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PARECER TECNICO N° 4406/2015

Processo n°: 01200.000124/2012-43

Data de Protocolo: 13/01/2012

Requerente: Dow AgroSciences Industrial Ltda
CQB: 107/99

CNPJ: 08.636.452/0001-76

Endereco: Avenida das Nagdes Unidas, 14.171, 2° Andar, Ed. Diamond Tower, Santo
Amaro, 04794-000, Sio Paulo, SP

Presidente da CIBio: Mario Von Zuben

Extrato Prévio: 3190/2012 publicado em 21/05/2012

Reunifo: 180 Reunido ordinaria, ocorrida em 05 de marco de 2015.

Decisao: Deferido

Titulo da proposta: “Liberagdo comercial do milho DAS-40278-9”

Descri¢do dos OGM: milho geneticamente modificado DAS-40278-9 que confere tolerancia
ao herbicida 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético) e a determinados herbicidas inibidores da
acetil coenzima A carboxilase (ACCase) ariloxifenoxipropionato (AOPP)

Finalidade (objetivo): liberagdo no meio ambiente para cultivo, produgio, manipulagfo,
transferéncia, comercializagdo, importagdo, exportagdo, armazenamento, consumo, da
liberagdo e do descarte do organismo geneticamente modificado e de seus derivados para fins
comerciais.

FUNDAMENTACAO TECNICA

1. Solicitagéo

A empresa DOW AGROSCIENCES INDUSTRIAL LTDA solicita a liberagéo
comercial do milho geneticamente modificado evento DAS-40278-9, o qual ¢ uma planta
geneticamente modificada (PGM) que apresenta tolerdncia ao herbicida 2,4-D (acido 2,4-
Diclorofenoxiacético) e a determinados herbicidas do grupo dos ariloxifenoxipropionatos
(AOPPs), como o haloxifope-R e quizalofope.

A solicitagdo de liberagdo do milho DAS-40278-9 no meio ambiente & para as
finalidades de cultivo, produgfo, manipulagfo, transferéncia, comercializago, importagfo,
exportagdo, armazenamento, consumo, liberagdo e descarte do Organismo Geneticamente
Modificado e de seus derivados para fins comerciais.

Este milho, sobre o qual versa a solicitagfo, ja foi aprovado para plantio e/ou consumo
animal e humano em diversos paises, tais como Estados Unidos, Canadd, Japdo, México,
Coréia do Sul, Austrilia e Nova Zelandia, Coldmbia, Taiwan e Africa do Sul, conforme
detalhado mais abaixo neste parecer.

A solicitagdo ¢ acompanhada de um Relatério de Biosseguranga contendo: Sumario
executivo, Informagdes relativas ao OGM (Anexo II), Avaliacdo de risco a satide humana e
animal (Anexo III) e Avaliagdo de risco ao meio ambiente (Anexo IV).

O plano de monitoramento pés-liberagdo comercial ndo estd apresentado junto com a
solicitagdo. O mesmo serd submetido & avaliagdo da CTNBio no prazo de 30 (trinta) dias,
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contados a partir da publicagdo do deferimento do pedido de liberagdo comercial do OGM,
em consonancia com a avaliagdo de risco da CTNBio, bem como com o parecer contido na
sua decisdo técnica, em consondncia com o Art. 3° da Resolugdo Normativa N° 9 da CTNBio,
de 2 de dezembro de 2011.

Este parecer foi feito levando-se em consideragdo: os dados apresentados pela
proponente no Relatorio de Biosseguranga submetido a CTNBio e nas informagdes adicionais
de duas Liberacdes Planejadas no Meio Ambiente concluidas durante a tramitagdo do
Processo na CTNBio; os 03 (trés) pareceres emitidos pelos relatores das Subcomissoes
Vegetal e Ambiental (dois favordveis e um contrario a solicitacdo) e as informagdes dos
participantes da Audiéncia Publica realizada.

2. Aprovacdes regulatorias do milho DAS-40278-9

O milho DAS-40278-9 ja foi APROVADO em 10 paises (Africa do Sul, Austrélia,
Canad4, Colombia, Coréia do Sul, Estados Unidos da Ameérica, Japdo, Meéxico, Nova
Zelandia ¢ Taiwan) seja para plantio, ragdo animal ou alimentagdo humana, conforme
discriminado abaixo. Estas informagdes foram obtidas junto aos sitios dos 6rgéos regulatorios
destes paises. Entretanto, estas mesmas informagdes podem ser encontradas no banco de
dados do International Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications (ISAAA)
(http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/event/default.asp?EventID=139,  acessado ~em
janeiro de 2015).

Nestes 10 paises em que ja houve uma decisdo em relagéio a biosseguranga do milho
evento DAS-40278-9, o mesmo obteve aprovagdo para uso na alimentagdo humana em todos
eles, sendo que em 05 deles obteve aprovagéo também para uso na ragao animal €, no Canada
e Japdo em 2012, e nos Estados Unidos em 2014, obteve também aprovagdo para plantio. Em
todos estes paises a aprovagdo ocorreu para as finalidades solicitadas. Ou seja, este evento ja
[oi avaliado por 6rgdos regulatérios de outros paises e nenhum deles identificou qualquer
risco em relagio a saude publica e meio ambiente em fungdo da modificagdo genética
introduzida, bem como concluiram que este milho GM ¢ equivalente, em termos de seguranca
para o consumo humano e adequagfo nutritiva, aos demais cultivares de milho disponiveis
comercialmente.

Paises em que o milho DAS-40278-9 ja foi avaliado e aprovado

Pais Plantio | Ragdo Animal Alimentagdo Humana
Africa do Sul’ 2012 2012
Australia’ ‘ : 2011
Canada’ 2012 2012 2012
Colombia® . 2014
Coréia do Sul® © 2014 2014
Estados Unidos da América® 2014 2011 2011
Japdo’ 2012 2012 2012
México® 2011
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Nova Zelandia’ 2011

Proc

Taiwan" 2011 \6‘
"http //lwww.nda.agric.za/doaDev/sideMenu/biosafety/doc/ Commowdity%20Clearance%20A :
pprovals.pdf

*http://www.foodstandards. gov.au/code/applications/documents/A1042%20GM%20Corn%20
DAS-40278-9%20AppR%20FINAL.pdf

3http://www.inspection. ge.ca/plants/plants-with-novel-traits/approved-under-review/decision-
documents/dd-2012-92/eng/1362599848427/1362600537809
4http://bch.cbd.int/database/record.shtml?documentid=1 05559
5http://www.biosafety.or.kr/english/decisions/decisions.asp‘?schOrganism=Maize&eventKey
Word=DAS-40278-9&x=54&y=10

6https :/lwww .federalregister.gov/articles/2014/09/22/2014-22409/ dow-agrosciences-llc-
determination-of-nonregulated-status-of—herbicide-resistant—corn-and-soybeans
"http://www.bch.biodic. go.jp/english/Imo_2012.html

7h‘[tp://www.bch.biodic. go.jp/download/en_lmo/H24.12.5 English3-1.pdf

8http://www.cofepris. gob.mx/AZ/Paginas/OGMS/Lista.aspx

9http://www.foodstandards. gov.au/code/applications/documents/A1042%20GM%20Corn%20
DAS-40278-9%20AppR%20FINAL.pdf

"http://gain.fas.usda. gov/Recent%20GAIN%20Publications/Agricultural%20Biotechnology
%20Annual_Taipei_Taiwan 10-1-2012.pdf .

3. Descri¢iio do OGM, proteinas expressas e identificacio do transgene

O milho DAS-40278-9, uma planta GM da espécie Zea mays L. ssp. Mays,
classificado como Classe de Risco I, foi obtido pela inser¢do de uma versio sintética do gene
aad-1v3 da bactéria Sphingobium herbicidorovans (Sphingomonas herbicidorovans), uma
bactéria gram-negativa encontrada naturalmente no solo. O gene aad-1v3 teve sua sequéncia
de nucleotideos otimizada (substitui¢do dos cédons raros) para expressar em plantas de milho
a enzima ariloxialcanoato dioxigenase (AAD-1). A proteina AAD-1 codificada pelo transgene
aad-1 v3 presente no evento DAS-40278-9 tem sequéncia de aminoécidos idéntica a proteina
AAD-1 nativa de Sphingobium herbicidorovans, que contem 296 aminoécidos e apresenta
massa molecular de aproximadamente 33 kDa. A enzima AAD-1 é capaz de degradar o
herbicida 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) em 2,4-diclorofenol (2,4-DCP), que ndo tem
atividade herbicida (Wright et al., 2009, Wright ef al., 2010). Assim, plantas contendo o gene
aad-1v3 de S. herbicidorovans apresentam tolerancia ao herbicida 2,4-D, molécula que atua
como uma auxina. A enzima AAD-1 também & capaz de catalisar a degradacdo de herbicidas
da classe geral dos ariloxifenoxipropionatos (AOPPs), como o haloxifope-R e quizalofope;,
aos seus correspondentes fendis inativos (Wright er al., 2009, Wright et al., 2010), o que
confere a planta GM tolerdncia a estes herbicidas. Os AOPPs atuam como inibidores da via de
biossintese de lipideos em gramineas, inibindo a isoforma da enzima acetil coenzima A
carboxilase (ACCase) presente no cloroplasto (Délye et al., 2005). Portanto, o milho DAS-
40278-9 apresenta tolerdncia ao herbicida 2,4-D e a determinados herbicidas da classe dos
ariloxifenoxipropionatos porque expressa a enzima ariloxialcanoato dioxigenase (AAD-1) da
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bactéria de solo Sphingobium herbicidorovans, enzima esta que ja se encontra presente
naturalmente no solo.

O gene aad-1 foi introduzido na linhagem de milho Hi-II via transformagéo genética
mediada por fibras whiskers de carbeto de silicio. Esta caracteristica foi transferida para
outras linhagens de milho por retrocruzamentos ¢ autopolinizagio para a obtengdo de
linhagens elite. Para a transformagdo foi utilizado um fragmento linear de DNA de 6.236 pb
liberado do plasmideo pDAS1740 pela digestdo com a enzima de restrigdo Fspl. Este
fragmento, contendo o cassete de expressao do gene aad-1, foi inserido em embrides imaturos
de milho via transformagfo genética mediada por fibras whiskers de carbeto de silicio, com o0s
transformantes sendo selecionados com o herbicida haloxifope-R. Além do gene aad-1
proveniente de S. herbicidovorans otimizado para expressdo em plantas, o cassete de
expressdo contém o promotor ZmUbil e a sequéncia de terminagdo ZmPer5 3° UTR, ambos
de Zea mays, e as regides de ligagdo a matriz nuclear MAR v3 e MAR v4 de Nicotiana
tabacum foram inseridas em ambas as extremidades flanqueadoras da unidade transcricional
com a finalidade de potencialmente aumentar a expressdo do gene aad-1 nas plantas
transgénicas.

A caracterizagdo molecular do inserto no transgene, feita por Southern Blot com DNA
proveniente de folhas de cinco geragoes distintas de milho contendo o evento DAS-40278-9 e
utilizando sondas especificas para gene, promotor, terminador e outros elementos presentes no
plasmideo pDAS1740, mostraram que o evento DAS-40278-9 contém uma Unica copia
intacta do cassete de expressdo do gene aad-1, que esta integrada em um unico local do
genoma. Nenhuma sequéncia indesejada do vetor original foi detectada. A andlise do padréo
de hibridizacdo de Southern Blot em cinco geragdes (T3, T4, BC3S1, BC3S2, BC3S3)
mostrou resultados idénticos, o que sugere que a inser¢do estd integrada no genoma do milho
DAS-40278-9 de forma estavel (Zhuang et al., 2009a). Um estudo com 85 plantas individuais
de uma linhagem BC3S1 do milho DAS-40278-9, realizado para testar o segregagio dentro de
uma geragdo por anélise de Southern Blot e pela detecgdo da proteina AAD-1, demonstrou a
ocorréncia de segregagdo mendeliana monofatorial para o inserto contendo o gene aad-1
(Zhuang et al.,2009b). Em um outro estudo, as taxas de segregagio de seis geragdes de milho
DAS-40278-9 foram analisadas pela pulverizagdo das plantas com o herbicida quizalofope
para verificagdo da heranga do evento com base nas taxas de segregagdo observadas e
esperadas. O padrfio de heranga obtido nas seis geracdes segregantes concordou com as
propor¢des mendelianas esperadas, confirmando que o evento DAS-40278-9 ¢é estavel ao
longo de vérias geragdes. Os resultados apresentados mostram que: a) o evento DAS-40278-9
contém uma tUnica copia intacta do cassete de expressdo do gene aad-1, que esta integrada em
um tnico local do genoma, sem nenhuma outra sequéncia do vetor presente; b) a inser¢do se
mostrou estavel apos 5 geragdes; ¢) o tipo de heranga da nova caracteristica ¢ segregagao
mendeliana monofatorial.

A expressio da proteina AAD-1 no milho DAS-40278-9 foi determinada em
diferentes tecidos em trés estudos conduzidos para esta finalidade. Em 2008 os experimentos
foram conduzidos em 5 locais nos Estados Unidos (Iowa, dois locais em Illinois, Indiana e
Nebraska) ¢ em Ontario no Canadd, com diferentes condi¢des ambientais e praticas
agrondmicas (Phillips et al., 2009). Em 2009 novos estudos foram conduzidos em 8 regides
representativas do cultivo do milho nos Estados Unidos, também com diferentes condig¢des
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ambientais e praticas agrondmicas (Phillips e Lepping, 2010). No Brasil, foram conduzidg'
estudos de expressdo da proteina AAD-1 em 03 (trés) Liberagdes Planejadas no Meio
Ambiente (LPMA): na safra de verdo 2010/2011 (plantio em agosto de 2010), nas Unidades
Operativas da Dow AgroSciences em Mogi Mirim (SP) e Indian6polis (MG) (processo
CTNBio n° 01200.000083/2009-90), na safrinha 2012 (plantio em janeiro de 2012), nas
Unidades Operativas de Indianépolis (MG) e Montividiu (GO) (processo CTNBio n°
01200.004686/2010-02) e na safrinha 2013 (plantio em fevereiro de 2013), nas Unidades
Operativas  de Indianépolis (MG) e Cravinhos (SP) (processo CTNBio n°
01200.003094/2011-46). Os estudos realizados no Brasil, nos Estados Unidos ¢ no Canada
foram realizados em condigdes ambientais, agron6micas e com germoplasmas distintos.
Entretanto, ainda assim, a variagdo na expressdo da proteina AAD-1 nos vérios tecidos
mostrou padrdo semelhante. Em todos os estudos realizados, a maior expressdo da proteina
AAD-1 foi detectada no pdlen, variando de 108 a 127 ng/mg no primeiro estudo no Estados
Unidos € no Canada e de 91,7 a 101,6 ng/mg no segundo estudo nos Estados Unidos. Nos
estudos realizados no Brasil a expressdo da proteina no pélen foi de 157,6 a 183,0 ng/mg na
safra de verdo e de 128,1 ¢ 105,4 nas safrinhas de 2012 ¢ 2013, respectivamente. Os valores
mais baixos de expressdo foram encontrados nas amostras de raiz, grdo e planta inteira,
variando de 2,87 a 5,16 ng/mg nos Estados Unidos e Canad4, de 2,08 a 4,78 ng/mg nos
Estados Unidos e, no Brasil, de 2,18 a 4,14 ng/mg na safra de verdo e de 2,28 a.5,8 na
safrinha de 2012 e de 2,6 a 2,4 na safrinha de 2013. Os tecidos folha V2-V4 e forragem
apresentaram niveis intermedidrios nos 05 (cinco) estudos. Nos experimentos onde se
comparou a expressdo da proteina AAD-1 em parcelas pulverizadas e ndo-pulverizadas com
os herbicidas 2,4-D e quizalofope, os valores de expressdo foram semelhantes. Em resumo: a)
a proteina ADD-1 € expressa em todas as partes da planta que foram analisadas; b) a maior
expressdo foi detectada no pélen; c) a menor expressio foi detectada na raiz, graos e planta
inteira; d) a pulverizagdo com os herbicidas 2,4-D e quizalofope n#o alteraram os valores de
expressdo.

Em relag@o a identificagdo de plantas GM contendo o evento DAS-40278-9, os genes
introduzidos neste evento podem ser identificados em gréios, forragem e seus derivados, bem
como em outras matrizes através de métodos moleculares de detec¢do como a PCR
(Polymerase Chain Reaction) ou o Southern Blot. A presenga da proteina AAD-1 pode ser
detectada através de teste de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), sendo que kits
de detecgdo estdo disponiveis no mercado. Um método biolégico pode ser utilizado para
identificar linhagens e cultivares de milho contendo o evento DAS-40278-9, bastando para iso
a aplicagdo sequencial do herbicida 2,4-D. As plantas que sobreviverem a aplicacdo deste
herbicida expressam a proteina AAD-1. Portanto, se necessario, a identificagdio do OGM em
questdo ou de seu derivado pode ser realizada de maneira rapida e precisa.

4. Classifica¢iio de risco do organismo geneticamente modificado.

De acordo com o Artigo 8 da Resolugdo Normativa N° 2 da CTNBio, de 27 de
novembro de 2006, o organismo objeto desta solicitagdo, milho DAS-40278-9, enquadra-se
na Classe de Risco 1 (baixo risco individual e baixo risco para a coletividade): ”O OGM que
contém sequéncias de ADN/ARN de organismo doador e receptor que nfo causem agravos a
satude humana e animal e efeitos adversos aos vegetais e a0 meio ambiente”.
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5. ASPECTOS RELACIONADOS A SAUDE HUMANA E ANIMAL
(Estudo da avalia¢fo de risco a satiide humana e animal)

A Dow AgroSciences conduziu uma avaliagdo de seguranga detalhada da proteina
AAD-1 para avaliar a possibilidade da ocorréncia de efeitos adversos em humanos ou animais
resultante da liberacdo de plantagdes no meio ambiente contendo a proteina AAD-1. A
avaliagdo concluiu que a proteina AAD-1 possul pouca probabilidade de causar reagdes
toxicas ou alérgicas a humanos e animais. Em 6 de setembro de 2007 a Dow AgroSciences
apresentou uma avaliagdo detalhada do milho DAS-40278-9 para a agéncia regulatoria de
satde dos Estados Unidos, FDA, como parte do processo de consulta para alimentos
resultantes de bioengenharia. Nesta consulta destaca-se o milho Zea mays mays, pela sua
importancia econdmica mundial, e o organismo doador, Sphingobium herbicidovorans, uma
bactéria do solo. O microrganismo é portador de genes que codificam enzimas capazes de
utilizar fenoxi auxinas e herbicidas AOPP como fontes de carbono para a bactéria (Wright et
al., 2009) Nesse estudo foi utilizada uma abordagem passo a passo, € por for¢a de evidéncia
(Codex, 2009) para avaliar os potenciais efeitos toxicos e alérgicos da proteina AAD-1. A
proteina AAD-1 ndo compartilha semelhangas significativas na seqiiéncia de aminodcidos
com alérgenos conhecidos. Nenhuma homologia significativa foi identificada quando a
seqiiéncia da proteina AAD-1 foi comparada aos alérgenos conhecidos no banco de dados da
versdo 7.00 do FARRP (Food Allergy Research & Resource Program - Programa de Pesquisa
e Recursos Alérgicos da Indistria Alimenticia), usando o critério de busca de comparagdo de
pelo menos oito ou mais aminoacidos contiguos idénticos, com seqiiéncias de aminodcidos
em compostos alergénicos ou mais de 35% de identidade numa seqiiéncia de 80 aminoacidos.

A proteina AAD-1 é degradada rapida e totalmente em fluido géstrico simulado
(SGS). Além disso, essa proteina € rapidamente digerida, ou seja, néo detectavel apds 30
segundos sob as condi¢des do SGS in vitro (0,32% +de pepsina, pH 1,2 a 370C), como
demonstrado pelo SDS-PAGE e pela analise Western Blot.

A proteina AAD-1 néo esta presente no estado glicosilado. Nenhuma glicosilagdo da
proteina AAD-1 foi detectada usando o SDS-PAGE e um sistema de detecgdo de glicosilagdo.

Nos testes de toxicidade em ratos, ndo houve sinais de mortalidade ou clinicos nos
animais CD-1 ap6s a administrago oral da proteina AAD-1 na dose de 2.000 mg proteina por
kg de peso corporal. Além disso, foram realizados estudos da expressdo da proteina AAD-1
em plantas DAS-40278-9 através da andlise de folhas, raiz, polen, tecidos do gréo e da planta
inteira, com e sem aplicagdo de herbicidas. O baixo nivel de expressdo da proteina AAD-1
apresenta baixo risco de exposi¢do a humanos e animais. Os resultados da avaliagdo geral de
seguranga da proteina AAD-1 indicaram que ¢ pouco provével que ocorra reagdes alérgicas
em humenos ou que seja toxica para humanos ou animais. 2. Possiveis efeitos na cadeia
alimentar humana e animal pela ingestdo de OGM e seus derivados.

Efeitos da proteina AAD-1.

O milho ¢ extensivamente cultivado e consumido no Brasil e tem uma ampla historia
de uso seguro. Na forma de gréios, forragem, ou derivados ndo ¢ considerado causador de
efeitos toxicos em humanos, animais ou outros organismos (Della Valle, 1983).
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Por néo ter caracteristicas patogénicas e efeitos adversos na alimentagdo humana, tek\_};
sido cultivado de forma extensiva desde periodos pré-colombianos, por civilizagdes
mesoamericanas, notadamente Astecas, Maias e Incas.

Estudos realizados no Brasil, Canad4 e Estados Unidos, demonstraram que o milho
DAS-40278-9 ndo difere do milho convencional em caracteristicas agronOmicas,
morfologicas, reprodutivas (itens 2.2 e 2.3, Anexo IV) e na composico quimica e nutricional
(itens 3.1.1. a 3.1.3., Anexo III). A andlise de composicio do grio e de forragem (rag#o)
confirma que o milho DAS-40278-9 ¢ substancialmente equivalente ao milho nfo modificado
geneticamente e, por conseguinte, de valor nutritivo comparavel.

A quantia de metabolitos secundérios quantificados nas amostras de milho DAS-
40278-9 (inositol, rafinose, furfural, 4cido p-cumadrico, acido ferulico) foram estatisticamente
semelhantes (P < 0,05) aos intervalos padrdes relatados em literatura. Os valores dos
antinutrientes quantificados nas amostras de milho DAS-40278-9 (4cido fitico e inibidor da
tripsina) foram estatisticamente semelhantes (P < 0,05) aos intervalos padrdes relatados em
literatura. Nenhuma das proteinas identificadas na pesquisa apresenta qualquer ocorréncia
relatada de risco a biosseguranga.

Estudo in silico de semelhanca da sequencia da proteina AAD1 e toxinas.

A proteina AAD-1 ndo mostrou homologia significativa com alérgenos conhecidos.
Segundo os bancos de dados criados pelo Comites da FAO/WHO Expert Consultation (2001)
e Codex Alimentarius (Codex Ad Hoc Open-ended Working group on Allergenicity, 2001).
A comparag@io com o banco de dados de DNA padrio e de sequéncias de proteinas (FARRP
Allergen Database Version 9.00) com a proteina AAD-1 e sequéncias de 8 ou mais
aminodcidos contiguos ou superior a 35% de sequéncias de 80 aminoacidos de alérgenos
conhecidos. A proteina AAD-1 nio apresentou tambem semelhanga significativa com
sequéncias de aminoacidos de toxinas conhecidas. A pesquisa de similaridade £oi realizada
através da ferramenta BLASTp contra o banco de dados GenBank de proteinas ndo
redundantes (publicado em 10 de fevereiro de 2007 com 4.554.902 sequéncias com
1.568.234.006 aminoacidos). A unica semelhante a encontrada foi com outra dioxigenase
dependente de alfa-cetoglutarato, a mesma classe da enzima AAD-1. Nenhuma das proteinas
semelhantes identificadas na pesquisa apresenta histérico de risco a biosseguranca.

Estudos de transferéncia genica

A transferéncia de material genético provenientes de grios de milho ou de produtos
feitos a partir de milho, para microrganismos no sistema gastrointestinal humano ¢
insignificante. N&o existe nenhum mecanismo conhecido, ou demonstragdo definitiva de que
o DNA poderia se transferir de plantas para microrganismos (Calgene, 1993; WHO, 1993;
FDA, 1994; Redenbaugh et al. 1994; Prins e Zadoks, 1994; Schluter et al. 1999) ou
diretamente das plantas para células epiteliais no baixo estomago (FDA, 1994; Calgene,
1993). Em um workshop da OMS (WHO, 1993), sobre a seguranca de marcadores para
selecdo de recombinantes em plantas, cientistas de varios paises, presentes no evento,
revisaram a informagdo sobre transferéncia horizontal de genes. O workshop concluiu que nfo
ha evidéncia que comprove a transferéncia de genes de plantas para microrganismos do trato
digestivo. Caso a transferéncia pudesse ocorrer, problemas de saude dependeriam de muitos
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fatores, incluindo a habilidade do microrganismo transformado replicar no trato digestivo e
expressar o produto génico. Isso exigiria que o gene transferido estivesse também sob o
controle de promotores da bactéria (também ausente em plantas).

Risco na dieta.

Devido ao fato das proteinas que apresentam efeitos toxicos atuarem através da
exposicdo oral e em forma aguda (Pariza ¢ Foster, 1983; Sjoblad et al., 1992; Pariza e
Johnson, 2001), foi avaliado a seguranga da proteina AAD-1 em um estudo de toxicidade oral
aguda (Wiescinski, 2007). Os resultados confirmam a auséncia de atividade toxica aguda
desta proteina em mamiferos. A toxicidade desta proteina para os seres humanos e animais foi
examinada em um estudo no qual se avaliou a toxicidade oral aguda em ratos. A proteina foi
administrada em forma oral por meio de sonda gastrica. A dose mais alta testada foi de 2.000
mg de AAD-1 por kg de peso corporal. Todos os animais sobreviveram e ndo foram
observados sintomas clinicos durante o estudo. No momento da finalizagdo do estudo (15-
dias) ndo foi observado efeitos patolégicos relacionados ao tratamento € todos os animais
haviam adquirido ganho de peso. O estudo permitiu concluir que a DL50 da proteina AAD-1
em ratos (fémeas e machos) foi maior que 2.000 mg/kg. Desse modo a dose observada sem
efeito, NOEL, foi considerada como sendo maior que 2.000 mg/kg PC (maior dose testada).

O consurno de milho.

Foram utilizados dados publicados pela Organizagdo Mundial de Saude (WHO), sobre
limites maximos de consumo de cada alimento para a exposi¢do aguda em todo o mundo, com
base na informacio aportada por Vdrios paises (http://www.who.int/foodsafety/
chem/acute_data/en/, Table Highest Reported 97.5th Percentile Consumption Figures (Eaters
Only) for Various Commodities by the General Population & Children Ages 6 & Under,
Updated April 2008). A Tabela 20 inclui.cs'valores maximos de percentil 97,5 para o milho e
outras commodities relacionadas, estimados em varios paises. Para o milho DAS-40278-9, o
valor maximo de consumo adequado estd associado ao grupo "Milho GC 645" reportado pela
Franga. Outras informagdes para milho doce e milho pipoca sdo apresentadas aqui como
dados complementares, contudo nfo existem planos de introdugédo da proteina AAD-1 nestas
commodities. Informagdes para o 6leo de milho sdo apresentadas também como um dado
complementar, pois ¢ sabido que os dleos e outras fragdes altamente refinados ndo contém
quantidades significativas de proteinas. Além disso, o consumo total agudo em todas estas
commodities ndo tem sentido de ser calculado, pois nfio é apropriado associar valores de
resultados da pesquisa de diferentes paises.

Quantidade de proteina no grio.

Foi considerado o valor médio do teor de proteina AAD-1 de 4,81 ng/mg de peso seco
de grios dos 4 tratamentos de milho DAS-40278-9 calculado da Tabela 13 do Anexo IL
Utilizando a informacéo da WHO para o milho “GC 645" € o nivel médio da expressdo da
proteina AAD-1 no grdo observado em ensaio de campo no valor de 4,81 ng/mg, o limite
maximo de exposi¢do aguda da proteina do milho DAS-40278-9 pode ser estimado como:

Exposigéo = Consumo x Concentragdo de Proteina no grao.

8
SPO — Area 05 — Quadra 03 - Bloco B - Sala 08 - Térreo TELEFONE : (61) 3411-5516 / 5178
CEP 70610-200 FAX (61) 2033-7475
Brasilia— DF . s E-MAIL: secretariactnbio@mcti.gov.br
PROTON: /

=



Ministério da
comissao técnica nacional Ciéncia, Tecnologia

TN . Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacio e Inovagdo
C B'O Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga

de biosseguranga

GOVERNO FEDERAL

)

PATRIA EDUCADORA

Exposi¢éo (adulto) = 4,06 g/kg/dia x 4,81 ng/mg = 0,0195 mg/proteina/kg PC/dia.

Exposi¢do (crianga) = 6,17 g/kg/dia x 4,81 ng/mg = 0,0297 mg/proteina/kg PC/dia.

Cilculo da Margem de Exposi¢io.
Estudo de toxicidade aguda realizado com material contendo a proteina AAD-1
permitiu concluir que sua toxicidade € baixa. Como ndo houve efeitos relacionados com o
milho DAS-40278-9, ¢ estabelecido que o nivel sem efeito observado (NOEL, Nivel Sem
Efeito Observado) foi superior a dose mais elevada testada: NOEL > 2.000 mg/kg de AAD-1.
Avaliagdes de risco agudo geralmente nfio sdo exigidas para substincias com valores de
NOEL acima de 500 mg/kg de peso corporal por dia ou para compostos que ndo tém
mortalidade abaixo de 1.000 mg/kg de peso corporal em estudos de dose tinica (Solecki et al.,
2005). No entanto, para realizar uma estimativa de exposi¢éo da proteina AAD-1 no contexto,
uma comparagdo das informagdes de exposi¢do para o limite inferior NOEL foi feita para
fornecer margens de exposi¢do (MOE) para a proteina AAD-1, onde: MOE = NOEL /
Exposi¢go. Quanto maior o valor MOE, menor a probabilidade que ocorram efeitos adversos,
porque a exposi¢do estd bem abaixo do limite estabelecido NOEL (Tabela 21). Os valores
calculados para MOE da proteina AAD-1 do milho sfio extremamente altos, indicando que
dificilmente ira ocorrer efeitos adversos da exposigdo alimentar aguda através do milho

A ingestiio de proteina. »

Considerando o consumo de milho, e os contetidos da proteina AAD-1 expressas no
gréo, foi calculado o limite méaximo de ingestdo ou potencial de exposicdo aguda dessa
proteina, ou'seja, 0 montante méximo que pode ser ingerido diariamente (Tabela 22).

Realizou-se uma avaliag&o de risco do consumo do griio dé¢ uiiitho contendo a proteina
AAD-1. Comparando-se o consumo de milho e, portanto, da proteina, e o NOEL pode-se
fazer uma avaliagdo de risco dietério agudo da proteina expressa no grdo de milho DAS-
40278-9 que ¢ apresentada na Tabela 22.

Quantidade de grio necessdria de ser consumido diariamente para alcanc¢ar um valor de
ingestio equivalente ao NOEL.

Adultos.

O valor da margem de exposi¢do de 102.564 foi extremamente elevado. Para colocar
isto em perspectiva, uma pessoa deve consumir ao redor de 25.000 kg de grios de milho
contendo o evento DAS-40278-9 por dia para coincidir com o consumo definido como nivel
sem efeito (NOEL) da proteina AAD-1.

Criancas de 6 anos.
A margem de exposigdo foi maior que 67.000. A crianga deveria consumir ao redor de

8.300 kg de gréos de milho que contém o evento DAS-40278-9 por dia para coincidir com o
consumo definido como nivel sem efeito (NOEL) da proteina.
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Conclusio da avaliacio de risco do milho DAS-40278-9.

A margem de exposigdo calculada indica que a ocorréncia de efeitos adversos a saude
humana, resultante do consumo de grdos do milho DAS-40278-9 ¢ praticamente nula. Os
valores estimados estdo possivelmente superestimados, porque a exposi¢do real a proteina
AAD-1 deve ser menor, decorrente da degradagdio da proteina durante a colheita, da
estocagem dos grdos, de seu processamento e preparagdo dos alimentos. A presenca da
proteina AAD-1 no milho e seus produtos no momento do consumo & esperada ser menor do
que o indice medido no momento da colheita cujo valor foi utilizado para a avaliagdo de risco.

Estudo da composi¢io centesimal

No presente relatério também foi realizada uma analise minuciosa da composi¢do
nutricional do milho DAS-40278-9, comparando-se sempre a variante convencional. Pode-se
concluir no trabalho que a composig8o nutricional € similar, corroborando com fato de que o
milho geneticamente modificado ndo deve gerar efeitos deletérios a saide humana e animal.
Ainda soma-se a este fato que a proteina AAD-1 nfio apresenta homologia alguma com
proteinas reconhecidamente alergénicas ou toxicas, legitimando a auséncia de efeitos adversos
pelo consumo do referido milho.

As conclusdes de anilises imunologicas e histologicas de tecidos relevantes,
especialmente do trato digestivo.

Um estudo de toxicidade oral aguda com a proteina AAD-1 foi realizada em ratos
ministrando de 2.000 mg da proteina AAD-1 por kg apds o ajuste de pureza. Todos os
animais sobreviveram, e nenhum sinal clinico foi observado durante o estudo. Todos os
animais ganharam peso 15 dias apds o término do estudo. Ndo foram relacionadas
observagdes patologicas com o tratamento aplicado. O relatério conclui que, nas condigdes
do estudo, a DL50 oral:aguda do milho DAS-40278-9 em ratos machos e fémeas foi maior
que 2.000 mg/kg. O NOEL foi superior a 2.000 mg/kg com base no fato de que nenhuma
mortalidade foi observada e nfo houve nenhum efeito adverso ou ndo adverso com 0s
animais tratados com milho DAS-40278-9. A agéncia EPA dos EUA classifica a DL50 oral
aguda do milho DAS-40278-9 superior a 2.000 mg/kg, na categoria III de toxicidade oral
aguda, de uma escala de I a IV, indicando uma leve toxicidade. Entende-se, portanto, que a
proteina AAD-1 apresenta baixo potencial de toxicidade aguda.

Capacidade do OGM de produzir toxinas ou metabélitos que causem efeitos adversos
a0 consumidor, animal ou humano, relatando as evidéncias experimentais.

Estudos realizados nos Estados Unidos ¢ Canada e confirmados com estudos feitos no
Brasil demonstrou que o milho DAS-40278-9 ndo difere do milho convencional em
caracteristicas agrondmicas, morfologicas, reprodutivas (itens 2.2. e 2.3., Anexo IV) e na
composi¢io quimica e nutricional (itens 3.1.1. a 3.1.3., Anexo III). A analise de composigdo
do grio e de forragem (ragdo) confirma que o milho DAS-40278-9 ¢é substancialmente
equivalente a0 milho ndo modificado geneticamente e, por conseguinte, de valor nutritivo
comparavel. Os antinutrientes acido fitico, rafinose e inibidor de tripsina e dos metabdlitos
secundarios inositol, furfural, acido p-cumarico, 4cido fertlico, quantificados nas amostras de
milho DAS-40278-9 foram estatisticamente semelhantes (P < 0,05) ao milho controle
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carbono para a bactéria (Wright et al., 2009). N&o ha relatos de S. herbicidovorans se
apontado como um patégeno humano ou capaz de produzir alérgenos. Ent
aproximadamente 20 espécies reconhecidas de Sphingobium, apenas um, S. yanoikuyae foi
isolado a partir de um ambiente clinico. Entretanto, outros géneros relacionados, sdo
conhecidos por causar infecgdes raras que sdo geralmente limitadas na viruléncia (Balkwill et
al., 2006). Por causa de sua onipresen¢a e capacidade de adaptacdo, Sphingomonas s#o
frequentemente encontrados na pratica clinica, mas geralmente nfo associados a infecgdo. Ha
relatos de Sphingomonas produtores de glicolipides antigénicas que podem ter uso como
terapéutica (Kinjo et al., 2008). Outras Sphingomonas relacionadas sio conhecidas por
produzir sphingans (um polissacarideo extracelular do tipo gelana), que pode ser utilizado em
alimentos como agentes gelificantes, estabilizantes ou agentes de suspenséo (van Kranenburg
et al., 1999).

Busca da homologia com alérgenos conhecidos.

A proteina AAD-1 ndo tem homologia significativa com alérgenos conhecidos. Isso
foi constatado através de um programa de avaliagio de sequéncias de aminoacidos de
proteinas elaborado pelos Comites da FAO/WHO Expert Consultation (2001) e Codex
Alimentarius (Codex Ad Hoc Open-ended Working group on Allergenicity, 2001).

Foi feita uma busca no banco de dados de DNA padrio e de sequéncias de proteinas
(FARRP Allergen Database Version 9.00) procurando homologia significativa entre
sequéncia de aminoacidos da proteina AAD-1 com sequéncias de 8 ou mais aminoacidos
contiguos ou superior a 35% de identidade de sequéncia a 80 aminoacidos de alérgenos
conhecidos. Esta pesquisa nfio mostrou registros significativos de similaridade da proteina
AAD-1 com alérgenos de agio conhecida. A proteina AAD-1 nio tem semelhanga
significativa com sequéncias de aminodcidos de toxinas conhecidas. Aminoécidos
semelhantes da proteina AAD-1 foraiiiavaliados usando uma pesquisa de similaridade através
da ferramenta BLASTp contra o banco de dados GenBank de proteinas ndo redundantes
(publicado em 10 de fevereiro de 2007 com 4.554.902 sequéncias com 1.568.234.006
aminodcidos). A unica semelhanga encontrada foi com outra dioxigenase dependente de alfa-
cetoglutarato, a mesma classe da enzima AAD-1. Nenhuma das proteinas semelhantes
identificadas na pesquisa apresenta qualquer ocorréncia relatada de risco a biosseguranga.

c. Estudos de digestdo simulada in vitro.

A digestibilidade da proteina AAD-1 foi testada in vitro, utilizando suco gastrico
simulado (SGS). Para o método SGS, a proteina AAD-1 (0,074 mM) produzida em sistema
heterélogo usando o microorganismo Pseudomonas fluorescens foi incubada em SGS (0,32%
w/v pepsina em pH 1,2; U.S. Pharmacopeia) nos intervalo de tempo programado (0,5, 1, 2, 4,
8 e 16 minutos), 0,1 ml da mistura de reagfio foi removida e colocada em um tubo de micro
centrifuga contendo 0,04 ml de uma solugfo para parar a reagio (200 mM Na2CO3, pH de
aproximadamente 11,0). As amostras foram entdo analisadas por SDS-PAGE e Western Blot
usando um anticorpo especifico para AAD-1. Os resultados demonstraram que a proteina
AAD-1 ¢ facilmente digerida e ndo detectavel em 30 segundos no SGS (item 5, Anexo I1).

d. Determinagio da estabilidade ao calor.
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A estabilidade térmica da proteina AAD-1 foi estudada pelo aquecimento de solugdes
de proteina por 30 min a 50, 70 e 950C e 20 min. em uma autoclave (1200C a
aproximadamente 117 kPa (17 PSI)) em uma solugdo de fosfato basico. A atividade da
proteina AAD-1 foi medida por um ensaio de enzima modificada através do procedimento
descrito por Fukumori e Hausinger (1993). Todas as condigdes de aquecimento, foi eliminado
acima de 97% da atividade enzimatica da proteina, demonstrando que a proteina AAD-1 ¢
termo-labil (item 5, Anexo III). Conclui-se desses estudos que ¢ improvavel que a proteina
AAD-1 possa causar reagdes alergicas ou toxicas em humanos ou em animais.

6. ANALISE DA BIOSSEGURANCA AMBIENTAL

Ern relagio & biosseguranga ambiental, serdo abordados e discutidos os aspectos
pertinentes a avaliagdo de risco do OGM.

a) Caracteristicas agrondmicas do milho DAS-40278-9

O comportamento apresentado pelo OGM em relagéo ao iso-hibrido e outros milhos
comerciais é fundamental para se avaliar a sua biosseguranga. Para responder estas perguntas,
a proponente conduziu estudos no Brasil (Galan, 2011) e nos Estados Unidos e Canada
(Phillips et al., 2009).

Para a avaliagio de caracteristicas agrondmicas no Brasil, trés estudos foram
conduzidos pela proponente: na safra 2010/11 em Mogi Mirim (SP) e Indiandpolis (MG)
(Galan, 2011), na safrinha 2012 em Indianépolis (MG) e Montividiu (GO) (Proc. CTNBio n’
01200.004686/2010-02) e na safrinha 2013 em Indian6polis (MG) e Cravinhos (SP) (Proc.
CTNBio n° 01200.003094/2011-46). No primeiro estudo os tratamentos foram: iso-hibrido,
milho DAS-40278-9 sem pulverizagio, milho DAS-40278-9 pulverizado com 2,4-D e milho

DAS-40278-9 pulverizado com haloxifope-R. Nos estudos dois e trés os tratamentos foram: = v

iso-hibrido e milho DAS-40278-9 pulverizado com os dois herbicidas (2,4-D e haloxifope-R).
Na anélise comparativa dos tratamentos nenhuma diferenca estatistica significativa foi
observada entre o milho transgénico e o milho convencional para as caracteristicas avaliadas
(estande inicial e final; vigor da semente; florescimento masculino e feminino; formato, cor e
viabilidade de polen; quebramento; tombamento; altura da espiga principal; altura da planta;
incidéncia de doencas (R4 e R6) e dano de inseto na fase vegetativa.

No estudo conduzido nos Estados Unidos e Canadd, em seis localidades (Phillips ef
al., 2009), os tratamentos incluiram o milho DAS-40278-9 sem pulverizagdo, o milho DAS-
40278-9 pulverizado com os herbicidas 2,4-D, o milho DAS-40278-9 pulverizado com
quizalofope, o milho DAS-40278-9 pulverizado com os herbicidas 2,4-D e quizalofope € o
iso-hibrido convencional. Nenhuma diferenca estatistica foi observada entre os tratamentos no
vigor da semente, injiria da cultura, florescimento masculino, florescimento feminino, altura
da plantz, acamamento, quebramento, vigor final e dias para a maturidade. A incidéncia de
doencas e pragas (dano de inseto), monitorada visualmente por técnicos especializados, nédo
mostrou nenhuma diferencga significativa entre os tratamentos.

b) Germinag¢io e dorméncia da semente
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convencional e os valores obtidos estiveram dentro de intervalos padrées relatados €
literatura. Pode-se propor que o milho DAS-40278-9 néo produz toxinas ou metabolitos que
prejudique o consumidor humano ou animal como o milho convencional. O consumo de
milho DAS-40278-9 e/ou de seus produtos sdo tdo seguros quanto o consumo do milho
convencional e/ou seus produtos neste quesito.

As avaliagdes toxicologicas e farmacolégicas realizadas em animais experimentais.
Estudos realizados no Brasil, Canad4 e Estados Unidos, demonstraram que o milho AAD-1
(evento DAS-40278-9) ndo difere do milho convencional com excecdo apenas as
caracteristicas de tolerdncia a herbicidas. Os niveis dos antinutrientes 4cido fitico, rafinose e
inibidor da tripsina e dos metabélitos secundérios inositol, furfural, 4cido p-cumarico, acido
ferulico, quantificados nas amostras de milho DAS-40278-9 foram estatisticamente
semelhantes (P<0,05) ao milho controle convencional e os valores obtidos estiveram dentro
de intervalos padrdes relatados em literatura. Portanto o milho DAS-40278-9 ndo produz
toxinas ou metabdlitos que possam causar efeito ao consumidor humano ou animal
comportando-se como o milho convencional com relagdo as essas caracteristicas. Os dados
obtidos confirmam e auséncia de interagdes genéticas adversas resultantes do processo de
transformacio.

A analise de composigdo do gréo e de forragem (ragfio) confirma que a linhagem de
milho AAD-1 (evento DAS-40278-9) E substancialmente equivalente ao milho nfo
modificado geneticamente e, por conseguinte de valor nutritivo comparavel.

O consumo de milho DAS-40278-9 e/ou de seus produtos é tdo seguro quanto o
consumo do milho convencional e/ou seus produtos, com relagdo as caracteristicas de
seguranga alimentar.

Estudos de alimentagiio de ratos com a proteia AAD-1.

Para confirmar a similaridade do milho AAD-1 com o milho convencional com
relagdo a aspecto de toxicidade oral aguda da proteina AAD-1 foi realizado por Thomas e
Marshal (2010), um estudo com ratos ministrando-se ra¢des variando de 0,452 a 45,23 mg/kg
peso corporal/dia (mkd) em comparagdo com uma dieta contendo 45,23 mg/kg peso
corporal/dia de albumina de soro bovino, por periodo de 28 dias (2010). As médias de peso
corporal e ganho de peso para ratos machos e fémeas sdo mostradas na Tabela 70 e na Tabela
71. Néo ouve diferenga estatistica significativa entre os dois tipos de milho para peso
corporal e ganho de peso nos dois sexos e nas diferentes doses usadas da proteina AAD-1.
Porém as médias de peso corporal e do ganho de peso das fémeas na dose mais baixa de
0,452 mkd do grupo AAD-1 foram marginalmente mais baixas do que o valor do controle
aos 29 dias do experimento (diferencgas estatisticas ndo significativas). Para a varidvel,
consumo de ragdo, nenhuma diferenga significativa foi observada nos dois sexos, entre o
grupo que recebeu a dieta com a proteina AAD-1 e o grupo controle.

Nos estudos de patologia clinica, em hematologia, a analise estatistica entre os animais
que receberam a proteina AAD-1 e o grupo controle nfio revelou diferengas significativas
entre os dois tratamentos, ou seja, a dieta com a proteina AAD-1 ndo produziu alteracdes em
relagdo ao grupo controle. Ndo houve diferengas estatisticas significativas para ambos o0s
SeX0s no grupo que recebeu a proteina AAD-1 em comparagdo com o controle para os
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pardmetros bioquimicos. Na anatomia patolégica ndo houve diferencas estatisticas
significativas no peso de érgéos de machos e de fémeas corrigidos com o peso corporal entre
animais que receberam a proteina AAD-1 e grupo controle para a maior parte dos orgéos
avaliados. Para os machos foram avaliados peso de érgéos em relagdo ao peso corporal para
glandula suprarrenal, coragdo, rim, figado, cérebro, prostata, prostatatvesicula seminal, bago,
testiculo, timo e epididimos.

Observou-se pequenas diferengas, que foram significativas para peso do corag@o no
grupo dos machos tratados com AAD-1, considerado dentro da variabilidade experimental,
pelo histérico pesquisas semelhantes do laboratério, assim como, ndo foram observados
efeitos histopatolégicos associados a essa diferenga. O mesmo ocorreu com 0 Peso da
prostata que foi estatisticamente inferior ao do controle, mas sem alteragdes histopatologicas
significativas, quando ocorreram foram consideradas ao acaso e sem relagdo com a dieta
contendo a proteina AAD-1.

Em outro estudo os autores Wiescinski e Golden, 2007 concluiram que a DL50 oral
aguda de AAD-1 em ratos machos e fémeas foi maior que 2.000 mg/kg (5000 mg/kg de
substancia teste com 40% de pureza. O NOEL, portanto esteve acima de 2.000 mg/kg
baseado no fato de que nenhuma mortalidade foi observada e nédo houve nenhum efeito
adverso ou ndo adverso, com os animais tratados com AAD-1. Todos os animais ganharam
de peso nos 15 dias de teste. A agéncia EPA dos EUA classificaria a DL50 oral aguda do
milho AAD-1 superior a 2.000 mg/kg, na categoria III de toxicidade oral aguda, em uma
escala de I a IV. Conclui-se que a proteina AAD-1 apresenta baixo potencial de toxicidade
aguda.

Estudo em animais para avaliagio de similaridade dos produtos de expressdo do OGM
com alérgenos conhecidos, relatando possiveis rea¢des alérgicas. Utilizando os critérios de
decisio de alergenicidade da ILFSI-IFBC (Metcalfe et al., 1996) a proteina AAD-1 do evento
DAS-40273-9 foi testada quanto ao potencial alergénico através dos seguintes
procedimentos:

Avaliagdo do potencial alergénico do organismo doador do gene.

O organismo doador, Sphingobium herbicidovorans (anteriormente designado
Sphingomonas herbicidovorans), ¢ uma bactéria presente no solo portadora de genes que
codificam enzimas que facilitam a decomposi¢do dos herbicidas fenoxi auxina (2,4-D) e
AOPP (haloxifope-R, quizalofope, etc.) permitindo a bactéria usa-los como fonte de carbono
(Wright et al. 2009). Sphingobium herbicidovorans faz parte do género Sphingomonas,
largamente distribuido na natureza, sendo isolada de habitats tanto terrestres como aquaticos,
de raizes de plantas, etc. Devido a suas capacidade biodegradativa e biossintética as
Sphingomonas tém sido largamente usadas em aplicagdes biotecnolédgicas, incluindo
biorremediacdo de contaminantes ambientais para produgéo de polimeros extracelulares tais
como Sphinganas os quais sdo extensivamente usados na industria de alimento (Bower et al.,
2006; Pollock e Armentrout, 1999; Lal et al. 2006; Johnsen et al., 2005). O microrganimso S.
herbicidovorans é um candidato para uso em biorremediagdo de poluentes toxicos com base
no complemento de enzimas de degradagéo xenobioticas. As investigagdes deste organismo
tém enfocado a caracterizagdo de enzimas que metabolizam o herbicida, como a proteina
AAD-1, que facilita a utilizag8o de herbicidas fenoxi auxina (2,4-D) e AOPP como fontes de
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DAS-40278-9 em comparagdo a do iso-hibrido em condigdes a quente (25°C por 7 dias) €
frio (10°C por 7 dias + 25°C por 5 dias). Os resultados nfio mostraram diferengas
estatisticamente significativas entre a germinagdio do milho DAS-40278-9 e do iso-hibrido,
sob as duas condig¢des de germinagfo. Portanto, a caracteristica de dorméncia da semente no
foi alterada no milho GM DAS-40278-9 pela introdugdo do transgene.

¢) Morfologia e viabilidade do pélen

As andlises realizadas com o pdlen coletado a campo nos Estados Unidos em 2008
mostraram que ndo houve nenhuma diferenga estatistica significativa entre o milho DAS-
40278-9 e o controle convencional, tanto para as caracteristicas morfolégicas (forma e cor)
como para a viabilidade (teste histoquimico) do pélen. Nas trés liberagdes planejadas no meio
ambiente realizadas no Brasil, em seis localidades, a andlise da forma e cor do polen também
ndo mostrou nenhuma diferenga estatistica significativa entre o milho DAS-40278-9 e o
controle convencional. Portanto, a morfologia e a viabilidade do pdlen néo foram alteradas no
milho GM DAS-40278-9 pela introdugéo do transgene.

d) Capacidade de dispersdo das estruturas de propagaciio e reprodug¢io do milho DAS-
40278-9

O processo de domesticagdo tornou o milho atual uma planta altamente dependente do
homem para se reproduzir. A dispersdo das sementes do milho somente ocorre através da
interven¢do do homem. Sem o plantio das sementes e os tratos culturais a espécie ndo
sobrevive no campo. O milho convencional nio é uma espécie invasiva em ecossistemas
naturais e nem exibe tendéncia de proliferar-se como planta daninha (CFIA, 1994). Portanto,
como o milho GM DAS-40278-9 nfo apresentou nenhuma caracteristica diferente do iso-
hibrido em relagdo -acaracteristicas agrondmicas, germinacdo e dorméncia da semente e
morfologia e viabilidade do pélen, ndo se vislumbra que o mesmo venha a ter um
comportamento de invasibilidade ou de planta daninha.

Néo héa nenhum registro de regeneragdo natural do milho a partir de tecido vegetativo.
As sementes sdo as Unicas estruturas de sobrevivéncia, ndo apresentam dorméncia e estdo
aptas para germinag@o logo apés a maturagdo fisiolégica. Em condi¢des de campo, perdem
rapidamente o poder germinativo quando expostas, na superficie do solo, a umidade e alta
temperatura. Sementes remanescentes no solo de uma safra para a seguinte podem germinar,
em condi¢des favoraveis de temperatura e umidade do solo. Entretanto, as plantas voluntarias
de milho com o gene aad-1, assim como as do milho convencional, sdo facilmente eliminadas
através de métodos manuais, mecanicos ou quimicos (herbicidas). A unica diferenga € que as
plantas voluntarias deste milho GM deverdo ser controladas com herbicidas cujo ingrediente
ativo seja diferente de 2,4-D e/ou haloxifope-R.

¢) Fluxo génico

O milho ¢ uma planta alégama, com taxa de cruzamento de aproximadamente 90%
(Bueno et al., 2013). A polinizagfo € feita pela agdo dos ventos, embora ocorra a presenga de
insetos polinizadores de outros vegetais na época da antese, principalmente abelhas e vespas,
a procura de pélen. O milho DAS-40278-9, por ser similar ao milho convencional, cruza com

2

15
SPO — Area 05 — Quadra 03 - Bloco B - Sala 08 - Térreo TELEFONE : (61) 3411-5516/ 5178
CEP 70610-200 > FAX (61) 2033-7475
Brasilia— DF E-MAIL: secretariactnbio@mcti.gov.br

PROTON: /




. s . Ministério da
comissao técnica nacional Ciéncia, Tecnologia

. . Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inova¢ao e Inovagdo
CTI\'BIO GOVERNO FEDERAL

Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga 2

de biosseguranga b

PATRIA EDUCADORA

facilidade com outros milhos cultivados, bem como com espécies selvagens proximas. A
espécie mais estreitamente relacionada com o milho € o teosinte (Zea mays mexicana), que se
encontra em algumas regides do México e Guatemala e cruza, eventualmente, com o milho
produzindo descendentes férteis. Smith ez al. (1985), entretanto, ndo conseguiram demonstrar
a ocorréncia de introgressdo recente entre o milho e teosinte. Outro parente mais distante do
milho é o Tripsacum, que ocorre na América do Sul, incluindo o Brasil. Ndo se tem,
entretanto, evidéncias de introgressdo natural ou retrocruzamentos entre Tripsacum € 0 milho
(De Wet et al., 1981). Embora algumas espécies de Tripsacum possam cruzar com o milho
através de polinizagdo artificial, em condigdes de laboratério, de casa de vegetagdo ou de
campo, é altamente improvavel, se ndo impossivel, que ocorram cruzamentos entre as duas
espécies através de fertilizagdo natural (Beadle, 1980). Os hibridos produzidos sob condi¢Ges
controladas sdo estéreis ou sua progénie apresenta fertilidade significativamente reduzida
(Galinat, 1988).

O milho DAS-40278-9, assim como o milho convencional é sexualmente compativel
com outros individuos ni#o-GM da mesma espécie, quer sejam de variedades crioulas, de
variedades sintéticas ou de milhos hibridos. Existem, entretanto, medidas simples para evitar
o cruzamento entre diferentes hibridos (ou cultivares) de milho, como por exemplo o
isolamento temporal ou o isolamento espacial. Portanto, o plantio do milho DAS-40278-9,
ap6s sua liberagdo comercial, deverd obedecer a legislagdo brasileira vigente que trata da
coexistéricia entre lavouras de milho GM e lavouras de milho convencional, impedindo assim
o fluxo génico. :

Conclusio: Assim, tanto os estudos conduzidos no Brasil como nos Estados Unidos e
Canadé, mostraram que o milho GM DAS-40278-9 ndo difere do milho convencional em
caracteristicas morfologicas, agrondmicas e reprodutivas. A tnica diferenca ¢ sua
caracteristica de tolerancia a herbicidas a base de 2,4-D e haloxifope-R, propriedade esta que
& conferida pela presenga e expressdo funcional do gene aad-1 da bactéria de solo
Sphingobium herbicidorovans. O fendtipo das plantas transformadas € equivalente ao
fenotipo da planta original convencional no que se refere aos 6rgdos reprodutivos, a durag@o
do periodo de desenvolvimento e ao método de propagagdo, o que evidencia a auséncia de
interagdes genéticas adversas resultantes do processo de transformagdo. As modificagdes
genéticas introduzidas no OGM né@o alteram sua capacidade de reprodugdo, sobrevivéncia,
disseminacdo ou transferéncia de genes inseridos para outros organismos. A transferéncia do
transgene para outras culturas de milho pode ser evitada, desde que sejam adotadas as
medidas descritas na legislagio vigente sobre a coexisténcia entre lavouras GM e lavouras
convencionais.

f) Efeito do milho DAS-40278-9 em caracteristicas fisico-quimicas do solo e
concentra¢io de nutrientes nas folhas

Os experimentos para avaliar estes pardmetros foram instalados nas Unidades
Experimentais da Dow AgroSciences Industrial Ltda. localizadas nos municipios de Mogi
Mirim (SP) e Indianépolis (MG) (Cruz et al., 2011a). Os 4 tratamentos foram: Iso-hibrido
(convencional), milho DAS-40278-9 pulverizado com 2,4-D (GF-2665), milho DAS-40278-9
pulverizado com haloxifop-R (GF-142) e milho DAS-40278-9 sem a aplicagéo de herbicida.
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Caracteristicas fisicas e quimicas do solo (Cruz et al., 2011): foram avaliadas em amostfag* -2
coletadas em duas ocasides: na semeadura e aproximadamente cinco meses mais tarde, apo8&*—77
colheita da cultura. A anélise da primeira amostragem (semeadura) foi realizada para detecta < ’“’:—/’
desuniformidades preexistentes entre as parcelas, que poderiam ser equivocadamente ===
atribuidas aos tratamentos na amostragem apés o ciclo da cultura. Os resultados mostraram

diferencas entre locais, mas nenhum impacto foi detectado nas caracteristicas quimicas-fisicas

do solo pela presenga do milho DAS-40278-9, com ou sem aplicagdo de herbicidas. As

diferengas entre locais sdo esperadas, uma vez que os solos s3o formados a partir de materiais

de origem diferentes e com historicos de culturas e de praticas de calagem e adubag¢édo nfo
necessariamente semelhantes.

g

Estado nutricional das plantas (Cruz ef al., 2011): foi coletada uma amostra composta de
30 folhas de cada parcela, no florescimento, logo ap6s a polinizagdo. Na analise conjunta, a
concentragédo dos macronutrientes (N, P, Ca, Mg ¢ S) e dos micronutrientes (B, Cu, Fe, Mn e
Zn) nas folhas do milho ndo variou em fungdo dos tratamentos. Ocorreram, entretanto,
diferengas significativas entre os locais para Mg, B, Cu, Fe, Mn e Zn, com valores superiores
para as plantas de Mogi Mirim. Isto pode ser atribuido a diferencas no teor de nutrientes no
solo. No entanto, outros fatores podem fazer as concentracdes de nutrientes nas folhas
variarem, como quantidades de nutrientes aplicadas, temperatura e disponibilidade de agua,
interagdes entre nutrientes ¢ luminosidade. A combinagio destes fatores em cada local de
condugdo dos experimentos explica as variacdes obtidas. Para concentracdo de K houve
interagdo local x tratamento. No entanto, em Indianépolis, a maior concentragdo foi
determinada nas plantas GM com a aplicagdo de haloxifop-R, enquanto em Mogi Mirim foi
observado nas plantas GM com a aplicagdo de 2,4-D. Em Mogi Mirim as concentragdes de K
foraziinaiores em quase todos os tratamentos, o que pode ser resultado de adubagdes
realizadas.

Conclusdes: Quando comparado como seu controle iso-hibrido, o milho GM DAS-40278-9,
com ou sem aplicagéo de herbicidas, ndo causa impacto nas caracteristicas fisico-quiicas do
solo e nem apresenta diferengas na concentragio de nutrientes nas folhas.

g) Biodegradabilidade da planta GM

Para avaliar a decomposi¢do de plantas do milho DAS-40278-9, comparativamente
com seu controle convencional, um estudo foi conduzido nas Unidades Operativas de
Indian6polis (MG) e Mogi Mirim (SP). Os 4 tratamentos foram: Iso-hibrido (convencional),
milho DAS-40278-9 pulverizado com 2,4-D, milho DAS-40278-9 pulverizado com
haloxifop-R e milho DAS-40278-9 sem a aplica¢éo de herbicida. A decomposi¢do dos restos
culturais no campo foi avaliada pelo método de sacos de nylon (Santos e Whitford,1981). O
processamento das amostras e analises foram realizadas no laboratério da Gravena Ltda,
Unidade Experimental de Jaboticabal. Na época da colheita, 4 a 5 plantas/parcela/tratamento
foram coletadas. As amostras (colmos e as folhas) foram secas em estufa. Em cada saco de
nylon foram colocados 10 g de material (~ 5,5 g de colmo e 4,5 g de folha). Em cada parcela
do ensaio colhido foram enterrados 12 sacos. As amostragens foram feitas 30, 60, 90 e 120
dias apds o inicio da incubagdio da matéria organica no solo. Os resultados das analises
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mostraram que as amostras do milho DAS-40278-9 e de seu isso-hibrido apresentaram o
mesmo padrio de decomposi¢do no intervalo de tempo avaliado, diferindo apenas em fungéo
do local, na avaliacio aos 30 dias de incubag@io. Da mesma forma a relagéo C/N das plantas
de milho DAS-40278-9, com ou sem aplicagdo dos herbicidas, ndo diferiu das plantas do
controle iso-hibrido.

Conclusio: A biodegradabilidade do milho GM DAS-40278-9 e a relagdo C/N, com ou sem
aplicagdo de herbicidas, nfio foram alteradas quando comparadas com a do milho controle
convencional (iso-hibrido). Portanto, ndo ha razdo para esperar que oS restos culturais do
milho GM afetem as caracteristicas do solo e sua biota de maneira diferente do milho
convencional.

h) Transferéncia horizontal da caracteristica introduzida no OGM para a microbiota do
solo

O gene aad-1 que codifica a proteina AAD-1, que confere tolerancia ao herbicida 2,4-
D e alguns herbicidas do grupo dos ariloxifenoxipropionato, foi isolado da bactéria de solo
Sphingobium herbicidovorans, ou seja, de um organismo que ja ocorre nos ambientes naturais
de plantio de milho. Associado a isso, néo h4 na literatura descricdo de mecanismo conhecido,
ou demonstragio definitiva, da transferéncia de DNA de plantas para microrganismos
(Calgene, 1993; WHO, 1993; FDA, 1994; Redenbaugh et al. 1994; Prins e Zadoks, 1994;
Schluter ef al. 1999; Connor ef al., 2003). Mas, supondo que fosse possivel a transferéncia
horizontal, o microrganismo recipiente dessa transferéncia do gene aad-1 teria 0 mesmo risco
de receber o gene do proprio Sphingobium herbicidovorans, organismo a que seres humanos e
animais ji estdo expostos, e do qual o gene € origindrio. Além disso, os dados de
biosseguranga apresentados na presente solicitagdo em relagdo a proteina AAD-1 indicam
claramente que a mesma ndo apresenta riscos para a saude humana, animal e para o meio
ambiente. Os herbicidas aos quais 0 OGM ¢ tolerante néo apresentaii agdo antibitica.

Conclusio: Chance de ocorrer transferéncia horizontal ¢ muito remota e o risco €
negligenciavel.

i) Impactos negativos ou positivos aos organismos alvo e nido-alvos com a liberacio do
milho DAS-40278-9

No presente caso, a presenga do gene aad-I da bactéria de solo Sphingobium
herbicidovorans confere ao milho GM DAS-40278-9 apenas tolerincia aos herbicidas a base
de 2,4-D e herbicidas do grupo dos ariloxifenoxipropionatos (AOPPs). Afora esta
caracteristica, os estudos realizados mostraram que o milho GM DAS-40278-9 ndo difere do
milho convencional em caracteristicas agrondmicas, morfoldgicas e reprodutivas, assim como
é equivalente em composigfo quimica e nutricional ao milho convencional, sendo tdo seguro
quanto o mesmo. A proteina AAD-1 produzida pelo milho GM DAS-40278-9 ¢ uma enzima
que néo tem efeito inseticida, nematicida, fungicida, bactericida ou outros efeitos que nédo o de
inativar os herbicidas 2,4-D e determinados herbicidas do grupo dos ariloxifenoxipropionatos.
Portanto, o conceito de “organismo alvo” ndo se aplica ao milho GM DAS-40278-9. Este
conceito se aplica por exemplo a OGMs que apresentam resisténcia a insetos.
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A expressdo do gene aad-1 permite que o milho DAS-40278-9 tolere a aplica¢do dos
herbicidas a base de 2,4-D e herbicidas do grupo dos ariloxifenoxipropionatos (haloxifope-R,
quizalofope, etc.), enquanto que as plantas que nfio o expressam morrem apés a aplicagfo
desses herbicidas. Quando aplicados sobre a lavoura de milho DAS-40278-9, eliminardo as
plantas daninhas sensiveis a seus ingredientes ativos, levando a alteragdes no niimero de
individuos destas popula¢des na area de cultivo e provavelmente a reducdo em seu banco de
sementes no solo. Esse efeito é observado em areas onde se implementa qualquer estratégia de
controle de plantas daninhas, tanto através de métodos quimicos por outros herbicidas, como
através de métodos mecédnicos como capina ou gradagem.

Os herbicida 2,4-D e haloxifope-R estdo registrados no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA). O 2,4-D (registro N° 02108604) é amplamente utilizado
para o controle de plantas daninhas latifoliadas, em aplicagdes pés-emergentes nas culturas do
trigo, milho, arroz, cana-de-agticar e pastagens, e em pré-plantio das culturas de soja ¢ cana-
de-agucar. O haloxifope-R (registro N°. 007194) é amplamente utilizado para o controle de
plantas daninhas de folhas estreitas, em pos-emergéncia das culturas da soja, algodéo e feijfo.

A disponibilidade do milho DAS-40278-9 para os agricultores brasileiros serd mais
uma tecnologia disponivel para o controle de plantas daninhas na lavoura de milho,
permitindo o uso rotativo de herbicidas, o que é benéfico. Sua introdugdo terd um impacto
definitivo nas préticas de controle de plantas daninhas, como uma nova ferramenta para
garantir a expressdo do potencial produtivo dos hibridos de sua escolha. O cultivo do milho
DAS-40278-9 permitird aos agricultores lidarem proativamente com as populagdes de plantas
daninhas, mantendo a cultura “no limpo” e, a0 mesmo tempo, evitando alterages adversas na
populacdo de invasoras.

Como foi demonstrado que o milho DAS-40278-9 é tdo seguro quanto o milho
convencional, ndo se espera efeitos adversos de sua introdugéo sobre os diferentes organismos
presentes no meio ambiente diferente daqueles ocasionados pelo milho convencional. Assiiir, -
nenhum efeito diferente daquele do milho convencional é esperado para organismos
indicadores relevantes, simbiontes, predadores, polinizadores, parasitas ou competidores com
o cultivo do milho DAS-40278-9.

A proteina AAD-1 expressa pelo milho DAS-40278-9 nio apresenta similaridade com
proteinas reconhecidamente alergénicas ou téxicas; portanto, seu consumo ndo representa
risco a saude de humanos e animais.

O milho DAS-40278-9, a semelhanga do milho convencional, nfio tem caracteristicas

de espécie invasora ou propriedades de plantas daninhas, exibindo apenas a caracteristica
nova de tolerdncia a alguns herbicidas.
Conclusio: Pelos resultados dos estudos apresentados e do conhecimento disponivel na
literatura, pode-se concluir que o evento DAS-40278-9 nio produz alteracdes significativas
em organismos que compartilham o mesmo ambiente da lavoura diferente daquele que ocorre
no cultivo do milho convencional. O milho é uma base alimentar importante para milhares de
pessoas no mundo ¢ também muito utilizado para ragfio animal, ou seja, é uma das principais
fontes de proteina vegetal para transformagdo em proteina animal.

7 - Restri¢des ao uso do OGM e seus derivados
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Conforme estabelecido no art. 1° da Lei 11.460, de 21 de mar¢o de 2007, “ficam
vedados a pesquisa e o cultivo de organismos geneticamente modificados nas terras indigenas
e areas de unidades de conservagdo”.

8. Consideracdes sobre particularidades das diferentes regides do Pais (subsidios aos
orgaos de fiscalizacio)

No Brasil, nfio hé espécies silvestres nativas que possam ser polinizadas pelo milho. A
espécie silvestre mais proxima ao milho € o teosinte, encontrado no México e em alguns
locais da América Central, onde pode cruzar com o milho cultivado em campos de produgéo.
Assim, nfo hd motivos para se restringir o plantio do milho GM no que diz respeito a
possibilidade de o mesmo cruzar com espécies silvestres nativas da flora brasileira.

9. CONCLUSAO
Considerando que:

1) O milho ¢ a espécie que atingiu o mais elevado grau de domesticagdo entre as plantas
cultivadas, sendo incapaz de sobreviver na natureza sem intervengdo humana;

2) Nio hé no Brasil espécies silvestres nativas com que o milho possa se intercruzar;

3) Os estudos realizados no Brasil, Canadé e Estados Unidos, demonstraram que o milho
DAS-40278-9 ndo difere do milho convencional em caracteristicas agronomicas,
morfologicas, reprodutivas, nas caracteristicas de sobrevivéncia e na forma de
disseminagfo das plantas, na resposta aos principais patégenos e pragas, bem como na
composigdo quimica e nutricional, com exceg¢do apenas as caracteristicas de tolerdncia
a herbicidas a base de 2,4-D e a herbicidas do grupo dos ariloxifenoxipropionatos
(haloxifope-R, quizalofope, etc.), conferida pela presenga e expressao do gene aad-1.

4) A biosseguranga deste evento ja foi avaliada pelos sistemas regulatorios de 10 paises,
sendo aprovado em todos para o uso pretendido (plantio, ragéo animal, nutri¢do
humana);

5) O OGM apresenta risco negligenciavel de alergenicidade e de toxicidade, bem como
risco negligenciavel para a satide humana e animal e 0 meio ambiente.

6) O OGM nio apresenta risco de invasibilidade ou de planta daninha; :

7) O milho DAS-40278-9 apresenta equivaléncia substancial com o milho convencional
e, por conseguinte, o valor nutritivo é comparével.

8) A disponibilidade do milho DAS-40278-9 constituir-se-a numa alternativa importante
para atender as necessidades dos produtores de milho no Brasil no controle de plantas
daninhas;

9) E perfeitamente possivel a coexisténcia no campo entre lavouras de milho GM DAS-
40278-9 e lavouras de milho convencional ou crioulo;

10)O herbicida 2,4-D estd registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), sendo amplamente utilizado para o controle de plantas
daninhas latifoliadas, em aplicagdes pos-emergentes nas culturas do trigo, milho,
arroz, cana-de-aglicar e pastagens, e em pré-plantio das culturas de soja e cana-de-
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