmideo incluia os cassetes de eXpressﬁo, dos genes vip34a20 e
man4; sendo este T-DNA entfo transferido ao genoma do AmilhopAelo processo
de transformagio especificado. O cassete de expfe\ssﬁo de vip3Aal continha a
regifio codificadora de Vip3Aal9, regulada pelo promotor ' polyubiquitin
(ZmUbilnt) do fnilho e seqiiéncias de poliadenilagdo 35S do virus do mosaico da

couve-flor. O cassete de expressdo manA continha a regido codificadora manAd
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regulada pelo promotor ZmUbilnt e a sequéncia de poliadenilagdo nopalina
sintetase (NOS).

Por meio de analises de Southern Blot e sequenciamento nucleotidico, foi
demonstrado que o milho MIR162 contém uma unica cépia intacta do inserto do
T-DNA no cromossomo cinco do genoma nuclear do milho. Além disso, as
anéliées de Southern Blot demonstraram que este Unico inserto de T-DNA
contém: (a) copias unicas dos genes ﬁip3Aa20 e mand; ‘(b) duas. copias cio
promotor ZmUbilnt; (c) uma cdpia do terminador NOS; e (d) nenhuma §eqﬁ€ncia
residual do plasmideo de transformagdo pNOV1300. O Sequpnciamento
nucleotidico do inserto de T-DNA no milho MIR162 indicou a ocorréncia de
duas alteragdes em codons da sequéncia codificadora de Vip3Aal, sendo que
uma das alteracSes foi uma modificagdo silenciosa e, em outro codon, a alteragdo
resultou em uma substituigio de aminoéacido. Assim, a variante do gene vip34al
presente no milho MIR162 passou a ser denominada vip34a20. Adicionalmente,
o sequenciamento nucleotidico indicou que o inserto de T-DNA do milho
MIR 162 nio estd alocado dentro de nenhﬁma sequéncia génica conhecida de Z
mays. Além disso, nenh’uma nova “open reading frafne” — ORF foi criada de
forma que se estendesse nas jungdes 5’ ou 3’ entre o T-DNA e seqiiéncias
gendmicas de Z mays. As frequéncias de segregacdio de vip34a20 ¢ manA
observadas a0 longo de vérias geragbes do milho MIR162 indicam completa
coeréncia com genes ligados em um Ginico locus no genoma do milho, bem como
uma heranga estavel dos genes inseridos. Também foi observado que nenhuma
nova proteina, além de Vip3A520 e PML ¢ broduzida no milho MIR162.

' Com base no seu modo de agdo, propriedades fisico-quimicas e resultados
de estudos de biosseguranga, foi demonstrado que as proteinas presentes no
milho MIR162 - Vip3Aa26 e PMI, nio representam risco a espécies de
mamiferos ou efeitos adversos em uma ampla gama de espécies ndo-alvo
pertencentes ao ecossistema de lavouras de milho.‘ Adicionalmente, varios
estudos conduzidos com o milho MIR162 em laboratérios, casas-de-vegetagdo e
em liberagSes planejadas no meio aﬁlbiente, incluindo estudos realizados no

R >
Brasil, confirmam que nfio ha modificagdes adicionais em sua morfologia,
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fenologia e oufros parametros composicionais ou agronémicos, além da esperada
expressio das proteinas Vip3Aa20 e PMIL. | '

O milho'MIR162 foi desenvolvido para proporcionar aos é_gr'icultores uma
alternativa pratica e eficaz para o controle de danos causados por lepidépteros- _
praga em todas as fases de desenvolvimento desta cultura, representando um
método especifico e direto de controle qué ¢ ambientalmente sustentavel e
apresenta beneficios ao ambiente, ao consumidor, e a0 sistema de produgdo da
cultura de uma maneira geral, por:. (1) reduzir oé riscos associados com
. vazamentos no ambiente ou m4a aplicagio de defeﬂsivos quimicos; (2) eliminar
os efeitos indesejaveis as populagdes de insetos benéficos, os quais podem ser
suscetiveis a estes inseticidas; (3) reduzir o consumo de Combustiveis'fé'sseis, 4)
proporcionar redugéo dos custos de produgdo da cultura e melhoria na qualidade
do produto e (5) conferir trancjiiilidade ¢ facilidade ao produtor no manejo da
cultura. Além disso, tendo em vista o modo de agdo diferenciado da proteina
Vip.3Aa20, o milho MIR162 apresenta-se como uma nova opgéo e alternativa a
~ outros tipos de milhos geneticamente modificados expresssando proteinas Cry
derivadas de Bacillus thuringiensis, esperando-se, dessa forma, uma vida til
estendida desta tecnologia, pela redugéo da pressdo de selegdo para resisténcia
entre os insetos lepidopteros que sdo alvos do pfoduto e considerados praga da
cultura.

Desta forma, a Syngenta Seeds Ltda, por meio de sua Comissdo Interna de
Bioseguranga-CIBio, encaminha para apreciagdo da Comissdo Técnica Nacional
de Biosseguranga —-CTNBio esta peﬁgﬁo para decisdo técnica favoravel a
liberagiﬁo comercial, incluindo cultivo, manipulagdo, transporte, comercializago,
consumo, liberagdo e descarte, do organismo geneticamente modificado milho

MIR 162 ¢ seus derixados, conforme Lei de Biosseguranga 11.105/05.

Alodn | | Qd}d@ékyﬁwal
\H' A\ ] .
Ademir cip taro Lilian Saldanha
Respons]vel Lega Presidente CIBio
Syngenta Seeds Ltda , Syngenta Seeds Ltda
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2. DESCRICAO DO OGM _ o &){l

2.1 Organismo receptor - Milho
2.1.1 Classificagéo Botédnica e Caracteristicas da Planta

O milho (Zea mays L. spp mays) pertence a familia das gramineas
(Poaceae), subfamilia Panicoideae, tribo Maydeae, género Zea e espécie
mays. E dipléide, com 2n = 20 cromossomos, apresentando, portanto, dez
pares de cromossomos. A taxa de autofecundagdo é, normalmente, inferior a
5%, caracterizando-se, assim, em uma espécie alégama, sendo a. sua
polinizagdo predominantemente realizada pelo vento (Marcos Filho, 2005). A
tribo Maydeae, caracteriza-se por monoecismo, isto ¢, as flores sdo
unissexuadas, geralmente em inflorescéncias masculinas e femininas,
separadas nas mesmas plantas. Nas demais gramineas, as flores sdo
hermafroditas. Botanicamente, o milho passou a ser Zea mays L. ssp. mays e
o teosinto (planta que deu origem ao milho), Zea mays, com suas subespécies:
Zea mays L ssp. mexicana, Z. mays parviglumis, Zea mays ssp. luxurians,
Zea mays ssp. diploperennis. Com excegdo do Zea mays ssp. diploperennis,
todos os teosintos s3o anuais. Existe ainda outro teosinto perene, que é
tetrapléide 2n= 4n = 40 cromossomos: Z. mays ssp. perennis (Paterniani et al.,
2001). Entretanto no Brasil ndo sfio cultivados nenhuma das espécies de
teosinto.

A planta de milho apresenta colmo cilindrico, com nés e entrenés
compactos. Dos nds, abaixo do solo surgem raizes e daqueles situados no
nivel do solo, ou 16g6 acima, se originam as raizes adventicias, responsaveis
principalmente pela fixa¢fio da planta no solo. O sistema radicular consta
ainda de raizes primdrias e secundarias, além das adventicias. As folhas
dispdem-se de forma alternada no colmo. A bainha de cada folha envolve o
entrené imediatamente acima do né de origem. O limbo foliar é longo, largo e
plano, apresentando destacada nervura central. Ha pélos na superficie
superior das folhas. A inflorescéncia masculina (penddo), tipo panicula,
consiste num eixo central, do qual partem ramificagdes secundirias e

terciarias. Ao longo das ramificagdes estdo localizadas as espiguetas, %
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dispostas aos pares, uma séssil e outra pedunculada. A inflorescéncia
feminina (espiga) corresponde a um colmo com nés e entrends muito

proximos. As palhas s&o as bainhas das folhas que se originam de cada né,

superpostas envolvendo firmemente a espiga. A semente € um fruto

denominado cariopse (Viana et al., 1999).

2.1.2 Origem, Domesticaggo € Dispersdo

.

A origem do milho despertou o interesse de muitos pesquisadores, e
esse interesse € justificado pelo fato do milho ser uma espécie altamente
domesticada, pois s6 sobrevive quando cultivado pelo homem (Paterniani et
al., 2001). Basicamente trés teorias foram discutidas: 1) a origem divergente,
na qual o milho, o teosinto e o tripsacum sdo descendentes de um ancestral
comum, hoje extinto (Weatherwax, 1954); 2) o milho ¢ derivado diretamente
do teosinto, que conta com apoio de varios autores, dentre os quais se
destacam Galinat (1977) e Beadle (1977, 1978); e 3) O teosinto ¢ originario
do cruzamento entre milho e Tripsacum, tese defendida por Mangelsdorf
(1964), mas posteriormente abandonada (Mangelsdorf, 1974). As evidéncias
acumuladas indicam que o milho originou-sé diretamente do teosinto. Ambos
tém n=10 cromossomos homélogos, que se cruzam facilmente, o que resulta
“em produtos fért_eis; podem-se obter, nas geragdes seguintes, tipos
semelhantes ao milho e ao teosinto, com difereﬂgas génicas relati}"axnenfe
pequenas. Partindo dessa teoria, possivelmente, os antigos habitantes do
México, onde o teosinto € nativo, devem ter utilizado suas sementes para
alimentag8o. Uma pessoa podia facilmente cdietar um quilo de semente/hora,
as quais podiam ser moi&as e transformadas em farinha, além do fato de que
suas sementes secas, sob a ég:ﬁo do calor do fogo, podem pipocar de modo
semelhante aos milhos-pipoca atuais '(Beadle, 1978). Paterniani et al. (1977)
salientaram que a grande diversidade genética encontrada na espécie Zea
mays L., sem duvida, pode ser considerada um exemplo de evolugio, uma vez
que a evolugdo corresponde a mudangas nas frequéncias génicas ao longo das
geragBes. Os fatores que contribuem para essas mudangas sdo selegio,

mutagdo, oscilagfio genética, migragdo e hibridagdo. Provavelménte, todos
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esses fatores desempenharam importdncia de grau maior ou menor no
desenvolvimento das ragas de milho. Entretanto, dentre esses fatores, dois sio
considerados de maior importancia, a hibridagéo e a selegdo. O milho hoje
estd disseminado em todo o mundo, e vérias introdugdes no Brasil foram
feitas a partir dos milhos americanos. Na Itélia, onde o milho adquiriu
especial importancia, milhos de gréos duros de cor laranja foram inicialmente

os preferidos. Atualmente, milhos semidentados e dentados, originados do

Corn Belt, s3o os mais cultivados. Ainda hoje, diferentes tipos de endosperma

e coloragdo tém importancia regional. Nos Estados Unidos, predomina o
milho dentado amarelo, peld seu alto potencial produtivo; no México, porém,
a preferéncia € pelo dentado-branco, usado na fabricagdio de “tortillas”; e na
Venezuela, sdo preferidos os milhos duros ou semi-duros brancos,
empregados na fabricagfio de “arepa”, um pequeno pdo. A Argentina cultiva
em maior 4rea os milhos duros, de cor laranja intensa, destinado
essencialmente & exporta¢io. O Brasil tem explorado grandemente a heterose
resultante de cruzamentos de milhos dentados x duros, obtendo-se um tipo
semi-dentado amarelo, embora milhos dentados amarelos também tenham

alcangado boa receptividade (Paterniani et al., 2001).

2.1.3 Caracteristicas da cultura

O milho ¢ uma planta de ciclo vegetativo anual, com periodo de
duragdio bastante variado, abrangendo desde cultivares extremamente
precoces, cuja polinizagio pode ocorrer 30 dias apés a emergéncia, até
mesmo aquelas cujo ciclo vital pode alcangar 300 dias. Contudo, em
condi¢des edafo-climaticas brasileiras, a cultura do milho apresenta ciclo
varidvel entre 110 e 180 dias. Em fungfio do ciclo, os hibridos sdo
caracterizados em superprecoce, precoce e tardio quanto ao periodo
compreendido entre a semeadura e a colheita do grio (Fancelli et al., 2000).

De forma geral, o ciclo da cultura inclui as seguintes etapas de
desenvolvimento (Fancelli et al., 1996): i) germinagfo e emergéncia: periodo
compreendido desde a semeadura até o efetivo aparecimento da plantula; ii)

crescimento vegetativo: periodo compreendido entre a emissdo da segunda
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folha e o inicio do florescimento; iii) florescimento: periodo compreendido
entre o inicio da polinizagdo e o inicio da frutificagdo; iv) frutificagdo:
periodo que se estende da fecundagfo até o enchimento completo dos grios; v)
maturidade: periodo compreendido .entre o final da frutificagio e o
aparecimento da camada negra (maturidade fisiolégica).

As escalas fenologicas utilizam caracteristicas morfoldgicas que sdo
facilmente identificadas para determinar o estdgio de desenvolvimento em
que se encontra a cultura, associando a morfologia com eventos fisiologicos
que estejam ocorrendo num -dado momento e que ndo podem ser visualizados
a campo. Existem diversas escalas fenolégicas para a cultura do milho.
Dentre estas, Sangoi et al., (2007) destaca a escala proposta por Ritchie ef al.
(1993) como uma das mais utilizadas atualmente no Brasil. Na escala de
Ritchie et al. (1993), o primeiro estidio ¢ denominado de VE (vegetativo —
emergéncia), o qual € caracterizado pela emergéncia de cultura, e se estende
até o estadio R6 (reprodutivo — 6) o qual é caracterizado pela maturidade
fisiolégica das sementes produzidas‘.

Por possuir mecanismo fotossintético do tipo Cg, a cultura do milho
responde com altos rendimentos a crescente intensidade luminosa. Este
mecanismo contribui para que a planta apresente alta eficiéncia na utilizagdo
de luz e gas carbdnico, o que se reflete em alta produtividade biolégica. O
milho ¢ o cereal que apresenta maior potencial de produgdo de biomassa. A
partir devuma cariopse que pesa 0,2-0,3g, num periodo de 10 a 12 semanas se
produz uma planta que alcanga entre 2,0 e 3,0m de altura e é capaz de
produzir entre 500 e 1000 grios equivalentes ao que lhes originou.
Considerando-se cada grdo individualmente, h4 um aumento no volume do
ovério para o grio maduro de aproximadamente 1.400 vezes da fertilidade até
a maturag@o ﬁsiolégiga (Sangoi et al., 2007). |

Inimeras evidéncias experimentais demonstram que a temperatura se
constitui no fator mais importante e decisivo para o desenvolvimento do
milho, embora a d4gua e demais componentes climéticos exergam diretamente
sua influéncia no processo (Duarte, 2000). RegiGes cujo verdo apresenta
temperatura média diaria inferior a 19°C e noites com temperatura média
abaixo de 12,8°C, ndo sfio recomendadas para a cultura do milho.

Temperatura do solo inferior a 10°C e superiores a 42°C prejudicam
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sensivelmente a germinagdo, ao passo que aquelas situadas entre 25 e 30°C. ~ - = -
propiciam as melhores condi¢Ses para o .desenvolvimento dos processos de
germinagdo e emergéncia das plantulas. A temperatura noturna é importante

porque ¢ principalmente & noite que ocorre o crescimento. Noites quentes e

dias quentes aceleram o ciclo da cultufa, diminuindo os rendimeritos de gréos
(Fancelli, 1990).

A necessidade de adequado suprimento hidrico para o pleno
desenvolvimento dos vegetais decorre das multiplas fun¢des que a agua
desempenha na fisiologia da planta, uma vez que participa de praticamente
todos os processos metabéiicos. Para o milho, as maiores exigéncias em
umidade se concentram nas fases de emergéncia, florescimento e formagéo de
gréos (Duarte, 2000). Todavia, no periodo compreendido entre 15 dias antes e
15 dias apés o aparecimento da inflorescéncia masculina, o estresse hidrico é
critico. A falta de 4gua no florescimento pode causar a desidratagiio do gréio
de pélen, prejudicando o desenvolvimento e penetragio do tubo polinico,

além de alterar_o sincronismo_entre_a inflorescéncia masculina e feminina
~(Fancelli,; 1990; Magalhfes et al;;1993).~ - o T

As necessidades nutricionais do milho, assim como de qualquer planta,
sdo, determinadas pelas quantidades totais de nutrientes absorvidos, que
variam em fung&o da produgéo obtida. Nas semanas iniciéis de crescimento, a
planta de milho quase ndo retira nutrientes do solo, sendo que as reservas
contidas nas sementes sdo suficientes para atender as exigéncias da plantula.
Com o decorrer do tempo, as plantas tornam-se cada vez mais dependentes
dos nutrientes contidos no solo, os quais apresentam fases preferenciais de
absor¢do, em virtude de suas fungSes especificas na fisiologia da planta.
Assim, hd uma tendéncia de ritmo semelhante de acimulo de matéria seca, N,
Cae S, enquanto para o K a exigéncia cresce em ritmo mais acentuado e para
0 P o ritmo € mais lento que o acimulo de matéria seca (MS). Nos grios,
excepcionalmente, o acimulo de N e K continua crescente, mesmo depois da
redugdo na acumulagdio de nutrientes na planta toda, demonstrando uma -
caracteristica redistributiva destes nutrientes (Vitti et al., 2003).

Apesar de todo aparato para produgdo de grios e de sua relevéncia na
economia do pais, a produtividade média brasileira de milho é normalmente

inferior a 4,0 ton ha'. Este valor ¢ muito baixo, se comparado com os
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rendimentos superiores a 10 ton ha' que tém sido obtidos em condigdes
experimentais, bem como por alguns produtores em nivel de campo (Sangoi '
et al., 2007). A divergéncia existente entre o rendimento médio obtido nas
lavouras € o que ¢ obtido sob condi¢des de alta tecnologi/a pode ser atribuida
a varias causas, dentre as quais, as perdas devido ao ataque de pragas. Deste
modo, a utiliza¢8o de plantas geneticémente modificadas resistentes a insetos
constituem uma alternativa economicamente atraente pois, em decorréncia da
elevada eficicia desta tecnologia no controle de grande parte dessas pragas,
os produtores conseguem reduzir custo de produgfo além de reduzir as perdas

causadas por estes agentes e obter melhor qualidade no gréo.

2.1.4 Aspectos econdmicos da cultura do milho

O milho (Zea mays L.) é uma das principais culturas cultivadas
comercialmente no mundo, sendo que anualmente sio semeados cerca de 150
‘milhdes de hectares, que contribuem para a prqdug:é‘,o de 700 millides de
toneladas de »grﬁos (Fancelh et c.zl.;éOOO'; Brandélizze, 2005). A espécie vem
sendo utilizada por alguns séculos diretamente na alimentagdo humana e de
~ animais domésticos, € sua importancia nﬁd se restringe apenas ao fato do
grande volume mundialmente produzido, mas também ao importante papel
socio-econdmico que representa.

A cultura do' milho fornece produtos largamente utilizados para o
consumo humano, animal e como matéria-prima para a inddstria,
notadamente em fungfo da quantidade e da natureza das reservas acumuladas
nos gréos (Bastos, 1987; Cavalcanti, 1987; Fancelli et al., 2000; Fancelli et
al., 2001). Sua importincia econdmica resulta da utilizagdo na alimentacdo
animal, principalmente suinocultura e avicultura de corte (60 a 80% do milho
produzido no Brasil),v tendo ainda significativa relevincia social, visto se
tratar da principal fonte de energia para boa parte da populagio do Nordeste
brasileiro na regiio do semi-arido (Dﬁarte, 2005). Constitui ainda uma
inestimével fonte de matéria prima bésica para expressiva série de produtos
industrializados, movimentando grandes complexos industriais onde milhares

de empregos sfio criados. Devido ao seu alto conteudo de carboidratos,
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principalmente amido, e de outros componentes tais como proteinas, 6leo§ e [
vitaminas, torna-se um produto de relevante importincia comercial. &/

O milho tem sido cultivado em regides compreendidas entre 585 de .
latitude norte e 40° de latitude sul, distribuidas nas mais diversas altitudes,
encontrando-se 4reas cultivadas desde localidades situadas abaixd do nivel do
mar a até 3600m de altitude (Camargo, 1966). Nos tltimos dez anos, a 4rea
cultivada com milho no Brasil praticamente se manteve estivel com pequena
redugdo da ordem de 11%, chegando a aproximadamente 12.700.000 ha (27%
da 4rea total ocupada com lavouras agricolas), sendo menor apenas que a 4rea
ocupada pela cultura da s.oja. A produtividade obteve um acréscimo de
praticamente 40%, chegando a 3,4 t ha™, fazendo com que a produgfio, apesar
do pequeno decréscimo na drea semeada, aumentasse em 14%, atingindo o
patamar de 42 milhdes de toneladas de grdos (Companhia Nacional de
Abastecimento, 2005). Entretanto, na safra agricola 2005/06 e mais
acentuado em 2006/07 houve um aumento na 4rea plantada, atingindo ao
redor de 13.900.000 de hectares nesta dltima. O aumento em 4rea plantada
estd diretamiiente relacionado ao aumento da demanda por milho no principal
pais produtor e exportador (EUA), em fungfo do uso dos grdos para produgdo
de etanol, o qual fez com que o prego externo pago pelo cereal aumentasse,
havendo reflexos nos pregos em outros paises, inclusive no Brasil. A
demanda anual por etanol nos EUA para 2006 foi estimada em 22,150 bilhges
de litros, mas a perspectiva do mercado é de que alcance 30 bilhdes em
quatro anos. O pais produz atualmente 19,150 bilhdes de litros de élcool a
base de milho, mas terd de ampliar esse volume € para isso consumird mais
grdo. De 2005 para 2006 a demanda por milho para produgdo de etanol nos
EUA cresceu 50%, para 54 milhGes de toneladas, conforme dados da
Associaggo Nacional dos Produtores de Milho dos EUA.

O aumento do numero de destilarias para produgdo de etanol nos
Estados Unidos - decorrente do maior consumo do combustivel - eleva a
demanda por milho naquele pais e deve abrir espago para o Brasil ampliar as
exportagbes do grio no médio a longo prazo, o que hoje depende
principalmente de um cadmbio favoravel para ocorrer. Porém, como ja
comentado, a produtividade média brasileira de milho atual é normalmente

inferior a 4,0 ton ha'. Este valor é muito baixo, se comparado com outros
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paises produtores como Argentina e EUA, nos quais ds rendimentos médios
so superiores a 6 ton ha™! e que ja utilizam cultivares de milho geneticamente
modificadas. A adogdio de cultivares de milho geneticamente modificadas
estd diretamente relacionada a redu¢@io de custos de produgdo, reduco de
perdas de produgo, aumento da produtividade e qualidade do gréo produzido,
e conseqilente aumento da competitividade dos paises que as utilizam.
Brandalizze (2005) comenta que a situagdo do mercado de milho sinaliza para
uma grande crise de abastecimento a médio-longo prazo, tanto para 0
mercado interno como em dmbito internacional. Isto se deve ao fato de que a
produgdo mundial nio tem conseguido atender todo o consumo, o que
contribuird para a redugdo dos estoques e, possivelmente, para a alta dos
pregos.
Na Tabela 1 pode-se observar a produgdo, o consumo e as exportagdes
de alguns paises expressivos no mercado internacional. O primeiro fato a
destacar refere-se aos paises produtores e consumidores, 0s que sdo grandes
produtores de milho também s&o grandes consumidores. Nesse caso, a
perspectiva de crescimento econdmico para os pféximos anos, Como no ¢aso
da China, por exemplo, promoverd o maior consumo de milho, menor 4rea
cultivada e menor disponibilidade de méo de obra rural para atender toda a
demanda do pais. Segundo Brandalizze (2005), a China apresenta potencial
para, dentro de alguns anos, deixar o posto de exportador para se tornar
importador de milho. '
| Nos EUA, o aumento do consumo nos ultimos anos est4 diretamente
relacionado ao aumento da demanda por milho em fungdo do uso dos grios
para produgio de etanol. A estimativa do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA) para 2010 é de que o consumo de milho para
produgdo de élcool sera de 66 milhdes de toneladas. Mas diante do avango do
ultimo ano, reflexo da alta dos pregos do petréleo no mercado internacional e
da busca por combustiveis renovaveis alternativos nos EUA, a previsdo do
USDA pode ser conservadora. Com o consumo maior do grio para fabricag:ﬁd
de etanol, a demanda doméstica total estimada nos EUA para a safra 2007 é
de 238,4 milhdes de toneladas ante 231,7 milhdes em 2006. O USDA estima
que esse numero pode chegar‘a 251 milhdes de toneladas em quatfo anos. Na

hipétese de que a produgdo americana de milho fique na faixa das 270
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milhdes de toneladas € o consumo doméstico alcance 251 milhdes, havera

—

menos gréo disponivel para exportagdio. O incremento de produgdo de etanol
nos EUA utiliza milho que teria outra finalidade, como produgdo de agucar de
uso industria'l e na fabricagfio de ragdo animal. Esse quadro pode ampliar as
oportunidades \para 0 Brasil exportai milho, jA que os EUA devem ter
dificuldade de atender a demanda de seus importadores do gréo aliado a isto o
Brasil também serd favorecido devido ao fato da Argentina - outro grande
exportador de milho - estar ampliando a produgdo de soja em detrimento do
cereal. Além ‘disso, a Ching tan}bé'm esta reduzindo as vendas externas de

_gréos devido a maior demanda interna.

A produgdo brasileira de milho estd concentrada na regido Centro-Sul,
sendo a regido Sul a maior produtora, seguida pelas regides Sudeste e Centro-
Oeste. Atualmente, o estado que mais produz milho no Brasil é o Parand, ~
com cerca de 13,9 milhdes de toneladas de grdos na safra 2006/07. Bem atras
estdo os Estados de Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Santa

‘Catarina com ' produgdes inferiores a 7,0 milhdes de toneladas,

respectivamente, para a mesma safra (Tabela 2).

1
/

O Brasil é conéiderado um grande produtor de milho, porém, também
apresenta elevado consumo. O consumo nacional & tio representativo que a
auséncia do cultivo de milho na condigfio de safrinha teria por consequéncia a |
necessidade de importagdes para o suprimento nacional. Brandalizze (2005)
apresenta dados que confirmam as perspectivas da economia brasileira para o
incremento do consumo interno, estabilidade da produgdo e redugdo dos

estoques (Tabela 3).
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Tabela 1. Produgdo, consumo e exportagio em milhdes de toneladas dos
paises mais importantes no comércio internacional de milho.

Pafs 2001 2002 2003 2004 2005 2006 - 2007 Part. %
Produgio '

Estados 2519 241,4 2278 256,3 299,9 2823 267,6 38,5
Unidos

China 106,0 1141 | 1213 1158 130,3 1394 143,0 20,6
Argentina 15,4 14,7 15,5 15,0 20,5 15,8 22,0 3,2
Brasil - 41,5 35,5 445 42,0 35,0 41,7 49,5 AT
Subtotal 414,8 405,7 409,1 429,1 485,7 479,2 482,1 69,3
Outros 175,2 193,4 193,9 196,6  226,5 216,2 213,7 30,7

Total mundial 590,0 599,0 603,0 625,7 712,2 695,4 695,8 100

Consumo

“Estados 198,1 200,9 200,7 21,6 224,6 2317 2384 32,7
~ Unidos , :
China 120,2 - 123,1 125,9 1284 13L,0 137,0 141,0 19,4
- Argentina @ 56 42 41 4,4 5,2 6,2 7,0 1 .
Brasil 34,5 35,0 35,8 36,3 38,5 39,5 41,0 5,6
Subtotal 3584 363,2 366,5 380,7 399,3 4144 4274 58,7
Outros . 2513 2594 260,9 267,0 285,7 2872 300,9 413
Total mundial 609,8 622,7 627,4 647,7 685;1 701,6 728,2 100
Exportagiio )
Estados . 48,3 473 40,9 48,8 453 56,2 57,2 65,1
Unidos '
China 7,3 - 8,6 15,2 7,6 A 7,6 3,7 3,5 .4
Argentina 12,2 8,6 12,3 10,4 14,6 10,0 _ 145 16,5
Brasil 37 3,9 3,2 , 5,8 14 4,5 65 74
Subtotal 71,6 683 - 71,7 72,6 68,9 74,4 81,7 93
Outros 48 . 6,2 6,8 6,6 7,6 8,6 6,2 7

Total mundial 764 - 74,5 78,5 79,2 76,6 83,1 87,8 100

Fonte: USDA (2007)
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Tabela 2. Produgéo de milho, em milhdes de toneladas, obtida nos prmc1pa1$

estados produtores brasileiros. L o b
Estados Safras 7

Brasileiros 2000/01 2001/02 2002/03 2003/04 2004/05 2005/06 2006/07

Parand - 12,375 9,363 13,657 11,192 8,344 10,339 13,95
Minas Gerais 4,228 4,788 5,327 6,0 6,172 6,78 6,299
R.Grande do 6,237 3,905 5,283 3,5 - 1,571 3,33 5,958
Sul

Séo Paulo " 4,207 . 3,942 4,553 4,5 3,985 4,668 3,982

Santa Catarina 3,947 3,106 4,234 3,34 2,818 3,805 3,863
. )

Fonte: IBGE, 2007.

Tabela 3. Milho: oferta e demanda do Brasil em milhdes de toneladas.

Safra 2001/02 2002/03 2003/04 2004/05*
OFERTA
Estoques Iniciais 4,1 _ 1,8 - 50 2,2
Produgio 36,0 474 42,4 36,0
Importagdo 0,7 0,8 0,3 ' 2,0
~Oferta Total T 40,8 T T T499 4777 — 40,2
DEMANDA »
Exportagio 2,8 3,5 4,8 0,9
Avicultura 11,8 14,3 14,5 15,0
Suinocultura 6,1 7,0 _ 7,2 7,3
Ind. Moageira 59 6,6 16,7 6,7
Consumo Rural _ 8,2 82 6,9 4,0
Outros 43 53 5.4 5,6
Demanda Total 39,1 34,9 45,5 39,5
ESTOQUE FINAL 1,8 . 5,0 : 2,2 0,7

Fonte: Brandalizze (2005).

" Assim sendo, com o aumento da démanda internacional por milho e
com a possivel redugdo da area cultivada e do estbque mundial deste cereal,
tém-se uma perspectiva bastante otimista para o crescimento do setor no
Brasil que, cohtudo, precisa ser fundamentado no aumento da produtividade a
ser obtida. O aumento da produtividade exige que o produtor brasileiro seja
mais competitivo, e por tanto ele necessita elevar o nivel tecnolégico de sua
propriedade, o que corresponde ao melhor emprego de fertilizantes; escotha

consciente do hibrido a ser utilizado; condugdo da cultura dentro da época

)
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recomendada; uso eficiente de maquindrio, adequado' manejo de doengas,
plantas daninhas e pragas, entre outras.

Nesse contexto, o uso de cultivares de milho geneticamente
modificadas € uma tecnologia que contribui para o aumento da produggio
nacional de rhilho, por ser, como ja relatado, uma tecnologia que reduz custos
e perdas e agrega produtividade e qualidade, aumentando, consequentemente,
a- competitividade dos paises que a utilizam. Considerando os beneficios
apresentados,' a drea plantada anualmente das culturas geneticamente
modificada (GM) no mundo superou os 100 milhSes de hectares em 2006,
- sendo que o milho GM aumentou em 19% entre 2005 e 2006, chegando a
25,2 milhdes de ha. O niimero de produtores com lavouras GM passou dos
10 milhdes (10,3 milhdes); e a area plantada acumulada de 1996 a 2006
ultrapassou meio bilhdo de hectares, chegando ‘a 577 milhdes de hectares,
com um aumento sem precedentes de sessenta vezes entre 1996 e 2006,
evidenciando que a tecnologia agricola mais rapidamente adotada pelos

produtores nos ltimos tempos foi o cultivo de plantas GM (James, 2006).

2.2 Organismo doador — Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis, uma bactéria de solo gram-positiva, que produz
diversas proteinas com propriedadés toxicas a determinados tipos de insetos,
conhecidas como proteinas Cry e Vip (de “Vegetative Insecticidal Proteins ”)
(Estruch et dl., 1996). Diferentemente das proteinas cristais (Cry) de Bacillus
thuringiensis, as proteinas Vip sdo produzidas durante o crescimento
vegetativo bacteriano e sfo secretadas como proteinas soliveis em meio
extracelular. As culturas de Bacillus thuring;ensis continuam produzindo
proteina Vip durante a fase estaciondria de crescimento e esporulagéo. Em1
comparac;ao as B-exotoxinas nao-protemaceas termoestéaveis secretadas por
cepas de Bacillus thuringiensis, as protemas Vip siio termolabeis (Lee et al.,
2003). Vip3A ¢ a denominagdo utilizada para proteinas nativas descobertas
na cepa AB88 de Bacillus thuringiensis. '

Este organismo de solo produz Cry e Vip como um meio de obtengao
de nutrientes a partir de insetos mortos pela agdo destas toxinas. O

mecanismo com que as proteinas Vip exercem sua atividade inseticida é
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similar, porém ndo idéntica aos mecanismos descritos na literatura para 'asf" (g ! |
proteinas Cry de Bacillus thuringiensis. Apos a ingestdo, as proteinas Vip-- -

sdo proteolizadas em fragmentos ativos de aproximadamente 66kDa que se
ligam a receptores do intestino médio de insetos suscetiveis. Ensaios de
ligagBes competitivas demostraram que as proteinas Vip e Cry ligam-se a
receptores distintos (Lee et al, 2003). Apo6s a ligagio aos receptores
especificos, poros seletivos de ions sdo formados nas membranas epiteliais
que levam a lise e morte celular dos insetos suscetiveis a esta toxina (Yu et
al., 1997). Cada uma dessas etapas tem influéncia na especificidade de uma

dada proteina em relagio a diferentes espécies de insetos.

2.3 Origem e funcio da proteina Vip3Aa20

A proteina nativa Vip3Aal' originada de Bacillus thuringiensis cepa
AB88 contém 789 aminoacidos e um peso molecular de aproximadamente 89
kDa. A variante Vip3Aa20 produzida pelo milho MIR162 apresenta também
789 aminoécidos, porém difere em dois amino4cidos quando comparada com
a proteina nativa (nas posigdes 129 e 284). Uma variante desta pfoteina
" (Vip3Aal9) estd presente em um produto da Syngenta, algoddo COT102,
aprovado nos Estados Unidos pelo USDA em 2005 para uso em alimentagéo
humana e animal e na Australia neste mesmo ano para alimentagio humana.
A variante Vip3Aal9 difere da proteina nativa em um aminoacido na posig#o
284, ¢ da Vip3Aa20 em um aminodcido na posigio 129, Vip\3Aa19 e
Vip3Aa20 sdo denominagdes aplicadas a duas variantes geneticamente
rhodiﬁcadas a partir da proteina nativa, definidas pelo comité de
nomenclaturas de toxinas provenientes de Bacillus thuringiensis (Crickmore

et al., 2005). Estas diferengas estdo apresentadas na tabela 4.

! Vip3Aal ¢ o nome da toxina designado por Crickmore et al.(2005)
(http:/www_lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/) & proteina natural descoberta por
Estruch et al. (1996). Vip3Aal9 e Vip3Aa20 sdo variantes da proteina natural desenvolvnda

pela Syngenta Biotechnology, Inc.
1
A
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. Tabela 4. Diferengas dos aminoécidos presentes nas posi¢des 129 e 284 entre
as proteinas Vip3Aal, Vip3Aal9 e Vip3Aa20.

. . Numero de Posi¢io  Posi¢iio
Proteina Organismo de origem

aminoécidos_ 129 284
B.  thuringiensis cepa )
Vip3Aal ' 789 Met Lis
ABS88 :
' Algoddo COT102 e
Vip3Aal9 : 789 Met Gln
Milho ICP-4
Vip3Aa20  Milho MIR162 789 Ile Gln

Ensaios realizados pela Syngenta indicam que as diferengas de
aminodcidos entre estas trés variantes de Vip3A ndo tem impacto nas suas
atividades inseticidas sobre insetos alvo. A -diferenga em um tnico
aminoécifio entre as variantes Vip3Aal9 e Vip3Aa20 (na posigdo 129) est4
fora do sitio triptico da proteina. Lee ef al. (2003) demonstraram que a
proteina Vip3A € ativada proteoliticamente para formar um sitio ativo de
66kDa nos extratos do intestino médio dos insetos suscetiveis. O
sequenciamento N-terminal deste sitio indica que a clivagem ocorre no
aminoécido residual 199 (Estruch et al., 2001), sugerindo que e diferenca
existente no aminodcido 129 ndo interfere na especificidade da toxina, ja qué
o mesmo seria perdido durante a fase proteolitica no meio intestinal do inseto
(figura 1). '

Vérios métodos anlaliticos foré.m utilizados na caracterizaig:ﬁo da
proteina' Vip produzida pelo milho MIR162. As substancias-teste usadas em

 alguns estudos de biosseguranca animal e ambiental consistiram em uma das
proteinas Vip3A purificadas: 'Vip3Aal9, a variante empregada no algodéo
geneticamente modificado COT102 e milho ICP-4 (Pacha) ou Vip3Aa20, a
variante encontrada no milho MIR162. Para alguns estudos, Vip3Aal9 e
Vip3Aa20 foram produzidas em cultura de E.coli recombinante. Estas
proteinas apresentam homologia de aminoécidos acima de 199.7% e sua

equivaléncia bioquimica e funcional foi demonstrada por meio de estudos
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realizados pela empresa (anexo. 1). Considerando que, para estudos de

toxicologia ambiental ¢ animal da proteina purificada, a produgéo ¢ extr_agﬁb :

"em grande escala de Vip3Aa20 proveniente do milho MIR162 eram' invidveis; - =~ -
esta proteina foi produzida e extraida de E. coli. Visando estabelecer a
equivaléncia destes produtos obtidos a partir da planta e do microorganismo
efetuou-se a caracterizagdo e as 'andlises bioquimicas que dem_onstrar_am que .

" as proteinas Vip3Aé20 provenientes do milho MIR162 e de E. coli sdo

bioquimicamente ¢ funcionalmente idénticas. Dessa forma, para os estudos

toxicolégicos utilizou-se a proteina produzida pelo microorganismo.

N-terminal

| Vip3Aa1t - §

M
Vip3Aai9
Vip3Aa20

1
-l

84 . ' 789

1 129

N

= = m = mab s mle e = sl

Sitio de
-clivagem
proteolitica

199

Figura 1. Répresentacﬁo esquematica dos amiri_oécidos das proteinas Vip3Aal,
Vip3Aal9 e Vip3Aa20 em relagdo ao sitio de -clivégem proteolitica,

conforme Lee et al., 2003. C\/I; metionina, I: isoleucina, Q: glutamina)

Da mesma forma, as propriedadés funcionais ¢ bioquimicas dé
proteina variante Vip3Aa20 foram comparadas a variante Vip3Aal9 em outra
bateria de experimentos, tendo om visté a necessidade do uso desta Gltima em
estudos de biosseguranga ambiental. Estas proteinas diferem em apenas um
aminoécido. Além do peso molecular semelhante, ambas apreséntam perfis

de mobilidade eletroforética e imunoreatividade similares. Adicionalmente,
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nenhuma destas variantes é glicosilada, conforme resultados de estudos

apresentados no anexo 1.

2.4 Origem e funcio da proteina Fosfomanose Isomerase (PMI)

O milho MIR162 expressa o gene mand (ou gene pmﬁ') proveniente de

" E. coli cepa K-12 (Miles et al., 1984). Este gene codifica a enzima PMI que
catalisa uma conversio reversivei de manose-6-fosfato e frutose-6-fosfato,
permitindo a diversos miér‘oorganismos o uso de manose como fonte de
carbono e énergia.

PMI tem sido utilizado como um marcador de selego durante o
processo de transformacéio de diversas éspécies (Bojsen et al., 1997; Joersbo
‘et al., 1998; Negrotto ef al., 2000). As células vegetais transformadas com o
gene mand que codifica PMI sobrevivem e se desenvolvem em meio de
cultura contendo manose como fonte priméria e tnica de energia. Quando
expostas a um meio contendo predominantemente ou exclusivamente manose,
os tecidos nfo transformados se mantém dormentes e sio dominados pelo
tecido transformado. A manose ndo € conhepida como toxica as células
vegetais. A inclusdo do mand no T-DNA do plasmideo pNOV1300 permitiu
‘a sele¢fio em meio de cultura de plantulas transformadas com o evento
MIR162.

‘Analises de Western Blot foram utilizadas na caracterizagéo da
enzima,‘PMI produzida pelo milho MIR162. Para a exeeug:e”io de estudos de.
toxicologia animal esta proteina foi pfoduzida a partir de cultura de E. coli, ja
que a produgdo e extragdo em grande escala de PMI proveniente do milho
MIR162 eram inviveis. Assim, foram realizadas analises bioquimicas a fim
de se estabelecer a equivaléncia entre a PMI proveniente de milho MIR162 ¢
de E. coli. ' o

. A proteina PMI expressa no milho MIR162 apresenta um peso
molecular de aproximadamente 42.8kDa, o que esta de acordo com o peso
molecular esperado com base na sequéncia de aminoécidos deduiida a partir
da sequéncia nucleotidica de manAd contido no T-DNA. Ol peso molecular

observado para PMI proveniente de E. coli foi de aproximadamente 44.4kDa,
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contendo 16 aminoacidos ndo funcionais na regiad N-;cerminal, adicionédos
com proposito de purificagdo (13 amino4cidos T7-Ta}g e trés oﬁt‘f‘(')'s*"-‘
aminoécidos adicioﬁais emergentes da regifo polylinker). Ambas as proteinas
reagém com os mesmos anticorpos anti-PMI. A atividade especifica foi
medida para' ambas fontes da enzima, as quais apresentaram-se dentro da
amplitude historicamente observada em estudos realizados pela empresa. -
Com base neste conjunto de resultados, pode-se concluir que a
ﬁrotefna PMI dérivada do milho MIR162 e de E. coli sdo equivalentes do

ponto de vista bioquimico e funcional.

2.5 Evento de traﬁsformag;ﬁo

O evento MIR162 foi produzido por meio de transformagio via
Agrobacterium tumefaciens de embrides imaturos de milho. O método de
transformagdo via Agrobactérium é eficiente para o desenvolvimento de

transformantes contendo insertos simples e.com um baixo nimero de cdpias

(Grimsley et al., 1987; Ishida et al., 1996). Este método permite a integragio
do DNA incluindo as bordas esquerda e direita do plasmideo de
transformacfio no genoma alvo, enquanto que os elementos genéticos além
das bordas do plasmideo ndo séo inseridos. ,

O milho MIR162 foi obtido por meio de um sistema de vetor bindrio
(Hoekema, 1983), sendo que plasmideo pNOV1300 continha o gene
vip3Aal9 (Nimero de acesso DQS539887 (NCBI, 2006)) que codifica a
proteina de confrole de insetos Vip3Aa19 (figura 2). A proteina codificada
pelo gene vip34al9 no plasmideo pNOV1300 difere da proteina Vip3Aal
codificada pelo gene nativo vip34a de Bt cepa AB88 (Estruch et al, 199_6)
por um unico aminoécido na posigéo 284. O gene vip3Aal9 codifica
glutamina na posigéo 284 no‘ lugar de lisiha, codificada pelo gene nativo. Este
cassete foi inserido em 4. tumefaciens cepé LBA4404, organismo licenciado
de Japan Tobacco Inc. - ,

* Posteriormente a0 processo de incorporagéo do T-DNA no genoma do
milho MIR162, foi vVerificada uma mudanga decorrente do processo de

transformagio na sequéncia codificadora de vip34al9. Esse gene modificado
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(m’lmero de acesso DQ539888 (NCBI, 2006)) foi denominado vip34a20, que
codifica a proteina que di_fere de Vip3Aal9 por um aminoacido (figura 3). O |
gene. W‘pSAa.?O codifica isoleucina na posi¢dio 129 no lugar da metionina
codificada pelo gene vip34al9 (tabela 4). |

" O milho MIR162 também contém o gene mand, proveniente de
Escherichia coli e codifica a enzima fosfomanose isomerase (PMI). A PMI
foi usada como um marcador para selecdo durante o processo de regeneragio
de material vegetal apés a transformagfio (Negrotto et al., 2000). As células
‘de milho que expressam manA podem utilizar manose como fonte priméria de
carbono, enquanto as células que ndo a expressam ndo irdo proliferar em um

meio de cultura contendo manose.

RB (25 bp)

Sphl (14,324) Hindlll (189)

cos (432 bp) Spht (199)

mUbilnt (1993 bp)
ColE1ori (807 bp) '

Sphi (2586)

vip3Aa19 (2370 bp)

pNOV1300

(14,405 bp)

iPEPC9 (108 bp)

358 terminator (70 bp)

spec (789 bp) Acc65! (4782)

Kpnl (4786)
LB (25 bp) . Sphl (4797)

- Xmal (8293) * ZmUbilnt (1993 bp)

NOS terminator (253 bp)

: EcoRV (6965)
manA (1176 bp)

Figura 2. Mapa do plasmideo—vétor pNOV1300.
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Acc65l (4782)

: EcoRV (6965
Sphl (2586) : Kpnl (4786) ( )
-  Sphi (4797)

' phl (199) : Xmal (8293)
Hindlll (189)

DNA iPEPC9 (108 bp) _DNA

gendmic gendmico

vegetal vegetal

‘manA (1176 bp)

Zmidohnt (1993 bp)Y|  vip3Aa20 (2370 bp)

! Zmublint (1993 bp)

358 terminador (70 NOS (253 bp)

Figura 3. Representagio esquemdtica do inserto evento MIR162,
representando a orientagdo linear dos elementos genéticos e sitios de
endonucleases de-restri¢io.

2.6 Gene e sequéncias reguladoras do doador

Os dados da séquéncia consensual para o T-DNA inserido no milho
MIR162 demonstraram que' a insergdo esta intacta e que a contigiiidade dos-
elementos funcionais dentro da inser¢do como no.pNOV1300, foi mantida
(anexo 2). Duas modificagdes foram observadas dentro da sequéncia
codificadora do gene vzip3Aa no milﬁo MIR162: a primeira constituiu. na

“substitui¢o de metionina na posigéo 129 de Vip3Aal9 por isoleuciné. A
segunda mudanga de nucleotideos dentro da seqhéncia chiﬁcadora de
vip34al9 n‘ﬁo resultou em mudanga de aminoacidos, considerada assim uma
modificagdo silenciosa. O gene vip34a no milho MIR162 recebeu a
designacdo vip34a20 (Numero de Acesso no GenBank DQ539888 (NCBI,

- 2006)). As sequéncias de manA, os promotores ZmUbilnt, o terminador 35s,
e o terminador NOS no milho MIR1V62Aforam idénticas aquelas no plaismideo
de transformagdo pNOV13/00. A andlise da sequéncia revelou que algum
trunéal_nento ocorreu na borda direita (RB) e na borda csquerda (LB) do T-
DNA durante o processo de transformagdo. Toda a RB, juhtamente com dois

pares de bases de sequéncia néo codificadora, foi truncada, e toda a LB,
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juntamente com 32 pares de bases de sequéncia ndo codificadora, foi
truncada. Essas deleg¢des ndo tém efeito na funcionalidade da inserg¢do T-
DNA, como ja observado anteriormente na transformagdio com A.
tumefaciens (Tinland ef al., 1995).

Dados das analises Southern Blot (anexo 2) demonstram que (1) o
miltho MIR162 contém uma cdpia unica do gene vip34a20 e do gene mand,
(2) o milho MIR162 contém duas copias do promotor poliubiquitina do milho
(ZmUbilnt), Icorrespondendo as duas copias do promotor presentes no
plasmideo de transformagdo pNOV1300, além do promotor poliubiquitina
‘endégeno do milho, (3) o milho MIR162 contém um unica copia do
terminador NOS, (4) o milho MIR162 ndo contém quaisquer das sequéncias
backbone do plasmideo de transformagéio pNOV1300, e (4) a insergdo T-
DNA do milho MIR162 ¢ estavel por vérias geragdes (anexo 2). A anilise de
sequéncia de toda a inser¢dio T-DNA presente no milho MIR162 confirmou a
integridade da inser¢fo e que a.contigiiidade dos elementos funcionais foi
mantida (anexo 2).

A inser¢do T-DNA do milho MIR162, ocorrida na regido 5.03 do
cromossomo cinco do milho, néo interfere em nenhum gene endogeno de Z.
mays. Ha uma regido de homologia entre a sequéncia genémica do milho
que flanqueia a regiio 5’ da inser¢io de T-DNA do milho MIR162 e
sequéncias identificadas de elementos transponiveis de milho, mas a
homologia fica a uma distancia superior a 500pb da inser¢do. Ha uma regifo
de homologia entre a sequéncia gendmica que flanqueia a regido 3’da
inserg¢@o de T-DNA do milho MIR162 e o gene da ciclofilina de Z. mays, mas
a regido fica fora da sequéncia codificadora da ciclofilina. Além disso,
nenhuma nova ORF foi identificada que abrangesse ou a jungfio 5° ou 3’ entre
o T-DNA do milho MIR162 e a sequéncia gendmica de Z. mays.

- Os eclementos genéticos e seqiiéncias reguladoras presentes no
plasmideo pNOV1300 utilizados no desenvolvimento do milho MIR162

estdo detalhadas na tabela 5.
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Tabela 5. Genes do doador e sequéncias reguladoras presentes no plasrmdeo&{
NOV1300 utilizados no desenvolvimento do milho MIR162.

Elemento
Genético

Local no
pNOV1300 (pb)

Tamanho
(pb)

Fungéo

CASSETE DO INGREDIENTE ATIVO

ZmUbilnt

200 - 2192

1993

Regido promotora do gene da

| poliubiquitina de Zea mays qué contém

o primeiro intron (Entrez™ numero de
acesso S94464 (NCBI, 2006)).
Fornece expressdio constitutiva em
monocotiledéneas (Christensen et al.,
1992).

vip3dal9

2214 - 4583

2370

Uma versdo modificada do gene natural
vip3Aa (Estruch et al, 1996)
encontrado na bactéria B. thuringiensis
cepa AB88. O gene vip34al9
(Entrez™  Nimero de  acesso
DQ539887 (NCBI, 2006) foi

'| modificado para acomodar o codon de

uso preferencial em milho (Murray et
al, 1989). As proteinas Vip3Aa
conferem  resisténcia a  virios
lepid6pteros-pragas.

iPEPC9

4600 - 4707

108

Intron #9 do gene da fosfoenolplruvato
carboxilase (Entrez™ numero de

acesso- X15239 (NCBI, 2006)) de Zea
mays (Matsuoka et al., 1989).

358
Terminador

4710 - 4779

70

Sequéncia terminadora do 35S RNA do
genoma do virus do mosaico da couve-
flor (Similar a Entrez™ mimero de
acesso AF140604 (NCBI, 2006)). Sua
fungdio é fornecer uma sequéncia de
poliadenila¢do (Franck et al., 1980).

CASSETE DO MARCADOR PARA SELEcAo ‘

ZmUbilInt

4798 - 6790

1993

Regido promotora do gene da
ublqultlna de Zea mays 1_ﬂue: contém o
primeiro intron (Entrez’™ Numero de
acesso  S94464 (NCBI, 2006)).
Fornece expressdo constitutiva em
monocotiledoneas (Christensen et al.,
1992).

manA

6803 - 7978

1176

Gene manA de E. coli que codifica a
enzima fosfomanose isomerase (PMI)
(Entrez™ nuimero de acesso M15380
(NCBI, 2006)); Este gene é também
conhecido como pmi. Catalisa a
isomerizagdo da manose-6-fosfato em
frutose-6-fosfato (Negrotto et al,
2000).

NOS
Terminador

8039 - 8291

253

Sequéncia terminadora do gene da
nopalina sintase de A. rumefaciens
(Entrez™ numero de acesso V00087
(NCBI, 2006)). Sua fungdo ¢ fornecer
um sitio de adenilagdio (Depicker et al.,
1982).
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Tabela 5 (continuagéo). Genes do doador e sequéncias reguladoras presentes
no plasmideo pNOV1300 utilizados no desenvolvimento do mitho MIR162.

Elemento

Genético

Local no
pNOV1300

(pb)

Tamanho
(b))

Fun¢do

ACKBONE

COMPONENTES DO VETOR B

LB
(borda
esquerda)

1 8362 - 8386

25

Regido da borda esquerda do T-DNA do
plasmideo nopalina Ti de A. tumefaciens
(Entrez™ numero de acesso JO1825
(NCBI, 2006)). Repeticdo curta direta que
flanqueia o T-DNA e ¢ necessaria para a
transferéncia do T-DNA na célula da
planta (Zambryski et al., 1982).

Spec

9562-10350

789

Gene da espectinomicina
adenililtransferase, aadA de E. coli Tn7
(Entrez™ numero de acesso X03043
(NCBI, 2006)). Confere resisténcia a
eritromicina, " estreptomicina €
espectinomicina; usada como uma®
marcador bacteriano para selegdo (Fling
et al., 1985). :

ColElori

11549-12355

Origem da duplicagio que permite a
duplicagdio do plasmideo em E. coli.
(Similar a Entrez™ nimero de acesso
V00268 (NCBI, 2006)) (Itoh ¢
Tomizawa;1978).

Cos

12736-13167

A sequéncia que é cortada para produzir
as extensdes coesivas de fita unica,
localizadas no final das moléculas
lineares de DNA de. certos fagos, tais
como lambda (Sanger et al., 1982).

RB
(borda direita)

1-25

25

Regido da borda direita de T-DNA do
plasmideo nopalina Ti de 4. tumefaciens
(Entrez™ numero de acesso JO1826
(NCBI, 2006)). Repetigdo curta direta que
flanqueia o T-DNA e ¢é necessaria para a
transferéncia do T-DNA na célula da

2.7 Herang¢a Mendeliana

planta (Wang et al., 1984).

A andlise estatistica dos padrdes de segregagéo por virias geragdes do

milho MIR162 confirmou a proporgo esperada da heranga Mendeliana para

ambos os genes vip34a20 e mand. A anélise qui-quadrado (y?) dos dados da

heranga Mendeliana de trés geragbes foi feita para testar a hipétese de que a

insergo ¢ herdada de uma maneira previsivel. A analise qui-quadrado (xz)

baseia-se na propor¢do da segregagéo observada e a proporgio esperada de

acordo com os principios Mendelianos. Anilises PCR TagMan® foram
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conduzidas em plantas de trés geragdes do milho MIR162 para determinar as ’

proporgdes da heranga do gene vip34a20 e do gene manA. Por se tratarem de
geragdes de retrocruzamentos, para cada geragdo téstada, a freqiiéncia
esperada da proporgdo entre positivos e negativos era de 1:1, e a frequéncia
observada se apresentou muito préxima, sendo estatisticamente " nfio
significativa. As freqiiéncias esperada e observada da segregagdo dos genes
vip34a20 e mand sio apresentadas nas tabelas 6 ¢ 7. O valor critico para
rejeitar a hipé'tese. a 5% de probabilidade'é fle 3.84 (Strickberger, 1976). O
valor do qui-quadrado foi inferior a 3.84 para cada geragdo testada. Ambos
os genes vip34a20 e mand sé@o herdados de‘ maneira previsivel, de acordo
com os principios Mendelianos. -E\sses résultados sdo consistentes com o0s
dados de caracterizagdo molecular indicando a estabilidade da integragéio da

.
inser¢do em um Wnico sitio do genoma.

2.8 Estabilidade das geragoes

A estabilidade das gerages da inser¢do T-DNA durante o processo de
retrocruzamento do milho MIR162 foi determinada por andlise de Southern
Blot, usando as geragdes BC1F;, BC2F,, ¢ BC4F, (anexo 2). Para essa
andlise, 0 milho MIR162 e as amostras d¢ DNA genémico do controle
negativo foram digeridos com ‘uma enzima de restri¢do que efetua uma tinica
digestdo na regiio T-DNA, mas ndo dentro do elemento funcional. Analises
de Southern Blot foram efetuadas usando a sonda especifica para vip34al9
para avaliar a estabilidade da inser¢do. Os resultados desta andlise sdo
apresentados no anexo 2. Na analise de Southern Blot foi observado o padrio
de hlbndlzag:ao esperado para o gene vip34a20 por viarias geragdes do milho
MIR162. A estabilidade da inser¢&io no milho MIR162 durante o processo de
melhoramento convencional por retrocruzamento, portanto, foi bem

estabelecida nas multiplas geragdes testadas. ,
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Tabela 6. Proporgdo de genétipo observado vs. esperado para vip34a20 em
multiplas geragdes de retrocruzamento do milho MIR1 62, determinado pela

analise PCR TagMan®. .
Gene vip3Aq20 BCIF, BC?FI . BC4F,
0* . E* O* E* O* E*
Positivo 121 20.5 45 . 48.5 148 143.5
Negativo 20 ¢ {205 52 48.5 139 | 1435 ) -
Total 41 - 41.0 97 97.0 287 287.0
Valor de %2 0.000 0.371 0.223

* O = Valores observados e E = Valores esperados
X2 = soma [|(Observado-sperado)|- 0.5]%/esperado

Tabela 7. Proporc;io de genétipo observado vs. esperado para mand em
multiplas geragdes de retrocruzamento do mitho MIR162, determinado pela

andlise PCR TagMan®.

Gene manA BCIF, BC2F, BC4F,
O | E* | O* | E* | O | E*

Positivo 21 | 205 |45 [485 |148 | 1433

Negativo 20 205 |52 |485 139  |1435

Total 41 410 |97 [97.0 |287 |287.0

Valordey2 | 0.000 0371 0.223

*O= Valores observados e E = Valores esperados

"2 = soma [|(Observado-esperado)|- 0.5]%/esperado
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A linhagem de milho transformada para produgio do evento MIR162 foi Hi-
IIxA188, gerada a partir de cruzamentos convencionais de linhagens publicas de
germoplasma de milho americano. Este gendtipo é bastante usado por aprescnfar alta
frequéncia de transformagfo e regeneragfio a partir de calos. O tecido transformado foi
tratado com antibiético para a eliminagio de A4. rumefaciens e posteriormente as
plantulas regeneradas foram triadas por RT-PCR para a presenga de vip34a20, manA e
spec. As plantulas que continham apenas vip34a20 e mand foram transferidas para uma
casa-de-vegetagdo para desenvolvimento e multiplicagio. A progénie das plantas
transformadas foi testada a campo quanto a seu désempenho agrondmico e eficécia na
resisténcia a insetos. Estes estudos foram conduzidos pela Syngentg nos Estados Unidos
e seguiram as normas de biosseguranga vigentes naquele pais.

Vérios métodos analiticos foram utilizados na caracterizagdo da protefna Vip
prodhzida pelo milho MIR162. As substincias-teste utilizadas em alguns estudos de
biosseguranga animal e ambiental éonsistiram em uma das proteinas Vip3Aa
purificadas: Vip3Aal9, a variante empregada no algoddo geneticamente modificado
COT102 e milho ICP-4 (Pacha) ou Vip3Aa20, a variante encontrada no milho MIR162.

Para alguns estudos, Vip3Aal9 e Vip3Aa20 foram pfoduzidas em cultura de E.coli

recombinante. Estas proteinas apresentam homologia de aminoacidos acima de 99.7% e

sua equivaléncia bioquimica e funcional foi demonstrada por meio de estudos realizados

pela empresa (anexo 1).

3.1 Histérico mundial e nacional de liberac¢des planejadas no meio ambiente
do milho MIR162

!

1

Viérias liberagdes planejadas no meio ambiente foram conduzidas em diversos paises
com o objetivo de verificar aspectos agron6micos, de eficacia contra insetos alvo e de

biosseguranga da proteina Vip3A. A tabela 8 apresenta um sumario destas liberagges.
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Tabela 8. Sumério de submissdes de liberagdes planejadas no meio ambiente de milho

expressando proteinas Vip3A no Brasil, Estados Unidos e Argentina.

Evento Pais Local (Est'ado) . Processo
MIR162  Brasil MG, MT, PR e SC 01200.000785/2006-21
MIR162  Brasil MG 01200.003982/2005-11
MIR162  Brasil MG 01200.006748/2002-01
MIR162  Brasil MG ' 01200.000262/2005-01
MIR162  Brasil MG ' 01200.006209/2006-97
ICP-4 Brasil MG , 01200.000224/1998-72
ICP-4 Brasil MG 01200.005283/1998-89
ICP-4 Brasil MG 01200.000486/1999-60
ICP-4 Brasil MG 01200.002638/1999-87
ICP-4 Brasil MG 01200.002640/1999-29
ICP-4 Brasil MG 01200.003722/1999-27
ICP-4 Brasil MG . ) ' 01200.004959/2099.-39
ICP-4 Brasil MG 01200.001795/2001'-;79
ICP-4 Brasil MG 01200.001692/2001-17
MIR162  EUA IL 99-032-02r
MIR162  EUA HI 00-024-02r
MIR162 EU)A AR, FL, ID, IL, MN, PR 01-022-07r/m
MIR162  EUA IL, MN, MS 02-022-01r/m
MiRi63  EUA HI 02-022-02r/m
MIR162 EUA AZ, CA, FL, IA, IL, KS, MN, MO, MS, NG, NE, 03-021-01r/m
PR, TX, WI
MIR162  EUA FL, HI, IA, IL, MN, PR, WI 04-072-06n
MIR162  EUA PR 04-203-05n
| AR, CA, FL, HI, 1A, IL, IN, KS, KY, LA, MD,
MIR162  EUA ~ MN, MO, MS, NC, NE, NY, OH, PA, PR, TX, VA, 05-062-02n

WI
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Tabela 8 (continuagdo). Sumario de submissGes de liberagGes planejadas no meio ambiente

de milho expressando proteinas Vip3A no Brasil, Estados Unidos e Argentina.

I
“

Processo

Evento Pais Local (Estado)
MIR162 _ EUA H ’ \ 05-104-09n
MIR162  EUA OH 05-117-07n
MIR162 EUA HI 05-255-03n
MIR162 EUA CA,CO,FL,HL, 1A, IL, IN, KS, LA, MN, MS, 06-055-08n
NE, NY, OH, PR, SD, TX, WI
MIR162 EUA T IL 06-059-07n
MIR162 EUA AR, CO, DE, FL, GA, HI, ID, IL, IN, IA, KS, 07-043-109n
KY, LA, ME, MD, MN, MO, NE, NC, OH, PR, SD,
TX, VA, WI
MIR162 EUA PR 06-284-101n
MIR162 _ EUA H 06-284-102n
MIR162 EUA FL, GA, ID, MN 07-032-104n
T TMIR162 T EUA ‘ HI, IA, IL, MN, NE, PR, TN, WI 07-050-101n
MIR162 EUA 1A 07-]66-19'ln
. MIR162  Argentina Santa Fé 800-009511/2001
MIR162  Argentina Santa Fé S0: '0215902/02
MIR162  Argentina Santa Fé, Tucuhén, Salta S01: 203358/03
MIR162  Argentina Santa fé S01:253805/04
MIR162  Argentina Santa Fé, Tucumén . SO01: 264292/05
MIR162  Argentina Santa Fé, Tucumén S01: 286285/06

3.2 Métodos de detecgdo

A proteina Vip3Aa20 no milho MIR162 pode ser detectada via ensaio de fluxo

imuno-lateral, disponivel no kit de diagndstico Vip34 ELISA prototype kit da empresa

Strategic Diagnostics, Inc (SDI). O método ¢ baseado em ensaio imunoquimico (ELISA)

especifico para Vip3A, desenvolvido pela Strategic Diagnostics, Inc. A validagéo do

desempenho do método foi efetuada com base na avaliagdo da acuidade, limite de
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detecgdo, precisdo intra- e inter-ensaios e ocorréncia de reagdo cruzada com outros
produtos de milho geneticamente modificado, como CrylAb, PAT, mCry3A, PMI
expressa em MIR604 e mEPSPS. A preciséo inter-ensaio apresentou um coeficiente de
variag@o (%CV) de 16.4% a 19.0%, enquanto que os valores de %CV para preciséo
intra-ensaio variaram de 8.8% a 21.0%. A acuidade do ensaio, avaliada por meio da
.andlise de sementes moidas de milho MIR162 e de milho convencional foi de 100%.
Néo ocorreu reagéo cr‘uzada com outros produtos de milho geneticamente modificado. O
ensaio € capaz de detectar uma semente de milho MIR162 em um total de 800 sementes.
O resultado deste estudo indica a eficiéncia deste método para a determinagdo
qualitativa da proteina Vip3Aa20 em sementes de milho. Para avaliagdo da precisdo do
ensaio, adicionou-se nas amostras de farinha de milho convencional, farinha de milho

proveniente de milho MIR162.

3.3 Avaliac¢do agronomica e de eficicia do milho MIR162

O milho MIR162 foi avaliado em condi¢des de campo e casa-de-vegetagio em
varios experimentos realizados principalmente nos EUA, Argentina e também no Brasil,
em liberagdes aprovadas pela CTNBio e utilizando-se germoplasma adaptado as
condig¢des edafo-climéticas do Pais. Nestes estudos, varios pardmetros fenotipicos foram
analisados comparativamente entre o mitho MIR162 e respectivos hibridos isogénicos
de milho ndo GM, com o objetivo de se avaliar o quanto a insergdo do evento MIR162
afetou pardmetros agrondmicos de interesse da cultura, como a produtividade de grios
ou o seu potencial e capacidade de proliferagdo no ambiente como erva daninha. Além
disso, experimentos avaliaram a eficacia ‘do milho MIR162 para controle dos
lepidépteros alvo da proteina Vip3Aa20.\ O conjunto destas avaliagdes realizadas
confirmou que o milho MIR162 foi eficiente para o controle dos lepidopteros-praga
avaliados, apresentou potencial agrondmico igual ou superior aos respectivos hibridos
ndo geneticamente modificados (GM) de germoplasma similar, € que nenhuma diferenga
significativa nos pardmetros fenotipicos foi observada, que pudesse indicar um maior
potencial de proliferagdo do milho MIR162 como erva-daninha, conforme descrito a

seguir.
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3.3.1 Germinagéo e dorméncia das sementes - _

Uma maior 'capacidade de germinagdo ou dorméncia de sementes sdo
caracteristicas que podem indicar um maior vpotencial como erva-daninha. O milho €
uma planta anual de baixa capacidade de dorméncia. Um estudo em laboratério foi
conduzido nos EUA de forma a se avaliar as caracteristicas de germinagfo e dorméncia
de sementes do milho MIR162, utilizando um procedimento estabelecido pela AOSA
(Association of Official Seed Analysts). Amostras de sementes de dois hibridos de milho
MIR162 e dos respectivos hibridos isogénicos ndo GMe mais trés hibridos comerciais,
utilizados como controle, foram submetidas & germinagdio sob vérias condigdes de
temperatura. Ao final dos experimentos, as sementes foram submetidas a testes de
tetrazOlio para avaliar sua viabilidade (AOSA, 2000). Os resultados obtidos nestes
estudos indicaram ndo haver nenhuma diferenga significativa entre a proporgdo de
sementes normais germinadaé entre o milho MIR162 e respectivos controles nio GM.

-—Adicionalmente, os resultados obtidos_para-a_propor¢do_de-sementes-viéveis confirmou
que ndo houve nenhum incremento no potencial de doméncia das sementes de milho
MIR162 analisadas. |

Apbs o cultivo do milho MIR162 em condigdes de lavoura, da mesma forma que
ocorre com o milho convencional nfo GM, piantas voluntérias poderdo ocorrer em
condi¢des de umidade e temperatura adequadas. Estas plantas voluntarias podem ser
facilmente eliminadas na fase de plantula ou antes do florescimento, pela aplicagdo de

~herbicida especifico ou por manejo mecanico com magquinas agricolas.

 3.3.2 Desempenho agrondmico do milho MIR162 em condi¢des de campo

Ensaios de avaliagdo comparativa entre hibridos de milho MIR162 e respectivos
hibridos isogénicos ndo GM foram realizados em vérias localidades representativas da
drea de produgdo de milho dos EUA, nos anos de 2005 e 2006, em um total de 16
experimentos plantados durante a época de cultivo do milho neste pais. Estes hibridos

foram avaliados para varios pardmetros agronémicos importantes da fase vegetativa e
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reprodutiva da cultura, incluindo aqueles de interesse direto aos agricultores, como
produtividade de gréios, em um delineamento de blocos casualizados com 4 ou 5
repeti¢des. No total, 16 pardmetros agrondmicos foram avaliados, e, para cada variavel,
a significancia estatistica foi determinada pelo teste F. O conjunto dos resultados destas
avaliagdes fenotipicas comparativas indicaram que o milho MIR162 é fenotipicarﬁente
semelhante aos respectivos hibridos convencionais ndo GM de germoplasma similar,
apresentando desempénho agrondmico favoravel ao cultivo no pais.

Hibridos de milho MIR162 de germoplasma tropical e desenvolvidos para as
condigdes de cultivo do Brasil e Argentina foram também avaliados para uma série de
pardmetros agrondmicos e de eficacia contra lepidopteros alvos em trés localidades da
regido noroeste da Argentina em 2005/2006, as quais apresentam condi¢Ses ambientais
similares a algumas regides de cultivo do Sul do Brasil. Estes experimentos foram
realizados sob a permissdo da Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Alimentos
(SAGPyA) Argentina, protocolo 264292/05, em delineamento experimental de blocos
completos casualizados, utilizando parcelas de 4 linhas de 5 metros, com seis repetigdes.
Os parametros avaliados nestes experimentos foram: danos provocados pela lagarta-do-
cartucho (Spodoptera frugiperda), florescimento masculino, porcentagem de plantas
eretas por ocasido da colheita, indice visual de quebramento das plantas, indice visual de
colheita, porcentagem de umidade nos grﬁos, rendimento de gréos e peso de 1.000 grios,
sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%. Com base nos resultados
obtidos, observou-se diferenga significativa entre os hibridos de milho MIR62 e os
respectivos hibridos isogénicos convencionais (ndo GM) para o nivel de dano causado
por S. frugiperda, como esperado pela expressdo da proteina Vip3Aa20 no milho
MIR162. Para os demais pardmetros agrondmicos avaliados, os resultados médios de
avaliagdo comparativa entre o grupo de hibridos de milho MIR162 e os respectivos
hibridos isogénicos ndo GM sdo apresentados na tabela 9, onde observa-se que estes
dois grupos de hibridos de milho (MIR162 x Ndo GM) apresentaram comportamento
estatistico similar, e demonstrando que a insergdo da modificagdo genética do evento
MIR162 ndo afetou o fendtipo geral dos hibridos avaliados e o comportamento dos
mesmos no campo, para estes pardmetros nio associados com a resisténcia a insetos. Os

hibridos ndio GM avaliados nestes ensaios de avaliagdo agrondmica realizado na
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Argentina correspondem a hibridos comerciais ou pré-comerciais de ampla adaptagéo no

Brasil. O relatério detalhado destes estudos é apresentado no anexo 3.

‘

Tabela 9. Analise agronémica comparativa entre o grupo de hibridos de milho MIR162 e
0 grupo de respectivos hibridos isogénicos convencionais (ndio GM), avaliados em trés
localidades do noroeste da Argentina. Syngenta Seeds Ltda, 2005/06. '

Rendimento

Floresc. % Plantas Indice Visual Indice Visual Umidade Comigido Peso 1.000
Hibridos avaliados Masculino Eretas Quebram. Coihelta Colheita 13% grios
Meédia Hibridos MIR162 _______ 628a _____ 801a _____: 33a_ ... 44a_ _____.243a ____. 9029a | 1750a __
Média Hibridos Nao GM 628 a 799a 34a 45a 243a 8456 a 1748 a

Meédia seguida pela mesma letra na vertical nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O milho MIR162 também foi avaliado para uma série de pardmetros
agronomicos e de eficacia em condig¢des de cultivo a campo no Brasil no ano de 2007,
“sob permissdo da CTNBio numero n°. 01200.003982/2005-11. Nestes experimentos
avaliou-se o hibrido Maximus MIR162 em comparagdo ao respectivo hibrido isogénico
ndo GM em duas situagdes: com e sem aplicagdo de inseticida foliar para controle do
dane provocado pela lagarta-do-cartucho- O-hibrido Maximus (nfo GM) representa um
hibrido simples comercial registrado e comercializado pela Syngenta Seeds Ltda no
Brasil. Nas tabelas 10 ¢ 11 so apresentados os dados médios obtidos na avaliagiio dos
diferentes pardmetros considerando a anélise conjunté dos dados. Néo foram observadas
diferengas significativas entre o milho MIR162 e o respectivo isogénico ndo GM (com
aplicagdio de inseticida) para os pardmetros agronémicos avaliados, confirmando mais
uma vez, em uma condigdo ambiental diferenciada, que a inser¢io da construgdo
genética do evento MIR162 ndo afetou o fenodtipo geral do hibrido avaliado e o
comportamento do mesmo no campo, para pardmetros ndo associados com a resisténcia
a insetos. Estes resultados obtidos nos diferentes experimentos realizados eram os
esperados, considerando-se que o milho MIR162 avaliado é uma versdo isogénica do
hibrido convencional ndo GM, obtido por sucessivos retrocruzamentos, conforme
descrito por Fehr (1991), em que, durante o processo de introgressdo, procurou-se
manter todas as caracteristicas das linhagens trabalhadas, com o adicional do controle de
pragas da ordem Lepidoptera proporcionado pela expressio da proteina Vip3Aa20.
Ainda, ;) hibrido avaliado neste estudo realizado no Brasil corresponde a um hibrido

comercial de ampla adaptag&o ao cultivo no Pais. O comportamento agrondmico similar
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do milho MIR162 evidencia dessa forma o seu potencial para cultivo nas condigdes
edafo-climaticas brasileiras, e os resultados obtidos indicam ainda que a avaiiac;ﬁo dos
pardmetros fenotipicos ndo indicou nenhuma alteragéo inesperada que pudesse conferir
alguma vantagem adaptativa como espécie silvestre a0 mitho MIR162. Um relatdrio
detalhado deste estudo & apresentado no anexo 4.

Tabela 10. Resultados médios da comparagéo de hibrido de milho MIR162 e respectivo
hibrido isogénico ndo GM (com e sem aplicagdo de inseticida), em ensaios realizados no
Brasil, para os pardmetros: florescimento feminino e masculino, nota para doengas
foliares (Cercospora, Phaeosphaeria e Physopella), altura de planta e altura de insergdo
das espigas. Syngenta Seeds, 2007.

Flor Feminino Flor Masculino Nota Nota Nota Alt Planta Alt Espiga
Tratamentos - (dias) (dias) Cercospora Phaeosphaeria  Physopela (cm) {cm)
MIR162 63.0 a 629 a 20 a 27 a 28 a 239 a 135 a
Nao GM + Inseticida 63.1 a 62.9 a 21 a 25 a 28 a 239 a 135 a
Nao GM 63.0 a 629 a 21 a 25 a 28 a” 235 b 131 b
CV (%) 0.71 0.73 11.63 19.16 16.12 1.67 265
Média Geral 63.04 62.9 2.06 2.66 2. 237.92 136.31

Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo apresentam diferenga significatica pelo teste de Tukey a 5%.

3

Tabela 11. Resultados médios da comparagéo de hibrido de milho MIR162 € respectivo
hibrido isogénico ndo GM (com e sem aplicagéo de inseticida), em ensaios realizados no
Brasil, para os parémetros: stand, porcentagem de plantas eretas, nota para cor e textura
dos grios, peso de espigas, peso de grdos, umidade na colheita e peso de 1000 gréos.
Syngenta Seeds Ltda, 2007.

Stand % Plantas  Nota Cor Nota Textura Peso espigas Peso gréo Umidade Peso 1000

Tratamentos (pl/parcela) Eretas Grio Gréo {kg/ha) {kg/ha) gréo (%)  gréo (grs)
MIR162 40 a 927 a 4 8 3 a . 11465 a 8072 a 171 8 282 a
Néo GM + Inseticida 41 _a 93.0 a 4 a 3 a 10944 a 7700 a 17.2 a 283 a
Néo GM 41 a 89.3 a 4 a 3 a 8958 b 6236 b 16.8 a 276 a
CV (%) - 4.06 6.64 . - - 11.09 10.99 4.65 6.87
Média Geral - 40.76 91.63 4 3 10456 7336 17.06 280.09

Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo apresentam diferenca significatica pelo teste de Tukey a 5%. '

3.3.3 Eficacia do milho MIR162 contra lepidopteros-praga
Um dos principais fatores que comprometem o rendimento e a qualidade da

produgio da cultura do milho no no mundo é a incidéncia de pragas.- No Brasil,

destacam-se entre os lepidopteros que atacam a cultura a lagarta do cartucho, S.
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ﬁ‘ugiperda, a lagarta-da-espiga, Helicoverpa zea e a broca do colmo, Diatraea
saccharalis.

A lagarta-do-cartucho € considerada a principal praga da cultura do milho no
Brasil (Cruz et al., 2004). E uma praga de dificil controle devido a sua ampla gama de
hospedeiros e sua grande capacidade de dispersdo durante o periodo de cultivo. J4 na
década de 20, relatou-se a presenga dessa praga em varios estados brasileiros , causando
severos danos em algumas culturas. Segundo Cruz et al. (1999), as perdas causadas pela
lagarta do cartucho no Brasil atingiram cerca de U$ 40 milhdes por ano. Gassen (1994)
enfatiza que os maiores danos ocorrem na fase em que a planta apresenta de 8 a 10
folhas, podendo ocorrer uma redugfio de 19% no rendimento de grios. A presenga da
lagarta na planta de milho evidencia-se por folhas danificadas, com dejetos no centro da
planta. Silva et al. (1983) ressaltam que pode ocorrer a destruigdo completa das plartas
em caso de infestagfio intensa, associada as condigdes de estresse hidrico. As lagartas
recém-eclodidas atacam o parénquima foliar de uma das faces da folha, deixando apenas
a epiderme membranosa, o que confere um aspecto transparente a folha e em instares
mais avangados, os insetos passam a perfura-las. Quando o ataque ocorre nos estagios
iniciais da cultura, pode causar morte de plantas, reduzindo o “stand”. Esta pode também
se dirigir para a regido da espiga, atacando o pediinculo e impedindo a formagéo de
grdos. Pode ainda penetrar nas espigas na sua porgdo basal e danificar diretamente os
grios ou alimentar-se da ponta da mesma. O dano mais severo é causado por lagartas de
quinto e sexto instares (Bianco, 1991; Valicente et al., 1991).

A Helicoverpa zea (Lepidoptera: Noctuidae), é referida como prejudicial a
cultura de trés formas: atacando os estigmas, impedindo a fertilizacdo e, em
conseqiiéncia, surgirfo falhas nas mesmas; alimentando-se de grios leitosos, os
destruindo e; finalmente, os orificios deixados pelas lagartas nas espigas, por ocasidio da
fase de pupa, facilitam a penetragdo de microrganismos que podem causar podriddes
(Gassen, 1996). Helicoverpa zea também é um inseto polifago, incluindo como
hospedeiros, além do milho, outras gramineas, solaniceas, leguminosas, frutiferas e
hortaligas. O controle quimico desta praga pode apresentar baixa eficiéncia. Isto se deve
ao fato das lagartas encontrarem-se protegidas no interior das espigas. Segundo Fancelli

et al., (2000), a lagarta da espiga, além de causar dano direto na espiga e favorecer a
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penetrag8io de microorganismos, assume importdncia como praga principalmente nas
lavouras de milho doce e verde.

Outra praga que tem ocorrido com freqiiéncia causando danos a cultura do milho,
principalmente na regido central do Brasil, € a broca-do-colmo, Diatraea saccharalis
(Lepidoptera: Pyralidae), que se trata de uma importante praga da cana-de-aglicar
(Vendramim et al., 1989). O crescente aumento populacional desta praga nas lavouras
de milho pode estar associado a vérios fatores, tais como o crescimento da cultura da
cana-de-agucar no Brasi!, mudangas ‘climaticas (invernos menos rigorosos), semeadura
do milho no verdo e safrinha, e présencga de poaceas nativas, entre outros. Durante a fase
larval, D. saccharalis faz galerias no interior do colmo da planta ocasionando a
diminuigdo do fluxo de seiva e tornando-a mais vulneravel ao tombaménto..Os orificios
ocasionados pela broca-do-colmo podem ainda favorecer a penetragio e
desenvolvimento de microorganismos fitopatogénicos (Gallo et al., 2002). O controle da
D. saccharalis € dificultado pois a broca fica alojada no interior do colmo da planta.

A proteina Vip3Aa20 expressa no_ miilho MIR162_apresenta ~ati\‘/i_dade, contra

estes lepidopteros-praga mencionados, de importincia econdmica para a cultura do
milho no pais. Em ensaios realizados em campo no Brasil no ano de 2007, a eficacia do
milho MIR162 contra S. frugiperda, H. zea ¢ D. saéharallis foi avaliada em condigdes
de campo em dois locais, em delineamento de blocos casualizados com parcelas de 2
linhas de 5 metros, com oito repetigdes. A avaliagdo dos danos provocados pela S.
Sfrugiperda foi realizada em todas as plantas individuais das duas linhas da parcela, nos
estddios de desenvolvimento V6 e V8, sendo posteriormente calculada uma nota média
por época de avaliaggo, utilizando uma escala de notas de 1 a 6, adaptada de Carvalho
(1970). A avaliag@o dos danos provocados por D. sacharallis foi realizada com base no
' nimero médio de furos presentes no colmo do milho e comprimento de galerias (em
cm), com a avalia¢@o realizada em 10 plantas da parcela, por ocasifio da colheita. A
avaliagdo dos danos de H. zea foi realizada por meio da porcentagem de espigas com
danos da lagarta, € comprimento médio de dano (em cm) nas espigas atacadas, por
ocasifo da colheita.

Os resultados obtidos na avaliagdo do dano de S. frugiperda por época de

avaliagfo, por local e conjunta, estdo descritos na tabela 12 abaixo. -
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Tabela 12. Resultados médios da comparagdo do hibrido de milho MIR162 e respectivo
hibrido isogénico ndo GM (com e sem aplicagdo de inseticida), para o pardmetro nota
para dano de Spodoptera frugiperda. Syngenta Seeds Ltda, 2007.

Uberlandia-MG ltuiutaba-MG ,
Tratamentos Spodoptera Spodoptera Spodoptera Spodoptera Conjunta
‘ Aval 1 Aval 2 Aval 1 Aval 2
MIR162 _ 1.3 a 11 a 1.0 a 1.0 " a 1.1 a
Ndo GM + inseticida 31 b 33 b 28 b 23 b 29 b
Nao GM 38 ¢ 48 ¢ 37 ¢ 3.7 ¢ 40 ¢
CV (%) 6.61 4.62 6.03 8.26 6.61
Média Geral 2,76 3.03. 25 235 2.66

Meédias seguidas pela mesma letra na vertical ndo apresentam diferenca significatica pelo teste de Tukey a 5%.

Observa-se que o milho MIR162 foi estatisticamente lsuperior, ao mitho
convencional ndo GM, com e sem aplicagdo de inseticida foliar para o controle desta
praga, independente da época ou local de avaliagdo. O hibrido de milho MIR162
apresentou na média das duas avaliagdes e dos dois locais a nota 1,1, correspondendo
praticamente & auséncia de danos ou dano muito leve, necessario para infecgdo e morte
da lagarta pela ingestdo da proteina Vip3Aa20, e signiﬁéativamente menor que o nivel
de dano apresentado pelo hibrido isogénico nio GM, mesmo quando ;éalizou-se a
aplicagdo de inseticidas quimicos para controle da praga (nota 2,9). Destaca-se ainda que
no experimento realizado em Uberlandia-MG, houve uma infestagdo bastante elevada de
S. frugiperda, o que pode ser observado pela nota obtida pelo hibrido isogénico ndio GM
sem controle quimico, que chegou a atingir a nota média de 4,8. As avaliagdes realizadas
para dano da broca-do-colmo-do-milho (D. saccharalis) e da lagarta-da-espiga (H. zea)
est56 apresentadas na tabela 13 a seguir.

Observa-se difereng:a significativa entre o hibrido de milho MIR162 e o
fespectivo hibrido isogénico ndo GM para todos os pardmetros avaliados para as duas
pragas, sendo que o milho MIR162 praticamente nfio apresentou danos provocados pela
D. saccharalis € H. zea. Um relatorio com maiores informagGes destes expérimentos

realizados € apresentado no anexo 5.
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- Tabela 13. Resultados médios da comparagdo do milho MIR162 e respectivo hibrido
isogénico ndo GM (com e sem aplicagdo de inseticida), para os parimetros: dano de
Diatraea saccharalis - furos por planta e comprimento médio de galeria (cm), dano de
Helicoverpa zea - % espigas atacadas e comprimento médio do dano na espiga.
Syngenta Seeds Ltda, Uberldndia-MG, 2007.

Diatraea Diatraea galeria Hzea 7% H zea dano
Tratamentos Nimero Furos (cm) espigas medio (cm)
MIR162 , 00 a 0.0 a 25 a 0.08 a
Nao GM + inseticida - 22 b > 14.1 b 775 b 1.50 b
Nao GM 18 b 120 b 98.7 ¢ 164 b
CV (%) 54.2 : 51.42 9.95 17
Média Geral 1.33 ) 8.7 59.58 1.07

Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo apresentam diferenga significatica pelo teste de Tukey a 5%.

Em um outro experimento realizado em casa-de-vegetagdo na estagdo
experimental da Syngenta em Holambra-SP (CQB 001/1996), avaliou-se a eficicia do
evento de transformagdo genética MIR162, no controle de S. frugiperda em estadio
inicial de desenvolvimento das plantas. Foram comparados um hibrido de milho
MIR162 com o respectivo hibrido isogénico nfo GM, com e sem tratamento de
sementes com inseticida (2 tratamentos de sementes: TS1 e TS2)~, visando o controle
desta praga. O parimetro utilizado para estudo de eficacia foi a porcentagem de plantas
cortadas por tratamento, onde variou-se a populagdo de lagartas de instar L3-14 -
utilizadas (0,5 e 1,0 lagarta por planta), além de serem realizadas avaliagc“;es em
diferentes numeros de dias ap6s a infestagdo artificial (1, 2, 5 e 8 dias ap6s infestagio).
Os resultados obtidos para porcentagém de plantas cortadas pelo ataque de S. frugiperda
instars L3-L3 estdo apresentados na tabela 14 a seguir. Os resultados obtidos indicam
que o milho MIR162 promove um coﬁtrole de S. frugiperda em estagios L3-L4 tdo
eficiente quanto os tratamentos de sementes comumente utilizados para a cultura do
milho, em fases iniciais de estabelecime?nto da lavoura. Um relatério completo deste

experimento realizado ¢ apresentado no anexo 6.
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Tabela 14. Resultados médios da porcentagem de plantas cortadas por Spodoptera

frugiperda instars L3-L4 para os tratamentos avaliados em diferentes dias apos
infestagdo. Syngenta Seeds Ltda, 2007. '

DAI

Tratamento Média 4

— DAl 1 DAl 2 DAl 5 DAI 8 avaliagbes
Maximus Nao GM + TS1 138 a 138 a 208 a 346 a 208 a
Maximus Mir162 436 a 436 a 436 a 436 a 4,36 a
Maximus N3o GM + TS2 ' 417 a 416 a 493 a 562 a 472 a
Maximus N&o GM 67.88 b 87.32 ¢ 100.00 ¢ 100.00 ¢ 88.80 b
Média 1945 A 2431 B 2784 B 28.36 B

Medias com letras minlsculas diferentes na vertical € maiisculas na horizontal diferem-se entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

No conjunto, os resultadosb obtidos em experimentos realizados no Brasil, bem
como os estudos realizados em outros paises como os EUA e a Argentina, atestam que o
milho MIR162 controla os lepidépteros-praga avaliados de forma eficiente, protegendo a
cultura do milho contra o ataque das mesmas, durante todo o ciclo de desenvolvimento
dos hibridos MIR162. Desta forma, este evento representa uma importante opcdo ao
manejo integrado de pragas e evidencia o potencial de utilizagdo de hibridos de milho

“expressando a proteina Vip3Aa20para as condicoes de cultivo do Brasil.

3.4 Estudos de seguranca alimentar

O milho MIR162 contém o gene vip34a20 que codifica a proteina Vip3Aa20,
que confere resisténcia ao ataque de certos lepidopteros-praga, e o gene mand que
codifica a enzima fosfomanose isomerase (PMI), utilizada como marcador de sele¢50
durante o processo de transformagéo.

Diferentemente das proteinas cristais (Cry) de Bacillus thuringiensis, as proteinas
Vip sdo produzidas durante o crescimento vegetativo bacteriano e sfo secretadas como
proteinas soliveis em meio extracelular. As culturas de B. thuringiensis continuam
produzindo proteina Vip durante a fase estacionaria de crescimento e esporulagdo. Em
comparagdo as B-exotoxinas ndo-proteiniceas termoestaveis secretadas por cepas de B.
thuringiensis, as proteinas Vip sdo termolabeis (Lee et al., 2003). A variante Vip3Aa20
produzida pelo milho MIR162 tem um peso molecular de 89kDa e difere em dois

aminoédcidos quando comparada com a proteina nativa Vip3Aal (nas posigdes 129 e
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284). Uma outra variante desta proteina (Vip3Aal9) est4 presente em um produto da
Syngenta, algoddo COT102, aprovado nos Estados Unidos em 2005 para uso em
alimentag@o humana e animal e na Australia neste mesmo ano para alimentagdo huinana.
- A variante Vip3Aal9 difere da proteina nativa em um aminodcido na posigéo 284, e da
Vip3Aa20 em um aminoacido na posi¢do .129. A proteina Vip3Aa20 apresenta uma
sequéncia com homologia maior que 99.7% em relagdo a seqii€ncia da proteina nativa
Vip3Aal (anexo 1). |

Proteinas do tipo Vip jé foram identificadas em produtos inseticidas comerciais
utilizados nos Estados Unidos produzidos a partir de proteinas inseticidas de B.
thuringiensis. Estes produtos so utilizados no controle de lepidép’teros-praga em uma
grande variedade de cultivos, indicando que estas proteinas se encontram presenteé em
lavouras, bem como em produtos frescos, nos quais foram utilizados este grupo de
inseticida, | |

A proteina PMI (fosfomanose isomerase), por ser ubiqua em plantas e animais, é
encontradé_na_natureza_e_esté_pnes.ente -em_baixas._concentragdes na cadeia alimentar.
Proteinas j?l' foram detectadas em tabaco (Barb et al., 2002) e espécies de brassicas
(Chen et al., 1989), aséim como em sementes de soja e outras leguminosas (Lee ef al.,
1984). Genes que codificam proteinas PMI j& foram caracterizados em varios outros
organismos como bactérias, leveduras, ratos, suinos e humanos (Proudfoot et al., 1994a,
1994b; Davis et al., 2002) para os quais sdo essenciais.

A proteina PMI expressa no milho MIR162 tem peso molecular de aproximadamente
42.8kDa e 391 aminacidos. A PMI cataliza a conversdo de manose 6-fosfato e frutose 6-
fosfato e tem sido utilizada como um marcador de selegio em processos de diversas
espécies (Bojsen et al., 1997; Joersbo, et al., 1998; Negrotto et al., 2000). Células:
vegetais transformadas com o gene mand proveniente de E. coli sdo capazes de
sobreviver em meio de cultura contendo manose como Unica fonte de energia (Miles et
al., 1984). "Nesta mesma condigdo, células vegetais sem este gene ndo se
desenvolveriam.

Considerando que, para estudos de toxicologia ambiental e animal da proteina
purificada, a produgdo e extragio em grande escala das proteinas Vip3Aa20 e PMI

provenientes do milho MIR162 eram inviaveis, estas proteinas foram extraidas de E.

41



I et "
Syngenta Seeds /Y <
Liberagdo Comercial Milho MIR16

coli. Ensaios da caracterizagio e de anélises bioquimicas conduzidas a fim de
estabelecer a equivaléncia destes produtos obtidos a partir da planta e do
microorganismo den'?onstraram que as proteinas provenientes do milho MIR162 e
presentes nas substéncias-teste provenientes de E. coli sio bioquimicamente e
funcionalmente idénticas. Dessa forma, alguns estudos toxicolégicos foram baseados nas
seguintes substancias-teste produzidas por microorganismo:

MIR162Vip3A-106: foi realizado um estudo a fim de caracterizar a substincia-

teste MIR162VIP3A-0106, produzida por E. coli e determinar se esta proteina
Vip3Aa20 produzida por via microbiana era equivalente a proteina Vip3Aa20 expressa
no milho MIR162. A identidade da proteina Vip3Aa20 na substincia-teste
MIR162VIP3A-0106 foi confirmada por testes de imunorreatividade, peso molecular,
perfil de glicosilago e seqiiéncia de amino4cidos N-terminal. A concentragfo, pureza e
solubilidade da substincia-teste também foram avaliadas. A substincia-teste
MIR162VIP3A-0106 produzida por E. coli apresentou cerca de 84% por peso de
~Vip3Aa20-e solubilidade a-2.5 mg/ml em-10-mM Tris-HCHpH 10.5), 0.4 mM EDTA,
0.1% Tween® 20. Nio foi observada glicosilagdo da proteina Vip3Aa20 contida na
“substéncia-teste ¢ a sequéncia de aminoécidos N-terminal observada apresentou-se como
esperada. Na anélise comparativa entre a proteina Vip3Aa20 contida na substincia-teste
MIR162VIP3A-0106 e a produzida no milho MIR162, obtiveram-se o tamanho esperado
de aproximadamente 89kDa e reagdio imunolégica cruzada com o anticorpo Vip3A para
a proteina de ambas as fontes. Ambas apresentaram bioatividade similar a lagartas de
primeiro instar de S. frugiperda (lagarta do cartucho). A sequéncia de aminoacidos
esperada e a identidade da proteina Vip3Aa20 produzida no milho MIR162 e por via
microbiana foi confirmada para ambas as proteinas através da anélise de mapeamento de
massa peptidica em 40 e 45%, respectivamente. Com base nestes resultados, a proteina
Vip3Aa20 da substincia-teste produzida por E. coli e¢ pelo milho MIR162 sdo
bioquimicamente € funcionalmente equivalentes, indicando assim que os resultados
obtidos em estudos de seguranga alimentar com base nesta substincia-teste sdo

aplicaveis a proteina Vip3Aa20 expressa no milho MIR162.

PMI-0198: foi realizado um estudo comparativo envolvendo parimetros

bioquimicos e funcionais entre a enzima PMI (fosfomanose isomerase) expressa no
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milho MIR162 e a contida na substancia-teste PMI-0198, produzida por um sistema de
E. coli recombinante. Conforme resultados de Western Blot, a proteina de ambas as
fontes apresentaram peso molecular de aproximadamente 42.8kDa e ambas reagiram aos
anticorpos especificos, conforme esperado. As atividades enzimaticas especificas
apresentaram valores de comparagdo similares (a PMI oriunda do milho MIR162
apresentou atividade especifica de 55.5U/mg PMI e a proveniente de E. coli 33.2U/mg
PMI). Com base neste estudo comparativo, conclui-se que a proteina de ambas as fontes
, - sdo bioquimica e funcionalmente equivalentes e que os dados obtidos em estudos de‘
seguranga alimentar com base neéta substancia-teste sdio aplicaveis & proteina PMI

expressa no milho MIR162.

Este item 3.4 Seguranga Alimentar retine informagSes de estudos de seguranga

. alimentar, obtidas para as proteinas Vip3Aa20 e PMI expressas no milho MIR162,
incluindo: (1) informag3es sobre toxidez de cada uma das proteinas expressas no milho

MIR162; (2) informagSes sobre alergenicidade de cada uma das proteinas expressas no-

milho MIR162; 3) éspectos composicionais de forragem e grios do milho MIR162 e

efeitos da ingestdo em aves e mamiferos; e (4) informagdes sobre os niveis de cada

proteina nos tecidos da planta de milho MIR162.

3.4.1 InformagBes sobre toxicidade de cada uma das proteinas expressas no
milho MIR162

3.4.1.1 Estudo da homologia de Vip3Aa20 ¢ PMI com proteinas conhecidamente

toxicas

Para a avaliagio do potencial toxico das proteinas Vip3Aa20 e PML, foi realizada
- uma extensiva anlise in silico 'quanto a existéncia de homologia entre as seqiiéncias de
aminoédcidos destas proteinas com proteinas conhecidamente téxicas. Além disso, foi .

realizado um estudo de toxidez oral aguda em camundongos.

A sequéncia de 789 aminoécidos da proteina Vip3Aa20 e a seqiiéncia de 391
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aminoécidos contidos na proteina PMI foram comparadas com as seqiiéncias

depositadas no bando de dados de proteinas do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) (NCBI, 2007).

Foi utilizado o programa BLAST (Altschul et al., 1997) para pesquisar o banco
de dados de proteinas do NCBI, utilizando Vip3Aa20 e PMI como seqiiéncias de busca.
O banco de dados de proteina NCBI € um grande banco de dados publico contendo mais
de 5 milhdes de seqiiéncias e representando, portanto, uma boa fonte para identificar
qualquer homologia potencial com proteinas toxinas. O BLASTP ¢ o programa mais
frequentemente usado para a busca de seqiiéncias de proteinas para similaridade de
seqiiéncia. Todas as seqiiéncias do banco de dados com um valor esperado (E-value) de
10 ou menor foram identificadas por exclusio, pelo programa BLASTP. As
comparagdes entre proteinas altamente homélogas produzem valores de E préximos de
zero, indicando uma probabilidade muito baixa de que esses acertos possam ocorrer por
acaso. Reciprocamente, a probabilidade de que as similaridades das seqiiéncias de
-anminoacidos observadas effi urila busca fio banco dé dados ocorram por acaso aumenta
com valores mais altos de E (Ponting, 2001).

Com base nessa andlise foi possivel determinar se haviam proteinas com
sequéncia significativamente similares as proteinas expressas pelo milho MIR162 e se
alguma proteina \conhecida como toxica apresentava seqiiéncia significativamente
similar as das proteinas expressas pelo milho MIR162, o que poderia indicar um
potencial toxico para as protel’nas'Vip3Aa20'e PMI. Para avaliar a significancia de
seqiiéncias similares a Vip3Aa20 e PMI, buscas adicionais foram conduzidas usando
versdes com permutas na seqiiéncia de aminoacidos das duas proteinas. Cinco
seqliéncias permutadas diferentemente para cada uma das proteinas foram criadas
submetendo-se as seqiiéncias a permutas ao acaso, usando o Programa Protein do
Sequence Manipulation Suite 2 (Stothard, 2000).

Com a excego de outras proteinas vegetativas espeéiﬁcas para insetos, 0s
resultados da busca BLASTP n#o apresentaram homologia de seqiiéncia entre as
seqiiéncias de busca Vip3Aa20 e proteinas conhecidas como sendo toxinas (anexo 7).

A busca no banco de dados com a utilizagdo da seqiiéncia da proteina PMI

produiiu 332 entradas com valores de E significativos (anexo 8). Destas, 271 foram
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identificadas como enzimas fosfomanose conhecidas ou putativas (incluindo manose-6-
fosfato iso;herase -PMI- ¢ ManA) de 178 espécies e outras 60 entr.adas foram
identificadas como proteinas hipbtéticas ou corlno proteinas de 44 e'spécies; com fungéo
desconhecida. Uma seqiiéncia identificada foi ADP-L-glycero-D-manno-heptose-6-
epimerase (AGME) de Aspergillus terreus, com valor esperado (E) de 2 x 107!, AGME
pertence a familia de epimerases depehdentes de NADP que catalizam a interconverséo
ADP-D-glycero-D-malnnoheptose e ADP-L-glycero-D-mannoheptose (heptose). AGME
estd envolvida na biossintese de héptose, para a incorporagdo de liposacarideos que
formam a membrana externa da maioria das bactérias gram-negativas (Deacon et al.,

2000; Kneidinger et al., 2002; Valvano, 1999), ndio estando presente em células de

mamiferos (Deacon et al., 2000). AGME néo € conhecida como toxina.

3.4.1.2 Digestibilidade in vitro de Vip3Aa20 e PMI sob condigdes gastricas e

intestinais simuladas de mamiferos

+*

A suscetibilidade de Vip3Aa20 a degradagdo proteolitica foi avaliada por meio
de estudos utilizando-se fluido intestinal simulado (SIF) contendo pancreatina e fluido
gastrico simulado contendo j)epsina (SGF). A fonte de Vip3Aa20 (pesb molecular de 89
kDa) nestes estudos foi MIR162VIP3A-0106, uma substincia-teste produzida por
microorganismo conforme descrito anteriormente, sendo que nos estudos de SGF
também foi utilizada a proteina purificada a partir do milho MIR 162.

No estudo de SIF, Vip3Aa20 foi rapidamente degradada, uma vez que ndo foi
detectada nenhuma Vip3Aa20 intacta apéé 5 minutos de exposigéo ao SIF, conforme
avaliado por andlises de SDS-PAGE e Western blot.‘ Dois produtos de degradaggo de
Vip3Aa20 possuindo pesos moleculares de 62 e 55kDa foram detectdveis em
concentragdes baixas durante o tempo da inveétigac;ﬁo de 48 horas, pelas andlises de
SDS-PAGE e Western blot. Embora pequenos fragmentos protéicos de Vip3Aa20 eram
visiveis em baixas concentragdes apds 48h de incubagdo com SIF, a maior parte da
Vip3Aa20 foi rapidamente digerida. Na andlise de SGF, foi utilizada a proteina
Vip3Aa20 produzida em bactéria (MIR162VIP3A-0106) e proveniente de milho

MIR 162, as quais também apreéentafam rapida degradagdo. Através da analise Western
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Blot ndo foi detectada proteina intacta apds incubagdo em SGF por um minuto. Na
simulagéio utilizando-se Vip3Aa20 proveniente do milho .MIR162, um fragmento de
aproximadamente 60kDa, imunorreativo ao anticorpo Vip3Aa, provavelmente produto
da agdo da pepsina, foi detectado apés este periodo, porém este foi totalmente degradado
ap6s dois minutos de incubagdo em SGF. Além disso, uma banda difusa de baixo peSo
molecular (8 kDa) foi' observada apés um minuto de incubagdio em SGF. Este fragmento,
muito provavelmente um produto da atividade proteolitica da pepsina, apresentou uma
redugdo de intensidade ao longo do periodo de incubagdo. Os resultados dos estudos
com a proteina Vip3Aa20 permitem concluir que esta proteina serd prontémente
digerida, como qualquer outra proteina naturalmente presente na dieta, sob ambiente
gastro-intestinal tipico de mamiferos.

A susceptibilidade da proteina PMI & digestdo gastrica e intestinal também foi
avaliada por meio de SGF e SIF. A proteina utilizada nestes estudos foi produzida por
via microbiana (PMI-0198). A PMI foi rapidamente degradada em SGF, de forma que

~—néo-foi-identificada-na -amostra-retirada—no- primeiro-momento da' reagdo (tempo 0 da
reacfo). Assim como a VIP3Aa20, a PMI também aprésentou rapida degradagdo na
andlise SIF, ndo sendo detectada apds dois minutos de incubagdio a 37° C. A fim de ser
demonstrado o periodo de degradagéio da PMI, a concentragdo de pepsina na simulagéio
SGF foi reduzida a 0.0001X em relagdo & concentragdo padrdo. Nessa condigfio, a
proteina PMI e sua atividade enzimética ndio foram detectadas apés um periodo de
incubag@o de 10 minutos a 37° C. Estes resultados indicam que a proteina PMI expressa
nas plantas do milho MIR162 provavelmente serdo digeridas como qualquer outra
proteina naturalmente presente na dieta, sob condigdes géstricas tipicas de mamiferos.
Adicionalmente, mesmo que improvavelmente a proteina PMI sobreviva no ambiente

gastrico, esta serd rapidamente degradada no ambiente intestinal.

3.4.1.3 Estabilidade térmica das proteinas Vip3Aa20 e PMI

Com o objetivo de investigar o efeito da temperatura na estabilidade das
proteinas Vip3Aa20 e PMI, a Syngenta realizou estudos independentes para estas

proteinas.
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A atividade de Vip3Aa20 produzida via microbiana (MIR162VIP3A-0106) foi
determinada através de bioensaio com largartas de S. Jrugiperda (lagarta do cartucho).
Neste estudo, Vip3Aa20 foi exposta a vérias temperaturas [4 (controle), 25, 37, 65 ¢
95°C] por 30 min, enquanto que a perda da bioatividade foi determinada pelo efeito

inseticida sobre a lagarta do cartucho.

Os resultados do bioensaio com S. frugiperda demonstraram que a incubagdio de

Vip3Aa20 a 25°C e 37°C nio apresentou efeito significativo na bioatividade desta
proteina quando comparada com a.observada a 4°C. Simultaneamente, os controles
negativos (dietas tratadas com 4gua e com tampdo) néo apresentaram mortalidade. Os
dados obtidos neste estudo indicaram que a incubeig:ﬁo a partir de 65°C por 30 min
resulta em uma completa perda de bioatividade de Vip3Aa20 sobre S. frugiperda. Estes
resultados atestam que a proteina Vip3Aa20 pode ser considerada estavel ao
aquecimento até a temperatura de 37°C, mas ¢ instavel ao aquecimento sob temperaturas
iguais ou supefiores a 65°C. _

A estabilidade térmica para PMI também foi determinada na proteina expressa '
via microbiana (PMI-0198), por incubago em diversas temperaturas [4 (controle), 25,
37, 55, 65 e 95°C] por 30 min e posterior ayaliag:ﬁo da atividade enzimética e
imunoreatividade, détérminado por ELISA. Em condigdes de 25 e 37°C ndo houve efeito
significativo na atividade enzimética de PMI quando comparada ao controle (4° C). Em
ambiente de 55° C, houve uma perda de aproximadamente 57% da atividade enzimatica -
em comparagdo ao controle. A 65°C foi observado apenas 3% da atividade enzimética
em relagdo ao controle e uma perda completa da atividade a 95° C. Quanto a
imunorreatividade, houve pouca redugdo a 25° C, sendo que a 37, 55 e 65° C esta \
margem de perda aurhentou para 22, 34 e 78%, respectivamente, e praticamente
nenhuma imunorreatividade foi observada por ELISA em amostras submetidas a 95° C
por 30 minutos. Estes resultados indicam que a proteina PMI é termo-labil em

temperaturas a partir de 37°C.
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3.4.1.4 Estudo de toxidez aguda das proteinas expressas no milho MIR162 em

camundongos

t

Foram realizados estudos de toxidez aguda em camundohgos, com a
administragdo via oral das proteinas Vip3Aa20 e PMI, separadamente.

A proteina Vip3Aa20 produzida via microbiana (MIR162VIP3A-01‘06) foi
ministrada a grupos de machos e fémeas de camundongos, via oral (gavage). A
substéincia controle e o veiculo usado para a amostra de teste foi 6leo de milho. Devido
a baixa solubilidade da proteina em veiculos aquosos, o 6leo de milho foi escolhido
como veiculo e como substincia controle, uma vez que permitiu o alcance de uma
concentragdo mais alta da substincia-teste na suspensdio viscosa, aceitivel para a
dosagem. O nivel de dosagem de 1250mg de Vip3Aa20/kg foi selecionado por ser a
dose mais alta possivel, obtida devido a alta viscosidade da substincia-teste, em
preparagbes com 6leo de milho (50ml/kg de 25.0 mg/ml de prepérag:ﬁo pura). Como este

" volurie de"dosagem era muito alfo para ser administrado aos camundongos, através de
uma Unica dose, a administragdo foi efetuada em 2 doses de 2.5m1/100 g com 2 horas de
intervalo. Durante todo o estudo foram efetuadas observagdes clinicas, ¢ mediu-se o
peso corporal e consumo de alimento. No final do périodo programado do estudo (15 °
dia), os animais foram mortos e examinados post mortem. Amostras de sangue do
coragdo foram retiradas para avaliagfio da patologia clinica, assim como selecionou-se e
pesou-se orgéos e tecidos especificos que foram retirados para exame histopatolégico
subseqiiente.

A administragdo de 1250mg de Vip3Aa20/kg de peso corporal a camundongos
ndo produziu efeitos adversos que poderiam ser considerados como relacionados a
Vip3Aa20. Néo houve efeitos sobre a condigdo clinica, peso corporal, consumo de
alimentos, patologia clinica, peso dos 6rgos, patologia macroscépica e microscépica,
que possam ser considerados relacionados com Vip3Aa20. Detalhes deste estudo estiio
apresentados no anexo 9. ,

Em outro estudo, a proteina PMI também ndo apresentou efeitos toxicos agudos

em camundongos. A proteina PMI produzida por via microbiana (PMI-0198) foi

administrada em grupos de machos e fémeas por via oral (gavage), em concentrages de
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zero e 3030mg PMI/kg de peso éorporal em dose unica. A concentragio de 3030mg
PMI/kg foi utilizada por ser a maior dose fisicamente possivel de ser administrada ao0s
animais. Os animais foram observados por um periqdo de 14 dias ap6s a administra¢do
da dose. Efetuou-se observagdes clinicas, determinagdo de peso corporal e consumo de
alimento durante todo o estudo. No final do périodo programado do estudo (15° dia), os
animais foram mortos e examinados post mortem. Os érgios selecionados foram
pe_sados e tecidos especificos foram retirados 'para exame histopatoldgico subseqiiente.
Nio houve mortalidade ou sinais clinicos adversos decorrentes de toxidez. A
administragfo de 3030mg PMI/kg de ﬁeso corporal a camundongos néo produziu efeitos
- adversos que fossem considerados como relacionados 3 PMI. Ndo houve efeito sobre
peso corporal, peso dos érgdos ou patologia macroscopica, que pudessem ser

considerados relacionados com a administragdo em dose tnica da proteina PMI.

3.4.2 Informagdes sobre alergenicidad'e de cada uma das proteinas expressas no
milho MIR162 |

Com o objetivo de demonstrar que as proteinas presentes no milho MIR162,
Vip3Aa20 e PMI, ndo apresentam potencial alergéniéo, foi realizado um estudo sobre a
homologia entre a sequénéia destas proteinas e sequéncia de alergénicos conhecidos.

As seqﬁéncias de aminoacidos das proteinas Vip3Aa20 (789 aminodcidos;
nimero de acesso ABG20429 no NCBI, 2006) e PMI (391 aminoécidos; néimero de
acesso .AAA24‘109 no NCBI, 2006) foram comparadas com o Banco-de Dados de
Alergénicos da Syngenta Biotechnology Inc. (SBI). Este banco de dados ¢ atualizado
anualmente com a pesquisa nas ultimas atualizagdes dos bancos de dados piblicos de
proteinas, assim como nos bancos de dados SWISS-PROT e FARRP Alergénico, €
entradas adicionais identificadas na literatura cienﬁﬁca como alergénicos putativos, mas
que ndo sdo encontradas nos bancos de dados publicos. Uma lista de entradas de
seqiiéncias atualizadas € compilada, no entanto, sdo removidas as seqiiéncias
redundantes as existentes no banco de dados e o conjunto exclusivo remanescente de

seqliéncias atualizadas € acrescentado ao Banco de Dados de Alergénicos do SBI.
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Para ambas as proteinas .Vip3Aa20 e PMI, duas buscas diferentes foram
conduzidas para comparar a seqiiéncia de aminodcidos com as seqiiéncias do Banco de
Dados de Alergénicos do SBI. Em primeiro lugar, a homologia geral da seqiiéncia foi
examinada comparando peptideos seqiienciais de 80 aminoacidos de cada proteina
usando o algoritmo de busca FASTA (Pearson et al., 1988). Cada ‘janela’ sucessiva de
80 amino4cidos foi sobreposta pela janela anterior por um aminoacido, de tal modo que
cada peptideo se sobrepunha ao anterior por 79 aminoécidos. (Por exemplo, o primeiro
peptideo continha os residuos aminoacidos 1 — 80, o segundo continha os residuos
aminoécidos 2 — 81, etc.). Qualquer peptideo de 80 aminoacidos da seqiiéncia de busca
tendo identidade de aminoacidos maior que 35% com uma seqiiéncia alergénica foi
definido como tendo homologia significativa com a seqiiéncia alergénica (FAO/WHO,
2001). Na segunda busca, a seqiiéncia de amino4cido das proteinas Vip3Aa20 e PMI
foram verificadas para acertos de oito ou mais aminoécidos contiguos (Hileman et al.,

2002) usando um programa desenvolvido pela Syngenta que compara todas os possiveis

peptideos de oito aminoacidos contiguos entre a sequéncia de busca € as seqiiéncias
alergénicas do banco de Dados de Alergénicos do SBI .v O objetivo dessa andlise foi
verificar a existéncia de regies curtas e locais de identidade de amino4cidos que possam
indicar a presenga de epitopos comuns de ligagdo de IgE.

Apesar do uso de seis, sete ou oito aminoacidos em estudos de homologia de
alérgenos ser bastante discutido na literatura cientifica (Hileman et al., 2002; Stadler et
al., 2003), ainda néo ha um consenso e, portanto, a comissdo do Codex Alimentarius
(2003), um grupo intergovernamental cuja missdo é harmonizar padrdes para testes de
alimentos derivados da biotecnologia, recomenda que a extensdo de numero de
aminodcidos utilizados seja definida de forma que se minimize o potencial de resultados
falso-positivos e/ou falso-negativos. Stadler et al. (2003) demonstraram que a
recomendagdo da FAO/WHO para o uso de seis aminoacidos em estudos de homologia
redunda em resultados de baixa precisio, por outro lado, o uso de oito aminoacidos
contiguos reduz resultados falsos-positivos sem afetar a sensibilidade do estudo.

Os resultados dessas andlises nfio revelaram nenhuma homologia significativa de
seqiiéncia entre qualquer peptideo de 80 aminoacidos seqiiencial de Vip3Aa20 a

qualquer entrada do Banco de Dados de Alergénicos do SBI. Adicionalmente, ndo
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houve alinhamentos de oito ou mais aminoacidos idénticos contlguos entre V1p3Aa20 e
qualquer proteina do Banco de Dados de Alergénicos do SBI (anexo 10). .

Em relagdo 4 proteina PMI, os resultados dessas anélises revelaram que néo
houve semelhangé significativa entre quaisquer peptideos seqiienciais de 80 aminoacidos
desta proteina e quaisquer entradas do Banco de Dados de Alergénicos do SBI. Uma
busca em separado para homologia de sequencla com oito aminoacidos ou mais revelou
um Unico pareamento de oito aminoacidos entre PMI e um alergénico recentemente

- identificado, a-parvalbumma de'Rana sp. Entretanto, investigag:c“)es mais. profundas,
através da metodologia 1munologlca discriminatéria mais sensivel ndo resultou em
reat1v1dade cruzada entre PMI e o soro IgE do tnico individuo conhecido que
demonstrou alergia mediada por IgE a essa a-parvalbumina especifica. Para determinar
se os anticorpos IgE presentes nb soro desse paciente reconheceriam PMI, a Syngenta
enviou duas amostras de proteina para os pesquisadores que identificaram esse alérgeno
para analise de reatividade cruzada. O resultado da analise discriminatéria com soro ndo
demonstrou reatividade cruzada entre o soro IgE do paciente alérgico a proteina de ri e
PM], indicando que o soro IgE do paciente ndo reconhece qualquer porgdo da proteina
PMI como um epitopo alergénico. Portanto, o baixq grau de identidade de seqiiéncia
observado entre PMI e a-parvalbumina de Rana sﬁecies CH2001 néo € biologicamente

relevante (anexo ).

Al

3.4.3 Aspectos composicionais de forragem e grios do milho MIR162 e efeitos

da ingestdo em aves e mamiferos

3.4.3.1 Perfil composicional - ‘ T

Para o estudo de equivaléncia sulbstancial do milho MIR162, foi realizado um
perfil da composi¢do quimica da forragem e do grio em comparagio com sua versdo
isogénica ndo geneticamente modificada (GM) e outros hibridos comerciais ndo GM, a
fim de verificar se os niveis € Variagﬁo das caracteristicas apresentavam-se dentro da
ampiitude conhecida para essas ‘caracteristicas (Food Standards Agency, 2001). Este .

estudo foi realizado no Brasil, em liberagdo planejada no meio ambiente aprovada pela
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CTNBio (processo n°. 01200.003982/2005-11). | v

As avaliages foram realizadas em 2007, em delineamento de blocos
casualizados com trés repeticSes, nas Unidades de Pesquisa da Syngenta Seeds em
Uberlandia-MG e Iuiutaba-MG, locais representativos das condigdes edafo-climaticas do
Brasil. Neste estudo foram utilizados quatro tratamentos, sendo um hibrido de mitho
MIR162, seu correspondente isogénico ndo GM (convencional) e 2 hibridos comerciais
ndo GM. Adubagdo, controle de plantas invasoras e demais atividades de manejo foram
efetuados conforme procedimento normalmente utilizados nas condigées de cultivo no
pais, sob sistema de plantio direto.

Para os grios e forragem de milho foram avaliados os componentes
composicionais, minerais, aminoécidos e dcidos graxos. As anélises foram realizadas no
laboratorio TECAM Ltda (CQB 153/01). Para anélise de forragem, em cada local, foram
colhidas cinco plantas por repeticdo em cada tratamento, quando o material atingiu em
torno de 30 e 40% de matéria seca. As plantas foram trituradas em picadeira e
homogeneizadas para retirada de uma amostra de 500g por repeti¢io/tratamento. Para
analise de grios, foram améstradas 15 espigas quando estés atingiram umidade variando
de 18-24%. Apc’)s a secagem, as espigas foram debulhadas e hombgeneizadas'e destas
amostras uma sub-amostra de 500g/repetigio/tratamento foi enviada para analise. Foram
obtidas as médias absolutas entre as repeti¢des de cada tratamento por local, bem como a
média geral entre locais. '

As médias foram comparadas com é amplitude de-variagdo definida pelo ILSI
(2004) para cada pardmetro avaliado. Conforme o conceito de equivaléncia substancial
da OECD (2002), se demonstrado que um novo alimento ou seu .componente ¢
substancialmente equivalente a um outro existente, ele pode ser tratado da mesma
maneira quanto a seguranga, considerando que a demonstragio de equivaléncia ndo é
uma avaliagdo de seguranga em si, mas uma abordagem para comparar o novo alimento
com seu equivalente convencional.

Os valores médios observados nas analises composicionais de gréos e forragem
para os quatro tratamentos, bem como a amplitude de variagdo para os parimetros
estudados segundo ILSI (2004), é apresentado no anexo 12. Foi observado que tanto

para forragem quanto para grios, o milho MIR162 apresentou valores semelhantes ao
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respectivo hibrido isogénico ndo GM (convencional), bem como aos hibridos comerciais
convencionais, para todos os pardmetros avaliados. Todos os valores observados,
independente do paridmetro avaliacio e do tratamento, estavam dentro da amplitude
descrita pelo International Life Science Institute (www.cropcomposition.org).

Andlises composicionais do milho MIR162 também foram fealizadas nos
Estados Unidos em 2005. Amostras de forragem e grio do milho MIR162 e da
respectiva versdo isogénica ndo GM foram coletadas em diferentes locais em 2005. Os
valores comparativos observados apresentaram se dentro da faixa de variagdo relatada
para milho na literatura (ILSI, 2006 OECD, 2002). '

O conjunto das andlises realizadas nestes estudos indica que nenhum padrdo
consistente emergiu, para sugerir que mudangas biolégicas significativas na composigio
ou no valor nutritivo do grdo e da forragem do milho MIR162 tenham ocorrido como
resultado ndo intencional da 'transforma.c;ﬁo ou da expressdo dos transgenes vip34a20 e
manA.

3.4.3.2 Ocorréncia de micotoxinas no milho MIR 162

Lavouras de milho estdo sujeitas a infecg:éo pbr fungos t6xicos no periodo pré-
colheita. Os fungos mais-encontrados sdo Aspergillus flavus, Fusarium verticillioides
(moniliforme) e_Diplodia spp. A presenca de micotoxinas em alimentos ¢ ‘alvo de
regulamentagdo tendo em vista seus conhecidos efeitos carcinogéniéos € tdxicos a seres
humanos e animais. A quantidade méxima tolerada em milho contaminado com
fumonisinas € cerca de 2ppm (FDA, 2001), enquanto que para aflatoxinas o limite de
tolerdncia para a alimentagiio humana e animal é de 20ppb (Ministério da Satde, 1998;
FDA, 2000).

Com a adogdio do uso de milho geneticamente modificado resistente a insetos
(milho Bt) nos Estados Unidos e outros paises, observou-se um efeito indirefo que ¢ a
redugao da contaminagéo de graos deste cereal por fungos que produzem micotoxinas.
Micotoxinas sfo metabdlitos secunddrios de fungos que colonizam cereais € um dos
fatores que contribuem para a colonizagdo por estes fungos é o dano causado por insetos

nas espigas, além dos préprios insetos servirem como vetores para os esporos fiingicos



g

Syngenta See:

(Wu, 2007).

Com o objetiyo de verificar a ({>corréncia de contaminagio por micqtoxin‘as no
milho MIR162, foi realizado um estudo no Brasil, em liberagdo planejada no meio
ambiente aprovada pela CTNBio (processo n°. 01200.003982/2005-11). As avaliagdes
foram realizadas em experimento instalado em 2007, nas Unidades de Pesquisa da
Syngenta Seeds em Uberlandia-MG e Ttuiutaba-MG. Foram avaliados um hibrido de
milho MIR162 e sua réspectiva versdp isogénica ndo GM. Adubago, controle de plantas
invasoras e demais .atividades de manejo foram realizadas conforme procedimentos
normalmente utilizados nas condigdes de cultivo no pais, sob sistema de plantio direto.
Foram obtidos dados para percentagem de grios ardidos, quebrados e furados. As
andlises \de aflatoxinas e fumonisinas foram realizadas por cromatografia. Os resultados
indicaram que em ambos os locais, a ocorréncia de grios danificados (ardidos,
quebrados e. furados) foi menor no milho MIR162 do que na sua versdo ndo
geneticamente modificada. Observou-se ainda uma relagéo positiva entre qualidade de
‘graos € redugdo dos niveis de fumonisina, na qual o milho MIR162, por apresentar

menor incidéncia de gréos daniﬁcadoé, apresentou menor concentragdo desta
| micotoxina. Os resultados completos obtidos neste estudo estdo apresentados no anexo
13.

3.4.3.3 Efeito da ingestdo do milho MIR162 em mamiferos \

Foi realizado um estudo de alimentagio em ratos com ragdo contendo milho
MIR 162, visando avaliar a o efeito dos gréos de milho GM sobre ratos machos e fémeas
quando incorporados & dieta, por um periodo de 90 dias consecutivos (anexo 14). Este
estudo foi elaborado porque a rota primaria da provével exposi¢do potencial & proteina
Vip3Aa20 ao homem e outros mamiferos, ser4 através da dieta. Grupos de doze machos
e doze fémeas de ratos foram alimentados com dietas que continham gréos de milho
MIR162 a 10.0% ou 41.5%p/p, por pelo menos 90 dias consecutivos, assim como um
grupo controle alimentado com ragdo com as mesmas propor¢des de milho ndo

geneticamente modificado. O nivel baixo (10.0%p/p) representando o equivalente ao
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consumo dietético huinano de milho. O nivel mais alto (41.5%p/p) foi selecionado
como a dose maxima possivel que nfo resultasse em’desequilibrio nutricional nos
animais (Barnes, 2004). Durante todo o estudo foram realizadas observagdes clinicas,
medig8io do pesos corporais € do consumo de alimento, além da realizagdo de uma
bateria de observagdes funcionais de testes e atividade motora na ultima semana do
estudo (13 semana). Em todos os animais fealizou—se um exame oftalmoscépico pré-
estudo € na 13* semana. No fim do periodo programado, os animais foram sacrificados e
examinados post mortem. Amostras de sangue do coragdo foram tomadas para patologia
clinica, assim como os 6rgios e tecidos selecionados foram pesados e coletados para
exame histopatologico subseqiiente, respectivamente. ‘ -

_ A incorporagdo de gréos de milho MIR162 nas dietas nas proporgdes de 10 ou
41.5% p/p € o fornecimento dessas dietas aos ratos por pelo menos 90 dias consecutivos
- néo produziram efeitos no peso corporal, consumo de alimento, condi¢Ses clinicas,
patologia clinica, peso dos érgos ou histopatologia, que fossem considerados como
atribuiveis 4 inclusdio de grios de milho MIR162 na dieta. A satide dos ratos foi
satisfatéfia e ndo houve evidéncia de doenga ou infecgio 'que possam ter comprometido

a interpretagdo dos resultados.

3.4.3.4 Efeito da ingestfio do milho MIR162 em aves

Apesar de ser considerado um constituinte basico na alimentagio humana, o uso
principal do milho nos paises produtores é na alimentagfio animal. No Brasil, a situagfio
¢ a similar, isto ¢, 60 a 80% do milho produzido no pais ¢é utilizado na alimentagdo
animal e 11% € consumido pela industria, com finalidades diversas. A produgéo de
ragdes para producdo de frangos de corte utiliza grande parte da produgio de milho no
pais, devido ao regime alimentar em sistema de confinamento, que visa atingir alto
ganho de peso dos frahgos em curto espago de tempo.

Assim, considerando a importéncia do milho na produgio de frangos de corte foi
realizado um estudo para verificar se o uso de milho MIR162 em ragdes poderia
produzir efeito adverso na sobrevivéncia, ‘crescimento, conversio de energia e

caracteristicas de carcaga, quando comparado ao uso de milho ndo geneticamente

55



r. r

Syngenta Seeds
- Libera¢@o Comercial Milho MIR162

modificado (GM). Neste estudo, frangos machos e fémeas foram alimentados por 44
dias com trés tipos de ragio (equivalente a trés tratamentos): ragio preparada com milho
MIR162, ragédo prepérada com milho isogénico ndo GM e ragdo preparada com milho
comercial. O balango de aminoécidos nos trés tratamentos foi similar. No entanto, a
percentagem de proteina bruta ¢ energia metabolizavel variaram. Tendo em vista que o
crescimento de frangos ¢ sensivel ao contetido na dieta, foi efetuado um balango
nutricional visando diluir a diferenga entre as ra¢des utilizadas.

O crescimento das aves foi conforme o esperado e o peso corporal ao final do
experimento néo apresentou diferenga estatistica significativa, quando comparadas as
aves que receberani ragdo contendo milho MIR162, com as aves correspondentes que
receberam ragdo contendo milho na versdo isogénica nio GM. Para os trés tratamentos
usados no estudo, as aves macho apresentaram maior indice de conversdo de energia,
conforme esperado. No entanto, a taxa de conversdo de energia entre aves alimentadas
com ragio de milho MIR162 e ndo GM, ndo apresentou diferenca estatitica significativa.

~A-sobrevivéncia-dos- animais ao longo-do—estudo—foi-conforme—esperada; ndo sendo

observado nenhum efeito na mortalidade devido a ingestﬁo de ragdio contendo milho

MIR162. O consumo desta ragéo também ndo afetou a produgdio de carcaga, tanto em
machos como em fémeas. Ao final do estudo, amostras das\'rag:é‘)es utilizadas ao longo do
experimento foram analisadas quanto a presenga das proteinas Vip3Aa20 e PMI.
Embora em concentragSes menores do que no griio bruto utilizado na elaboragio da
ragdo (Vip3Aa20 a 72.59ug/g de peso fresco e PMI a 0.78ug/g de peso fresco), as

proteinas apresentaram concentrages na dieta que variaram 12.26 a 17.59ug/g de peso

fresco para Vip3Aa20 e 0.24 to 0.31pg/g dé peso fresco para PMI. Detalhes deste estudo
estdo apresentados no anexo 15. '
Resumindo, as aves alimentadas com ragfio contendo milho MIR162 ndo
apresentaram alteragdes em sua sobrevivéncia, crescimento e eficiéncia da conversdo de
energia. A dieta contendo ragdo com milho MIR162 permitiu o crescimento rapido das
aves, alta conversdo de energia e baixos niveis de mortalidade, como esperado
normalmente na criagéo de frangos de corte. Da mesma forma, com base em resultados
obtidos em estudos do efeito da proteina Vip3A em frangos de corte, Brake ez al. (2005)

concluiram que a ingestdo de milho geneticamente modificado que expressa esta
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proteina ndo resulta em efeito deletério no desempenho da produgéo destas aves.

3.4.4 Niveis das proteinas Vip3Aa20 e PMI nos tecidos da planta de milho
MIR162

Os niveis de éoncentfac;ﬁo das proteinas Vip3Aa20 e PMI foram determinados
em hibrido de milho MIR162 tropiéal, desenvolvido para cultivo nas condi¢des edafo- |
climaticas brasileiras. As concehtrag:(”)es de Vip3Aa20 e PMI foram determinadas por
meio do ensaio imunoenzimatico (ELISA) em diferentes tecidos e em quatro estadios do
desenvolvimento das pléntas, cultivadas nas localidades de Uberlandia-MG e Ituiutaba-
MG, sob a’permissio da CTNBio processo n°. 01200.003982/2005-11. Tecidos do
respectivo  hibrido  isogénico ndo GM (convencional) foram coletados
concomitantemente e suBmetidos as mesmas andlises quantitativas, visando confirmar a
auséncia de expressdo das proteinas geneticamente modificadas e interferéncia de outras
substincias. Com base nestas andlises, verificou-se que concentragdes mensuraveis da
proteina Vip3Aa20 foram detectadas em todos os tecidos analisados provenientes do
hibrido de milho MIR162 tropical. Em geral, as concentragdes de Vip3Aa20 foram
semelhantes entre as amostras coletadas nos dois locais avaliados. A proteina PMI foi
detectada em concentragdes mensurdveis na maioria dos tecidos analisados. As
concentragdes de PMI foram semelhantes entre as ambstras coletadas nos dois locais
avaliados. Os valores médios de concentragdo das proteinas Vip3Aa20 e PMI nos dois
locais, para os diferentes tecidos analisados, esto descritos nas tabelas 15 e 16 a seguir.

Detalhes deste estudo estdo apresentados no anexo 16.
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Tabela 15. Concentragdo média de proteina Vip3Aa20 com base no peso seco nos
diferentes tecidos provenientes das plantas MIR 162, cultivados em dois locals no Brasﬂ
Syngenta Seeds Ltda, 2007.

Tecido avaliado/Estadio de Valor médio de Vip3Aa20 (ug/g PS*)
avaiacfio Cartucho Antese Maturidade da Senescéncia
: semente

Folha , 96,66 153,98 20,67 434
Raiz . 46,83 26,57 10,90 13,99

Parte interna do colmo " NA . 43,38 15,40 NA
Griio NA NA 60,48 - 61,33
Estilo-estigma NA 184,05 NA NA

Pélen NA 26,59 " NA NA

Planta inteira 93,85 . 76,18 36,09 25,0

*1g/g PS = Micrograma por grama de peso seco; NA = Ndo avaliado

Tabela 16. Concentragdo média da proteina PMI com base no peso seco nos diferentes
—_tecidos_provenientes_das_plantas MIR162, cultivados em_dois.locais no Brasil. Syngenta
Seeds Ltda, 2007.

Tecido analisado/estadio de Valor médio de PMI (ug/g PS*)
desenvolvimento Cartucho . Antese Maturidade da Senescéncia
- semente

Folha 4,80 7,06 0,27 <LD

Raiz 2,40 1,12 0,39 - 0,88

* Parte interna do colmo " NA 2,22 0,53 NA
Grio NA NA 131 1,05
Estilo-estigma NA 197 NA ' NA

Pélen NA 270 NA ‘ NA

Planta inteira 3,68 3,57 0,99 ‘ 0,89

*1g/g PS = Micrograma por grama de peso seco; NA = Nio avaliado; <LD = Abaixo de limite de detecgéio

N

3.5 Estudos do efeito da proteina Vip3A sobre diversos organismos

O evento MIR162 contém o gene vip34a20 o qual expressa uma proteina
variante da proteina inseticida nativa Vip3Aal de Bacillus thuringiensis cepa AB88, e

apresenta propriedade inseticida contra certos lepidopteros-praga da cultura do milho. O
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evento contém ainda o gene mand, utilizado como marcador de selegdo ao longo do
processo de transformag&o, que codifica a enzima fosfomanose isomerase (PMI).

A Syngenta conduziu estudos para avaliar o efeito da proteina Vip3Aa em
diversos organismos néo-alvo e/ou indicadores. A exposi¢do dos organismos ndo-alvo
e/ou indicadores em estudos laboratoriais foi utilizada objetivando estimar o risco de
exposi¢do ao milho MIR]§2 sob condiges de cultivo. Nos estudos conduzidos e
reportédos aqui, foram utilizadas variantes da proteina Vip3Aa em virias espécies
representantes dos organismos que n3o sdo alvo (ONA) do efeito da exposigio a
Vip3Aa20 expressa no milho MIR162. Em cada estudo, uma espécie caracteristica foi
exposta a uma Unica concentragdo ou dose da Vip3Aa. Os resultados dos estudos néo
apresentaram nenhum efeito prejudicial & exposigéo foi observado em quaisquer destes
estudos, além disso, nas espécies avaliadas a concentragdo da Vip3Aa utilizada pode ser

interpretada como o valor minimo de concentragdo de efeito néo observavel (NOECQ).

3.5.1 Re<1lmodassubsténcia_s_de-teste« — R

Dez espécies representa‘mtes de grupos de ONA potencialmente expostos a
Vip3Aa20 expressa no milho MIR162 foram expostos & Vip3Aa em condigdes de
laboratdrio. Diversas substincias teste, contendo diferentes variantes da Vip3Aa, foram
utilizadas para os estudos dos ONA. A origem da Variante da Vip3Aa utilizada em cada
estudo € resumida na Tabela 17. Para os estudos nos quais foi utilizada uma variante que
ndo a Vip3Aa20 do*milho MIR162, uma breve descrigido da substincia-teste &

apresentada a seguir.
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Tabela 17. Substancias-teste utilizadas nos estudos de seguranga ambiental do milho
MIR162.

Substancia- Cédigo da ' [ ]de .
teste substincia-teste Fonte Vip3Aa Espécie testada
PHOPACHA-0199 ‘
\ 83.8 Daphni
‘ ' Pélen de milho hele apnia magna.,
PHOPACHA-0100 ICP-4 - Colleomegilla maculata
' 144.8ug/g Chrysoperla carnea
LPPACHA-0199
Vip3Aal9 ) 3640ug/g Eisenia foetida
Folha de milho . .
LLPACHA-0100 ICP-4
86.7ug/g Folsomia candida
PFFKPACHA-0100 3 i
' Gréo de milho 7.10pg/g Ictaluris punctatus
_ ICP-4
VIP3A-0104 Orius insidiosus
. . 631mg/g
Vip3Aal9 E. coli Chrysoperla carnea
purificada VIP3A-0204 recombinante Coccinella
' 897mg/g
septempunctata
Vip3Aa20 VIP3A-0106 E. coli 840mgle Apis mellifera
purificada recombinante g Aleochara bilineata

Substéncias-teste PHOPACHA-0199 ¢ PHOPACHA-0100: trata-se de polen
coletado de plantas de linhagens de milho homozigéticas para o transgene vip34al9,

expre.ssav no milho ICP-4 (Pacha) e também no algoddo (COT102). A diferenca da

concentragdo de proteina no pdlen nas duas substincias-testes (PHOPACHA-0199 e
PHOPACHA-0100) é em decorréncia da origem das plantas (tabela 1'7), ou seja, 0
pOlen de plantas de linhagens de milho geneticamente modificado continha
,concéntrac;(”)es mais altas de proteina do‘ que o pdlen de plantas de hibridos, pois as
plantas hibridas s3o heterozigéticas para o transgene. Portanto, o uso de poélen de
_plantas de linhagens endogdmicas representa uma exposi¢io que excegie a cbndig:ﬁo de
maxima exposi¢do potencial em.relag:ﬁ‘o a proteina Vip3A.

Substéncia-teste LPPACHA-0199: trata-se de proteina de folha de milho

concentrada com Vip3Aal9 que foi preparada extraindo-se proteina de cinco folhas de

plantas de hibridos de milho geneticamente modificado e concentrada por precipitagéo

60



Syngenta Seeds
Liberag@o Comercial Mitho MIR162

com sulfato de aménio seguida de dialise para remogdo dos sais, seguida de liofilizagéo
do material para produgéo de um fino p6 de proteina.
Substéncia-teste LLPACHA-0100: trata-se de folhas de hibridos de milho

expressando a proteina Vip3Aal9 que foram coletadas em plantas cultivadas no campo,

reduzidas a p6 em nitrogénio liquido e liofilizadas. O material resultante foi designado
substincia-teste LLPACHA-0100. |
Substancia-teste PFEKPACHA-0100: trata-se de grdo coletado de plantas de

linhagens de milho contendo o gene vip34al9, usados para preparar racdo de peixes
com finalidade experimental no estudo com bagres. 4

Substéncia-teste VIP3A-0104: trata-se de material obtido a partir de um sistema

recombinante de E. coli, para uso em estudos de biosseguranga. A caracterizagio desta
substancia-teste, que contém a proteina inseticida vegetativa expressa pelo gene
vip34al9, foi realizada com base na sua pureza, integridade a bioatividade inseticida em
larvas da lagarta do cartucho, S. frugiperda. Observou-se que VIP3A-0104 manteve a

B jtixidade inseticida_contra a lagarta_ do_ cartucho.. _A_pureza .da -substéncia-teste,

determinada por andlise densitométrica, foi de aproximadamente 63.1% de Vip3Aal9.
Anélises Western Blot indicaram peso molecular esperado de 89kDa.

Substancia-teste VIP3A-0204: trata-se de material obtido a partir de um sistema

recombinante de E. coli, para uso em estudos de biosseguranga. A caracterizagio desta
'substéncia-teste, que contém a proteina inseticida vegetativa expressa pelo gene
vip3A4al9, foi realizada com base na sua pureza, integridade a bioatividade inseticida em
lagartas neonatas da lagarta do cartucho, S. frugiperda. Observou-se que VIP3A-0204
manteve a atividade inseticida contra larvas de lagarta do cartucho. A pureza da
substancia-teste é de aproximadamente 92% de Vip3Aa. Anélises de Western Blot
resultaram indicaram peso molecular de 89kDa, similar a Vip3Aa.

Substéncia-teste MIR162Vip3A-106: trata-se de material obtido a partir de um ‘

sistema recombinante de E. coli e que foi caracterizado visando determinar se a proteina
Vip3Aa20 produzida por via microbiana era equivalente a proteina Vip3Aa20 expressa
no milho MIR162. A identidade da proteina Vip3Aa20 na substincia-teste
MIR162VIP3A-0106 foi confirmada por testes de imunorreatividade, peso molecular,

perfil de glicosilagdo e seqiiéncia de aminoacidos N-terminal. A concentragfio, pureza e
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solubilidade da substincia-teste também foram avaliadas. N&#o foi observada
glicosilagdo da proteina Vip3Aa20 contida na substincia-teste e a sequéncia de
aminodcidos N-terminal observada apresentou-se como esperada. - Na anlise
comparativa entre a proteina Vip3Aa20 contida na substincia-teste MIR162VIP3A-0106
e a produzida no milho MIR162, obtiveram-se o tamanho esperado de aproximadamente
89kDa e reagéo imunolégica cruzada com o anticorpo Vip3A para a proteina de ambas
as fontes. Ambas aprésentaram bioatividade similar a lagartas de primeiro instar de S.
Jrugiperda (lagarta do cartucho). A anilise de mapeamento de massa peptidica da
proteina de Vip3Aa20 produzida no milho MIR162 e por via microbiana confirmou em
40 e 45%, respectivamente, a sequéncia de aminoécidos esperada e também confirmou a
identidade de ambas as proteinas. Com base nestes resultados, a proteina Vip3Aa20 da
substéncia-teste produzida por E. coli e pelo milho MIR162 sdo bioquimicamente e
funcionalmente equivalentes, indicando assim que os resultados obtidos em estudos de
biosseguranga com base nesta substdncia-teste sio aplicaveis a proteina Vip3Aa20

expressa no milho MIR162, .

Em relagdo as substéncias-teste utilizadas para estudos de seguranga ambiental,
as propriedades funcionais e bioquimicas da proteina Vip3Aa20 foram comparadas a
variante Vip3Aal9 em estudos de equivaléncia, tendo em vista a necessidade do uso
desta ultima em estudos de biosseguranga do milho MIR162. Estas proteinas diferem em
apenas um aminoécido. Apresentam peso molecular semelhante, ¢ ambas apresentam
perfis de mobilidade eletroforética e imunoreatividade similares. Adicionalmente,

nenhuma destas variantes é glicosilada (anexo 1).

A selegfo das substancias-teste e sua utilizagdo nos estudos de biosseguranga, foi
definida com base na rota mais provével de exposigio do organismo em teste (por
exemplo, o representante aquatico Daphnia magna foi exposto ao pélen porque este é o
tecido de milho mais provével de entrar no ambiente aquético). Antes de ser usada em
qualquer estudo, cada amostra da substancia teste foi avaliada em uma espécie sensivel a
proteina inseticida (a saber, lagartas do cartucho) para confirmar a atividade inseticida.
Adicionalmente, a concentragdo da proteina na substincia-teste foi determinada por
ELISA e por Western Blot. Apos cada estudo, a atividade inseticida da substéncia-teste,

sua concentragdo e integridade foram verificadas novamente para confirmar a
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estabilidade durante o armazenamento.

Todos os estudos que usaram substincias-teste provenientes de milho que
expressa a proteina também incluiram milho nﬁo GM como controle, usando o mesmo
veiculo utilizado para a substéncia-teste. A maioria dos estudos também incluiu
controles negativos que ndo eram expostos a nenhuma substancia-teste ou de referéncia,
mantidos sob as mesmas condi¢des. Procedimentos apropriados foram empregados para
manter a estabilidade dos materiais antes de €Xposi¢do aos organismos-teste.
Delineamentos apropriados (por e>.<emplo, designagdo ao acaso de organismos aos
grupos de teste) foram empregados para prevenir desvios no delineamento dos testes e
organismos doentes ou com injurias foram excluidos dos estudos. Os organismos de
teste foram mantidos sob condigdes ambientais de laboratério apropriadaé para a

espécie.

3.5.2 Efeito da proteina Vip3A em Daphnia magna

A exposigdo potencial de organismos aquaticos poderia ocorrer através de pélen
de milho MIR162 levado pelo vento para ambientes de 4gua doce, tais como agudes,
lagos, etc. Foi conduzido um estudo com renovagdo estatica de 48 horas com pélen de
uma linhagem de milho que expressa a proteina Vip3Aal9 e pélen de linhagem de milho
isogénico ndo GM (controle) em Daphnia magna (pulga d’4gua), de acordo com a
Diretriz N° 72.2 do EPA-EUA. Estimou-se que a substéncia-teste continha cerca de
83.8ug de proteina/g (83.8ppm), medidos por ELISA. Os daphinideos, com menos de

. 24 horas de vida no inicio do estudo, foram expostos a uma Unica concentragdo de teste
ou controle de 120mg de pélen/litro de agua. Este nivel foi escolhido como a
concentragdo méxima possivel de téste, porque concentfagﬁes mais altas de pdlen de
milho controle foram associadas com redugdes ina‘cv;_eﬂité\(eism_rml»om_'_51‘_1:\{91____ de oxigénio

" dissolvido nos recipientes de criagdo. Um grupo de controle negativo n3o recebeu

tratamento na 4gua, sendo tratados de forma similar. Cada grupo de teste ou controle

consistiu em trés repeti¢des de recipientes com 10 daphnideos cada, num total de 30

daphnideos/grupo de tratamento. Nenhuma dieta suplementar foi fornecida aos
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daphnideos durante o periodo de exposigdo. Os daphnideos foram expostos por 48 horas
com renovagdo completa das suspensdes de teste e controle apés 24 horas. Cada
recipiente de exposigéo foi aerado durante o periodo de exposigdo. |

A sobrevivéncia foi de 100% em todas as repetigdes para os grupos de pélen de
linhagem GM, de pélen de linhagem controle, e grupos de controle negativo. Todos os
daphnideos apresentaram comportamento normal duranteA o estudo, ndo sendo
observadas nenhuma imobilizag:ﬁo ou sinais subletais de toxidez. N&o houve diferenga
na concentragdo de oxigénio dissolvido e no pH da 4gua de criagfo entre os grupos teste
e controle. Apds 48 horas, a ECso baseada na imobilizagdo foi >120mg de pélen/litro

para ambos os grupos de pélen GM e controle.

3.5.3 Efeito da proteina Vip3A em joaninhas (Coleomegilla maculata)

O estudo foi conduzido visando avaliar a possibilidade de toxidez dietaria
cronica com a utilizagdo da substincia-teste PHOPACHA-0100 (pélen) em
Coleomegilla maculata adultos, de acordo com a Diretriz N° 885:4340 do EPA-EUA
OPPTS. C. maculata (Joaninha de manchas rosadas, também conhecida como joaninha
de doze manchas), um predador generalista, ¢ uma espécie apropriada para testes porque
comumente ocorre em lavouras de milho e sabe-se que esta espécie se alimenta de pélen
de milho e de pélen de outras espécies de plantas. As joaninhas adultas, com 8 — 9 dias
de idade no inicio do estudo, receberam por um periodo de 21 dias, pélen de linhagens
de milho expressando a proteina Vip3Aal9 ou pélen de linhagens de milho controle
misturados com uma dieta comercial para alimentar joaninhas, equivalente a 5% da dieta
em peso. A concentragdo de Vip3Aal9 no pélen teste foi estimada por ELISA em
144.8pg de proteina/g de polen. Para manter a estabilidade da proteina Vip3A na dieta,
diariamente, pequenas aliquotas de dieta era fornecida as joaninhas, consistindo de uma
mistura de pélen/dieta que foram preparadas e armazenadas por congelamento. Um
grupo controle negativo recebeu apenas dieta, sem acréscimo de pélen.» Um grupo
controle positivo recebeu uma dieta contendo cerca de S0mg de Tiodicarb/kg de dieta.
(O inseticida Tiodicarb ¢é ativo primariamente por ingestio). Cada tratamento constou de

trés repeti¢des de 25 joaninhas cada, em um total de 75 joaninhas por tratamento. Todos
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0s grupos tiveram acesso continuo 4 4gua deionizada. No término do estudo de 21 dias,
a sobrevivéncia média foi de 93% entre as joaninhas que receberam dietas contendo a -
substancia-teste PHOPACHA-0100, 92% entre as que receberam pélen de linhagens de
milho controle, e 97% entre as do grupo controle negativo que recebeu apenas a dieta.
A diferenca na sobrevivéncia das joaninhas nos grupos de tratamento e controle ndo foi
estatisticamente significativa e a NOEC foi de pelo menos 7,24pg de Vip3Aal9/g da
dieta (Teixeira, 2002a). Nio foi xobservada nenhuma diferenga estatisticamente
significativa na sobrevivéncia média das joaninhas, excéto na cok/nparacﬁo quando
comparou-s¢ o grupo controle positivo do Tiodicarb, no qual as joaninhas néo
sobreviveram apés. 21 dias de exposi¢do. No estudo, nenhum efeito adverso foi
observado nas joaninhas que consumiram dietas contendo 5% poélen da substincia-teste
PHOPACHA-0100. | |

A concentragdio de Vip3Aa20 determinada em plen de milho MIR162 (tabela 3
do anexo 16) foi de 16,89ug /g de peso fresco e, portanto a concentragdo da vproteina a

qual estes insetos_foram_expostos foi bastante_representativa. Assim_sendo,. apesar do

- pélen usado nas dietas estér diluido, o fato das joaninhas terem sido expostas por um
periodo de 21 dias no estudo, & uma concentragio na dieta de proteina Vip3A
semelhante a que encontrariam se sua dieta consistisse inteiramente de pdlen fresco de
hibridos de milho GM durante o periodo de exposigéo, pode-se inferir que o pdlen de
milho MIR162 nédo representa perigo para as joaninhas. ' C. maculata ¢ um organismo
generalista quanto ao habito aliméntar, e sob condig¢des de campo ndo € provavel que
ocorra a exposi¢do através da alimentag¢fo continua somente com pélen de milho GM
por 21 dias. A exposigdo ao pélen aplicadas neste estudo provavelmente excedem a
exposigdo potencial ao pélen de hibridos de milho GM a outros coccinelideos benéficos,
mesmo sabendo que C. maculata consome mais pélen de milho do que outras espécies

de coccinelideos.

3.5.4 Efeitos da Vip3A em crisopaé (Chrysoperla carnea)

Os estudos de seguran¢a ambiental foram realizados em crisopas em fase adulta e
larval. - ‘
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3.5.4.1 Efeitos da Vip3A em crisopas (Chrysoperla carnea) adultas

Conduziu-se um estudo para avaliar a toxidez de pélen de linhagens de milho que
expressam a proteina Vip3Aal9 a Chrysoperla carnea (crisopideos) adultos, de acordo
com a diretriz N° 885.4340 do US EPA OPPTS. C. carnea, um inseto benéfico, é uma
espécie apropriada para testes porque ocorre comumente nos campos de milho. Além
disso, sabe-se que os adultos se alimentam de p6len de milho, de outros pOlens, néctars e
exudados de insetos. Os crisopideos adultos apresentavam 2 — 4 dias de idade no inicio
do estudo. Os grupos de crisopideos receberam a substancia-teste PHOPACHA-0100, por
um periodo de 13 dias ou uma dieta contendo substituto de pélen na proporgéo de 15% da
dieta em peso fresco. A concentragdo da proteina foi estimada por ELISA em cerca de
144.8ug de proteina Vip3Aal9/g de pélen. Para manter a estabilidade da proteina na

__dieta, os crisopideos receberam diariamente dieta fresca. A dieta fornecida era
proveniente de misturas de p6len/dieta que haviam sido preparadas e armazenadas por
congelamento em pequenas aliquotas. Um grupo controle negativo recebeu dieta
suplementada com 15% BEE-PRO® substituto de pélen no lugar de 15% de polen de
milho na dieta de outros grupos de teste. Um grupo controle positivo recebeu 100 — 500
ppm de Tiodicarb/kg de dieta. Cada tratamento constou de trés fepetigc‘ies de 25
crisopideos cada, num total de 75 crisopideos por tratamento. Todos os grupos tinham
acesso continuo a -4dgua deionizada. Ovos produzidos durante o estudo foram
regularmente removidos dos recipientes de criago.

Ao término do estudo que foi de 13 dias, a sobrevivéncia média foi 99% entre os
crisopideos que receberam dietas contendo a substéncia-teste, 97% entre aqueles que
receberam dietas contendo pélen de linhagens de milho controle, € 99% no grupo
controle negativo que recebeu dieta suplementada com substituto de pélen em vez de
polen de milho. Nenhuma diferenga estatisticamente significativa entre as médias de
sobrevivéncia foi observada, exceto na comparagio com o grupo controle positivo de
Tiodicarb, no qual a sobrevivéncia média foi de 45%. Foram coletados ovos em todos

os recipientes das repetigSes para todos os tratamentos durante o estudo até o término do
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teste. Antes do término do experimento em todos os recipientes de criagdo as formas
jovens estavam se alimentando ativamente. Os ovos eclodiram e as formas jovens se

alimentaram com a substancna—teste

Nenhum efeito adverso foi observado nos crisopideos adultos que consumiram as

dietas contendo 15% da substancia-teste ou pélen de linhagem de milho controle por' 13
dias. A diferenga na sobrevivéncia entre os grupos de controle e tratamento ndo foi
estatisticamente significativa, ¢ a NOEC foi considerada como sendo de, no minimo,
21,7pg de Vip3Aal9/g da dieta (Teixeira, 2002b).

- A concentragdio de Vip3Aa20 observadas em pélen de milho MIR162 (tabela 3
do anexo 16) foi de 16,89ug /g de peso fresco, indicando que a concentragdo da proteina
a qual estes insetos foram expostos foi bastante representativa. Apesar da ‘dilui¢do’ da
substéncia-teste na dieta artificial, os crisopideos foram expostos por 13 dias a cerca de 8
vezes a concentragdo na dieta de proteina Vip3Aa20 que estariam expostos se sua
alimentagdo consistisse exclusivamente de pélen fresco de hibridos de milho MIR162.

Além disso, pelo fato de C. carnea néo se alimentar somente de pélen, é improvéavel que

o cenario de alimentago continua com pélen de milho MIR162 por 13 dias ocorra em

condi¢des de campo.

3.5.4.2 Efeitos da Vip3A em larvas da crisopa (Chrysoperla carnea)

~ As larvas das crisopas (Chrysoperla carnea) de dois a trés dias também foram
expostas & Vip3Aal9 através da substancia-teste-microbiana VIP3A-0104. A substancia
“teste foi dissolvida em SOmM de tampéo de Tris-HCI (pH 9. 5) e incorporada em uma
dieta artificial baseada em carne a 7250ug de Vip3Aal9/g da dieta. O controle negatlvo
foi tratado com dieta com apenas Tris-HCL. Os grupos de tratamento e controle foram
alimentados diariamente por 30 dias ou até atingirem a fase adulta.

Apos 30 dias, entre os grupos de tratamento e o controle negativo analisados ndo foi
observada diferenga estatisticamente significativa; entretanto, a mortalidade observada
no controle foi superior ao critério padrio de validagdo (20%) (Vogt et al., 2000); a
~ mortalidade do controle permaneceu dentro do critério padrﬁo de validaggo até o 21° dia.
A Norma do OPPTS 885.4340 (conforme o EPA dos EUA, ‘1996) para os testes dos
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pesticidas microbianos indica que os testes devem ser finalizados quando a mortalidadé
do controle exceder 20%; a mortalidade do controle ainda permanecia dentro dessa
norma até o 14° dia . No 14° ¢ 21° dia, as diferengas entre os grupos do controle negativo
e de tratamento ndo foram estatisticamente significativas. Os 14° e 21° dia representam
as fases do desenvolvimento da larva, e, portanto, os dados podem ser considerados
como uma avaliagdo rigorosa da toxicidade da Vip3Aal9 nas crisopas. Estudos por
ELISA, Western Bloi e um bioensaio com lagarta da beterraba (Spodoptera exigua)

demonstraram que a Vip3Aal9 estava presente na dieta na concentragdo nominal.

3.5.5 Efeitos da Vip3A em minhocas (Eisenia foetida)

Foi ‘ conduzido em laboratério um estudo de toxidez aguda de 14 dias
examinando os efeitos da proteina Vip3A sobre minhocas. As minhocas foram
colocadas em um meio de solo artificial definido no qual a proteina presente na folha do

—milho enriquecida com Vip3Aal9-—(substincia-teste LPPACHA=0199) ou proteina de
folha de ‘milho controle foi acrescentada em uma _&)Héentrag:ﬁo de 1000mg de
substancia-teste ou controle/kg de solo (peso seco).” Um grupo controle negativo foi
exposto a solo artificial, sem o acréscimo de proteina de folha de milho. Estima-se quea
substéncia-teste continha 0.36% de proteina Vip3Aal9 em peso, determinado por
ELISA. Cada grupo de teste ou controle consistiu de quatro repeticdes contendo dez
minhocas por repeti¢do, em um total de 40 minhocas/ grupo de tratamento. No término
do estudo apds 14 dias, a sobrevivéncia das minhocas foi de 100% em todas as
repeticdes expostas & substincia-teste ou proteina de folha de milho controle, € nos
grupos controle negativo. Nenhum comportamento anormal ou sinais de intoxicagéo
ocorreu durante as observagdo semanais (7° e 14° dia) em qualquer dos grupos de teste.

- A anélise do peso das minhocas dos grupos expostos a substincia-teste ou controle, ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa antes ou depois da exposigéo durante os
14 dias do ensaio. A umidade do solo, pH e temperatura ndo eram diferentes entre os
grupos tratados com a proteina de folha de milho de teste ou controle. Para verificagio

da sanidade das minhocas, bem como da sensibilidade esperada no delineamento

experimental, foi conduzido um teste com um controle positivo de referéncia usando-se
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cloroacetamida, um téxico conhecido. Um bioensaio com lagarta-rosca (4grotis ipsilon),
conduzido paralelamente, demonstrou que a V1p3Aa19 estava presente no solo tratado

com o milho que expressa esta proteina.

3.5.6 Efeitos. da Vip3A nos colémbolos Folsomia candzda (Collembola:

Isotomldae)

Foi realizado em laboratério um estudo de sobrevivéncia cronica de 28 dias e
reprodugéio em Folsomia candida (Collembola: Isotomidae). Em condi¢es de campo,
F. candida se alimenta de fungos de solo associados com matéria vegetal em
decomposigio, ¢ também podem consumir nematéides (Lee ef al., 1996). Para
determinar os efeitos potenciais do milho MIR162 nesses organismos, colémbolas
Jjuvenis foram expostas a dietas contendo a substincia-teste LLPACHA-0100. Os

colémbolas foram cultivados em frascos com um substrato composto de uma mistura de

massa de Paris, carvéo ativado e 4gua destilada (8:1:7; p/p/v). Grupos de controle
negativo receberam dieta consistindo de levedo de cerveja umedecida até formar uma
pasta com 4gua destilada (1.5:1; p/v) e aplicado a superficie do substrato. Os grupos de
teste receberam uma dieta consistindo de uma mistura igual de folhas de milho que
expressa a proteina Vip3Aal9 liofilizadas e levedo de cerveja (1:1; p/p), misturados até
formar uma pasta com agua destilada (2.5ml de agua/g de mistura de levedo e folha). O
material de teste de proteina de folha continha aproximadamente 86.7ug de Vip3Aal9/ g,
em estimativa por ELISA. Com base no peso fresco, isso equivale a aproximadamente
13 vezes mais que as concentragdes médias de Vip3Aa20 diretamente medidas em
folhas senescentes de hibridos de milho MIR162 (tabela 4 do anexo 16).

Com base nessa determiﬁag:ﬁo, a concentragdo na dieta-teste dos colémbolas foi
de aproximadamente 43,4ppm. Da mesma maneira, os grupos controle receberam dietas
contendo a mesma proporgédo de folhas liofilizadas e pulverizadas de plantés de hibridos
de milho isogénicos e ndo transgénicos. Grupos controle positivo receberam Tiodicarb a
500ppm na dieta; o Tiodicarb foi dissolvido em 4gua destilada, que foi entfio misturada
com levedo de cerveja na mesma proporgdo de agua e levedo, como usado nas dietas

teste. . Foram realizados ensaios com quatro repetiges por grupo de tratamento, com 10
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colémbolas juvenis (10 - 12 dias de idade) por repetigéo, num total de 40 colémbolas por
grupo. Diariamente foi acrescentada dieta fresca contendo a mistura apropriada de teste
ou controle, nas mesmas concentragdes. Quando necessirio, 4gua destilada foi
adicionada a superficie do substrato para manter umidade suficiente.

Ap6s 28 dias de exposicdo, a sobrevivéncia média entre os colémbolas adultos (que
haviam amadurecido ‘a partir das formas juvenis) foi de 80 + 2.4% no grupo de controle
negativo, 83 + 1.5% no grupo de teste com a substéncia-teste, e 83 + 1.5% no grupo de
milho controle; estas diferengas entré taxas de sobrevivéncia ndo foram estatisticamente
significativas. A sobrevivéncia média no grupo de controle positivo foi de 0.3 + 0.5% e
¢ significativamente menor, estatisticamente, que cada uma dos outro trés grupos. O
numero médio de colémbolas juvenis recuperados (resultantes de ovos produzidos pelos.
Juvenis originais por partenogénese) foi de 218.5 + 146.2 no grupo de controle negativo,
416.5 £ 117.0 no grupo que recebeu a substancia-teste, € 533.0 + 11.1 no grupo de milho
controle. A reprodugo ndo foi estatisticamente diferente entre os grupos que receberam
a substéncia-teste e controle negativo.' Enffetanto, a reprodugdo em ambos os grupos
que receberam material de folhas de milho foi significativamente maior,
estatisticamente, que no grupo controle negativo, possivelmente devido a aumento de
nutrientes na dieta pela adigio de folhas de milho. O ntimero médio de juvenis
recuperados no grupo de controle positivo de Tiodicarb foi de 3.8 + 4.5, e
significativamente mais baixo, estatisticamente, que o dos outros trés grupos de
tratamento. A proteina Vip3Aal9 néo teve impacto detectavel na sobrevivéncia ou na

reprodugéo dos colémbolas apds 28 dias de exposigfio continua.

3.5.7 Efeitos da Vip3A em bagres (Ictalurus punctatus)

Uma dieta comercial de peixes foi formulada usando-se componentes-padriio de
ragdes e a substéncia-teste FFKPACHA-0100. A substincia-teste representava 50% da
dieta de teste em peso; esta porcentagem era cerca de 25% mais alta que a proporgdo de
grdos de milho que seria tipicamente incluida numa ragio para bagre. Durante a

preparagdo da ragdo de peixes, em vez de permitir a extrusdo e peletizagio da ragdo
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misturada usando-se métodos comerciais de produgdo tipicos, de larga escala que geram
calor de aproximadamente 66 - 138°C, optou-se por peletizar a ragdio usando-se uma

breve exposi¢do a ca'l.or relativamente leve (aprox. 50 - 55°C). Essa “peletizagéo a frio”

serviu para minimizar a degradagio de Vip3Aal9. A ragio de peixes controle foi

preparada da mesma maneira, usando-se grios de uma linhagem de milho que era
isogénica a linhagem que originou a substincia-teste. Estimou-se que a ragdo de teste
continha, medido por ELISA, cerca de 7.1ug de Vip3Aal9/g de rago. |

‘O estudo de 30 dias com bégres, espécie de agua doce comumente utilizada para
testes com estes fins, foi conduzido de acordo com a dirétriz ASTME 729-88 ¢ a diretriz
N° 885.4200 dos EUA, espeéiﬁcamente com base no Guia de Testes de Pesticidas

Microbianos do EPA. Trés repetigdes, constando de aqudrios repetidos foram

estabelecidos para cada um dos dois tipos de ragdio. Cada aquario continha 10 peixes,

num total de 30 peixes por tipo de ragdo. No inicio do estudo, determinou-se o peso dos
peixes, tanto no grupo da dieta contendo a substincia-teste, quanto do grupo da dieta
controle que foi de aproximadamente 1.8g/peixe (média individual em peso timido dos
peixes). A taxa de fluxo da 4gua do aquério consistiu de seis renovagdes nos tanques
por dia. A ragfo foi fornecida trés vezes ao dia, nﬁma proporgdo qué correspondia a 6%
do total da biomassa di4ria de cada aquario. No 15° dia do teste, todos os peixes foram

pesados novamente e a quantidade de ragdo ajustada para o novo total de biomassa por

aquario. Durante o estudo de alimentago, a 4gua dos aquarios néo apresentou alteragdo -

do pH medido, da concentragdo de oxigénio dissolvido, nem da temperatura nos
aquarios, pelo uso da ragdo de peixes contendo a substincia-teste ou da rag@o de milho
controle, permanecendo dentro de amplitudes aceitéveis para a sobrevivéncia do bagre.
Ap6s 30 dias, ndo houve diferengas estatisticamente significativas no aumento da média
do peso umido para os bagres em ambos os grupos de dieta; o ganho de peso foi de
1.5g/peixe. Nenhuma anormalidade foi observada entre os bagres'durante o estudo, com
excegdo de um peixe em uma repeticdo do grupo de milho controle, que morreu no

ultimo dia do estudo.
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3.5.8 Efeitos da Vip3A no predador Orius (Orius insidiosus)

O segundo instar do Orius insidiosus foi exposto & Vip3Aal9 por meio da

substéncia-teste VIP3A-0104. A substéncia-teste foi dissolvida em 50mM de tampdo de v

Tris-HCI (pH 9.5) e incorporada em uma dieta artificial contendo figado e 7250pg de
Vip3Aal9/g na dieta, enquanto que a dieta do controle negativo foi tratada com Tris-
HCI apenas. Diariamente os grupo$ de tratamento e controle foram administrados com
uma dieta fresca por um periodo de 21 dias ou até que se tornarem adultos. A diferenga
na sobrevivéncia entre os grupos de tratamento e controle ndo foi estatisticamente
significativa. Concomitantemente, demonstrou-se, através de ELISA, Western Blot e
bioensaios com a lagarta da beterraba (S. exigua), que a Vip3Aal9 estava presente na

dieta sob concentragéio mencionada.

3.5.9 Efeitos da Vip3Aal9 em joaninhas (Coccinella Septempunctata) B

Joaninhas adultas (Co'ccinella septempunctata) de trés a sete dias foram expostas a
Vip3Aal9 por meio da substﬁnéia-teste VIP3A-0204. A substéncia-teste foi dissolvida
em 50mM do tampéo de Tris-HCI (pH 9.5) antes de ser adicionada a dieta de 50% de
sucrose € 7250ug de Vip3Aal9/g da dieta. A dieta do controle negativo Compreexidia
apenas a sucrose. Diariamente os grupos de tratamento e controle foram ahmentados
com dleta fresca. A diferenga na sobrev1ven01a entre os grupos de tratamento e controle

. néo f01 estatisticamente significativa.

3.5.10 Efeitos da Vip3Aa20 em abelhas (4pis mellifera)

Neste; ensaio, as abelhas (4pis néellifera) foram expostas & Vip3Aa20 por meio da
substancia- teste MIR162VIP3A-0106 segundo protocolo proposto por Oomen et al.
(1992). A substancia-teste foi dissolvidd em 50 mM do tamp@o de Tris-HCI (pH 9.5) e

adicionada a dieta de 50% de solugdo de sucrose sob concentragdes de 50, 200 e 500pg
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de Vip3Aa20/g da dieta; essas concentragSes representavam aproximadamente 1,4 e 10
vezes a concentragdo da Vip3Aa20 no pélen do MIR162. O controle negativo era
alimentado com dietg de 50% da solugdo de sucrose em 50 mM do tamp56 de Tris-HCl.
As abelhas-operdrias coletaram solugdes de sucrose e alimentaram a prole. Os resultados v
demonstraram vque ndo houve diferenca estatisticamente significativa na sobrevivéncia,
ap0s 24 dias entre a prole nas colméias expostas a dieta tratada com MIR162VIP3A-
0106 e a prole nas colméias expostas  dieta do controle negativo em qualquer estagio de

desenvolvimento. Detalhes deste estudo estdo apresentados no anexo 17.

3.5.11 Efeitos da Vip3Aa20 em besouros esfalinideos (4leochara bilineata)

Os besouros esfalinideos adultos (4leochara bilineata) foram expostos a Vip3Aa20 |
por mejo da substincia-teste MIR162VIP3A-0106 segundo o protocolo de Grimm et al.
(2000). O grupo de tratamento foi alimentado com uma' dieta com carne que continha
595,2ug de MIR162VIP3A-0106/g na. dieta. O grup(’i de controle negativo foi
alimentado com dieta tratada com tampdo utilizado para diésolver a MIR162VIP3A-
0106. Diariamente foi fornecida dieta fresca. Ap6s 35 dias, os besouros puderam viver
como parasita na pupa da mosca da cebola (Delia antiqua). O numero da prole adulta
_dos besouros expostos as dietas teste foi monitorado até a emergéncia média de 2
besouros por dia. O nimero de besouros que emergiramv do grupo tratado,com a
substéncia-teste ndo foi estatisficamente diferente daquele do grupo de controle. Além
disso, através de bioensaios com a lagarta do cartucho (S. frugiperda), ELISA, e
Western blot demonstrou-se que a Vip3Aa20 estava presente na dieta na concentragéo

determinada.

- 3.5.12 Resumo das margens de exposigio

As espécies utilizadas nos estudos em ONA foram expostas a uma variedade de

substancias-teste, sendo que as variantes e concentragdes da Vip3Aa estéio apresentadas

’
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na Tabela 17. Esses estudos sdo aplicaveis & seguranga ambiental do milho MIR162,
devido & similaridade da Vip3Aa da substéncila-teéte e a Vip3Aa20 presente no milho
- MIR162. Além disso, foi demonstrado pof. Graser et al., (2006) a -equivaléncia
bioquimica e funcional da Vip3Aal9 e Vip3Aa20 (anexo 1). As proteinas mencionadas,
possuem o mesmo peso molecular estimado que ¢ de aproximadamente 89kDa e reagem
imunologicamente com o mesmo anticorpo anti-Vip3Aa, conforme demonstrado pela
andlise de Western Blot. Ndo hé evidéncia da glicosilagdo pds-translacional da
Vip3Aal9 ou Vip3Aa20 produzida a partir do milho MIR162 ou por micrcgorganismo.
A bioatividade da Vip3Aa20 do milho MIR162 e Vip3Aal9 produzidas na E coli
recombinante € similar, com valores LCso comparaveis em estudos com a lagarta do
cartucho (S. frugiperda). Corroborando com o que foi acima descrito, Privalle (2002b)
demonstrou a equivaléncia da proteina obtidas por via microbiana bem como do milho
geneticamente modificado.

Néo foram observados efeitos adversos em nenhum dos estudos conduzidos onde
ocorreu a exposi¢do de diversos ONA a Vip3Aa. Além dissd,' a concentréc;ﬁo da Vip3A
nos estudos foi considerada suficiente para atingir as margens de exposi¢do dos
organismos ndo-alvo estudados.

A comparagédo dos dados de exposicéo e dos riscos corrobora a hipétese de que a’
~ Vip3Aa20 ndo € prejudicial aos ONA nas concentragdes provaveis que resultem do
cultivo do MIR162, e apresenta evidéncia de que a Vip3Aa20 no milho MIR162 néo teréd

efeitos prejudiciais sobre as populagdes dos ONA potencialmente expostos.

3.5.13 Avaliagfo da influéncia do milho MIR162 sobre a comunidade de insetos

em ambientes do Brasil

Foi realizadd no Brasil em 2007, um estudo visando avaliar a inﬂuéncié do milho
geneticamente modificado (GM) sobre a comunidade de insetos para verificar a
possibilidade de interferéncia destas plantas sobre as pragas primérias de solo e parte
aérea e sobre as pragas secundérias (Processo ne.01200.003982/2005-11 e sob licenga de
coleta expedida pelo IBAMA no 24/07 de 01/02/2007). Este estudo consistiu na

e

74

Q



Syngenta Seeds
Liberagdo Comercial Milho MIR162

comparagdo do milho MIR162 e seu hibrido isogénico. Os experimentos foram
conduzidos na Unidade de Pesquisa da Syngenta Seeds em Uberlandia/MG e na
Unidade de Apoio a Pesquisa em Ituiutaba/MG (CQB 001/96). Cada 4rea consistiu em
uma parcela de milho hibrido MIR 162, milho hibrido Bt 11 ¢ outra de milho hibrido
néo GM isogénico aos hibridos Bt11 e ao MIR 162. O manejo da cultura foi realizado
seguindo as recomendagles técnicas de cultivo de milho. Além disso, devido as
caracteristicas do ensaio adotou-se delineamento experimental inteiramente ao acaso. Os
dados coletados foram submetidos a testes estatisticos para verificagio de
homocedasticidade e independéncia dos erros experimentais. Ap6s avaliar os resultados
obtidos, definiu-se as andlises estatisticas, paramétrica ou ndo, mais adequadas.
Paralelamente foram aplicadas anélises faunisticas e anélises de agrupamentos aos dados
de coleta.

Neste estudo, a amostragem foi realizada quinzenalmente a partir de 3 dias da
emergéncia do milho em 10 pontos escolhidos ao acaso, com base no programa de
_amostragem de Lasley et al. (1986). Em _cada ponto_de amostragem foram utilizadas as
seguintes armadilhas: luminosa, algapo, bandeja, cartdo adesivo e rede de varredura.
Além da coleta de insetos por meio das armadilhas, foram realizadas avaliagdes nas
plantas de milho nas 4reas experimentais. Esta avaliagdo foi efetuada quinzenalmente
"em dez (10) plantas e/ou espigas em cada ponto de amostragem, de acordo com o
estagio fenolégico da'cultura. Nesta avaliagdo foi analisada a quantidade e a presenga do
inimigo natural Doru luteipes (tesourinhas). Adicionalmente, foram realizadas coletas de
solo nos tratamentos usados em cada uma das unidades, tanto na época de plantio quanto
na época da colheita do milho. Em cada tratamento foram coletadas 10 amostras de solo
na camada de 0-20 cm. Também foram anotados os dados climéticos de temperatura,
precipitagdo e umidade.

Todos os insetos coletados foram transportados em frascos devidamente
etiquetados para o laboratério (UniCEUB -~ Brasilia/DF), onde foi realizada a triagem do
material, ou seja, os insetos foram separados, contados, montados, etiquetados e
depositados em uma coleg@io. A identificagdo dos espécimes foi procedida em nivel de
género e/ou espécie ou de morfoespécie, por meio de dados da literatura cientifica de

cada grupo de organismo, por comparagio com espécimes de museu (Colegdes
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Cientificas) ou por especialistas. Apés a identificagdio, foi realizada uma anélise
faunistica para selecionar as espécies de insetos predominantes. A entomofauna foi
medida por meio do calculo dos indices de constincia, dominancia, abundancia e
freqiiéncia, sendo que a constancia representa a % de espécies que estdo presentes nos
levantamentos. A dominancia é definida como a agdio exercida pelos organismos
dominantes de uma comunidade e a abundéncia refere-se ao niamero de individuos por
unidade de superﬁcie' ou volume e varia no espago e no tempo. Ja a freqiiéncia ¢é a
porcentagem de individuos de uma espécie em relagdo ao total de individuos. A
diversidade de espécies nas reas experimentais foi analisada por meio da sua riqueza
(niimero total de espécies em cada area) e pela equitabilidade (como a abundéancia de
espécies esta distribuida entre as espécies). Para a delimitagio das comunidades foi
calculado o indice de similaridade (I) e a porcentagem de similaridade (%S). O indice de
similaridade indica a semelhanga entre duas comunidades em termos de composigdo de
espécies que foi calculado pelo método proposto por Mountford citado por Silveira Neto
et al. (1976). A porcentagem de similaridade foi calculada segundo Southwood (1971).
Nas condigdes em que foram realizados os experimentos em Uberlandia/MG e
Ituiutaba/MG em 2007 e com as armadilhas e anélises utilizadas pode-se concluir que o
milho geneticamente modificado MIR 162 ndo apresenta efeito adverso sobre a
comunidade de insetos ou sobre o predador Doru luteipes ou artrépodes de solo. O relato

deste estudo est4 apresentado no anexo 18 deste processo.

3.5.14 Degradagéo da proteina Vip3A em solos do Brasil

Foi realizado um estudo sobre a degradag@o de Vip em solos brasileiros e norte-
americanos, a fim de verificar o periodo de duragdo da atividade biolégica da proteina.

Para este estudo foram coletados solos de diferentes regides do Brasil,
representando os diferentes tipos encontrados no pais: Uberldndia-MG (latossolo
vermelho-amarelo argiloso-arenoso), Cascavel-PR (podzélico vermelho-amarelo) e
Matdo-SP (podzélico vermelho-amarelo). Além destes, foi incluido no estudo um solo

proveniente de Illinois-EUA e um solo artificial com propriedades correspondentes aos
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sugeridos pela norma da OECD para testes de ‘toxicidade em organismos de solo
(OECD, 1984). Os quatro solos naturais apresentaram tex'tura, pH, contetdo de argila,
capacidade de troca catidnica e biomassa diversas, confirmando que estes solos
utilizados foram representativos da diversidade de solos agricultaveis (anexo 19).

Nestes ‘solos, incorporou-se a proteiﬁa Vip3A em concentragdes de 16mg e
4mg/g de peso seco, representando uma proporgio bastante elevada em relagéo ao nivel
de proteina que se espera ser incorporada ao solo em decorréncia do cultivo do milho
MIR162. A proteina utilizada foi extraida do milho geneticamente modificado que
expressa a variante Vip3Aal9, que difere da proteina Vip3Aa20 do milho MIR162 em
um aminoacido na posicdo 129. Esta diferenga néo interfere na especificidade da toxina,
jaque este aminodcido ¢ perdido durante a fase proteolitica no meio intestinal do inseto.

Definiu-se a meia-vida da proteina no solo com- base na mortalidade do
lepidoptero Agrotis ipsilon, quando exposto aos solos contendo a proteina. Observou-se
neste estudo, um réapido declinio em todos os tipos'de solos testados, com base na
mortalidade do inseto utilizado como indicador da atividade inseticida. Com base nestes
resultados, a meia-vida da proteina, ou seja, o tempo necéssério para dissipagdo de 50%
da sua atividade ‘biologica, variou de 6.0 a 12.6 dias entre os diferentes solos nas
diferentes concentragdes testadas. No solo pro?enienfé de Cascavel-PR, representando o
tipo podzélico vermelho-ar’narelo, a meia-vida foi estimada em 12.6 dias; no solo de
_Uberlandia-MG (latossolo vermelho-amarelo argiloso-arenoso), a meia-vida estimada
foi de 6,6 dias e no solo proveniente de Mat&o-SP (podzélico vermelho-amarelo), a
estimativa foi de 7 dias.

" Estes resultados indicam que a proteina Vip3A é degradavel em solos naturais e
sendo assim, acredita-se que apds o cultivo do milho MIR162 em solos l;rasileiros, 0s
residuos da proteina Vip3Aa20 serdo degradafdos conforme o pa_ldré'io observado no
estudo. ' l

-

3.6 Fluxo génico e potencial de transferéncia horizontal de genes

3.6.1 Fluxo génico para espécies selvagens -

O milho (Zea mays ssp. mays) se hibridiza com um grupo de téxons
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coletivamente chamados de teosinto. Os diversos tipos de teosinto sdo classificados
como subespécies de Zea mays, considerando que outras espécies sdo referidas como
espécies separadas de Zea. As espécies de teosinto sdo nativas da América Central e co-
existiram com o milho cultivado por diversas centenas de anos. Elas permaneceram
geneticamente distintas das variedades cultivadas, apesar da introgressdo ocasional
(EPA/ EUA, 2001; Baltazar et al., 2005). As espécies de teosinto ndo sio nativas do
Brasil. Espécies de teosinto sio cultivadas nos jardins botanicos dos Estados Unidos da
América, porém o pélen, como o do milho, é pesado e de vida relativamente curta
(Byrne et al, 2003; Devos et al., 2005).

As espécies dos géneros Tripsacum sdo consideradas parentes proximas das
espécies Zea e algumas teorias afirmam que uma espécie de Tripsacum pode ser
descendente do milho doméstico através da hibridizagio e introgressdo com teosinto
(Poggio et al., 2005). Os melhoristas de milho véem o género Tripsacum como uma
fonte potencial de genes uteis para o melhoramento que visa resisténcia 2 doenga e
- toleréneia-a-seca (OECD;2003)-¢; portanto; umresforgo substancial foi feito para obter e
caracterizar os hibridos de mitho X Tripsacum. Os hibridos entre o milho'e as espécies
de Tripsacum séo dificeis de se obter fora do laboratério ou estufa e sdo sempre
esterilizados. Apenas um registro existe de um hibrido polinizado entre Zea e
Tripsacum, que envolvia espécies nativas na Guatemala. Apés a consulta com
melhoristas de gramineas forrageiras, concluiu-se que a chance da introgressio natural
dos genes do mitho para Tripsacum era ‘extremamente remota’ € nenhuma outra espécie
nos EUA continental produziria hibridos com o milho comercial (EPA, 2001).

As evidéncias obtidas ao longo dos estudos realizados indicam uma baixa
probabilidade de transferéncia do gene vip34a20 do milho MIR162 para espécies
selvagens. Tripsacum dactyloides é uma planta difundida, porém ndo se hibridiza
- rapidamente com o milho, e a probabilidade do retrocruzamento ou da prole F, dos
hibridos de Tripsacum X Zea a ser produzida no campo é considerada insignificante.
Portanto, ndo se espera que a Vip3Aa20 se difunda a partir do cultivo de milho MIR162

e persista no ambiente como resultado do fluxo génico.
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3.6.2 Potencial para a transferéncia horizontal de genes ‘

A agéncia americana de meio-ambiente (EPA) realizou recentemente uma
andlise extensiva de informag:ées relevantes sobre 0s possiveis riscos da transferéncia
horizontal de gene (HGT) das plantas GM para os microrganismos do- solo. Nessa
reavaliagfio os estudos revisados ndo indicaram evidéncia para a HGT sob as condigdes
de campo (EPA, 2001). Conner et al. (2003) também- analfsaram a literatura e
descobriram poucos exemplos em que o HGT foi demonstrado de modo convincente, no
entanto para essa ocorréncia depénde da homologia artificial, da alta seqiiéncia entre o
transgene e o receptor potencial (De Vries ef al., 2001). Devido ao fato dos cédons no
vip3420 terem sido otimizados para expressdo nas plantas, é muito provavel que o gene
aprésente baixa homologia de. seqiiéncia com os genes dos microrganismos de solo;
consequentemente a probabilidade de HGT do vip34a20 do milho MIR162 para os
microrganismos de Solo pode ser considerada improvavel.

Caso houvesse a probabilidade da HGT ocorrer, a expressdo da Vip3Aa20 ¢
considerada improvavel devido: (1) o uso do c6don no milho MIR162 ¢ otimizado para
expressdo nas plantas e ndo em microrganismds; e(2),o0 promotof da ubiquitina do

milho ¢ improvavel de agir nos microrganismos. ‘A probabilidade da difusdo da

Vip3Aa20 fora do cultivo do milho pela HGT, portanto pode ser considerada negligente. -
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4. MANEJO DE RESISTENCIA A INSETOS PARA O MILHO MIR162

O milho MIR162 expressa uma proteina inseticida derivada do Bacillus
thuringiensis (Bt), denominada Vip3Aa20. Diferentemente da proteina CrylAb expressa
em oﬁtros eventos comerciais de milho, a Vip3A € uma “proteina inseticida vegetativa”
produzida durante o crescimento bacteriano vegetativo e € secretada como proteina
soliivel no ambiente extracelular. Culturas do Bacillus produzem a Vip3A durante as
fases de crescimento estaciondrio e de esporulac;ﬁob (Estruch et al. 1996; Warren et al.,
1996). A proteina Vip3A ¢ altamente seletiva e extremamente eficaz contra certos
lepidépteros-pragas economicamente importantes da cultura do milho, incluindo, mas
néo se limitando, as pragas Spodoptera frugiperda, Diatraea saccharalis e Helicoverpa
zea. O alto grau de especificidade dessa proteina é a base para sua seguranga e sua
utilidade como agente de controle de pragas alvo da cultura do milho.

O cultivo do milho MIR162 fornecera beneficios substanciais aos agricultores € a
sociedade. Esses beneficios incluem: (1) redu¢Bes no uso de inseticidas quimicos (com
redugfo da exposigio dos agricultores ao defensivo quimico, bem como dos organismos

ndo-alvo); (2) aumento na produtividade, com consequente lucro para os agricultores; e

(3) fonte de alimento de melhor qualidade e mais abundante, inclusive, para uso

alimentar e em ragdo (Ward et al., 2007). Devido aos benéficos agricolas, econdmicos e
ambientais esperados com a utilizagéo do milho MIR162 e visando manter e preservar
asua efetividade a longo prazo € importante efetuar o controle de modo apropriado do
desenvolvimento da resisténcia de insetos (MRI). Para tanto, é importante considerar o
potencial para o desenvolvimento da resisténcia dos insetos-alvo e o impacto sobre a
agricultura, se houver resisténcia, que sfo essenciais para preservar a eficicia da

tecnologia de milho derivados do Bt, como do milho MIR162.

4.1 Manejo da resisténcia

Os insetos sdo organismos incrivelmente adaptaveis e demonstraram capacidade
de desenvolver resisténcia aos métodos que sdo empregadas para-seu controle. De

L

acordo com o Comité de Agdo a Resisténcia a Inseticidas (IRAC), a resisténcia é “uma
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alteragdo hereditaria na sensibilidade de uma populagdo de praga devido a falha
repetitiva de um produto em atingir o nivel de controle esperado, quando utilizado
conforme as recomendagbes no rétulo para determinado inseto-praga” (Anénimo,
2007b). No caso da utilizagdo de defensivos quimicos, uma forma de diminuir o
desenvolvimento da resisténcia em uma populagdo de pragas consiste em reduzir a
exposigéo de toda a populagdo ao inseticida. Um método tipico para reduzir a exposi¢io
da populagéo € permitir que uma parte da populagdo ndo seja exposta ao inseticida. Com
a introdugo do milho geneticamente modificado, o DNA da planta € modificado para
produzir uma proteina Bt inseticida, como 6 milho MIR162 que produz a proteina
Vip3Aa20. A fim de reduzir a exposigéo de toda a populagdo de artrépodes que ocorrem
em areas de cultivo de milho, particularmente com plantas geneticamente modificadas,
uma parte da populagdo de insetos-alvo deverd desenvolver-se nas plantas ndo-
geneticamente modificadas (GM). Essas plantas nio GM servem como um refligio,
reduzindo a exposigdo das pragas-alvo, ao milho Bt. As plantas no refugio permitem a
sobrevivéncia de muitos insetos suscetiveis, em maior niimero que quaisquer insetos
.potencialmente resistentes que possam sobreviver nas dreas de milho Bt. A abundéncia
dos insetos suscetiveis no refligio reduz a probabilidade de que individuos resistentes se
encontrem € acasalem. Ao diminuir a probabilidade dos individuos resistentes se
encovntrarem, espera-se que o periodo de tempo para desenvolvimento da resisténcia seja
aumentado, caso a resisténcia ocorra, € que a utilizagdo da tecnologia Bt como
ferramenta no controle de pragas, esteja disponivel aos agricultores por um periodo de
tempo maior. |

Os refugios sdo recomendados com o objetivo de retardar o desenvolvimento da
resisténcia nas espécies de insetos-alvo em paises que cultivam e comercializam a
tecnologia do milho GM. No Brasil, foi aceito para'as tecnologias que expressam a
proteina CrylAb, uma 4rea de 10% de refugio, ou seja, do total da area plantada, deve-se
plantar esta 4rea de milho n3o GM (convencional), visando minimizar o
desenvolvimento da resisténcia. Em diversas localidades como na Australia, nos Estados
Unidos, na Argentina, india e China, visando retardar o desenvolvimento da resisténcia,
a estratégia de refugio foi adotada, variando entre refugio estruturado (plantio de plantas

ndo GM) e ndo estruturado (uso de hospedeiros alternativos). Especificamente nos
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Estados Unidos e outros paises (China e India), nas 4reas de algoddo o refugio também
foi adotado, mas seguindo um padrdo de refigio nfo estruturado. Nessas éreas, os
hospedeiros alternativos, como por exemplo, ervas daninhas e gramineas nativas, estdo
abundantemente presentes e proporcionam o refligio necessario para manuten¢do dos
insetos que sdo totalmente suscetiveis as proteinas Bt. De acordo com uma publicagio
do IRAC, “os dados demonstram que os hospedeiros alternativos desempenham
importantes fungdes na redugcdo da pressdo de selegdo para resisténcia” (Andnimo
2007A). Pragas primarias do mitho, como por exemplo, Spodoptera frugiperda e
Diatraea saccharalis, ocorrem em muitos outros hospedeiros além do milho. Uma lista
completa das plantas hospedeiras de Spodoptera frugiperda foi descrita por Pogue
(1995). Por outro lado, D. saccharalis sobrevive em muitas espécies gramineas
incluindo Sorghum halepense; Paspalum sp.; Panicum spp.; Holcus sp.; e Adropogon sp.
e cana Saccharum sp. E importante ressaltar que apds 10 anos de implementagédo de
refigio nos EUA, ndo foi observado o desenvolvimento de resisténcia em quaisquer
espécies de praga em quaisquer cultivos de plantas Bt, independentemente da estratégia
de refugio — seja estruturada ou ndo, que tenha sido adotada visando retardar a

resisténcia (Bater et al., 2005).

4.2 Anilise da resisténcia cruzada potencial da Vip3A e outras proteinas Bt

!
Além dos beneficios aos agricultores € a sociedade descritos anteriormente, o

cultivo de milho MIR162 podera aumentar a durabilidade de milho expressando a
proteina CrylAb, uma vez que a Vip3A apresenta modo de agdo diferente em relagdo as
toxinas Cry testadas (Lee et al., 2003 e 2006). As proteinas Bt controlam os insetos
através de uma série similar de eventos. Primeiro, a proteina ¢ solubilizada no intestino
médio do inseto através de proteases em uma toxina ativa. Depois, a toxina ativa se liga
aos receptores presentes no intestino médio do inseto. Apds a ligagdo no intestino médio,
a toxina € inserida na membrana do intestino, criando poros que ocasionam na morte do
inseto. A resisténcia cruzada ocorre quando um inseto se torna resistente a uma proteina,
e conseqlientemente, também ¢€ resistente a outra proteina. O grau ao qual sua resisténcia

cruzada pode ocorrer depende enormemente do(s) mecanismo(s) de resisténcia que
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caracterizam a resisténcia original e o grau pelos quais as duas proteinas sdo
independentemente comprometidas por esses mecanismos. ‘A\'lgumas proteinas Cry
possuem, pelo menos:‘, um receptor em comum, € se um mecanismo de modificagdo do
receptor for responsével pela resisténcia, um grau de resisténcia cruzada é sempre
esperado (Van Rie et al., 1989; Juraf-Fuentes et al., 2001; Hernandez et al., 2005).

Lee et al. (2003 e 2006) indicam que as proteinas Vip3A e CrylAb reconhecem
diferentes receptores no intestino ‘médi‘o do inseto. Portanto, se um inseto desenvolve
uma mutagéo genética em seu intestino médio que inibe ou previne a ligagdo da CrylAb
e se torna resistente ao milho ‘que expressa a proteina CrylAb, aquele inseto
permaﬁeceria suscetivel ao milho MIR162, uma vez que as proteinas CrylAb e Vip3A
ndo reconhecem os mesmos receptores no intestino médio. Para apoiar a pesquisa de Lee
et al. (2003 e 2006), estudos adicionais foram realizados em col6nias de inseto que sfio
resistentes as proteinas Cry. Jackson et al. (2007) testaram trés colénias de Heliothis -
virescens que sio resistentes 4 CrylAc, assim como apresentam resisténcia cruzada a
CrylAb, Cry2Aa e CrylFa, para determinarem se essas coldnias apresentavam
. resisténcia cruzada a Vip3A. Essas cepas altamente resistentes variavam de 200-40.000
‘vezes a resisténcia as proteinas Cry. Em cada caso, os insetos resistentes as proteinas
Cry ndo eram resistentes a Vip3A (jaqkson et al., no prelo), também testaram uma
colonia de Helicoverpa zea que era 17 vezes resistente 4 CrylAc para a resisténcia
cruzada & Vip3A. Os resultados desse estudo indicam que nfo ha resisténcia cruzada
nessas colonias. A introdugfo -da Vip3A ¢ uma nova ferramenta impbrtante para o
‘manejo da resisténcia, assim como represénta uma nova estratégia adicional de controle

de inseto para o nianejo in,fegrado de pragas (MIP).

4.3 Atividade do milho MIR162
. 4.3.1 Ensaios de diluigdo do tecido

Para investigar a atividade inseticida do milho MIR162 no controle de

Spodoptera frugiperda (lagarta do cartucho) e. Helicbverpa zea (lagarta da espiga),
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foram conduzidos bioensaios utilizando tecidos liofilizados de plantas GM que

expressam as proteinas Bt e tecidos das plantas nio GM como controle. Ao diluir o
tecido liofilizado na dieta artificial do inseto, é possivel reduzir a exposigéo das lagartas
¢ assim entender a intensidade da atividade inseticida das proteinas expressas pelo milho
MIR162. ‘ |

Lagartas neoﬁatas de S. frugiperda foram alimentadas com tecido do milho
modificado MIR162 liofilizado e diluido, pelo menos, 25 vezes. O milho MIR162
expressa' a proteina inseticida na dose que elimina 100% das lagartas neonatas em 25
vezes a diluicdo do tecido da plaqta. O nivel da Vip3Aa20 expressa pelas plantas de
milho MIR162 excede uma dose necesséria para eliminar todos os insetos suscetiveis
por, pelo menos, 25 vezes, conferindo’ assim resisténcia funcionalmente frecessiva.
Portanto, ¢ esperado que a resisténcia em qualquer populagio de S. frugiperda se
desenvolva a uma taxa excessivamente baixa.

Em outro bioensaio, lagartas neonatas de H. zea foram alimentads com tecido da
planta ;de ‘milho MIR162 liofilizado diluido em, pelo menos, 25 vezes. Mesmo diluido
25 vezes, a Vip3Aa20 expressa pelas plantas de milho MIR162 foi ativa no controle de
H. zea. Assim sendo, para qualquer populagdo de H. zea o desenvolvimento esperado da

resisténcia também € considerado excessivamente baixo.

/

4.3.2 Ensaios em campo da eficacia do milho MIR162 sobre as pragas alvo

Para investigar a atividade inseticida do milho MIR162 no controle da S.

Jrugiperda e H. zea, parcelas de campo foram avaliadas quanto ao dano causado por

insetos-alvo. Os resultados confirmam a eficiéncia do evento MIR162 no controle das

pragas estudadas (vide item 3. 3 Avaliag@io agrondmica e de eficicia do milho MIR162).
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4.4. Recomendacbes sobre o-refiigio para o milho MIR162

Visto que a proporgdo de 10% de refagio estruturado foi aceito para o milho Bt
que expressa a proteina CrylAb pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga
(CTNBib) e que o milho MIR162 ¢ também altamente eficaz no controle da S.
frugiperéa, 10% de refigio estruturado com milho nio GM sera também eficaz no

retardamento da resisténcia ao milho MIR162.

Recoméndagﬁes para refiigio para o milho MIR162:
- / . :
® As dreas de refiigio devem ser plantadas com milho nio GM de maturidade

similar e na data de plantio do milho MIR162.
e O refugio deve ser 10% da érea total.
- o Tratamento q{ximico:

As aplicagdes de inseticida ndo deverdio ser feltas para 0 controle da Diatraea

~saccharalis nos refugios.
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5. PLANO DE MONITORAMENTO PARA O MILHO MIR162

- Em atengdo a Resolugdio Normativa 03 de 16 de Agosto de 2007, a CIBio
da Syngenta Seeds Ltda apresenta o plano de monitoramento do milho MIR162
Tesistente a lepidopteros-praga da cultura de milho. Devido aos estudos de
laboratdrio, casa-de-vegetagdo e sob éondigc”)es de campo realizados pela
Syngenta terem demonstrado que o milho MIR162 ¢ similar ao milho
convencional, o monitoramento visa atender ao Artigo 6° da Resolugdo
Normativa supra mencionada, pois o milho MIR162 ndo apresenta potencialb
degradador do meio-ambiente ou riscos a saide humana e/ou animal.

A execugdo técnica do monitoramento pds-comercializagio sera efetuada
por equipe técnico cientifica da propria empresa e também por intermédio da
contrétagﬁo de servigos de instituigc")eé capacitadas a executd-lo de forma
independente, incluindo especialistas nas diversas 4reas como de entomologia,
genética, fisiologia vegetal, microbiologia e de biosseguranga. O monitoramento
poderé ser executado em regides representativas onde ocorre o cultivo de milho
hibrido. Em cada regido seré efetuado o monitoramento de uma area com milho
MIR162 e uma area com milho convencional. Os registros das informagdes
obtidas ao longé do periodo de monitoramento serdo mantidos e a disposigdo dos
érgdos de fiscalizagdo competentes, conforme disposto na Resolugéio Normativa
3, de 3/08/2007.

O monitoramento contemplara os seguintes pardmetros:

a. Monitoramento das populac¢des de organismos nfo-alvo

Serdo monitorados organismos benéficos (parasitdides e predadores),
polinizadores, pragas secundérias e decompositores. Estes serfio avaliados em
areas com milho MIR162 e milho convencional submetidos as préticas de
manejo de milho comumente utilizadas no Brasil. Serdo utilizadas armadilhas
luminosas, cartdes adesivos; rede entomo]égica, armadilha pitfall, além da
contagem direta de artropodes presentes nas plantas conforme Frizzas (2003) e
Silveira Neto et al. (1995).
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b. Monitoramento de insetos-alvo

- Quanto aos danos causados pelos insetos-alvo Spodoptera frugiperda e
Diatraea sacgharallis, 0 monitoramento serd efetuado em érea plantada com
milho MIR162 e uma 4rea com milho convencional. A metodologia usada ¢ a
recdmendada pela literatura para as pragas mencionadas, conforme citado no
item 3.3 destq processo (Avaliagdo agronémica e de eficacia do Milho MIR162). -
Adicionalmente, conforme aﬁreéentado_ no ftem 4 deste processo (Manejo de
resisténcia a insetos para o milho MIR162), a Syngenta promovera a realizagio
de ;\)rograma informagéo aos produtores sobre a tecnologia. |

- Quanto a susceptibilidade de lagartas alvo a proteina Vip3Aa20, serdo
coletadas posturas dos insetos-alvo, em plantio de milho MIR162 (quando
presentes) e milho convencional. Serd determinada a percentagem de
mortalidade e peso das lagartas kem laboratério através de bioensaios com a
incorporagédo da prbteiﬁa Vip3Aa20 na dieta artificial conforme Margon et al.
(1999). | |

¢. Monitoramento de proteinas residual no solo

O monitoramento consistird na analise de extratos protéicos oriundos de
amostras de solo de 4rea de plantio com milho MIR162 e milho convencional. A
proteina serd detectada através de teste imunoldgico (ELISA) conforme Saxena
et al. (2004). |

d. Manutencio e divulgacfio de Servico de Atendimento ao Consumidor

(SAC) por meio de veiculos de comunicagdio acessiveis e apropriados.

e. Realizacdo de encontros/visitas técnicas, visando divulgar informacdes

sobre a tecnologia, implantacfo de refagio e monitoramento (ILSI, 2001).
Este plano de monitoramento ¢ uma proposta inicial e poderd ser
adequada apés ou durante a decisdo técnica favoravel da CTNBio a0 uso

comercial, conforme disposto no Artigo 6° da Resolucdo Normativa supra
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mencionada. Ainda, adequagdes poderdo ser realizadas de acordo com possiveis |

novas resolugées da CTNBiIo. .
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