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COMISSAO TECNICA NACIONAL DE BIOSSEGURANCA
PARECER TECNICO N¢ 1552/2023/SEI-CTNBio - Membros

PARECER RELATOR 8762/2023

Processo: 01245.009196/2023-92

Data de Protocolo: 08/05/2023

Assunto: Liberacdo Comercial da soja MON 94637
Requerente: A Monsanto do Brasil Ltda

CQB: 03/96

Classificacao: Classe de Risco I

Extrato Prévio: 8894/2023

Decisao: DEFERIDO

Reunido: 266a. Reunido ordinaria ocorrida em 09/11/2023

I - Identificacio do OGM

Designacao do OGM: Soja geneticamente modificada resistente a insetos
Espécie: Glycine max

Caracteristica Inserida: resisténcia a insetos

Classificacao de risco do OGM: Classe de risco 1

Método de introdugdo da caracteristica: transformagao mediada por Agrobacterium

Uso proposto: liberagcdo no meio ambiente, uso na alimentagdo humana e animal, seu uso comercial, e
quaisquer outras atividades relacionadas a esse OGM e quaisquer progénies dele derivadas

I1. Informacoes Gerais

A soja resistente a insetos MON 94637 contém os genes crylA.2 e cryl1B.2 de Bacillus thuringiensis, os
quais codificam as proteinas inseticidas Cryl A.2 e Cry1B.2 que conferem proteg¢ao contra danos alimentares

causados por insetos lepidopteros na cultura da soja. A soja MON 94637 se encontra em fase de avaliacao por

outras agéncias regulatorias nos Estados Unidos desde dezembro de 2022, bem como no Canada e no Japao,

desde abril de 2023.

https://sei.mcti.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=12511478&infra_sist...

1/9



23/11/2023, 10:30 SEI/MCTI - 11512320 - Parecer Técnico

A soja MON 94637 foi produzida pela metodologia de transformacdo mediada por Agrobacterium utilizando
o plasmideo PV-GMIR527237. Este plasmideo tem aproximadamente 26,6 kb e contém dois DNAs de
transferéncia (T-DNA), cada qual delimitado pelas regides de extremidade direita e esquerda. O T-DNA [
contém os cassetes de expressdo CrylA.2 e CrylB.2 e o T-DNA II contém os cassetes de

expressao splA e aadA.

A caracterizacao da inser¢ao do DNA na soja MON 94637 foi realizada usando uma combinagao de
sequenciamento, rea¢do em cadeia da polimerase (PCR) e bioinformatica. Os resultados desta caracteriza¢ao
demonstraram que a soja MON 94637 possui apenas uma copia do T-DNA I pretendido, a qual contém os
cassetes de expressao CrylA.2 e Cry1B.2 que sdo herdados de forma estavel ao longo de varias geragdes e
segregados de acordo com os principios das Leis de Mendel.

Uma avaliagdo dos potenciais impactos da soja MON 94637 em organismos nao alvo foi realizada como
parte da avaliagdo de risco ambiental. Caracteristicas fenotipicas e agronomicas, bem como interagdes
ambientais, como respostas de plantas a estresses abidticos, doengas e artropodes-praga foram avaliadas no
Brasil durante a safra 2021/2022. A abundancia de organismos nao alvo também foi avaliada.

As informagdes bioquimicas e os dados experimentais gerados com a soja MON 94637 incluiram modo de
acdo, caracterizagcdo molecular, avaliagdo da seguranga das proteinas CrylA.2 e Cry1B.2, composi¢do
nutricional, avaliacdo de interagcdes ambientais e avaliagdo agrondmica e fenotipica. Tomados em conjunto,
esses dados suportam a conclusao de que a soja MON 94637 ndo possui mecanismo plausivel para causar
efeitos adversos sobre os organismos nao alvo, nem representa um risco adicional para organismos benéficos
para a agricultura em comparag¢ao com a soja convencional.

Genes introduzidos e respectivos organismos de origem:

O plasmideo PV-GMIRS527237 tem aproximadamente 26,6 kb e contém dois T-DNAs separados, cada um
delimitado pelas regides da extremidade direita e esquerda e sequéncias da matriz do plasmideo. O primeiro
T-DNA, designado T-DNA I, contém os cassetes de expressdo crylA.2 e crylB.2.2

A)Gene crylA.2

O gene crylA.2 na soja MON 94637 codifica a proteina CrylA.2 de 135 kDa que consiste em um unico
polipeptideo de 1189 aminoacidos. A sequéncia codificadora crylA4.2 consiste na sequéncia codificadora do
Dominio I da proteina CrylAh, Dominio II e Dominio C-terminal da proteina CrylAc e Dominio III da
proteina CrylAc de varias subespécies da bactéria do solo B. thuringiensis. A expressao da proteina CrylA.2
confere protecdo contra lepidopteros-praga na soja MON 94637.

B) Gene crylB.2

Ogene o crylB.2 na soja MON 94637 codifica a proteina Cry1B.2 de 135 kDa que consiste em um {inico
polipeptideo de 1187 aminoécidos. A sequéncia codificadora crylB.2 consiste na sequéncia codificadora dos
Dominios I e II da proteina Cry1Be, Dominio III da proteina Cry1Ka e do Dominio C-terminal da proteina
CrylAb de vérias subespécies da bactéria do solo B. thuringiensis. A expressao da proteina Cry1B.2 confere
prote¢do contra lepidopteros-praga na soja MON 94637.

A proteina CrylA.2 na soja MON 94637 ¢ uma proteina que compreende um unico polipeptideo de 1189
aminoacidos com massa molecular aparente de aproximadamente 135 kDa. Como outras proteinas Cry, a
CrylA.2 ¢ sintetizada primeiro como uma prototoxina que, apds exposi¢ao ao intestino médio do organismos
alvo, ¢ clivada por enzimas digestivas para produzir uma proteina ativada de aproximadamente 60 kDa
(Bravo et al., 2007). A CrylA.2 ¢ uma proteina quimérica que contém dominios derivados de proteinas Cryl
do tipo selvagem das subclasses Cryl A e Cry1C, especificamente, Dominio I da proteina CrylAh, do
Dominio II e do Dominio de protoxina C-terminal da proteina CrylAc e do Dominio III da proteina Cryl1Ca
de Bacillus thuringiensis. Todos os dominios sao 100% idénticos aos dominios da proteina de origem.

A proteina CrylA.2 foi projetada utilizando uma estratégia de troca de dominios para alcancar altos niveis de
atividade contra lepidopteros-praga alvo. A troca de dominios € um mecanismo bem conhecido na natureza,
resultando em diversidades de proteinas Cry em atividade funcional que foram amplamente descritas na
literatura (de Maagd et al., 2001; de Maagd et al., 2003). Ao utilizar ferramentas moleculares modernas, uma

https://sei.mcti.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=12511478&infra_sist...  2/9



23/11/2023, 10:30 SEI/MCTI - 11512320 - Parecer Técnico

estratégia de troca de dominios foi usada anteriormente com sucesso para alterar os dominios funcionais das
proteinas Cryl com o objetivo de desenvolver biopesticidas microbianos com especificidade aprimorada para
lepiddpteros-praga.

A proteina Cry1B.2 na soja MON 94637 ¢ uma proteina que compreende um unico polipeptideo de 1187
aminoacidos, com massa molecular aparente de aproximadamente 135 kDa. Como outras proteinas Cry, ela ¢
sintetizada primeiro como uma prototoxina que, apos exposi¢ao ao intestino médio de organismos alvo, ¢
clivada por enzimas digestivas para produzir uma proteina ativada de aproximadamente 60 kDa (Bravo et al.,
2007). A proteina Cry1B.2 ¢ uma proteina quimérica que contém dominios derivados de proteinas Cryl do
tipo selvagem das subclasses Cryl A, Cryl1B e CrylK, especificamente, Dominios I e II da proteina Cry1Be,
do Dominio III da proteina Cryl1Ka2 e do Dominio de protoxina C-terminal da proteina CrylAb de Bacillus
thuringiensis. Todos os dominios sdao 100% idénticos aos dominios da proteina de origem. As proteinas
CrylA, CrylC, CrylB e Cry1K sdo de uma familia de proteinas inseticidas derivadas de varias subespécies
da bactéria do solo Bacillus thuringiensis que tem sido amplamente utilizada na formulagdo de biopesticidas
comerciais.

O cassete de expressao crylA.2 ¢ regulado pelo promotor ubq10-Atl de Arabidopsis thaliana e pela regiao 3’
UTR Zfp-Mtl de Medicago truncatula. O cassete de expressao crylB.2 ¢ regulado pelo promotor Cab-
Cm1l de Cucumis melo (meldo) e pela regiao 3° UTR Lox-Mt1 de Medicago truncatula.

O segundo T-DNA, designado T-DNA II, contém os cassetes de expressao splA4 e aadA.

C) Gene spl4 - Quando o gene splA4 ¢ expresso durante o desenvolvimento do embrido, ele interfere no
metabolismo da sacarose, levando a um fenétipo de semente enrugada reconhecivel que fornece uma
demonstragado visual de que o T-DNA II esta presente (Piper et al., 1999).

D) Gene aadA -A expressao do gene aadA fornece resisténcia a antibioticos e ¢ um segundo método para
selecionar os transformantes portadores do T-DNA II.

O cassete de expressao splA ¢ regulado pelo promotor Usp de Vicia faba (fava) e pela regido 3° UTR nos

de Agrobacterium tumefaciens. O cassete de expressao aadA ¢ regulado pelo enhancer FMV do virus do
mosaico da figueira, promotor EF-1a de A. thaliana, sequéncia alvo CTP2 de A. thaliana e regiao 3° UTR E9
de Pisum sativum(ervilha).

Além disso, o plasmideo PV-GMIR527237 contém duas origens de replicagao para sua manutengao em
bactérias (ori-pRi, ori-pBR322), um gene marcador de sele¢do bacteriano (nptll) controlado por um promotor
do operon do RNA ribossdmico de 4. tumefaciens que conduz a transcrigao em células vegetais, uma porg¢ao
ndo funcional do gene marcador de sele¢do bacteriano blel e uma sequéncia codificadora da proteina
repressora do iniciador (ROP) para a manutencdo do niimero de copias do plasmideo em Escherichia coli.

Durante a transformagdo, ambos os T-DNAs foram inserido.s no genoma da soja. Apos a transformacao,
métodos de segregacao, separacao e selecao foram usados para isolar as plantas que continham apenas o T-
DNA I com os cassetes de expressdo crylA.2 e crylB.2 e que ndo continham o T-DNA II com os genes
marcadores de selecdo sp/de aadA e/ou sequéncias da matriz do plasmideo.

Ap0s co-cultura com a cepa AB30 de Agrobacterium portadora do plasmideo, os explantes de meristema
foram colocados em meio de selecdo contendo espectinomicina para selegao dos eventos geneticamente
modificados e carbenicilina, cefotaxima e timentin para inibir o supercrescimento de Agrobacterium. As
plantas transgénicas putativas (R0) com caracteristicas fenotipicas normais foram separadas e selecionadas
usando ensaio de nimero de copias e analise de ligacdo. Eventos que passaram nos critérios de avanco (como
uma unica copia da inser¢cao do T-DNA I nao ligada aos marcadores de selecao (T- DNA II), auséncia da
matriz do plasmideo, inser¢do que ndo ocorreu em regides repetitivas ou sequéncias de genes) foram
selecionados e transferidos para o solo para crescimento e posterior avaliacao.

Como ¢ tipico de um processo de producdo e selecdo de eventos comerciais, centenas de diferentes eventos
de transformacao (regenerantes) foram gerados em laboratério usando o vetor PV-GMIRS527237. Apos
cuidadosa selecdo e avaliacdo desses eventos em laboratorio, casa de vegetacdo e campo, a soja MON 94637
foi selecionada como o principal evento com base na sua eficcia superior, caracteristicas agronomicas,
fenotipicas e moleculares. Estudos com a soja MON 94637 foram realizados para melhor caracterizar a
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insercdo genética e os produtos expressos, além de estabelecer a seguranca alimentar e o risco ambiental
inalterado em comparacao com a soja comercial.

Caracteriza¢ao molecular e estabilidade do inserto no organismo receptor

Os DNAs genomicos da soja MON 94637 e da soja controle convencional foram sequenciados usando
a metodologia de sequenciamento de proxima geragdo (do inglés, Next Generation Sequencing - NGS), que

produz um grupo de leituras de sequéncia curtas e distribuidas ao acaso e que recobrem o genoma de maneira

completa . Utilizando essas sequéncias genomicas, a ferramenta de bioinformatica foi usada para identificar
todas as leituras de sequéncias que foram significativamente similares ao plasmideo de transformagao. Essas
leituras capturadas foram entdo mapeadas e analisadas para determinar a presenca/auséncia de sequéncias da
matriz do plasmideo de transformagdo ou do T-DNA II, identificar jungdes do inserto e determinar o nimero
de insertos e copias. Produtos de PCR sobrepostos foram também produzidos recobrindo qualquer inserto e
seus loci selvagens. Esses produtos de PCR sobrepostos foram sequenciados para fornecer uma
caracterizacdo detalhada do DNA inserido e do local de insergao.

Os dados da caracterizagdao da modificagao genética na soja MON 94637 demonstram que uma tnica copia
do T-DNA I foi integrada de forma estdvel em um tnico locus do seu genoma e que nenhuma sequéncia da
matriz do plasmideo PV-GMIR527237 ou sequéncias do T-DNA II estdo presentes na soja MON 94637.

A organizagao genomica no local da inser¢ao na soja MON 94637 foi avaliada comparando as sequéncias
que flanqueiam a insercao do T-DNA I na soja MON 94637 com a sequéncia do local da inser¢ao na soja
convencional. Esta analise identificou uma delecdo de 14 pb que provavelmente ocorreu durante a integragao

do T DNA I. O restante das sequéncias de DNA gendmico de soja avaliadas que flanqueam a inser¢do na soja

MON 94637 sdo idénticos ao controle convencional. Os resultados indicaram que nenhum elemento
enddgeno foi interrompido no local de inser¢ao e que o T-DNA I esté localizado no cromossomo 19 do
genoma da soja MON 94637.

Durante o desenvolvimento das linhagens da soja MON 94637, os dados de segregagdo genotipica foram
registrados para avaliar a heranca e a estabilidade do T-DNA I usando analise de qui-quadrado (2) ao longo
de varias geragdes. O valor de %2 nas geragdes F2, F3 e F4 nao indicou nenhuma diferenca significativa entre
as razdes de segregacdo observadas e esperadas do T-DNA 1. Esses resultados apoiam a conclusdo de que o
T-DNA I reside em um tnico locus dentro do genoma da soja e € herdado de acordo com os principios de

heran¢a mendeliana. Esses resultados também sdo consistentes com os dados de caracterizagao molecular que

indicam que a soja MON 94637 contém uma unica céopia intacta do T-DNA I inserida em um tnico locus no
genoma da soja.

I1I - Avaliacio de seguranca alimentar

Os niveis de expressao das proteinas na soja MON 94637 foram usados para avaliar a exposi¢ao as proteinas
introduzidas por meio da ingestdo de alimentos ou ragdes para alimentagao animal e a potencial exposi¢ao
ambiental. Os niveis de expressao das proteinas CrylA.2 e Cry1B.2 foram determinados usando um ensaio
imunoenzimatico ELISA nos seguintes tecidos: flores, forragem, folhas, raizes e graos. Os tecidos da soja
MON 94637 foram coletados de quatro parcelas replicadas durante a safra 2021 em cinco locais nos Estados
Unidos (Clinton County, Illinois, Warren County, Illinois, Ingham County, Michigan, York County, Nebraska
e Miami County, Ohio).

O nivel médio da proteina CrylA.2 na soja MON 94637 em todos os locais foi mais alto em flores a 260
ug/g de massa seca (ms) e o mais baixo em raizes a 9,8 ug/g ms. O nivel médio de proteina Cryl1A.2 nos
graos da soja MON 94637 foi de 24 pg/g ms. O nivel médio de proteina Cry1B.2 na soja MON 94637 em
todos os locais foi mais alto em folhas a 590 pg/g ms e o mais baixo em raizes a <LOQ. O nivel médio de
proteina Cry1B.2 no grao da soja MON 94637 foi de 12 pg/g ms.

Comparagdes quanto a composi¢ao quimica e nutricional:

Um estudo foi realizado com o objetivo de comparar a composicao da soja MON 94637 com a composi¢ao
da soja controle convencional com background genético igual (Klusmeyer et al., 2022). As amostras de graos
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e forragem foram colhidas da soja MON 94637 e da soja controle convencional cultivadas em cinco locais
nos Estados Unidos (Clinton County, Illinois; Warren County, Illinois; Ingham County, Michigan; York
County, Nebraska e Miami County, Ohio) durante a safra 2021. Os ensaios de campo foram plantados em um
delineamento experimental de blocos casualizados com quatro repeti¢des por local. A soja MON 94637 ¢ a
soja controle convencional foram cultivadas em condigdes agronomicas de campo tipicas para cada uma das
diferentes regioes de cultivo.

A comparacdo estatistica entre a soja MON 94637 e a soja controle convencional foi baseada nos dados de
composi¢do combinados entre os cinco locais (analise combinada). As diferencas significativas foram
identificadas ao nivel de 5% de significancia (o= 0,05). E importante ressaltar que uma diferenca
significativa entre a soja MON 94637 e a soja controle convencional ndo necessariamente implica em
relevancia bioldgica da perspectiva de seguranga alimentar.

No total, 66 componentes diferentes foram analisados. Desses, 11 componentes tiveram mais de 50% das
observagoes abaixo do limite de quantificagdo do ensaio (LOQ) e foram excluidos da analise estatistica. Os
valores de umidade para graos e forragem foram quantificados para a conversao dos componentes em massa
seca (ms), mas ndo foram analisados estatisticamente. Portanto, 53 componentes das amostras de graos e
forragens foram avaliados estatisticamente usando um método de analise de variancia de modelo misto.

Dos 53 componentes avaliados estatisticamente, 48 ndo apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre
a soja MON 94637 e a soja controle convencional. Um total de 3 componentes (4cido palmitoleico, acido
heptadecanoico e acido behénico) nos graos e 2 componentes (proteina e carboidratos por calculo) na
forragem mostraram uma diferenca significativa (p<0,05) entre a soja MON 94637 e a soja controle
convencional. Para esses componentes, a diferenga média nos valores dos componentes entre a soja MON
94637 e a soja controle convencional foi menor do que o intervalo dos valores da soja controle convencional.
Além disso, os valores médios dos componentes da soja MON 94637 estavam dentro do intervalo dos valores
observados na literatura e/ou AFSI CCDB (AFSI Crop Composition Database).

Esses resultados apoiam a conclusdo geral de que a soja MON 94637 nao foi o maior contribuinte para a
varia¢do nos niveis dos componentes analisados em graos ou forragem e confirmaram a equivaléncia
composicional a soja MON 94637 e a soja controle convencional nos niveis desses componentes. As
diferengas significativas observadas ndo foram composicionalmente significativas do ponto de vista da
seguranca alimentar.

Potencial de toxicidade e alergenicidade das novas proteinas expressas

O grao colhido ¢ o tecido mais relevante analisado para uma avaliagdo de alergenicidade, pois os alimentos
derivados do grao da soja podem ser consumidos diretamente. O nivel médio de proteina CrylA.2 em graos
da soja MON 94637 ¢ de 24 png/g ms. A porcentagem média de massa seca da proteina total em graos da soja
MON 94637 ¢ de 39,25% (ou 392.500 ng/g). A porcentagem da proteina Cry1A.2 nos graos da soja MON
94637 ¢ de 61,15 ppm de proteina total do grao.

O nivel médio de proteina Cry1B.2 em graos da soja MON 94637 ¢ de 12 pg/g ms. A porcentagem média de
massa seca da proteina total em graos da soja MON 94637 ¢ de 39,25% (ou 392.500 pg/g). A porcentagem
da proteina Cry1B.2 nos graos da soja MON 94637 ¢ de30,57 ppm de proteina total do grao.

Portanto, as proteinas CrylA.2 e Cry1B.2 representam uma por¢do muito pequena da proteina total nos graos
da soja MON 94637. Esse baixo percentual das proteinas em relacdo a proteina total reduz o risco potencial
de alergenicidade das mesmas.

A extensao da similaridade de sequéncia entre as proteinas CrylA.2 e Cry1B.2 e alérgenos conhecidos,
gliadinas e gluteninas foi avaliada usando a ferramenta de alinhamento de sequéncia FASTA juntamente com
uma pesquisa de janela deslizante de oito aminodcidos.

Os resultados de bioinformatica demonstraram nao haver similaridade biologicamente relevante com
sequéncias de alérgenos quando as sequéncias das proteinas CrylA.2 e Cry1B.2 foram consultadas na analise
com o programa FASTA do banco de dados AD 2022. Nenhum alinhamento atingiu ou excedeu o limite de
35% de identidade acima de 80 aminoéacidos como recomendado pelo Codex Alimentarius (2009) ou teve um
E-score menor ou igual a 1 x 10-5.
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Além disso, nenhuma correspondéncia polipeptidica curta (oito aminoacidos) foi compartilhada entre as
sequéncias das proteinas CrylA.2 e CrylB.2 e as proteinas no banco de dados de alérgenos. Estes dados
mostram que as sequéncias das proteinas CrylA.2 e Cry1B.2 ndo possuem similaridade estrutural e
imunologicamente relevante com alérgenos conhecidos, gliadinas e gluteninas.

Uma pesquisa de bioinformatica de alinhamento FASTA foi realizada usando a sequéncia de aminoécidos das

proteinas CrylA.2 e Cry1B.2 e um banco de dados de toxinas para identificar uma possivel homologia com
proteinas que pudessem ser prejudiciais a saide humana e animal.

Os resultados das analises de bioinformatica demonstraram que ndo existe nenhuma similaridade estrutural
relevante entre as proteinas CrylA.2 e Cry1B.2 e qualquer sequéncia do banco de dados TOX 2022
(toxicidade) pois, nenhum alinhamento exibindo um E-score <1 x 10-5 foi observado.

Ainda, ndo houve evidéncia de toxicidade aguda em camundongos quando administradas as proteinas
CrylA.2 e Cryl1B.2 por via oral a 5.000 mg/kg de massa corporal (Good, 2022; 2023).

Termoestabilidade e a resisténcia da proteina a digestdo com pepsina ou fluidos géstrico e intestinal
simulados (SGF/SIF):

A capacidade de degradacao das proteinas CrylA.2 e Cry1B.2 por pepsina, pancreatina e digestdo sequencial
foi avaliada.

Com relacao a proteina CrylA.2, os resultados mostraram que pelo menos 99,4% da proteina Cryl1A.2
intacta foi degradada por pepsina em 0,5 minuto quando analisada por SDS-PAGE e 99,4% da proteina
CrylA.2 intacta foi degradada por pepsina em 0,5 minuto quando analisada por Western blot utilizando um
anticorpo especifico para CrylA.2. A anélise de SDS-PAGE mostrou que fragmentos peptidicos entre 3,5 a 6
kDa foram observados ao longo dos 60 minutos de digestdo com pepsina. Pelo menos 90% da proteina
CrylA.2 intacta foi degradada por pancreatina em 5 minutos quando analisada por Western blot. Os
fragmentos da proteina Cryl1A.2 foram digeridos em 0,5 minuto quando incubados com pepsina seguida de
pancreatina. Estes resultados mostram que a proteina CrylA.2 completa ¢ rapidamente degradada por
pepsina e pancreatina, € que os fragmentos também sao rapidamente degradados por pepsina seguida pela
pancreatina.

Quanto a proteina Cry1B.2, os resultados mostraram que pelo menos 99,4% da proteina Cry1B.2 intacta foi
degradada por pepsina em 0,5 minuto quando analisada por SDS-PAGE e 87,5% da proteina Cry1B.2 intacta
foi degradada por pepsina em 0,5 minuto quando analisada por Western blot utilizando um anticorpo
especifico para Cryl1B.2. A analise de SDS-PAGE mostrou que fragmentos peptidicos de ~4 kDa foram
observados durante os 60 minutos de digestdo com pepsina. Pelo menos 87,5% da proteina Cry1B.2 intacta
foi degradada por pancreatina em 5 minutos quando analisada por Western blot. Os fragmentos da proteina
CrylB.2 foram digeridos em 0,5 minuto quando incubados com pepsina seguida de pancreatina. Estes
resultados mostram que a proteina Cry1B.2 completa é rapidamente degradada por pepsina e pancreatina, e
que os fragmentos também sao rapidamente degradados pela pepsina seguida pela pancreatina.

A répida degradacdo das proteinas CrylA.2 e CrylB.2 intactas apenas por pepsina ou pancreatina e a rapida
degradacao de seus fragmentos por digestdo sequencial usando pepsina seguida de pancreatina indicam que ¢
altamente improvavel que as proteinas Cryl A.2 e Cry1B.2 representem qualquer risco de seguranca
alimentar para a saide humana ou animal.

O efeito do tratamento térmico na atividade das proteinas foi avaliado usando as proteinas purificadas.
Amostras das proteinas CrylA.2 e Cry1B.2 tratadas termicamente e uma amostra controle sem aquecimento
foram analisadas: 1) usando um ensaio funcional para avaliar o impacto da temperatura na atividade
enzimatica das proteinas CrylA.2 e Cry1B.2; e 2) usando SDS-PAGE para avaliar o impacto da temperatura
na integridade das proteinas.

Os resultados demonstram que a proteina CrylA.2 e Cry1B.2 se comportam com uma tendéncia previsivel de

desnaturagdo proteica e perda de atividade funcional em temperaturas elevadas. Portanto, ¢ razoavel concluir
que tais proteinas ndo seriam consumidas como uma proteinas ativas em produtos alimenticios ou ragdes
derivados da soja MON 94637, devido a praticas de processamento padrao que incluem tratamento térmico
(Hammond e Jez, 2011).
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IV - Avaliacio de seguranca ambiental.

Avaliacao de caracteristicas agrondmicas e fenotipicas, e interagdes ambientais da soja MON 94637

Experimentos de campo para avaliar caracteristicas agronomicas e fenotipicas, e interagdes ambientais da
soja MON 94637, em comparagdo a soja controle convencional e as referéncias comerciais, foram
conduzidos durante a safra 2021/2022 em seis locais no Brasil (Verardino, 2023a). As Esta¢des
Experimentais onde esse estudo foi conduzido foram: Luis Eduardo Magalhaes, BA (BALM); Cachoeira
Dourada, MG (MGCH); Sorriso, MT (MTSO); Rolandia, PR (PRRO); Nao-Me-Toque, RS (RSNM); e Santa
Cruz das Palmeiras, SP (SPSD). As identidades da soja MON 94637 e da soja controle convencional foram
confirmadas por anélises de PCR evento-especifica e as referéncias comerciais foram identificadas por meio
da etiqueta do fabricante. Assim, a presenca dos genes crylA.2 e crylB.2foi devidamente certificada na soja
MON 94637.

Avaliagdes de estresses foram realizadas em quatro tempos distintos (final do estadio vegetativo - R1, R2-R3,
R4-R5 e R6-R7), sendo que os estresses foram classificados como doencas e presenca de artrépodes nao alvo
(bidticos) e estresses abioticos. As doencas avaliadas foram antracnose, ferrugem asiatica, crestamento
bacteriano, septoriose, mildio, mancha olho de ra, cercosporiose, fitoftora, oidio, mancha alvo e mofo branco.
Os artropodes avaliados foram, acaro, tamandua-da-soja, percevejos, tripes e mosca branca. Os estresses
abioticos avaliados foram seca, granizo, defici€éncia nutricional, solo compactado, calor / escaldadura, solo
encharcado e vento. Referente as doencas avaliadas, 72 observagoes foram realizadas nos locais estudados e
diferencas qualitativas ndo foram detectadas entre a soja MON 94637 e a soja controle convencional.
Referente aos artropodes nao alvo, 45 observagdes foram realizadas nos locais estudados e diferencas
qualitativas nao foram detectadas entre a soja MON 94637 e a soja controle convencional. Referente aos
estresses abiodticos, 72 observagdes foram realizadas nos locais estudados e diferengas qualitativas nao foram
detectadas entre a soja MON 94637 e a soja controle convencional.

Um estudo foi realizado para avaliar a viabilidade e morfologia do po6len coletado na soja MON 94637, na
soja controle convencional e em quatro referéncias comerciais cultivadas sob condi¢gdes agrondmicas
semelhantes em York County, Nebraska, nos Estados Unidos em 2019, uma area geografica que representa as
condi¢des ambientais relevantes para a producdo de soja. Nenhuma diferenca significativa (o = 0,05) foi
detectada entre a soja MON 94637 e a soja controle convencional para porcentagem de pdlen vidvel e
diametro do polen. Além disso, nenhuma diferenca visual na morfologia geral do pdlen foi observada.

Os ensaios de avaliagdo fenotipica e agronomica no Brasil ndo mostraram efeitos pleiotropicos e epistaticos,
sendo que as caracteristicas fenotipicas e agrondmicas da soja MON 94637 ndo foram alteradas em fun¢ao da
modificacdo genética, quando comparado a soja controle convencional, exceto pela expressao da
caracteristica de resisténcia a insetos, que foi o objetivo da transformagdo para expressao das proteinas
CrylA.2 e CrylB.2 em soja.

Uma avaliagdo comparativa das caracteristicas de germinagdo e dorméncia das sementes foi conduzida para a
soja MON 94637 ¢ a soja controle convencional. Os lotes de sementes da soja MON 94637 e da soja controle
convencional foram colhidos em Kunia, Havai em 2019. Nas andlises dos dados de dorméncia e germinacao,
nao foram detectadas diferengas significativas (o = 0,05) entre a soja MON 94637 ¢ a soja controle
convencional nos regimes de temperatura 6timo (25 °C) ou subo6timo (10/25 °C) para qualquer uma das
caracteristicas avaliadas, incluindo sementes duras viaveis

Possiveis efeitos em organismos nao-alvo

A avaliacao de abundancia de organismos ndo alvo na soja MON 94637 ocorreu nos seis locais em que foram
conduzidos os estudos de avaliagdo agondmica e fenotipica ja mencionados no presente documento, a saber:
Cachoeira Dourada, MG (MGCH); Nao-MeToque, RS (RSNM); Sorriso, MT (MTSO); Rolandia, PR
(PRRO); Luis Eduardo Magalhaes, BA (BALM) e Santa Cruz das Palmeiras, SP (SPSD) (Verardino, 2023b).

A avaliacao da abundancia de artropodes nao alvo foi realizada por meio de coleta com placa (Vertical Beet
Sheet) e bandejas amarelas. Essas avaliacdes foram realizadas em épocas previamente definidas, iniciando ao
final do estatido vegetativo — R1 e aproximadamente a cada 10 dias entre coletas, totalizando seis coletas. Os
artropodes cuja abundancia foi considerada como representativa, ou seja, apresentou numero médio > 1,0 por
parcela e época de coleta, foram submetidos a analise estatistica. Os artropodes que atigiram o critério de
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inclusdo na coleta com placa (VBS) foram: Aranhas, Carabidae, Chrysomelidae (vaquinhas), Neuroptera
(Chrysoperla spp.), Hemiptera (Geocoris spp., Nabis spp., Orius spp.), Pentatomidae (percevejos),
Reduviidae (Zellus spp.). Os artropodes que atingiram o critério de inclusdo coletados em bandeja amarela
foram: Astylus variegatus, Carabidae, Chrysomelidae (vaquinhas), Diptera (Condylostylus spp.), Grillydae,
Hymenoptera (parasitoide), Coleoptera (Lagria villosa), Hemiptera (Nabis spp., Orius spp.), Pentatomidae
(percevejos), Diptera (Tachnidae, Toxomerus spp.).

A abundancia de organismos ndo-alvo avaliada neste estudo demonstrou que a soja MON 94637 nao difere
consistentemente da soja controle convencional, as diferencas significativas encontradas foram pontuais e

nao representam caracteristicas que constituem potenciais riscos ambientais.

A performance obtida com o uso proposto para 0o OGM

Os resultados da eficacia de controle de lepidopteros obtidos na soja MON 94637 foram comparados aos
resultados obtidos na soja controle convencional em comparagdes individuais por locai. Parametros
avaliados: dano inicial (Elasmopalpus lignosellus (lagarta elasmo), Agrotis ipsilon (lagarta rosca)

e/ou Spodoptera frugiperda) e porcentagem de desfolha (Plusiinae, Heliothinae, Spodoptera spp., Anticarsia
gemmatalis). Nas analises individuais (por local), dos 44 parametros avaliados para danos iniciais e
porcentagem de desfolha, as comparagdes em 30 parametros (valores diferentes de zero e que apresentaram
variabilidade dos dados) foram possiveis, sendo que 19 apresentaram diferencas significativas entre a soja
MON 94637 e a soja controle convencional. Os dados coletados foram submetidos a analise estatistica (teste
t) para a comparagdo das médias da soja MON94637 em relagdo a soja controle convencional, ao nivel de
significancia de 5%. Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que a soja MON 94637 apresentou
eficacia no controle de lepidopteros comparada a soja controle convencional.

A eficacia da soja MON 94637 foi avaliada, também, por meio de bioensaios em laboratorio, utilizando
discos foliares para analisar o controle das lagartas Chrysodeixis includens e Anticarsia gemmatalis na soja
MON 94637, em comparacao a soja controle convencional. As lagartas de A. gemmatalis e C. includens,
apresentaram 100% de mortalidade em todos os estadios fenolodgicos testados. Com base nestes resultados,
pode-se concluir que a soja MON 94637 apresentou eficacia no controle das referidas lagartas.

V - Parecer Final

O “Relatorio de Biosseguranga Alimentar e Ambiental da Soja MON 94637 foi elaborado conforme

a Resolugdao Normativa N° 32, de 15 de junho de 2021, que dispde sobre as normas para liberagao comercial
e monitoramento de animais e vegetais Geneticamente Modificados - OGM e seus derivados de origem
vegetal e animal. A CIBio da Monsanto do Brasil Ltda. levou em consideragdo também resultados de estudos
realizados com a soja MON 94637 nos Estados Unidos, quando ndo havia hipétese de risco relacionada com

particularidades da fauna ou flora brasileiras, como previsto no §2° do Art. 11 da Resolugao Normativa n°
32/2021.

Os dados e informagdes apresentados neste relatério demonstram que exceto pela expressao das proteinas
CrylA.2 e CrylB.2, que conferem protegdo contra lepidopteros-praga, a soja MON 94637 ¢ agrondmica e
fenotipicamente semelhante a soja cultivada comercialmente. Além disso, os estudos realizados
demonstraram que a soja MON 94637 ¢ tao segura quanto a soja convencional para o uso como alimento
humano e animal, e para o meio ambiente.

No ambito das competéncias do art. 14 da Lei 11.105/05, bem como os critérios internacionalmente aceitos
para avaliacao de seguranca de alimentos e matérias primas geneticamente modificadas, considera-se que os
dados de biosseguranga do evento MON 94637 atendem as normas e a legislagdo pertinente que visam
garantir a biosseguran¢a do meio ambiente, agricultura, satide humana e animal. Assim, atendidas as
condigdes descritas no processo € neste parecer técnico, essa atividade nao € potencialmente causadora de
significativa degrada¢ao do meio ambiente ou saide humana.

REFERENCIAS

https://sei.mcti.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=12511478&infra_sist...  8/9



23/11/2023, 10:30 SEI/MCTI - 11512320 - Parecer Técnico

Codex Alimentarius (2009). Foods derived from modern biotechnology. Second Edition. Rome, Italy, Codex
Alimentarius Commission, Joint FAO/WHO Food Standards Programme, Food and Agriculture Organization
of the United Nations.

Good, N. A. (2022). An acute oral gavage toxicity study of CrylA.2 protein in CD-1 mice. Chesterfield,
Missouri.

Good, N. A. (2023). An Acute Oral Gavage Toxicity Study of Cry1B.2 Protein in CD-1 Mice. Chesterfield,
Missouri.

Hammond, B. G. e J. M. Jez (2011). "Impact of food processing on the safety assessment for proteins
introduced into biotechnology-derived soybean and corn crops." Food and Chemical Toxicology 49(4): 711-
721.

Leandro V. Astarita
Presidente da CTNBio

eil _ Documento assinado eletronicamente por Leandro Vieira Astarita, Presidente da Comissao Técnica
b - [Ely Nacional de Biosseguranga, em 11/11/2023, as 19:41 (horério oficial de Brasilia), com fundamento

assinatura

eletronica no § 32 do art. 42 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

. “ A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://sei.mcti.gov.br/verifica.html,
sige—rw informando o cddigo verificador 11512320 e o cdigo CRC 59B60A52.

Referéncia: Processo n? 01245.009196/2023-92 SEI-CTNBio - Membros n2 11512320

https://sei.mcti.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=12511478&infra_sist...

9/9


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2019-2022/2020/decreto/D10543.htm
https://sei.mcti.gov.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

