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A empresa Dow AgroSciences Industrial Ltda, vem por meio do relatdrio de
biosseguranca do milho DAS-40278-9, solicitar liberagao comercial do referido milho
transgénico e seus derivados, baseado nos termos da Lei n° 11.105/05 do Decreto n°
5.591 e da Resolucdo Normativa n° 5 da CTNBio.

O documento apresenta descricao extremamente detalhada de todos os
experimentos necessarios para liberacao comercial de acordo com a legislagao
vigente, desde caracteristicas do transgene e do processo de modificacao genética,
como da seguranca alimentar para animais e humanos e também de experimentos
que atestam a sua seguranga para o meio ambiente. Abaixo descrevo parecer
técnico detalhado sobre itens especificos presentes no documento.

O milho DAS-40278-9 é um produto com duas caracteristicas adquiridas pelo
processo de transgenia, a saber: tolerancia ao herbicida 2,4-D (acido 2,4-
Dicrolofenoxiacético) e a determinados herbicidas inibidores da acetil coenzima A
carboxilase (ACCase) ariloxifenoxipropionato (AOPP), conhecidos como herbicidas
“fop”. Estas caracteristicas poderdo oferecer ao produtor de milho maior
flexibilidade para aquisicao de herbicidas para controle de plantas daninhas e
gramineas invasoras ao seu cultivo.

O milho DAS-40278-9 advém de modificacdao genética por processo de
transgenia onde se buscou inserir uma cdpia do gene responsavel para expressao da
proteina ariloxialcanoato dioxigenase (AAD-1). Esta é uma proteina de 296
aminoacidos e com peso molecular de aproximadamente 33Kda, sendo uma enzima
com capacidade de atividade dioxigenase dependente de alfa-cetoglutarato,
responsavel pela inativacdo metabdlica de herbicidas da familia ariloxialcanoato. O
gene para producdo da proteina foi otimizado em laboratdrio para aproximar a
utilizacdo de cédons mais tipicos para plantas que bactérias (cédon usage), ja que
este gene foi isolado de uma bactéria gram-negativa presente em solos denominada



Sphingobium herbicidovorans. As bactérias do género Sphingobium spp. tém sido
encontradas em diversos ambientes terrestres e aquaticos onde ha presenca de
humanos e animais, sem ter sido demonstrada qualquer relacdo com consequéncias
adversas até o momento.

O processo de transgenia consistiu na transformacdo de células de milho Hi-ll
com fragmento de DNA recombinante que continha em sua estrutura o gene aad-1
sintético sendo mediada por fibras do tipo whiskers, que sao microestruturas de
carbeto de silicio com capacidade de permear as membranas das células fazendo
com que o DNA exdgeno adentre as células. Foram realizados experimentos para
selecao de células que fossem resistentes ao herbicida Haloxifope-R, representante
da classe dos herbicidas “fop”. Estas células originaram tecidos embriogénicos
verificados quanto a presenca de cépia do gene aad-1 no genoma do milho
(verificado por ensaios de Southern blot, vide figura 9). Posteriormente as células
foram utilizadas para reconstituir plantulas transgénicas (To) que foram cruzadas
com linhagens da prépria Dow AgroSciences com a finalidade de gerar cultivares que
expressassem a proteina AAD-1(T1) que posteriormente deram origem a varios
hibridos utilizados para caracterizacao do evento em questao. Foram utilizadas
plantas de até a 6° geracdo para verificar que realmente apenas uma insercdo do
cassete de expressao do gene aad-1 foi integrada em apenas um local do genoma do
milho, apresentando segregacao mendeliana esperada. Nao ha verificacao de
possiveis efeitos pleiotrépicos ou epistaticos pelos genes inseridos no milho em
questdo ja que nenhuma alteracdo significativa foi observada na analise de caracteres
fenotipicos, agronémicos, composicao de nutrientes, efeito sobre caracteristicas
fisico-quimicas do solo, degradabilidade de matéria organica do solo e efeito sobre o
estado nutricional das plantas. Ainda pelos resultados demonstrados no presente
relatdrio, nao ha indicio que o milho DAS-40278-9 possa ter vantagem adaptativa ou
reprodutiva em relagao aos outros cultivares de milho transgénicos disponiveis no
mercado atualmente.

A caracterizacao bioquimica da proteina AAD-1 foi realizada pelas técnicas de
western blot, avalia¢dao de glicosilagao pds-traducional e MALDI-TOF para detecgao
proteica no milho DAS-40278-9, avaliacao de glicosilagao da proteina aad-1 e seu
sequenciamento proteico, respectivamente. Como era de se esperar, a proteina
detectada purificada da planta apresentou peso molecular de aproximadamente 33
KDa pela técnica de Western blot (Fig. 28), auséncia de glicosilacdo (Fig. 29) e a
composicao de aminoacidos validada pela técnica de MALDI-TOF (Figs. 30 e 31). A
expressdo proteica de AAD-1 variou entre 2,18 a 182,99 ng/mg, ndo sendo detectada
no controle iso-hibrido convencional como esperado. Estas concentracdes foram



semelhantes as encontradas em outros experimentos onde se avaliou a
concentracao de AAD-1 no milho DAS-40278-9 na América do Norte.

No presente relatdrio também foi realizada uma analise minuciosa da
composicao nutricional do milho DAS-40278-9, comparando-se sempre a variante
convencional. Péde-se concluir no trabalho que a composicao nutricional é similar,
corroborando com fato de que o milho geneticamente modificado nao deve gerar
efeitos deletérios a saide humana e animal. Ainda soma-se a este fato que a proteina
AAD-1 nao apresenta homologia alguma com proteinas reconhecidamente
alergénicas ou tdxicas, legitimando a auséncia de efeitos adversos pelo consumo do
referido milho.

Referente a inocuidade do milho DAS-40278-9 para alimenta¢do humana e
animal, foi realizada avalia¢ao de risco baseada no consumo médio e exposicao a
proteina AAD-1 em humanos e animais. P6de-se inferir que a magnitude dos valores
estimados da ingestao aparente em relagdo a ingestdo diaria aceitavel confirmaram
as expectativas da avaliacao de risco dietdario agudo da proteina AAD-1 presente no
milho DAS-40278-9 indicando auséncia de atividade toxica aguda em humanos e
animais. Também foram realizados experimentos em aves de corte recebendo até
60% de sua dieta de milho DAS40278-9 dependendo da fase de crescimento durante
sua vida de 42 dias. Nao houve diferengas significativas em relacdo a sanidade e
desempenho produtivo das aves em relacao a trés dietas baseadas em cultivares
comerciais de milho e a uma dieta com milho iso-hibrido, o que atesta a inocuidade
do referido milho para consumo animal, j& que dentre as espécies de producao
domésticas, as aves sdao as que mais consomem milho proporcionalmente em relacdo
aos bovinos, ovinos caprinos e suinos. Ainda foram realizados de toxicidade aguda
em ratos onde também nao se verificou diferencas significativas entre o milho DAS-
40780-9 e o milho convencional.

No que tange a avalia¢do de risco ao meio ambiente, foram realizados
avaliagbes sobre os parametros agronémicos, reprodutivos, de crescimento da planta
e avaliacao de doencas e insetos nos estudos de campo. Todos ensaios
demonstraram equivaléncia entre o milho DAS40278-9 com milho convencional nao
transgénico em variadas condi¢des ambientais e de germoplasma. Ainda foram
analisados os efeitos do herbicida haloxifope-R primeiramente sobre plantas de milho
DAS40278-9 e milho convencional, sendo que o primeiro foi visivelmente resistente
aos efeitos do herbicida, devido a metabolizacdo do herbicida pela enzima AAD-1.
Demonstrou-se ainda que o haloxifope-R teve efeito no controle de pragas daninhas
dicotiled6neas atingindo niveis comerciais em aplica¢des unica ou sequencial, sendo
similar ao herbicida utilizado como padrao do ensaio realizado. Notabilizou-se
também que o milho DAS40278-9 com ou sem aplicacao de herbicidas, ndao causou



impacto nas caracteristicas fisico-quimicas do solo nem na concentracdo de
nutrientes nas folhas em relacdo ao milho convencionao ndo-transgénico.

Por fim, cabe ressaltar que o milho DAS40278-9 foi submetido a aprovacao
para liberacao comercial em 5 paises diferentes e na unido européia. Dentre estes, ja
fora aprovado nos EUA, Taiwan, Austrdlia e Nova Zelandia, o que também atesta a
inocuidade do referido cultivar ja que fora analisado e aprovado por outras diferentes
comissOes técnicas como a CTNBio. Portanto, as informagdes contidas no presente
relatdrio assim como os resultados experimentais nos permite predizer que o milho
DAS-40278-9 é equivalente ao milho convencional em todas suas caracteristicas
fenotipicas, genotipicas e bioquimicas, sendo as Unicas diferencas relacionadas a
resisténcia aos herbicidas conferida pela insercao e expressao do gene aad-1 no
genoma.

Desta forma, sou favoravel a aprovacao do referido pedido de liberacao
comercial.
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