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PARECER TECNICO DA RELATORA

Processo: 01200.005751/2015-13

Data de Protocolo: 18/12/2015

Assunto: Liberacdo Comercial de Organismo Geneticamente Modificado

Requerente: Monsanto do Brasil Ltda.

CNPJ: 08.636.452/0001-76

Endereco: Av. NagOes Unidas, 12.901. CENU - Torre Norte - 9° andar. CEP 04578-910 -
Séo Paulo/ SP.

CQB: 003/96

Presidente da CIBio: Geraldo Berger

Proposta: Emissdao de “Decisdo Técnica relativa a biosseguranca do milho MON 87427
tolerante ao glifosato para efeito de sua liberagdo no meio ambiente, seu uso comercial e
quaisquer outras atividades relacionadas a esse OGM e quaisquer progénies dele derivados”.

Descricdo do OGM: O milho MON 87427 tolerante ao glifosato € resultante da
transformacédo de embrifes imaturos de milho mediada por Agrobacterium e o plasmideo PV-
ZMAP1043 (Sidorov e Duncan, 2009). O milho MON 87427 contém 0 gene cp4 epsps,
derivado de Agrobacterium sp. cepa CP4, o qual codifica a proteina CP4 EPSPS (5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase), que confere tolerancia ao herbicida glifosato, o
ingrediente ativo dos herbicidas Roundup®. O milho MON 87427 utiliza uma combinacéo
especifica de promotor e intron (e35S-hsp70) para dirigir a expressdo da proteina CP4 EPSPS
em tecidos vegetativos e reprodutivos femininos, conferindo tolerancia ao glifosato em folhas,
colmo e raiz, bem como em tecidos que se desenvolvem em sementes ou grdos e estilo-
estigma. O uso dessa combinacdo especifica de promotor e intron também resulta em uma
producdo limitada ou ausente da proteina CP4 EPSPS em dois tecidos reprodutivos
masculinos principais: micrésporos, que se desenvolvem em grdos de poélen, e células do
tapetum, que provéem nutrientes para o polen (Goldberg et al., 1993; Huang et al., 2009).
Assim, os tecidos reprodutivos masculinos criticos para o desenvolvimento do gametdéfito
masculino no milho MON 87427 ndo sdo tolerantes ao glifosato. Tanto o promotor e35S
guanto o promotor CaMV 35S, a partir do qual o promotor e35S foi originado (Kay et al.,
1987; Odell et al., 1985), j& demonstraram uma habilidade limitada em dirigir a expresséo de
um gene de interesse em pdlen para certas culturas (CaJacob et al., 2004; Hamilton et al.,
1992). A expressao tecido-seletiva da proteina CP4 EPSPS no milho MON 87427 permite a
extensdo do uso do milho tolerante ao glifosato para incluir seu uso como uma ferramenta na
producéo de sementes de milho hibrido.

O milho MON 87427 foi selecionado como evento lider, com base nas caracteristicas
fenotipicas superiores e no perfil molecular completo, contendo os elementos genéticos, suas
funcgdes, posicoes no plasmideo PV-ZMAP1043 e respectivas referéncias bibliograficas.

Classificacdo de Risco: Classe de risco | (baixo risco individual e baixo risco para a
coletividade), conforme classificacdo apresentada pela requerente com base no Art. 8° da RN
2/2006.

Liberacdes comerciais do Milho Mon 87427: O milho MON 87427 ja se encontra aprovado nos
Estados Unidos (2012), na Australia e Nova Zelandia (2012), no Canada (2012), na Colémbia (2014),
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no Japdo (2013), na Coreia do Sul (2013), no México (2012), nas Filipinas (2014), em Taiwan (2012)
e no Vietnam (2015)

Uso Proposto: Liberacdo comercial do milho MON 87427 bem como suas progénies, nas
modalidades de cultivo, consumo animal e humano, manipulacdo, transporte, descarte,
Importacéo e exportagdo, bem como quaisquer outras atividades relacionadas.

Fundamentacao Técnica

A requerente, empresa Monsanto do Brasil Ltda., detentora do CQB 03/96, solicita
através do processo n° 01200.005751/2015-13 a liberagdo comercial do milho geneticamente
modificado evento MON 87427, contendo genes que conferem tolerancia ao herbicida
glifosato. O milho MON 87427, apresenta tolerancia tecido-seletiva ao herbicida glifosato
para facilitar a producdo de sementes viaveis de milho hibrido (Feng et al., 2013). Essa
tecnologia permite uma otimizacdo do despendoamento para a producdo de sementes de
milho hibrido, tornando-a mais eficiente, enquanto produz sementes com os mesmos padrdes
de aceitacdo comercial. O milho MON 87427 produz a proteina CP4 EPSPS através da
incorporacdo da sequéncia codificadora do gene cp4 epsps. A expressao tecido-seletiva da
proteina CP4 EPSPS no milho MON 87427 permite a extensdo do uso do milho tolerante ao
glifosato para incluir seu uso como uma ferramenta na producdo de sementes de milho
hibrido. O evento foi desenvolvido através de transformacdo genética mediada por
Agrobacterium. O MON 87427 apresenta tolerancia tecido-seletiva ao herbicida glifosato,
produz a mesma proteina 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (CP4 EPSPS) produzida
em outras culturas comerciais Roundup Readyl, através da incorporacdo da sequéncia
codificadora do gene cp4 epsps. A proteina CP4 EPSPS confere tolerancia ao herbicida
glifosato. O cassete de transformacdo utilizado na geracdo do milho MON 87427 possui uma
combinacéo especifica de promotor e intron (e35S-hsp70) para dirigir a expressdo da proteina
CP4 EPSPS em tecidos vegetativos e reprodutivos femininos, conferindo tolerancia ao
glifosato nas folhas, colmo e raiz, bem como em tecidos que se desenvolvem em sementes ou
grdos e estilo-estigma. Esta combinacdo especifica de promotor e intron também resulta em
uma producdo limitada ou ausente da proteina CP4 EPSPS em dois tecidos reprodutivos
masculinos principais: microsporos, que se desenvolvem em grdos de polen, e celulas do
tapete (ou tapetum), que provéem nutrientes para o polen. Assim, os tecidos reprodutivos
masculinos criticos para o desenvolvimento do gametdfito masculino no milho MON 87427
ndo sao tolerantes ao herbicida glifosato. Isso permite que linhagens puras contendo o evento
MON 87427, quando tratadas com o glifosato, sirvam como parental feminino na producéo de
sementes hibridas. Duas aplicacdes de glifosato realizadas logo antes e/ou durante os estadios
de desenvolvimento do penddo (aproximadamente entre os estadios de crescimento vegetativo
do milho entre V8 e V19) produzirdo um fendtipo macho-estéril por conta da tolerancia
tecido-seletiva ao glifosato, otimizando a etapa de despendoamento usada na producgédo de
sementes de milho hibrido. Em um sistema de producdo de milho hibrido, as linhagens puras
contendo o evento MON 87427, com glifosato aplicado nos momentos de desenvolvimento
do penddo, serdo polinizadas por plantas doadoras de poélen (masculinas), resultando em
sementes viaveis de milho hibrido contendo o gene cp4 epsps para tolerancia tecido-seletiva
ao glifosato. Para o controle de plantas daninhas ao longo da producdo de sementes e em
campos comerciais, 0 glifosato podera ser aplicado sobre o0 milho MON 87427 nos estadios
vegetativos indicados nas bulas de produtos agricolas Roundup, nas mesmas doses usadas em
outros eventos de milho Roundup Ready j& liberados comercialmente no pais. E sua
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expressdo tecido-seletiva no milho MON 87427 permite uma extensdo do uso do milho
tolerante ao glifosato como ferramenta na producédo de sementes viaveis de milho hibrido.

Como o glifosato € um herbicida sistémico que apds a aplicacdo é translocado
rapidamente através do floema das plantas. Uma vez no floema, o glifosato move-se para
areas de alta atividade meristematica, seguindo uma tipica distribuicdo fonte-dreno. O
desenvolvimento completo do pélen dura aproximadamente quatro semanas em uma planta de
milho. Os estadios precoces do crescimento do penddo comegam aproximadamente no estadio
de crescimento vegetativo do milho V9 e, portanto, aplicacdes de glifosato feitas
aproximadamente nesse momento permitem uma translocacdo de glifosato para os tecidos
reprodutivos masculinos, causando morte celular seletiva apenas nas células que ndo séo
tolerantes ao glifosato (i.e., células de pdlen e do tapetum). AplicacGes de glifosato realizadas
durante estadios vegetativos precoces, consistentes com 0s momentos de aplicacdo
especificados na bula atual de produtos agricolas Roundup para o controle de plantas
daninhas, ndo afetam a producédo de p6len no milho MON 87427, pois os tecidos reprodutivos
masculinos sensiveis ndo estdo se desenvolvendo ativamente naqueles momentos. Os
beneficios do milho MON 87427 incluem o aumento da flexibilidade e a reducdo de custos
para os produtores de sementes hibridas. Apenas as aplicagcdes de glifosato realizadas em
momentos especificos que comecem logo antes e/ou durante os estadios de desenvolvimento
do penddo produzirdo um fendtipo macho-estéril através da toleréncia tecido-seletiva ao
glifosato em linhagens puras de milho contendo o evento MON 87427.

Uma questdo intrinseca a producgdo de sementes de milho hibrido é o fato de o parental
feminino produzir pélen ao mesmo tempo em que o parental masculino. Portanto, o pélen do
parental feminino precisa ser removido ou eliminado para garantir que a transferéncia
genética via pdlen ocorra apenas a partir do parental masculino para o parental feminino. O
polen do parental feminino é removido ou eliminado seguindo uma de duas maneiras no atual
sistema de producdo de sementes de milho hibrido. A primeira op¢do para a remocao de polen
do parental feminino durante a producdo de sementes de milho hibrido é o despendoamento
manual, que é realizado pela retirada fisica da flor masculina (pendao) do parental feminino
antes da emissdo do polen. Apesar de o despendoamento ser a primeira opcao para a remocao
do pélen do parental feminino, aspectos negativos relacionados a ele incluem a grande
necessidade de mao de obra para realizar um trabalho fisico exigente em um tempo restrito (3-
4 dias), aliado a necessidade de observagdo repetitiva para garantir que apenas o poélen
apropriado esteja disponivel para a producdo de sementes hibridas. A outra opcdo para a
eliminacdo de pdlen do parental feminino é através do uso do milho que apresenta a Macho-
Esterilidade Citoplasmatica (MEC), uma caracteristica natural herdada através da planta
parental feminina e conhecida por produzir plantas masculinas estéreis (Laughnan e Gabay-
Laughnan, 1983). Entretanto, um intensivo processo de integracdo de cruzamento € necessario
para direcionar a MEC para o background de uma linhagem pura particular, sendo que ha
relatos de macho-esterilidade incompleta na MEC, o que resulta na necessidade de
despendoamento (Wych, 1988).

Os beneficios do milho MON 87427 na producéo de sementes hibridas incluem:

e Aumento da flexibilidade na producdo de sementes hibridas: a cada ano, as areas
destinadas a producdo de sementes de milho hibrido no Brasil precisam ter as plantas
despendoadas para que as necessidades dos produtores comerciais sejam atendidas. O
periodo de tempo critico para o despendoamento se da apds a emissao do penddo, mas
antes da polinizacdo ou emissdo dos estilo-estigmas, e engloba uma janela média de 3-4
dias. As préaticas atuais de despendoamento podem requerer até dois passos com
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equipamento de despendoamento mecéanico, e até trés passos no despendoamento manual.
Atividades de despendoamento ainda mais complexas envolvem o planejamento logistico
necessario para se transportar a mao de obra e 0s recursos para 0s campos de producgdo de
sementes hibridas no tempo apropriado. As aplicacdes de glifosato sobre 0 milho MON
87427, que irdo resultar no fendtipo macho-estéril pela tolerancia tecido-seletiva ao
glifosato, ocorrerdo aproximadamente entre os estddios V8 e V19 de crescimento
vegetativo do milho. As duas aplicacdes de glifosato acontecerdo durante uma janela de
aproximadamente 14 dias dentro desses estadios vegetativos, um periodo de tempo bem
mais longo quando comparado a janela média de 3-4 dias entre a emissdo do penddo e a
polinizacdo e emissdo dos estilo-estigmas.Este incremento de tempo na janela média para
as atividades de despendoamento resulta em uma melhoria significativa na flexibilidade da
producdo de sementes hibridas.

e Beneficios econbémicos para os produtores de sementes hibridas: produtores de
sementes continuamente procuram formas de melhorar a produtividade de sementes
hibridas, otimizando os recursos e diminuindo a area de plantio utilizados para produzir
sementes hibridas de alta qualidade. A utilizagdo do milho MON 87427 ir4 otimizar esses
aspectos.

Na proposta de liberacdo comercial do evento MON 87427 as informagOes
apresentadas incluem:
e Descricdo detalhada do evento

Caracterizacdo molecular do evento

Caracterizacdo das proteinas expressas

Avaliacdo do potencial de toxicidade e alergenicidade das proteinas

Avaliacédo de composicéo e nutricional

Caracterizacdo fenotipica e agrondmica

Avaliacdo das interacdes ecoldgicas

Efeitos no solo

Potencial de invasividade e persisténcia

Fluxo génico

Efeitos em organismos alvo e ndo alvo

Técnicas de deteccao gerais e especificas do OGM com metodologia pertinente

Os estudos foram realizados nas estacdes experimentais localizadas em diferentes
locais do Brasil representativos do cultivo em Liberaces Planejadas no Meio Ambiente
(LPMA) aprovadas pela CTNBIo. Esses estudos tiveram o objetivo de coletar dados a fim de
corroborar a afirmativa da requerente de que “o milho MON 87427 pode ser considerado tdo
seguro quanto o milho convencional”.

A analise da avaliagdo de risco do evento MON 87427 devera considerar, portanto, 0s
dados e resultados apresentados na presente proposta para liberagdo comercial do evento
conforme previsto no Art. 3° da RN 5/2008. Dessa forma, € importante ressaltar que varios
eventos expressando a proteina CP4 EPSPS ja foram analisados pela CTNBio em diferentes
culturas como: soja e algodao.

O milho MON 87427 ja se encontra aprovado nos Estados Unidos (2012), na Australia
e Nova Zelandia (2012), no Canada (2012), na Colémbia (2014), no Japédo (2013), na Coreia
do Sul (2013), no México (2012), nas Filipinas (2014), em Taiwan (2012) e no Vietnam
(2015).
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1) DESCRICAO DO EVENTO MON 87427

1.1.  Milho MON 87427

O milho MON 87427 foi desenvolvido utilizando-se a transformacdo mediada por
Agrobacterium, embrides imaturos de milho e o plasmideo PV-ZMAP1043 (Sidorov e
Duncan, 2009). O milho MON 87427 contém o gene cp4 epsps, derivado de Agrobacterium
sp. cepa CP4, o qual codifica a proteina CP4 EPSPS (5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato
sintase), que confere tolerdncia ao herbicida glifosato, o ingrediente ativo dos herbicidas
Roundup®. O milho MON 87427 produz essa proteina apenas em tecidos vegetativos e
reprodutivos femininos, como tecidos de folhas, colmos e raizes, e tecidos que se
desenvolvem em sementes ou graos e estilo-estigma. Tecidos reprodutivos masculinos, como
micrdsporos de pdlen e células do tapetum, ndo produzem a proteina CP4 EPSPS.

A caracterizagdo molecular do inserto de DNA no milho MON 87427 foi conduzida por
analises de Southern blot e sequenciamento de DNA. Os resultados dessa caracterizacdo
mostraram que o milho MON 87427 contém uma cOpia Unica do inserto que contém o cassete
de expressdo do gene cp4 epsps (T-DNA), e que este esta estavelmente integrado em um
Unico locus e é herdado de acordo com principios mendelianos por maltiplas geracdes. As
conclusdes se basearam nas seguintes linhas de evidenciada:

1) andlises de Southern blot avaliaram o genoma completo do milho para a presenga de DNA
derivado do plasmideo PV-ZMAP1043 e demonstraram que apenas uma copia unica do T-
DNA foi inserida em um Unico local, e que nenhuma sequéncia da matriz do plasmideo foi
detectada no milho MON 87427;

2) andlises de sequenciamento de DNA determinaram a sequéncia exata do DNA inserido e
permitiram uma comparacdo da sequéncia do T-DNA no plasmideo, confirmando que apenas
as sequéncias esperadas foram integradas;

3) analises de fingerprint por Southern blot demonstraram a estabilidade do T-DNA presente
no milho MON 87427 por cinco geracoes;

4) analises de segregacdo mostraram que a herdabilidade e a estabilidade esperadas para o
inserto ocorreram ao longo de multiplas geracdes.

Concluiu-se sobre a caracterizacdo molecular do milho MON 87427 por analises de
Southern blot que uma Unica copia da sequéncia do T-DNA do plasmideo PV-ZMAP1043 foi
integrada no genoma do milho em um unico locus. Elementos genéticos adicionais ndo foram
detectados, incluindo sequéncias da matriz do plasmideo, conectados ou ndo ao T-DNA
intacto presente no milho MON 87427.

As analises de PCR e de sequenciamento de DNA realizadas com o milho MON 87427
confirmaram a organizacgdo dos elementos dentro do inserto, avaliaram potenciais rearranjos
no local de insercdo e resultaram na sequéncia de DNA completa do T-DNA e DNA
gendmico adjacente (flanqueador) no milho MON 87427. A analise do local de inserc¢éo do T-
DNA indica que houve uma delecdo de 140 pb de DNA genémico no local de inser¢do no
milho MON 87427. Além disso, duas insercdes, uma de 41 pb e uma de 24 pb, foram
identificadas nas sequéncias 5’ e 3’ flanqueadora, respectivamente.

A analise de estabilidade em multiplas geracdes por Southern blot demonstrou que o
milho MON 87427 foi mantido através de cinco geragdes, portanto confirmando a
estabilidade do T-DNA no milho MON 87427. Os resultados das anélises de segregacao
mostram que a herdabilidade e a estabilidade do inserto ocorreram como esperado ao longo de
multiplas geragdes, 0 que corrobora a analise molecular de estabilidade do inserto e estabelece
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0 comportamento genético do T-DNA no milho MON 87427 como presente em um Unico
locus cromossémico.

2) RESUMO DOS ESTUDOS APRESENTADOS PELA REQUERENTE
(i) Caracterizacado molecular:

Foram apresentados os resultados detalhados dos estudos sobre a caracterizagdo molecular
do evento do milho MON 87427. Os resultados desses estudos permitiram confirmar a
estabilidade e equivaléncia do DNA inserido através de transformacdo genética via
Agrobacteria no evento MON 87427, e sua comparagdo ao evento nao modificado
geneticamente. Usando a técnica de analise molecular por Southern Blot que uma Unica cépia
da sequéncia do T-DNA do plasmideo PV-ZMAP1043 foi integrada no genoma do milho em
um Unico locus. Elementos genéticos adicionais ndo foram detectados, incluindo sequéncias
da matriz do plasmideo, conectados ou ndo ao T-DNA intacto presente no milho MON 87427.
As andlises de PCR e de sequenciamento de DNA realizadas com o milho MON 87427
confirmaram a organizacdo dos elementos dentro do inserto, avaliaram potenciais rearranjos
no local de insercdo e resultaram na sequéncia de DNA completa do T-DNA e DNA
genémico adjacente (flanqueador) no milho MON 87427. A analise do local de insercdo do T-
DNA indica que houve uma delecdo de 140 pb de DNA gendmico no local de inser¢do no
milho MON 87427. Além disso, duas insercdes, uma de 41 pb e uma de 24 pb, foram
identificadas nas sequéncias 5’ e 3’ flanqueadora, respectivamente.
A andlise de estabilidade em multiplas geracdes por Southern blot demonstrou que o
milho MON 87427 foi mantido através de cinco geragdes, portanto confirmando a
estabilidade do T-DNA no milho MON 87427. Os resultados das analises de segregacao
mostram que a herdabilidade e a estabilidade do inserto ocorreram como esperado ao longo de
varias geracoes, sendo herdados mendelianamente.

(i) Estudos de expressdo das proteinas:

A enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS) catalisa um dos passos
enzimaticos da via do &cido chiquimico, e é alvo do herbicida de amplo espectro glifosato
(Haslam, 1993; Herrmann e Weaver, 1999; Kishore e Shah, 1988; Steinriicken e Amrhein,
1980). A via do acido chiquimico e as enzimas EPSPS sdo ubiquas em plantas e
microrganismos, mas ausentes em mamiferos, peixes, aves, répteis e insetos (Alibhai e
Stallings, 2001).

O gene cp4 epsps no milho MON 87427 ¢ derivado da EPSPS de Agrobacterium sp. cepa
CP4. A sequéncia codificadora cp4 epsps codifica uma proteina CP4 EPSPS que consiste de
um unico polipeptideo de 455 aminoacidos (Padgette et al., 1996). Em plantas geneticamente
modificadas tolerantes ao glifosato, os requerimentos por aminoacidos aromaticos e outros
metabolitos essenciais sdo alcancados pela agdo continuada da proteina CP4 EPSPS na
presenca do glifosato (Padgette et al., 1996). A proteina CP4 EPSPS expressa no milho MON
87427 é idéntica a proteina CP4 EPSPS expressa em outros produtos tolerantes ao glifosato
(Roundup Ready®) em culturas como soja, milho, canola, algodédo, beterraba e alfafa,
culturas estas ja aprovadas comercialmente em varios paises, algumas ha quase duas décadas.
No milho MON 87427, em funcdo dos elementos genéticos presentes no cassete de
transformacéo, a expressdo da proteina CP4 EPSPS ocorre apenas em tecidos vegetativos,
SPO — Area 05 — Quadra 03 Bloco B — Térreo — Salas 08 a 10 THV

Brasilia, DF — CEP: 70610-200 PROTON: /
Fones: (55)(61) 3411 5516— FAX: (55)(61) 3317 7475




Ministério da

ciencia, Tecnologia  MliNistério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo- MCTI

e Inovagdo

oo Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca - CTNBIo CTN B|0
BR:ASIL Secretaria Executiva de biosseguranca

sssssssssssssssssssssss

I comissao técnica nacional

como tecidos de folhas, colmos e raizes, reprodutivos femininos (estilo-estigma) e tecidos que
se desenvolvem em sementes ou graos. Tecidos reprodutivos masculinos, como microsporos
de polen e células do tapetum, ndo produzem a proteina CP4 EPSPS. As analises de expressao
da proteina CP4 EPSPS também apresentaram essa resposta.

(ili)  Caracterizacao e equivaléncia da proteina CP4 EPSPS do milho MON 87427.

A proteina CP4 EPSPS foi produzida e purificada em Escherichia coli. Pequenas
quantidades da proteina CP4 EPSPS foram purificadas de grdos do milho MON 87427. A
identidade da proteina do milho MON 87427 foi confirmada e as propriedades fisico-
quimicas e atividade funcional foram comparadas com os padrdes produzidos em bactérias. A
equivaléncia entre essas duas proteinas foi avaliada por uma série de testes analiticos,
incluindo:

(1) sequenciamento N-terminal da proteina CP4 EPSPS produzida no milho MON 87427

para estabelecer sua identidade;

(2) analise MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Time-Of-

Flight Mass Spectrometry) de peptideos derivados do nucleo triptico digerido da proteina

CP4 EPSPS produzida no milho MON 87427 e da mesma proteina intacta para

estabelecer a identidade e determinar a massa intacta, respectivamente;

(3) andlise de Western blot para estabelecer a equivaléncia de identidade e de

imunorreatividade entre a proteina CP4 EPSPS produzida no milho MON 87427 e em E.

coli usando um anticorpo anti-CP4 EPSPS;

(4) SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate - PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) para

estabelecer a equivaléncia da massa molecular aparente a proteina CP4 EPSPS produzida

no milho MON 87427 e em E. coli;

(5) anélise do estado de glicosilacdo da proteina CP4 EPSPS produzida no milho MON

87427 e estabelecimento da equivaléncia com a proteina CP4 EPSPS produzida em E.

coli; e

(6) anélise da atividade enzimatica da proteina CP4 EPSPS para demonstrar

(iv)Analise da sequéncia N-terminal

O sequenciamento N-terminal dos primeiros 15 aminoacidos da proteina CP4 EPSPS
produzida no milho MON 87427 resultou na sequéncia esperada da mesma, com exce¢édo da
metionina N-terminal, que nédo foi detectada. Esse resultado é esperado quando da remocdo da
metionina N-terminal, catalisada pela metionina aminopeptidase, uma modificagdo comum
que ocorre cotraducionalmente antes da finalizacdo da cadeia de proteinas nascentes (Giglione
e Meinnel, 2001). Assim, a informacdo da sequéncia N-terminal confirma a identidade da
proteina CP4 EPSPS isolada de grdos do milho MON 87427.

(v) Analise de imunorreatividade

A analise de Western blot foi conduzida usando o anticorpo policlonal de cabra anti-CP4
EPSPS como meio adicional para confirmar a identidade da proteina CP4 EPSPS isolada de
grdos do milho MON 87427 e para avaliar a equivaléncia da imunorreatividade entre a
proteina CP4 EPSPS produzida no milho MON 87427 e em E. coli. Os resultados mostram
gue o anticorpo anti-CP4 EPSPS reconheceu a proteina CP4 EPSPS produzida no milho
MON 87427, que migrou numa posi¢do idéntica a da proteina CP4 EPSPS produzida em E.
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coli. Além disso, o sinal imunorreativo aumentou com o aumento das quantidades da proteina
CP4 EPSPS adicionada.

Para comparar a imunorreatividade das proteinas CP4 EPSPS produzidas no milho MON
87427 e em E. coli, uma andlise densitométrica foi realizada. A intensidade média do sinal
das canaletas contendo a proteina CP4 EPSPS produzida no milho MON 87427 foi 9,6%
maior que a das canaletas contendo a proteina CP4 EPSPS produzida em E. coli.. Contudo,
essa diferenca ficou dentro do critério de aceitacdo para imunorreatividade (+ 35%). Em
sintese, essa analise da densitometria do Western blot estabeleceu a identidade da proteina
CP4 EPSPS produzida no milho MON 87427 e demonstrou que esta e a proteina CP4 EPSPS
produzida em E. coli possuem imunorreatividade equivalente com o anticorpo especifico para
CP4 EPSPS

(vi) Determinacdo da massa molecular e da pureza da proteina CP4 EPSPS
produzida no milho MON 87427

A massa molecular e a pureza da proteina CP4 EPSPS produzida na planta foram
determinadas usando analise de densitometria em gel SDS-PAGE corado com Brilliant Blue
G Colloidal e os resultados mostram que a proteina CP4 EPSPS produzida no milho MON
87427 migrou na mesma posi¢do do gel que a proteina CP4 EPSPS produzida em E. coli e a
massa molecular aparente foi calculada como sendo 44,1 kDa. A massa molecular aparente da
proteina CP4 EPSPS produzida em E. coli no Certificado de Analise foi 43,8 kDa. Portanto, a
diferenca entre as duas foi de 0,7% estando dentro dos padrBes de aceitacdo e as proteinas
migraram a posic¢des similares no gel de poliacrilamida, considerou-se entdo que as proteinas
CP4 EPSPS produzidas no milho MON 87427 e em E. coli possuem massas moleculares
aparentes equivalentes.

Auséncia de glicosilacao

Analises para avaliar se a proteina CP4 EPSPS produzida no milho MON 87427 foi
pos-traducionalmente glicosilada, uma amostra da proteina purificada foi submetida a analise
de glicosilacdo usando o Pro-Q® Emerald 488 Glycoprotein Gel and Blot Stain Kit
(Molecular Probes, Eugene, OR). Em particular, a glicosilacdo resultaria no aumento relativo
da massa da proteina em relacdo a massa tedrica calculada. A concordancia entre a massa da
proteina CP4 EPSPS produzida no milho MON 87427 (47.552 Da), conforme detectado na
analise de espectrometria de massa MALDI-TOF, com a massa tedrica (47.481 Da) ndo
confirma a existéncia de espécies glicosiladas, uma vez que a adicdo de um Unico agucar
deveria aumentar a massa em pelo menos 160 Da.

Para confirmar que as proteinas CP4 EPSPS produzidas no milho MON 87427 e em E.
coli estavam presentes nas amostras para a deteccdo de carboidratos e a andlise de
glicosilagcdo, a membrana foi corada com Coomassie Brilliant Blue. Ambas as proteinas, a
proteina CP4 EPSPS produzida no milho MON 87427 e a produzida em E. coli foram
claramente detectadas. Esses dados indicam que o estado de glicosilacdo da proteina CP4
EPSPS produzida no milho MON 87427 ¢ equivalente ao da proteina CP4 EPSPS produzida
em E. coli, e que nenhuma delas é glicosilada.
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Expressdo da proteina CP4 EPSPS no milho MON 87427.

Amostras coletadas no Brasil.

Um estudo de campo foi conduzido com o objetivo de quantificar os niveis de
expressdo da proteina CP4 EPSPS, relevantes para a avaliacdo do risco, em folhas, forragem e
grdos do milho MON 87427 produzidos em ensaios de campo no Brasil na safra 2014/2015,
utilizando-se o ensaio imunoenzimatico ELISA (do inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) (Joaquim, 2015b). Os tecidos do milho MON 87427 foram coletados em experimentos
conduzidos em seis locais representativos da cultura do milho. S&o eles: Cachoeira Dourada,
MG (MGCH); N&o-Me-Toque, RS (RSNM); Sorriso, MT (MTSO); Rolandia, PR (PRRO);
Luis Eduardo Magalhaes, BA (BALM); Santa Cruz das Palmeiras, SP (SPSD).

Amostras coletadas nos Estados Unidos.

Um estudo de campo foi conduzido com o objetivo de quantificar os niveis de
expressdo da proteina CP4 EPSPS, o que é relevante para a avaliacdo do risco, em diferentes
tecidos do milho MON 87427 produzidos em ensaios de campo nos Estados Unidos na safra
2008, utilizando-se o ensaio imunoenzimatico ELISA. Os tecidos do milho MON 87427
foram coletados em trés repeticGes em cinco locais representativos da cultura do milho nos
Estados Unidos: Jackson County, Arkansas; Jefferson County, lowa; Stark County, Illinois;
Parke County, Indiana; e York County, Nebraska, locais representativos da cultura do milho
nos Estados Unidos.

A descricdo dos efeitos pleiotrépicos e epistaticos dos genes inseridos, quando
observados.

Nenhum efeito pleiotropico foi observado no milho MON 87427 até o presente
momento durante os experimentos de campo realizados em diferentes paises. Diferencas
significativas na morfologia, no crescimento ou no desenvolvimento do milho MON 87427
ndo foram encontradas quando este foi comparado ao milho controle convencional nesses
experimentos de campo, inclusive naqueles realizados no Brasil.

Avaliac6es de campo do milho MON 87427 - experimentos no Brasil.

Os dados de avaliacdo agrondmica e fenotipica foram coletados em experimentos
realizados a campo nos Estados Unidos e no Brasil

No Brasil, experimentos de campo para avaliar caracteristicas fenotipicas e
agrondmicas, e interacbes ambientais do milho MON 87427, em comparacdo ao milho
controle convencional e as referéncias comerciais de milho, foram conduzidos durante a safra
2014/2015 em seis locais (Soares, 2015e). Os parametros avaliados e a época de avaliacdo e
coleta dos dados séo descritos:

Estadio de crescimento

Estande inicial

Vigor de plantas

Dias para 50% plantas com polen

Dias para 50% espigas com cabelo

Altura de espiga

Altura de planta

Stay green

Espigas caidas

Plantas caidas
SPO — Area 05 — Quadra 03 Bloco B — Térreo — Salas 08 a 10 THV

Brasilia, DF — CEP: 70610-200 PROTON: /
Fones: (55)(61) 3411 5516— FAX: (55)(61) 3317 7475




Ministério da

ciencia, Tecnologia  MliNistério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo- MCTI

e Inovagdo

oo Comissédo Tecnica Nacional de Biosseguranga - CTNBio CTN B|0
BRASIL Secretaria Executiva de biosseguranca

I comissao técnica nacional

Estande final

Massa de 1 litro

Umidade de gréos

Rendimento de graos

Massa de 1000 graos

InteracOes ambientais (estresse abiotico/bidtico)

InteracOes ambientais (organismos ndo alvo)

Interacfes ambientais (danos causados por artropodes)

Também foram avaliados outros pardmetros nesse mesmo experimento, como vigor e
germinacdo, plantas voluntarias e potenciais como planta daninha. As Estacdes Experimentais
onde esse estudo foi conduzido no Brasil, seis locais representativos do cultivo de milho no
Brasil. As identidades do milho MON 87427, do milho controle convencional e das
referéncias comerciais foram verificadas por anélises de PCR. A presenca do gene cp4 epsps
foi certificada no milho MON 87427. As observac@es fenotipicas e de interacdes ambientais
avaliadas nesse estudo demonstram que o milho MON 87427 ndo difere consistentemente do
milho controle convencional, e que as diferencas significativas encontradas foram pontuais e
ndo representam caracteristicas que constituem potenciais riscos ambientais e potencial
aumento da persisténcia da cultura como planta daninha. Baseando-se nessas informacdes,
conclui-se que o milho MON 87427 é tdo seguro quanto o milho controle convencional
utilizado no estudo.

Estudo de campo conduzido nos Estados Unidos, com o objetivo de quantificar os
niveis de expressdo da proteina CP4 EPSPS, em diferentes tecidos do milho MON 87427
produzidos em ensaios de campo na safra 2008, utilizando-se o ensaio imunoenzimatico
ELISA. Os tecidos do milho MON 87427 foram coletados em trés repeti¢cGes em cinco locais
representativos da cultura do milho nos Estados Unidos. Os niveis de expressdo da proteina
CP4 EPSPS foram determinados em 19 tipos de tecidos, com amostras coletadas nos cinco
locais. Os niveis da proteina CP4 EPSPS no milho MON 87427. Os dados de expressdo da
proteina CP4 EPSPS do milho MON 87427 sdo consistentes com o conceito do produto MON
87427. O milho MON 87427 utiliza uma combinacdo especifica de promotor e intron (e35S-
hsp70) que leva a expressao da proteina CP4 EPSPS em tecidos vegetativos e reprodutivos
Todos os dados coletados foram submetidos a analise estatistica por meio do teste t para a
comparacao das médias ao nivel de significancia de 5%.

- Histdrico de Uso Seguro:

Conforme revisao apresentada pela requerente, o milho evoluiu como uma espécie de
polinizagéo aberta (fertilizagdo cruzada), e até o século XX, somente variedades de milho de
polinizagcdo aberta eram cultivadas. Como o milho apresenta polinizagdo cruzada, as
variedades de milho formam uma colecdo de individuos (gendtipos) heterozigotos e
heterogéneos. As variedades foram desenvolvidas por simples sele¢cdo em massa pelos nativos
indigenas antes da chegada de Colombo. Seus métodos de selecdo eram simples pelos padrdes
atuais, mas foram obviamente efetivos no desenvolvimento de ragas, variedades e linhagens
para satisfazer suas necessidades de alimento, combustivel, racdo animal e também culturais.
A producéo de hibridos ocorreu entre variedades como culturas movidas dentro do hemisfério
ocidental, liberando variabilidade genética para desenvolver outras variedades unicas
(Brieger, 1943; Brieger, 1949a; Brieger, 1949b).
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Como o milho naturalmente apresenta fertilizagdo cruzada, a composi¢cdo genética de
cada planta ndo é conhecida. A autopolinizacdo continua de individuos por sete a dez
geragdes resultou em linhagens puras dentro das quais cada planta tinha caracteristicas
similares. A interpretacdo correta do que aconteceu durante a purificacdo (transformacdo em
linhagem pura) foi baseada na genética mendeliana. A fixacéo dos alelos em linhagens puras
causou uma reducdo geral no vigor e na produtividade. Técnicas como o melhoramento
assistido por marcadores tém reduzido o tempo e o nimero de geragfes necessarias para a
producdo de linhagens puras (Yousef e Juvik, 2001).

Observou-se que apds o cruzamento de duas linhagens puras o vigor foi restabelecido.
Se nenhuma selecdo ocorreu durante a purificacdo, o desempenho médio (rendimento de
grdos) de todos os cruzamentos possiveis foi similar ao desempenho da variedade original na
qual a purificacdo foi iniciada. Alguns cruzamentos, entretanto, foram melhores que a
variedade original de polinizagéo aberta e podem ser reproduzidos a partir dos cruzamentos de
parentais de linhagens puras do cruzamento. Assim, o conceito de hibridos de milho foi
determinado: autopolinizagdo para desenvolver linhagens puras, cruzamento das linhagens
puras para produzir hibridos, avaliacdo para determinar o melhor hibrido e uso dos parentais
da linhagem pura para reproduzir o hibrido superior e distribui-lo para uso pelos agricultores
(Shull, 1908).

A hibridaco é utilizada em muitas fases do melhoramento de milho pela expressédo da
heterose. A hibridacdo € usada para produzir populacdes melhoradas (F2) para desenvolver
linhagens puras para uso em hibridos, para produzir cruzamentos das linhagens superiores
para distribuicdo aos agricultores. A hibridacdo é facilmente alcancada através de polinizacéo
manual ou por vento em grandes campos de cruzamento (linhagens puras macho e fémea)
com o objetivo de produzir grandes quantidades de sementes hibridas de alta qualidade.

- Descricdo de efeitos pleiotrdpicos e epistaticos do gene inserido, quando observados:

E importante ressaltar que a interacdo entre genes ocorre a todo momento na
descendéncia de cruzamentos de individuos em programas de melhoramento e nas geracdes
seguintes a selecdo artificial atua no sentido de harmonizar a agdo dos genes para adaptacao
ao ambiente agricola. Os efeitos desfavoraveis resultantes de efeitos pleiotropicos ou de
efeitos epistaticos sdo eliminados ao longo do processo de selecdo. Nas plantas geneticamente
modificadas, na fase de transformacdo genética muitos transformantes sdo eliminados num
processo de selecdo em decorréncia de caracteristicas desfavoraveis que surgem da insercédo
das construcdes génicas no genoma da planta. Nesse processo sdo selecionados
transformantes que mantém as caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e quimicas da planta
convencional, inicialmente essa selecdo é feita em casa de vegetacdo e em seguida em
parcelas de campo expostos as condi¢cbes ambientais. Da mesma forma, ao longo das diversas
etapas do melhoramento genético, caracteristicas desfavoraveis sdo eliminadas precocemente
nos programas de selecdo e apenas as linhagens resultantes comprovadamente com alta
performance sdo usadas para produgéo comercial de graos.

Em relacdo ao milho MON 87427, nenhum efeito pleiotrpico ou epistatico foi
observado até 0 momento durante os experimentos de campo realizados em diferentes paises.
Comparaces entre 0 milho MON 87427 e o milho controle convencional ndo apresentaram
diferencas significativas na morfologia, no crescimento ou no desenvolvimento das plantas
tanto em experimentos de campo, inclusive no Brasil, quanto em plantios comerciais em
varios paises. A equivaléncia substancial entre 0 milho MON 87427 e o milho controle
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convencional é demonstrada no presente documento através dos dados e informacGes
aportados.

- Potencial de invasividade e persisténcia no ambiente:

Conforme dados apresentados na proposta da requerente, o fenotipo das plantas
transformadas contendo o evento MON 87427 é equivalente ao fendtipo da planta original, no
que se refere aos orgdos reprodutivos, a duracdo do periodo de desenvolvimento e
crescimento da planta, dorméncia e germinacdo, sobrevivéncia e persisténcia no campo,
dentre outras caracteristicas. Além disso, o milho MON 87427, assim como o milho
convencional, ndo é considerado uma espécie invasivas em ecossistemas naturais € ndo
apresentam tendéncia a proliferar-se como planta daninha. As modificacdes genéticas
incluidas no milho MON 87427 ndo possui qualquer acdo ou relagdo com 0S processos
naturais de reproducdo, disseminacdo e sobrevivéncia da espécie receptora, concluindo-se que
nenhuma vantagem competitiva foi proporcionada. A avaliagdo do impacto nas praticas
agrondmicas usuais também indica que o0 milho MON 89427 ndo causa impacto nas praticas
de cultivo e de rotagdo, ou no manejo de insetos ou doencas que sejam maior chance de se
estabelecer no meio ambiente como uma planta daninha que o milho convencional.

- Fluxo génico:

Na avaliacdo de seguranca de milhos geneticamente modificados tem sido
demonstrado que existe equivaléncia com o milho convencional em termos das caracteristicas
fenotipicas, reprodutivas, de dispersdo, de reproducdo e outras. No caso do milho MON
87427, os dados apresentados, gerados em seis locais no Brasil e em 16 locais nos Estados
Unidos, mostram essa equivaléncia. A unica diferenca é que o milho MON 87427 produz a
proteina CP4 EPSPS em tecidos vegetativos e reprodutivos femininos, como tecidos de
folhas, colmos e raizes, e tecidos que se desenvolvem em sementes ou grdos e estilo-estigma.
Tecidos reprodutivos masculinos, como micrésporos de polen e células do tapetum, ndo
produzem a proteina CP4 EPSPS. Da mesma forma, o esperado é que a dispersdo de polen do
milho geneticamente modificado também seja semelhante a do milho convencional.

O fluxo génico da primeira geragdo de milho geneticamente modificado resistente a
insetos, 0 milho MON 810, foi estudado pela Monsanto do Brasil Ltda. como parte do
monitoramento pds-liberacdo comercial desse produto aprovado em 2007 pela CTNBio (EPT
n°® 1.100/2007). O monitoramento do milho MON 810 foi realizado durante as safras
2008/2009, 2009/2010 e 2010/2011, onde o fluxo genico foi estudado e acompanhado no
campo. Os resultados do estudo de fluxo génico no milho MON 810 foram utilizados para
demonstrar a baixa taxa de fluxo génico na cultura de milho em distancias acima de 20 metros
da fonte de pélen. Assim, pode-se embasar o racional da conclusdo de que o gene cp4 epsps
no milho MON 87427 segue o padréo de fluxo génico do milho MON 810, uma vez que este
ndo difere do milho convencional nas suas caracteristicas reprodutivas, fenotipicas e
agrondmicas. Assim, espera-se que para 0 milho MON 87427 a frequéncia do fluxo génico
entre plantas a 20 metros da fonte do pdlen seja também reduzida. Tais resultados ilustram o
fluxo génico da cultura do milho, e devem ser considerados no contexto da cultura e ndo da
caracteristica introduzida, uma vez que os dados agronémicos e fenotipicos mostram que o
milho geneticamente modificado é equivalente ao milho convencional, exceto pela
caracteristica introduzida intencionalmente pela modificacdo genética. Os resultados obtidos
nesses estudos de monitoramento pds-comercial em trés safras no Brasil mostram que a
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coexisténcia de diferentes tipos de milho é possivel, uma vez que a frequéncia do fluxo génico
entre plantas de milho diminui com distancias acima de 20 metros da fonte de pélen

Considerando que o fluxo de pdlen geneticamente modificado podera ocorrer em
pequenas taxas entre os plantios, ndo se espera, no entanto, que a caracteristica conferida pela
introducdo do gene cp4 epsps proporcione qualquer vantagem competitiva ao milho.
Considera-se ainda que tal proteina é segura e ndo representariam qualquer risco a salde ou
ao meio ambiente.

- Estudos de Eficacia:

Com relagdo ao evento MON 87427, esse milho foi desenvolvido para ser utilizado como
uma ferramenta na producdo de sementes de milho hibrido. O milho MON 87427, que
confere tolerancia ao herbicida glifosato, o ingrediente ativo dos herbicidas Roundup®. utiliza
uma combinacdo especifica de promotor e intron (e35S-hsp70) para dirigir a expressdo da
proteina CP4 EPSPS em tecidos vegetativos e reprodutivos femininos, conferindo tolerancia
ao glifosato em folhas, colmo e raiz, bem como em tecidos que se desenvolvem em sementes
ou gréos e estilo-estigma. O uso dessa combinacdo especifica de promotor e intron também
resulta em uma producdo limitada ou ausente da proteina CP4 EPSPS em dois tecidos
reprodutivos masculinos principais: micrésporos, que se desenvolvem em grdos de pélen, e
células do tapetum, que provéem nutrientes para o polen (Goldberg et al., 1993; Huang et al.,
2009). Assim, os tecidos reprodutivos masculinos criticos para o desenvolvimento do
gametdfito masculino no milho MON 87427 néo séo tolerantes ao glifosato. Tanto o promotor
e35S quanto o promotor CaMV 35S, a partir do qual o promotor e35S foi originado (Kay et
al., 1987; Odell et al., 1985), ja demonstraram uma habilidade limitada em dirigir a expressao
de um gene de interesse em polen para certas culturas (CaJacob et al., 2004; Hamilton et al.,
1992). A expressao tecido-seletiva da proteina CP4 EPSPS no milho MON 87427 permite a
extensdo do uso do milho tolerante ao glifosato para incluir seu uso como uma ferramenta na
producdo de sementes de milho hibrido.

- Impactos na microbiota do solo:

Nas avaliacGes de seguranca de plantas desenvolvidas por meio da biotecnologia, o
risco de transferéncia génica horizontal é analisado, uma vez que resultaria em disperséo de
genes inseridos nas plantas pela transferéncia para microrganismos no campo ou ho trato
digestivo de animais que consumam tais plantas. N&o existem relatos de transferéncia génica
do milho para outras espécies com as quais ndo possa haver cruzamento sexual. A
probabilidade de transferéncia génica horizontal é considerada desprezivel. Mesmo que ela
ocorresse, as consequéncias seriam negligiveis, pois o gene introduzido no milho MON 87427
é de origem bacteriana e a proteina CP4 EPSPS néo representa toxicidade para humanos e
outros organismos ndo alvo nas condi¢bes de uso. As preocupacOes com esse tipo de
transferéncia séo particularmente direcionadas a dispersdo hipotética de genes que conferem
resisténcia aos antibidticos utilizados para bactérias patogénicas, comprometendo, assim, o
uso desses antibidticos (Bertolla e Simonet, 1999; Prins e Zadoks, 1994; Smalla et al., 2000).
Entretanto, a transferéncia de sequéncias que incluem um gene intacto é desprezivel, o que faz
com que ele ndo seja funcional no organismo receptor mesmo que fosse transferido, pois
provavelmente ndo teria as sequéncias regulatorias necessarias a sua expressao associadas a
ele (Conner et al., 2003).
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Microrganismos encontrados no solo ou em associa¢fes com as plantas, no rimen ou
no intestino de animais, sdo capazes de receber DNA de outros organismos por meio de
mecanismos especializados de transferéncia, como conjugacgéo, transducdo e transformacao
(Davison, 1999). Porem a transferéncia génica horizontal de plantas para microrganismos é
um evento raro que seria viabilizado apenas pelo mecanismo de transformacédo (Bertolla e
Simonet, 1999; Prins e Zadoks, 1994; Smalla et al., 2000).

No caso do milho MON 87427, o gene nptll que codifica a enzima neomicina
fosfotransferase tipo 1l (NPTII) ndo estd presente no plasmideo utilizado para transformar a
planta, e o gene aad que codifica a enzima AAD esta apenas presente na sequéncia estrutural
do plasmideo, mas ndo foi integrado ao genoma da planta uma vez que nao faz parte do T-
DNA. Esses dois genes sdao marcadores de selecdo utilizados no processo de modificagéo
genética e que conferem resisténcia a antibidticos como canamicina, espectinomicina e
estreptomicina. Como o milho MON 87427 ndo possui 0s genes nptll ou aad em seu genoma,
as preocupacdes com a possibilidade de transferéncia horizontal de genes marcadores de
selecdo que conferem resisténcia aos antibidticos neste caso sao irrelevantes.

Possibilidade de transferéncia horizontal do transgene:

Na revisdo apresentada, a requerente afirma que o cultivo milho MON 87427 é tdo
seguro a microbiota do solo quanto o cultivo do milho convencional, uma vez que ndo existe
nenhum mecanismo conhecido, ou demonstracao definitiva que o DNA possa se transferir de
plantas para microorganismos e, mesmo que pudesse ocorrer uma transferéncia de genes
marcadores de sele¢cdo como o nptll e 0 aad, € improvavel que esses genes possam contribuir
de alguma maneira para a dispersdo da resisténcia a antibioticos em populagdes bacterianas,
visto que genes de resisténcia ja estdo amplamente dispersos no meio ambiente e
particularmente no solo e em bactérias que colonizam os tratos digestivos animais.

As preocupacgdes com o risco de ocorréncia de transferéncia horizontal devem tomar
em consideracdo o fato de que esse € um processo natural de movimento de genes entre
espécies filogeneticamente distantes, responsavel por mudancas no pool génico de populacdes
e que possui importancia no processo evolutivo das espécies. Apesar da possibilidade da
transferéncia horizontal do gene introduzido no milho MON 87427 (gene cp4 epsps) para
bactérias e outros organismos ndo poder ser totalmente eliminada, essa transferéncia é
altamente improvavel e, caso viesse a ocorrer, seu impacto seria insignificante. Vale lembrar
que genes epsps, é derivado de Agrobacterium sp. cepa CP4 e estdo amplamente dispersos no
meio ambiente.

Os impactos negativos e positivos aos organismos alvo e néao alvo

O milho MON 87427 nao tem organismos alvo, uma vez que a proteina CP4 EPSPS
nele expressa ndo tem acgdo sobre insetos ou outros organismos. A avaliagdo dos impactos de
uma cultura derivada de biotecnologia sobre organismos nao alvo e espécies ameacgadas e em
perigo € um componente da avaliacdo da capacidade do milho tornar-se um organismo
causador de doencas de planta. Dado que o milho MON 87427 ndo possui atividade pesticida,
todos os organismos que interagem com esse milho séo considerados organismos ndo alvo. A
avaliacdo ambiental demonstrou que a presenca da caracteristica de tolerancia ao glifosato em
tecidos vegetativos e reprodutivos femininos do milho MON 87427 (tecidos de folhas, colmos
e raizes, e tecidos que se desenvolvem em sementes ou graos e estilo-estigma) e a aplicacéo

SPO - Area 05 — Quadra 03 Bloco B — Térreo — Salas 08 a 10 THV
Brasilia, DF — CEP: 70610-200 PROTON: /
Fones: (55)(61) 3411 5516— FAX: (55)(61) 3317 7475




Ministério da

ciencia, Tecnologia  MliNistério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo- MCTI

e Inovagdo

oo rrocan Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca - CTNBIo CTN B|0
=SIL Secretaria Executiva de biosseguranga

PAIS RICO E PAIS SEM POBREZA

I comissao técnica nacional

desse herbicida sobre esse milho, seja para controle de plantas daninhas, seja para o
despendoamento quimico, ndo alterou interacbes planta-artrépodes, incluindo artropodes
benéficos, nem alterou a suscetibilidade a doencas em comparacao aos hibridos convencionais
de milho.

As informag6es bioquimicas e os dados experimentais para a avaliacdo do milho MON
87427 incluiram caracterizacdo molecular, avaliacdes de seguranca da proteina CP4 EPSPS;
historico de exposicdo ambiental a familia de proteinas EPSPS; informacfes da avaliacdo de
interacdes ambientais; analises de composicao nutricional; estudos para avaliacdes fenotipicas
e agrondmicas, dentre outros. Em conjunto, todos os dados coletados para o milho MON
87427 permitem concluir que esse milho ndo tem nenhum mecanismo razoavel que poderia
causar danos aos organismos ndo alvo, ou representar um risco adicional a espécies
ameacadas e em perigo, se for comparado aos hibridos convencionais de milho. Os estudos
realizados para verificar os impactos de uma cultura derivada de biotecnologia sobre
organismos ndo alvo e espécies ameacadas e em perigo nos campos cultivados com o milho
MON 87427 no Brasil na safra 2014/2015 e nos Estados Unidos na safra 2008, conclui que 0s
organismos estudados ndo sdo influenciadas pela expressdo da proteina CP4 EPSPS no milho
MON 87427.

Avaliacbes agrondmicas, fenotipicas e das interagdes ecoldgicas realizadas no Brasil.

Uma grande quantidade de informacBes foi gerada em experimentos de campo
utilizando o milho MON 87427 com o objetivo de verificar se a modificacdo genética alterou
0 potencial dessa planta para se tornar planta daninha, quando comparada ao milho controle
convencional. A avaliacdo foi baseada na caracterizacdo agronémica e fenotipica, nos dados
de germinacao e vigor, nas observacdes das interacdes ambientais e plantas voluntarias, dados
esses coletados no Brasil em experimentos de campo realizados na safra 2014/2015 em varias
regides representativas do pais. Os resultados das avaliacbes de varios parametros indicam
gue o milho MON 87427 ndo possui caracteristicas que possam conferir um risco dessa planta
se tornar uma planta daninha ou causar impacto ecoldgico significativo quando comparado ao
milho controle convencional. Dados de interagdes ambientais também indicam que o milho
MON 87427 n&o possui nenhuma suscetibilidade ou tolerdncia maior a doengas ou insetos.
Avaliados em conjunto, esses dados mostram que o milho MON 87427 nao impde risco como
planta daninha ou resulta em impacto ecolégico significativo quando comparado ao milho
controle convencional e as referéncias comerciais. Além disso, os dados apresentados
mostram que a expressao da proteina CP4 EPSPS no milho MON 87427 ndo altera o fen6tipo,
as caracteristicas agronémicas e as interacdes ambientais da planta além do intencionado pela
modificacdo genética em questdo. Portanto, a unica diferenca do milho MON 87427 em
relacdo aos hibridos convencionais é aquela intencionada pela modificagdo genética, ou seja,
a tolerancia ao glifosato em tecidos vegetativos e reprodutivos femininos.

Avaliagoes de campo do milho MON 87427 - experimentos nos Estados Unidos.

A avaliacdo das caracteristicas fenotipicas, agronémicas e de interacGes ambientais do
milho MON 87427 comparado ao milho controle convencional (LH198 x LH287) fornecem
dados que apoiam a conclusdo de que o milho MON 87427 é semelhante ao milho controle
convencional, com excecdo da caracteristica de tolerancia tecido-seletiva ao herbicida
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glifosato. Portanto, é improvavel que o milho MON 87427 represente um risco de se tornar
uma planta daninha ou gerar um impacto ambiental significativo quando comparado ao milho
controle convencional. As conclusdes sdo baseadas nos estudos das diversas avaliagdes
apresentadas no presente documento.

As caracteristicas fenotipicas, agrondmicas e de intera¢cbes ambientas do milho MON
87427 foram analisadas de forma comparativa a fim de se avaliar o potencial desse evento
tornar-se uma planta daninha (OECD, 1993b). Essas avalia¢es incluiram cinco parametros de
germinacdo de sementes, quatorze caracteristicas de crescimento e desenvolvimento de
plantas, observacbes de respostas a estresses abidticos, interacdes planta-doenca e planta-
artropodes, e duas caracteristicas de polen. Os resultados das avaliacbes fenotipicas,
agrondmicas e de interag0es ambientais indicam que o milho MON 87427 ndo possui
caracteristicas de planta daninha, aumento da suscetibilidade ou tolerdncia a estresses
abioticos, doencas ou artropodes especificos, ou ainda caracteristicas que poderiam conferir
um risco desse evento tornar-se uma planta daninha ou gerar um impacto ambiental
significativo, quando comparado ao milho controle convencional.

Na avaliacdo fenotipica, agronémica e de interacdes ambientais do milho MON
87427, os dados foram coletados para se avaliar aspectos especificos relacionados ao
potencial desse evento tornar-se uma planta daninha. A caracterizacdo do milho MON 87427
englobou cinco categorias gerais de dados: 1) germinagdo, dorméncia e emergéncia; 2)
crescimento vegetativo; 3) desenvolvimento reprodutivo (incluindo caracteristicas de pélen);
4) acamamento e retencdo de sementes; e 5) interacGes ambientais (resposta da planta a
estresses abioticos e interagdes com doencas e artrépodes).

Os dados fenotipicos, agronémicos e de interacfes ambientais foram avaliados com
base no principio da familiaridade (Hokanson et al., 1999; OECD, 1993b), e consistiram de
uma combinacdo de estudos de campo e laboratério conduzidos por cientistas familiarizados
com a producdo e a avaliacdo da cultura de milho. Em cada uma dessas avaliac@es, 0 milho
MON 87427 foi comparado ao milho controle convencional de background genético similar,
mas sem o cassete de expressdo cp4 epsps. Ainda, referéncias comerciais foram incluidas nos
estudos para cada caracteristica mensurada, visando fornecer um intervalo de valores
comparativos que sdo representativos de hibridos de milho comercial existentes. As
referéncias comerciais sdo selecionadas a partir de hibridos comercialmente disponiveis que
possuem uma variacdo de backgrounds e maturidades relativas, e que séo apropriados para
uso nos locais de plantio escolhidos nesses estudos. As referéncias comerciais fornecem um
intervalo de variacdo para caracteristicas e um contexto para a interpretacdo de resultados
experimentais.

3) AVALIACAO DE RISCO A SAUDE HUMANA E ANIMAL

A requerente lista em sua avaliacédo de risco alguns fatores importantes, que devem ser
considerados a fim de demonstrar a seguranca do Milho MON 87427

e O organismo doador do gene cp4 epsps, Agrobacterium sp. cepa CP4, é uma bactéria
comumente encontrada no solo e que teve esse gene naturalmente mutado, sem a acéo
do homem. Essa mutacdo natural fez com que o gene cp4 epsps passasse a codificar a
producdo da enzima CP4 EPSPS tolerante ao glifosato. Entretanto, a enzima CP4
EPSPS ¢ estrutural e funcionalmente semelhante as enzimas EPSPS enddgenas de
plantas e microrganismos, uma familia maior de enzimas EPSPS que sdo relacionadas.
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As EPSPS sédo ubiquas na natureza, pois ocorrem em bactérias, fungos, algas e plantas
superiores. As enzimas EPSPS ndo possuem toxicidade conhecida, ndo tém associacao
com patogenicidade e ndo conferem vantagem seletiva aos organismos que as
produzem;

e Existem culturas tolerantes ao glifosato que produzem essas mesmas proteinas sendo
cultivadas ha décadas em varios paises, sem qualquer relato de alergia ou toxicidade
aos mais diversos tipos de organismos;

e A seguranga das proteinas, CP4 EPSPS foi avaliada quanto aos riscos para humanos e
animais. Os riscos sdo quantificados como uma margem de exposicdo (MOE), que é
definida como nivel de efeito ndo observado (NOEL) em um estudo de toxicidade oral
aguda com camundongos para estimar a ingestdo das citadas proteinas através da
dieta. Esses estudos demonstraram que essas proteinas ndo apresentam toxicidade
aguda e ndo causam nenhum efeito adverso, mesmo nas doses mais altas testadas.

e As proteinas CP4 EPSPS sédo rapidamente digeridas em fluidos gastricos simulados.
Proteinas que sdo rapidamente digeridas nos sistemas gastrintestinais de mamiferos
apresentam probabilidade desprezivel de causar alergias quando consumidas.

e As proteinas CP4 EPSPS ndo compartilham nenhuma similaridade de sequéncia de
aminoéacidos com alérgenos conhecidos, gliadinas, gluteninas ou proteinas toxicas que
causem efeitos adversos em mamiferos. Isso foi mostrado em avalia¢Bes utilizando
ferramentas da bioinformatica.

A Setorial Humana e Animal da CTNBIo ja conclui a analise da avaliacdo de risco do
MON 87427 e concluiu pela sua seguranca, apresentando parecer favoravel a liberacdo
comercial do evento combinado em reunido da setorial realizada em agosto de 2016.

PARECER FINAL:

Considerando que a variedade de milho MON 87427 pertence a espécie bem
caracterizada e com sdlido histérico de seguranca para consumo humano;

Considerando que a proteina CP4 EPSPS, que conferem tolerancia ao herbicida
glifosato sdo expressas em varios eventos de diferentes culturas agricolas ja submetidos a
avaliacdo de risco e aprovados para uso comercial em diversos paises;

Considerando que os milhos tolerantes ao herbicida Rundup pela expressando da
proteina CP4 EPSPS, bem como combinacbes de outros eventos em milho, ja foram
submetidos a andlise da avaliacdo de risco pela CTNBIo e obtiveram parecer favoravel para
sua liberacdo comercial,

Considerando a caracterizagdo molecular, os dados apresentados sobre o evento MON
87427 e o Parecer da CIBio que corroboram a afirmativa sobre a seguranca dos genes
inseridos e proteinas expressas nesse evento;

Considero que a solicitacdo da Empresa Monsanto do Brasil Ltda., CQB03/97,
processo n° 01200.005751/2015-13, para liberacdo comercial do milho geneticamente
modificado evento MON 87427, atende as normas e a legislacdo pertinente que visam garantir
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a biosseguranca do meio ambiente, agricultura, saude humana e animal, e indico o
DEFERIMENTO da solicitacéo.

Considero ainda que, na elaboracdo do Plano de Monitoramento, as seguintes
recomendac@es devem ser incluidas:

- Elaboragdo de um programa de gestdo responsavel, incluindo a ado¢do de medidas que
visam 0 manejo da resisténcia e uso responsavel do produto;

- Clareza na identificacdo e descri¢cdo dos organismos alvo do controle e eficiéncia desse
controle para informacéo do agricultor;

- Programas educativos para distribuidores e agricultores, visando o uso adequado da
tecnologia;

- Monitoramento visando a avaliacdo do desenvolvimento da tolerancia nas diferentes regides
do pais onde a tecnologia for adotada;

- Andlise dos impactos da introducdo da tecnologia e a preconizagdo de medidas mitigatorias

Data: 29/08/2016

Restricbes ao uso do OGM e seus derivados

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

Data: 29/08/2016

Dra. Maria José Vilaca de Vasconcelos
Relator — Membro da CTNBIo

Assessoria técnica: Norma Paes
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