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PARECER RELATOR - LIBERACAO COMERCIAL

Processo n°: 01200.001179/2013-51

Protocolo n°: 10279 de 21/3/2013

Requerente: Dow AgroSciences Sementes & Biotecnologia Brasil Ltda

CQB: 107/99

Total de pecas: 219

CNPJ: 08.636.452/0001-76

Endereco: Avenida das Nacbes Unidas, 14171, 2° andar, Edificio Diamond Tower, Santo
Amaro, S&o Paulo - SP

Presidente da CIBio: Mario Von Zuben

Resolucédo Normativa: RN 05/2008

Titulo da proposta: “RELATORIO DE BIOSSEGURANCA DO MILHO DAS-40278-9 x
NK603”

Finalidade (objetivo): Liberagdo comercial do milho DAS-40278-9 x NK603 e seus derivados
Identificacdo do OGM: Milho

Designacéo do OGM: Milho DAS-40278-9 x NK603

Espécie: Zea mays L.

Classificacdo do OGM: Classe de Risco 1

PARECER TECNICO CONSOLIDADO

Este Parecer Consolidado foi elaborado levando-se em consideracdo os dados apresentados pela
proponente no Relatorio de Biosseguranca submetido a CTNBio, as informacgdes adicionais
solicitadas, os 02 (dois) pareceres emitidos pelos relatores das Subcomissbes Vegetal e
Ambiental (ambos favoraveis a aprovacdo) e as discussdes ocorridas na Audiéncia Publica
realizada pelo Ministério Publico sobre eventos com tolerancia a 2,4-D e as informacdes

disponiveis na literatura cientifica.

1. Informac0Oes Gerais

A empresa DOW AGROSCIENCES SEMENTES & BIOTECNOLOGIA BRASIL LTDA
solicita a CTNBIo a analise da biosseguranca do milho geneticamente modificado evento DAS-
40278-9 x NK603, considerado pela proponente como de Nivel de Biosseguranca 1 para efeito
de sua liberacdo comercial no Brasil.

A finalidade da solicitacdo é para liberacdo no meio ambiente, cultivo, producéo,
manipulacdo, transferéncia, transporte, comercializacdo, importacdo, exportacao,
armazenamento, consumo e descarte deste OGM e seus derivados para fins comerciais.

O milho DAS-40278-9 x NK603 expressa a proteina CP4 EPSPS, que confere tolerancia ao

herbicida glifosato, e a proteina AAD-1, que confere tolerancia aos herbicidas 2,4-D (acido 2,4-
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Diclorofenoxiacético), ariloxifenoxipropionato (AOPP) e a determinados herbicidas inibidores
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da enzima acetil coenzima A carboxilase (ACCase), denominados herbicidas “fop”.

O milho DAS-40278-9 x NK603 foi obtido por meio de cruzamentos entre os milhos DAS-
40278-9 e NK603, ambos ja aprovados pela CTNBio para plantio comercial no Brasil. Trata-se,
portanto, de um evento piramidado obtido por cruzamento classico entre dois eventos GM ja
analisados quanto a biosseguranca pela CTNBIo e aprovados.

Estudos a campo, conduzidos com autorizacdo da CTNBio, demonstraram a eficicia e
praticabilidade agronémica do uso do milho DAS-40278-9 x NK603 em condigdes de cultivo no
Brasil.

Este produto ndo difere do milho convencional em sua composi¢cdo quimica e nutricional,
exceto pela presenca e expressao dos genes cp4 epsps e aad-1, os quais conferem tolerancia aos
herbicidas glifosato e herbicidas da familia ariloxialcanoato, respectivamente.

O cultivo do milho DAS-40278-9 x NK603 e 0 consumo da planta ou de seus derivados ndo
causam efeitos adversos ao meio ambiente ou a saude humana e animal, sendo tdo seguro quanto
o milho convencional, com o qual apresenta equivaléncia substancial. As proteinas CP4 EPSPS e
AAD-1, codificadas pelos genes cp4 epsps e aad-1, respectivamente, ndo apresentam
similaridade com proteinas conhecidamente alergénicas ou tdxicas. O milho DAS-40278-9 x
NK603, a semelhanca do milho convencional, ndo exibe tendéncia a proliferar-se como planta
daninha e ndo € invasivo em ecossistemas naturais. Nenhuma vantagem competitiva para a
sobrevivéncia ou dispersdao do milho € proporcionada pelos genes cp4 epsps e aad-1 introduzidos
no milho GM, quando comparado ao milho convencional.

A biosseguranca do milho DAS-40278-9 x NK603, objeto da solicitacéo, ja foi analisada por
orgaos analogos a CTNBio de outros paises, tendo sido aprovado no Canada, Coréia do Sul,

Japdo, México e Taiwan, como mostrado na Tabela abaixo.
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Pais Plantio |Ragdo Animal|Alimentagdo Humana
Canada’ 2013 2013
Coréia do Sul® 2015 2015
Japdo’ 203 2013 2013
México™” 2013 2013
Taiwan®® 2013

"http://www.inspection.gc.ca/plants/plants-with-novel-traits/approved-under-review/decision-documents/dd-2012-
92/eng/1362599848427/1362600537809

’http://www.biosafety.or.kr/english/decisions/decisions.asp?schOrganism=Maize&eventKeyWord=8x=318&y=6

*http://www.bch.biodic.go.jp/english/Imo_2013.html

*http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/event/default.asp?Event|D=348

*http://bch.cbd.int/database/record.shtml?documentid=105906

®http://bch.cbd.int/database/record.shtml?documentid=106395

A solicitacdo € acompanhada de um Relatério de Biosseguranca, de 425 paginas, contendo:
Sumario executivo, Proposta de monitoramento pos-comercial (Anexo 1), Informacdes relativas
ao OGM (Anexo II), Avaliacdo de risco a saude humana e animal (Anexo Ill), Avaliacdo de
risco ao meio ambiente (Anexo V), Referéncias bibliograficas e dois Apéndices (I e 1I).

O plano de monitoramento pds-liberacdo comercial estd de acordo com a Resolugédo

Normativa N° 9 da CTNBIo, de 2 de dezembro de 2011 e esta bem detalhado.

2. Descricdo do OGM

2.1. Milho DAS-40278-9

O milho DAS-40278-9 x NK603 foi obtido por meio de cruzamentos entre os milhos DAS-
40278-9 e NK603, ambos j& aprovados pela CTNBio para plantio comercial no Brasil. O milho
DAS-40278-9 foi aprovado pela CTNBio em marco de 2015 e ja foi aprovado também em outros 10
paises (Africa do Sul, Australia, Canada, Colémbia, Coréia do Sul, Estados Unidos da América,
Japdo, México, Nova Zelandia e Taiwan), seja para plantio, racdo animal ou alimenta¢do humana.

O milho DAS-40278-9 foi obtido pela insercdo de uma versdo 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 para expressar em plantas de milho a enzima ariloxialcanoato dioxigenase (AAD-1)
sem, entretanto, alterar sua sequéncia de aminoacidos. Assim, a proteina AAD-1 expressa pelo
evento DAS-40278-9 tem sequéncia de aminoacidos idéntica a proteina AAD-1 nativa de
Sphingobium herbicidorovans, que contem 296 aminoacidos e apresenta massa molecular de

aproximadamente 33 kDa. A enzima AAD-1 é capaz de degradar o herbicida acido 2,4-

3
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diclorofenoxiacético (2,4-D) em 2,4-diclorofenol (2,4-DCP), que ndo tem atividade herbicida
(Wright et al., 2009, Wright et al., 2010). Assim, plantas contendo o gene aad-1v3 de S.
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herbicidorovans apresentam tolerancia ao herbicida 2,4-D, molécula que atua como uma auxina.
A enzima AAD-1 também é 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 et al., 2009, Wright et al., 2010), o que confere a planta GM tolerancia 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 tolerancia ao
herbicida 2,4-D e a determinados herbicidas da classe dos ariloxifenoxipropionatos porque
expressa a enzima ariloxialcanoato dioxigenase (AAD-1) da bactéria de solo Sphingobium
herbicidorovans. Portanto, esta enzima ja se encontra presente naturalmente no solo.

Assim como outras bactérias presentes no solo, a Sphingobium herbicidovorans desenvolveu a
capacidade de usar a fendxi auxina e herbicidas AOPPs como fontes de carbono para seu
desenvolvimento (Hinteregger e Streichsbier, 2004), o que Ihe confere uma vantagem competitiva no
solo (Wright et al., 2009). Bactérias do género Sphingomonas sdo amplamente distribuidas na
natureza e foram isoladas de habitats terrestres e aquaticos, assim como de sistemas radiculares de
plantas. Devido a sua capacidade biodegradativa e biosintética, as Sphingomonas sdo usadas em uma
grande variedade de aplicagbes biotecnoldgicas, incluindo biorremediacdo de contaminantes
ambientais e producdo de polimeros extracelulares, como esfinganas, que sdo amplamente utilizados
na industria alimenticia (Bower et al., 2006; Lal et al., 2006).

O gene aad-1 foi introduzido na linhagem de milho Hi-ll via transformacdo genética
mediada por fibras whiskers de carbeto de silicio. O evento DAS-40278-9 apresenta as seguintes
caracteristicas:

a) contém uma Unica cdpia intacta do cassete de expressdo do gene aad-1 da bactéria de solo
Sphingobium herbicidorovans, que esté integrada de forma estavel (5 geragdes) em um Unico
local do genoma, sem nenhuma outra sequéncia do vetor presente;

b) o tipo de heranca da nova caracteristica é segregacdo mendeliana monofatorial;

c) expressa a proteina ADD-1 em todas as partes da planta que foram analisadas, sendo que
a maior expressdo ocorre no pdlen e a menor expressdo ocorre na raiz, grdos e planta
inteira. A pulverizacdo com os herbicidas 2,4-D e quizalofope ndo alteraram os valores

de expresséo;
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d) As plantas GM contendo o evento DAS-40278-9, bem como seus derivados, podem ser
identificados através de métodos moleculares de deteccdo como a PCR ou o Southern
Blot. A presenca da proteina AAD-1 pode ser detectada através de teste de ELISA com
Kits de deteccdo disponiveis no mercado;

2.2. Milho NK603

O milho NK603 ja foi aprovado pela CTNBio para uso comercial no Brasil em 2008.
Atualmente esta aprovado em 26 paises: em 23 deles como alimento, em 18 como ragdo e em 13
para plantio (http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/event/default.asp?EventlD=86; acessado
em outubro de 2015). Este evento contém o gene cp4 epsps da Agrobacterium tumefaciens cepa
CP4, que codifica a enzima CP4 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (CP4 EPSPS), que
confere tolerancia ao herbicida glifosato. A Agrobacterium tumefaciens é uma bactéria gram-
negativa encontrada naturalmente no solo. Ela causa galhas em plantas suscetiveis e ndo ha
nenhuma evidéncia cientifica que indique que possa causar efeitos adversos em seres humanos
Ou em animais.

Na natureza, além da proteina CP4 EPSPS de A. tumefaciens, ha centenas de outras EPSPS
produzidas por plantas, bactérias e fungos, mas ndo por animais. Portanto, diferentes versées da
proteina EPSPS estdo normalmente presentes em todos os alimentos derivados de plantas e de
microorganismos.

O gene cpd epsps foi introduzido na linhagem de milho LH82XB73 pelo método de
biobalistica ou biolistica (aceleracdo de particulas). Uma Unica copia do cassete de expressdo
estd presente no evento, sem a presenca de sequéncias do vetor, estando integrada de forma

estavel em um unico local do genoma.

2.3. Milho DAS-40278-8 x NK603
O cruzamento do evento DAS-40278-9 com o evento NK603, dando origem ao evento
piramidado DAS-40278-9 x NK603, ndo alterou as caracteristicas moleculares dos genes aad-1 e
cp4 epsps presentes nos eventos individuais. As analises de Southern blot com sondas add-1 e
cp4 epsps em amostras de DNA dos eventos DAS-40278-9, K603 e DAS-40278-9 x NK603
mostraram que a ocorréncia dos insertos de DNA contendo os genes add-1 e cp4 epsps no evento
DAS-40278-9 x NK603 representa aquela originalmente presente em cada evento individual,

com a inser¢do de uma Unica cdpia intacta do cassete de expressdo de aad-1 e cp4 epsps no genoma
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do milho piramidado. Nenhum fragmento adicional além do cassete de expressdo aad-1 e do cassete
de expressdo cp4 epsps foi identificado no evento DAS-40278-9 x NK603 e nenhuma sequéncia do
vetor original foi inserida. Portanto, estes resultados demonstram a estabilidade dos genes
originalmente inseridos nos eventos individuais e que foram conservados no evento piramidado.

A expressdo das proteinas AAD-1 e CP4 EPSPS no milho DAS-40278-9 x NK603 foi
determinada em experimentos realizados tanto no Brasil (Galan, 2012), como nos Estados
Unidos (Phillips et al., 2009).

No Brasil os ensaios foram conduzidos durante a safra 2011/12 nas Unidades Operativas da
Dow AgroSciences em Cravinhos (SP), e Indian6polis (MG) (processo CTNBio no.
01200.003636/2009-11). Foram utilizados 4 tratamentos: Tratamento 1: iso-hibrido (comercial),
sem aplicagdo de herbicida; Tratamento 2: milho DAS-40278-9 x NK603 (sem aplicacdo de
herbicidas); Tratamento 3: milho DAS-40278-9 x NK603 com aplicacdo de 2,4-D e glifosato;
Tratamento 4: milho DAS-40278-9 x NK603 com aplicagdo de haloxifope-R. Os niveis de
expressdo das duas proteinas foram determinados em amostras de folha, planta inteira, raiz, pélen,
forragem e gréo usando o método de ELISA quantitativo. Os valores da média geral de expressdo da
proteina AAD-1 variaram de 2,86 ng/mg de peso seco em planta inteira no estadio R6 a 133,37
ng/mg em tecido de pdlen no estadio R1. Os valores da média geral de expressdo da proteina CP4
EPSPS variaram de 7,64 ng/mg em gréo estddio R6 a 360,81 ng/mg em tecido de folha no estadio
R1. Os valores de expressdo foram similares para todos os tratamentos transgénicos, com aplicacdo
dos herbicidas 2,4-D + glifosato ou haloxifope-R, assim como para o tratamento sem aplicacao.

Nos Estados Unidos os estudos foram conduzidos em 2009. Os ensaios foram conduzidos em 6
estados e 8 locais (lowa, Illinois (2 ensaios), Indiana, Missouri (2 ensaios), Nebraska e
Pensilvania). O estudo foi conduzido com 7 tratamentos: 5 tratamentos com o milho piramidado
DAS-40278-9 X NK603: ndo pulverizado, pulverizado com 2,4-D, pulverizado com quizalofope,
pulverizado com glifosato, pulverizado com 2,4-D, quizalofope e glifosato; 1 tratamento com
milho DAS-40278-9 sem pulverizacdo, e 1 tratamento com iso-hibrido (controle). Os niveis de
expressdo das duas proteinas foram determinados em amostras de folhas, raizes, planta inteira,
forragem, pdlen e gréo usando o método de ELISA quantitativo. Os valores médios da expressao de
AAD-1 variaram de 2,08 ng/mg de peso seco no estadio de planta inteira R6 a 103 ng/mg no tecido
de pdlen. Os valores médios da expressdo de CP4 EPSPS variaram de 9,24 ng/mg de peso seco no
grdo R6 a 212 ng/mg no tecido de folha (V2-V4). Os valores da expressdo foram semelhantes em

todos os tratamentos.
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Chama a atengdo o fato de que as proteinas de cada evento, quando quantificadas por ELISA
nos diferentes tecidos da planta em vérios estagios de desenvolvimento, ndo apresentaram
diferencas em relacdo a expressdo pelas linhagens contendo um Unico evento. Estes dados
indicam que nenhum efeito sinérgico ocorre na linhagem piramidada, o que era de se esperar
tendo em vista que as duas proteinas inseridas atuam em vias metabdlicas distintas.

Apesar dos estudos terem sido realizados em condigdes ambientais, agrondmicas e com
germoplasmas distintos, a expressdo das proteinas AAD-1 e CP4 EPSPS mostrou padrdo
semelhante para os mesmos tecidos, com variacdo esperada em funcdo de condicbes edafo-
climaticas e tecnologia de producdo distintas. O Brasil é um pais tropical, enquanto que o0s
Estados Unidos é um pais com clima temperado. As médias mais altas de expressdo das
proteinas AAD-1 e CP4 EPSPS ocorreram nos mesmos tecidos nas duas regides de estudo. O
mesmo ocorreu com 0s valores mais baixos e com os valores intermediarios de expressdo das
proteinas nas duas localidades. E necessario levar em consideracdo que parte das diferencas
observadas nos dois paises pode ser atribuida aos diferentes germoplasmas (hibridos) testados
nos dois ambientes.

Chama a atencéo o fato de que as proteinas de cada evento, quando quantificadas por ELISA
nos diferentes tecidos da planta em varios estagios de desenvolvimento, ndo apresentaram
diferencas em relacdo a expressdo pelas linhagens contendo um dnico evento. Estes dados
indicam que nenhum efeito sinérgico ocorre na linhagem piramidada, o que era de se esperar

tendo em vista que as duas proteinas inseridas atuam em vias metabdlicas distintas.

3. Avaliacdo de Risco a Saude Humana e Animal

Uma analise bem detalhada dos aspectos relativos a toxicidade, a alergenicidade e ao valor
nutricional para humanos e animais do milho DAS-40278-9 x NK603 foi realizada pelas
Subcomissdes Setoriais Permanentes — Areas Humana e Animal, tendo sido aprovada na referida
comissdo apos a conclusdo de que os dados apresentados pela requerente no Relatério de
Biosseguranca e os conhecimentos descritos na literatura cientifica forneciam bases de seguranca
nutricional, toxicoldgica e alergénica do milho DAS-40278-9 x NK603. Assim, serd apresentado
apenas 0s s resultados relevantes que embasaram estas conclusoes.

Os aspectos principais a serem analisados em relacédo a avaliacdo de riscos deste OGM para a

salde humana e animal sdo: as proteinas AAD-1 e CP4 EPSPS expressas no milho DAS-40278-
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no milho GM altera a sua composi¢do quimica ou seu valor nutricional?

3.1. Alergenicidade

Em estudos de determinacdo de potencial alergénico de uma proteina, trés abordagens sdo
utilizadas e aceitas mundialmente: analise in silico da sequéncia da proteina, estudos de digestao
simulada in vitro e estabilidade térmica.

Estas trés abordagens mostraram que é improvavel que as proteinas AAD-1 e CP4 EPSPS
possam causar reacOes alérgicas em humanos ou em animais. Os resultados com a proteina
AAD-1 estdo descritos no Relatério de Biosseguranca apresentado pela proponente. Os
resultados com a proteina CP4 EPSPS foram apresentados e analisados pela CTNBio quando da
solicitacdo da liberacdo comercial do milho NK603 pela empresa Monsanto. Em relacdo a
proteina CP4 EPSPS, presente ha anos em plantas GM de diferentes culturas, todas as analises
realizadas indicam que a mesma nao tem potencial alergénico. O fato de ndo haver relatos de a
sua ingestdo por animais e humanos tenha levado ao aparecimento de reacdes alérgicas corrobora

estas avaliacOes.

3.2. Toxicidade

Como as proteinas que apresentam efeitos toxicos atuam através da exposicdo oral e em
forma aguda (Pariza e Foster, 1983; Sjoblad et al., 1992; Pariza e Johnson, 2001), a seguranca da
proteina AAD-1 foi avaliada em um estudo de toxicidade oral aguda de dose Unica (Wiescinski e
Golden, 2007; Stagg et al., 2012) e em um estudo de toxicidade de doses repetida (Thomas e
Marshall, 2010; Stagg et al., 2012). Utilizou-se a proteina recombinante produzida no
microorganismo Pseudomonas fluorescens, uma vez que a expressao da proteina no milho DAS-
40278-9 ¢ tdo baixa que ndo permite a sua extracao e purificacdo a partir de partes da planta.

A toxicidade oral aguda foi avaliada em ratos. A proteina foi administrada em forma oral por
meio de sonda gastrica e 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. Aos 15 dias ap06s a administracdo da proteina ndo foram observados efeitos patologicos
relacionados ao tratamento e todos os animais haviam ganhado peso. Portanto, nao foi observada
letalidade aguda ou efeito adverso da proteina ADD-1 nos animais. A conclusdo foi de que a

DL50 da proteina AAD-1 em ratos (fémeas e machos) foi maior que 2.000 mg/kg. Desse modo a
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dose observada sem efeito, NOEL, foi considerada como sendo maior que 2.000 mg/kg de peso
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corporal (maior dose testada).

No estudo de toxicidade de doses repetidas (foram utilizados trés grupos experimentais de
ratos, os quais foram alimentados durante 28 dias com racdo contendo 0,452, 4,523 e 45,23
mg/kg peso corporal/dia de proteina ADD-1 recombinante em comparagd0 com um grupo
controle recebendo uma dieta contendo 45,23 mg/kg peso corporal/dia de soroalbumina bovina
(Stagg et al., 2012). Assim como no estudo oral de dose Unica, o0 estudo de toxicidade de doses
repetidas de 28 dias de duracdo, e que utilizou uma dose da proteina AAD-1 até 1.000 vezes
maior que aquela a qual os humanos estariam expostos, nenhum efeito adverso foi observado
(Stagg et al., 2012).

Portanto, os estudos de toxicidade aguda indicam que a proteina AAD-1 presente no milho
GM DAS-40278-9 representa um risco negligenciavel para a saide humana e animal. Além
disso, considerando o consumo de milho, o conteido da proteina AAD-1 expressa no gréo e o
nivel sem efeito observado (NOEL), adultos (60 kg/pessoa) e criancas de até 6 anos (20
kg/pessoa) deveriam consumir ao redor de 25.000 kg e 8.300 kg, respectivamente, de grdos de
milho contendo o evento DAS-40278-9 por dia, para coincidir com o consumo definido como
nivel sem efeito observado (NOEL) da proteina AAD-1, que é maior do que 2.000 mg/kg de
peso corporal.

Para a proteina CP4 EPSPS, os dados disponiveis de toxicidade aguda indicam igualmente

que a mesma ndo apresenta nenhum efeito adverso para a saide humana e animal.

3.3. Composicdo quimica e nutricional do milho DAS-40278-9 x NK603

O milho é seguro para o0 consumo para humanos e animais, que ha milénios o utilizam como fonte
de alimento, sem qualquer ocorréncia de efeitos adversos. Historicamente, o milho tem sido o
alimento principal de civilizagdes mesoamericanas, notadamente Astecas, Maias e Incas.
Atualmente, o grdo colhido tem uma ampla gama de usos, que vai desde o consumo direto por
humanos e animais, processamento para uso na forma de ingredientes alimenticios e como fonte de
amido e de proteina para fins industriais variados.

A seguranca alimentar do milho DAS-40278-9 x NK603 foi avaliada através de estudo
comparativo da composicdo quimica do OGM e da composicdo do controle convencional
correspondente, em experimentagcdo no Brasil (Galan, 2012) e nos Estados Unidos (Fletcher, 2010),

em condicGes ambientais variadas e na presenca e auséncia dos herbicidas.
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Os resultados destes estudos mostraram que a composicdo centesimal e de fibras, da forragem e
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de grdos, da composicdo de minerais, de aminoacidos, de vitaminas, de acidos graxos, de
antinutrientes e de metabolitos secundarios do grdo do milho DAS-40278-9 x NK603 ndo diferem da
composic¢do do milho convencional e/ou permaneceram dentro da amplitude de variacdo encontrada
em trabalhos cientificos publicados na literatura para milho convencional (Watson, 1982; Watson,
1987, OECD Consensus Document on Compositional Considerations for maize, 2002, Codex
Alimentarius Commission 2009 e ILSI Crop Composition Database, 2010)., o que indica que a
composicdo do milho DAS-40278-9 x NK603 foi equivalente a do milho convencional. Portanto,
conclui-se que a se este milho é tdo seguro para a saude humana e animal como os milhos que estao

no comeércio.

4. Avaliagédo de Risco ao Meio Ambiente
4.1. Caracteristicas agronomicas do milho DAS-40278-9 x NK603

Os experimentos para avaliacdo das caracteristicas agrondmicas do milho DAS-40278-9 x
NK603 foram realizados tanto no Brasil (Galan, 2012) como nos Estados Unidos (Phillips e
Lepping, 2011), onde as caracteristicas agrondmicas do milho DAS-40278-9 x NK603 (com e
sem pulverizacdo com os herbicidas) foi comparado com as do milho convencional (iso-hibrido).

Para a avaliacdo de caracteristicas agrondémicas no Brasil, um estudo foi conduzido pela
proponente durante a safra de 2011/12 em Cravinhos (SP) e Indiandpolis (MG) (Proc. CTNBIo
n° 01200.003636/2009-66). Todos os resultados sdo apresentados no ANEXO 1V do Relatério de
Biosseguranca e os parametros avaliados foram: stand inicial e final, Florescimento masculino e
feminino, susceptibilidade/resisténcia a doenga, formato e cor de polen, vigor da planta, injaria de
herbicida, dano de inseto, stay green, altura da planta e da espiga, quebramento, tombamento,
umidade do gréo, producéo e dias para maturidade. Nenhuma diferenga significativa foi encontrada
entre 0 milho DAS-40278-9 x NK603 e o iso-hibrido, no que se refere a essas caracteristicas
agronémicas.

Para a avaliacdo de caracteristicas agronémicas nos Estados Unidos, os ensaios foram
conduzidos pela Dow AgroSciences em 2009. Todos o0s resultados sdo apresentados no ANEXO IV
do Relatério de Biosseguranca. Aqui também as caracteristicas fenotipicas e de crescimento da
planta em resposta a pressdo de insetos e doencas, a morfologia e viabilidade do polen e as
caracteristicas de germinacgdo e vigor das plantas ndo mostraram diferencas entre 0 milho DAS-

40278-9 x NK603 e seu controle convencional, quando submetidos a varios ambientes.

10
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4.2. Germinagao e dorméncia da semente
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A caracteristica de dorméncia da semente pode alterar a sobrevivéncia e disseminagdo das
plantas que se propagam por semente. Assim, é importante verificar se esta caracteristica foi
alterada no OGM pela introdugdo dos transgenes no milho DAS-40278-9 x NK603. Nos estudos
realizados a caracteristica de dorméncia da semente ndo foi alterada no milho GM DAS-40278-9
x NK603 pela introducédo dos transgenes.

4.3. Morfologia e viabilidade do pélen
A morfologia e a viabilidade do po6len ndo foram alteradas no milho GM DAS-40278-9 x

NKG603.

4.4. Capacidade de dispersédo das estruturas de propagacao e reproducdo do milho
DAS-40278-9 x NK603
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
intervencdo humana. Sem o plantio das sementes e 0s tratos culturais a espécie nao sobrevive no
campo. O milho convencional ndo 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 x NK603 ndo apresentou nenhuma caracteristica diferente do iso-hibrido em relacéo a
caracteristicas agrondémicas, germinacdo e dorméncia da semente e morfologia e viabilidade do
polen, ndo se vislumbra que 0 mesmo venha a ter um comportamento de invasibilidade ou de

planta daninha.

4.5. Fluxo génico

O milho é uma planta al6gama, com taxa de cruzamento de aproximadamente 90% (Bueno et
al., 2013). A polinizacdo ¢ feita pela acdo dos ventos, embora ocorra a presenca de insetos
polinizadores de outros vegetais na época da antese, principalmente abelhas e vespas, a procura
de pélen. O milho DAS-40278-9 x NK603, por ser similar ao milho convencional, cruza com
facilidade com outros milhos cultivados, bem como com espécies selvagens proximas. A espécie
mais estreitamente relacionada com o milho é 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 et al. (1985), entretanto, ndo conseguiram demonstrar a ocorréncia

de introgressdo recente entre o milho e teosinte. Outro parente mais distante do milho é o

11
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Tripsacum, que ocorre na America do Sul, incluindo o Brasil. Ndo se tem, entretanto, evidéncias
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de introgresséo natural ou retrocruzamentos entre Tripsacum e o milho (De Wet et al., 1981).
Embora algumas espécies de Tripsacum possam cruzar com o milho através de polinizacéo
artificial, em condigdes de laboratorio, de casa de vegetacdo ou de campo, € altamente
improvavel, se ndo impossivel, que ocorram cruzamentos entre as duas especies atraves de
fertilizacdo natural (Beadle, 1980). Os hibridos produzidos sob condi¢des controladas sdo
estéreis ou sua progénie apresenta fertilidade significativamente reduzida (Galinat, 1988).

O milho DAS-40278-9 x NK603, assim como o milho convencional é sexualmente

compativel com outros individuos ndo-GM da mesma espécie, gquer 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, 0 plantio do milho DAS-40278-9 x

NK603, apos sua liberacdo comercial, deverd obedecer a legislacdo brasileira vigente gue trata

da coexisténcia entre lavouras de milho GM e lavouras de milho convencional, impedindo assim

o fluxo génico.

4.6. Efeito do milho DAS-40278-9 x NK603 em caracteristicas fisico-quimicas do solo
e concentracdo de nutrientes nas folhas

Os experimentos para avaliar estes parametros foram instalados nas Unidades Experimentais
da Dow AgroSciences Industrial Ltda. localizadas nos municipios de Cravinhos (SP) e
Indiandpolis (MG), processo CTNBIio no. 01200.003636/2009-66 (Cruz et al., 2012a). Os 4
tratamentos foram constituidos pelo hibrido HS3501 em quatro versdes: Iso-hibrido
(convencional), milho DAS-40278-9 x NK603 nao pulverizado, milho DAS-40278-9 x NK603
pulverizado com 2,4-D + glifosato e milho DAS-40278-9 x NK603 pulverizado com haloxifope-
R.

N&o foram observadas diferencas em relacdo a macro e micro nutrientes, bem como na
granulometria do solo, entre 0 milho DAS-40278-9 x NK603 (com e sem a aplicacdo de
herbicidas) e o iso-hibrido convencional. Foi demonstrado também que as plantas do milho
geneticamente modificado DAS-40278-9 x NK603 (com ou sem aplicacdo de herbicida), ndo
apresentam diferencas na concentracdo de nutrientes nas folhas em relacdo as plantas do seu
controle convencional iso-hibrido. A conclusdo, portanto, é que quando comparado como seu
controle iso-hibrido, o milho GM DAS-40278-9 x NK603, com ou sem aplicagdo de herbicidas,

12
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ndo causa impacto nas caracteristicas fisico-quimicas do solo e nem apresenta diferengas na

concentracédo de nutrientes nas folhas.

4.7. 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 Indiandpolis (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 aplicacdo de herbicida.

Para avaliar a decomposicéo de plantas do milho DAS-40278-9 x NK603, comparativamente
com seu controle convencional, os experimentos foram instalados nas Unidades Operativas de
Cravinhos (SP) e Indianépolis (MG) na safra 2011/12 (Cruz et al., 2012b). Os tratamentos
foram: HS3501 (iso-hibrido, ndo geneticamente modificado); DAS-40278-9 x NK603 sem
aplicacdo de herbicidas; DAS-40278-9 x NK603 com a aplicacdo dos herbicidsa 2,4 D +
glifosato e DAS-40278-9 x NK603 com aplicacdo do herbicida GF-142 haloxifope-R. As
avaliacOes foram realizadas aos 30, 60, 90 e 120 dias.

A decomposicdo das plantas de milho DAS-40278-9 x NK603, com ou sem aplicacdo dos
herbicidas, ndo diferiu das plantas do controle iso-hibrido, indicando que a biodegradabilidade
do milho DAS-40278-9 x NK603 é similar a registrada no milho controle convencional.

A maior decomposicao da palha de milho no solo ocorreu nos primeiros 30 dias de incubacéo.
A relacdo C/N das plantas de milho DAS-40278-9 x NK603, com ou sem aplicagdo dos

herbicidas, ndo diferiu das plantas do controle iso-hibrido.

4.8. Transferéncia horizontal da caracteristica introduzida no OGM para a
microbiota do solo
N&o ha na literatura descricdo de mecanismo conhecido, ou demonstracdo definitiva, da
transferéncia de DNA de plantas para microrganismos (Calgene, 1993; WHO, 1993; FDA, 1994;
Redenbaugh et al. 1994; Prins e Zadoks, 1994; Schuler et al. 1999; Connor et al., 2003). Mesmo
que fosse possivel a transferéncia dos genes aad-1 e/ou cp4 epsps da linhagem de milho DAS-
40278-9 x NK603 para um micro-organismo da biota do solo, isso ndo representaria um risco
para a salde humana ou para um patdgeno da planta, baseado nos dados de biosseguranca

apresentados.

13
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O gene que codifica a proteina AAD-1 foi isolado de uma bactéria do solo, Sphingobium
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herbicidovorans e o gene que codifica a proteina CP4 EPSPS foi isolado de uma bactéria do
solo, Agrobacterium sp., cepa CP4, e ambos 0s organismos ja ocorrem na natureza.

Se fosse possivel a transferéncia horizontal, 0 micro-organismo recipiente dos genes aad-1
e/ou cp4 epsps teria 0 mesmo risco de receber esses genes do préprio Sphingobium
herbicidovorans ou do Agrobacterium sp que coabitam o solo.

4.9. Impactos negativos ou positivos aos organismos alvo e ndo-alvos com a liberagao
do milho DAS-40278-9 x NK603

No presente caso, a presenca do gene aad-1 da bactéria de solo Sphingobium herbicidovorans
e do gene cp4 epsps de Agrobacterium tumefaciens cepa CP4 confere ao milho GM DAS-40278-
9 ¢ NKG603 apenas tolerancia aos herbicidas a base de 2,4-D, herbicidas do grupo dos
ariloxifenoxipropionatos (AOPPs) e glifosato. Afora esta caracteristica, os estudos realizados
mostraram que o milho GM DAS-40278-9 x Nk603 ndo difere do milho convencional em
caracteristicas agrondmicas, morfolégicas e reprodutivas, assim como € equivalente em
composicdo quimica e nutricional ao milho convencional, sendo tdo seguro quanto 0 mesmo. As
proteinas AAD-1 e EPSPS produzidas pelo milho GM DAS-40278-9 x NK603 ndo tem efeito
inseticida, nematicida, fungicida, bactericida ou outros efeitos que ndo o de inativar os herbicidas
2,4-D, determinados herbicidas do grupo dos ariloxifenoxipropionatos e glifosato. Portanto, o
conceito de “organismo alvo” ndo se aplica ao milho GM DAS-40278-9 x NK603. Este conceito
se aplica por exemplo a OGMs que apresentam resisténcia a insetos.

As proteinas AAD-1 e EPSPS, expressas pelo milho DAS-40278-9 x NK603, ndo apresentam
similaridade com proteinas reconhecidamente alergénicas ou toxicas; portanto, seu consumo nao
representa risco a salde de humanos e animais.

O milho DAS-40278-9 x NK603, a semelhanca do milho convencional, ndao tem
caracteristicas de espécie invasora ou propriedades de plantas daninhas, exibindo apenas a
caracteristica nova de tolerancia a alguns herbicidas.

Pelos resultados dos estudos apresentados e do conhecimento disponivel na literatura, pode-se
concluir que o evento DAS-40278-9 x NK603 nao produz alteracGes significativas em
organismos que compartilham o mesmo ambiente da lavoura diferente daquele que ocorre no

cultivo do milho convencional.
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1)

2)
3)

4)

5)

6)
7)

8)

9)

Parecer

Considerando que:

O milho é a espécie que atingiu 0 mais elevado grau de domesticacdo entre as plantas
cultivadas, sendo incapaz de sobreviver na natureza sem interven¢do humana;

N&o hé no Brasil espécies silvestres nativas com que o milho possa se intercruzar;

Os estudos realizados no Brasil e Estados Unidos demonstraram que o milho DAS-
40278-9 X NK603 ndo difere do milho convencional em caracteristicas agronémicas,
morfoldgicas, reprodutivas, nas caracteristicas de sobrevivéncia e na forma de
disseminacdo das plantas, na resposta aos principais patégenos e pragas, bem como na
composi¢do quimica e nutricional, com excecdo apenas as caracteristicas de tolerancia a
herbicidas a base de 2,4-D, a herbicidas do grupo dos ariloxifenoxipropionatos
(haloxifope-R, quizalofope, etc.) e ao glifosato, conferida pela presenca e expressdo dos
gene aad-1 e cp4 epsps;

A biossegurancga deste evento ja foi avaliada pelos sistemas regulatorios de 05 paises,
sendo aprovado em todos para o uso pretendido: racdo animal e/ou nutricdo humana e/ou
plantio;

O OGM apresenta risco negligenciavel de alergenicidade e de toxicidade, bem como
risco negligenciavel para a saide humana e animal e 0 meio ambiente;

O OGM néo apresenta risco de invasibilidade ou de planta daninha;

O milho DAS-40278-9 x NK603 apresenta equivaléncia substancial com o milho
convencional e, por conseguinte, o valor nutritivo € comparavel,

A disponibilidade do milho DAS-40278-9 x NK603 propiciara aos produtores de milho
no Brasil uma alternativa para incrementar o manejo de plantas daninhas na cultura,
tendo em vista que o manejo integrado, com rotacao de herbicidas, € a melhor forma de
reduzir a resisténcia das plantas daninhas a herbicidas;

E perfeitamente possivel a coexisténcia no campo entre lavouras de milho GM DAS-

40278-9 x NK603 e lavouras de milho convencional ou crioulo;

10) As informacdes atualmente disponiveis na literatura cientifica.

Conclui-se, portanto, que o milho DAS-40278-9 x NK603 € substancialmente equivalente
ao milho convencional, sendo seu consumo seguro para a saide humana e animal quanto

0 é o milho convencional. No tocante ao meio ambiente, concluiu-se que o milho DAS-
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40278-9 x NK603 ndo € potencialmente causador de significativa degradacdo do meio
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ambiente, guardando com a biota relacdo idéntica ao milho convencional. Assim,
manifesto-me pelo DEFERIMENTO da solicitacdo de liberagdo comercial do milho
DAS-40278-9 x NK603.

6. Restricdes ao uso do OGM e seus derivados

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

Ndo ha diferenca entre a performance agronbmica das plantas transgénicas e
convencionais, bem como como ha equivaléncia substancial entre as mesmas. Assim, as
informacdes indicam que as plantas transgénicas de milho ndo diferem fundamentalmente dos
genotipos de milho ndo transformado, com excecdo da tolerancia aos herbicidas 2,4-D, a
herbicidas do grupo dos ariloxifenoxipropionatos (haloxifope-R, quizalofope, etc.) e ao glifosato.
N&o ha também evidéncia de reagdes adversas ao uso do milho DAS-40278-9 x NK603. Por essa
razdo, ndo existem restricdes ao uso deste milho ou de seus derivados, seja para alimentacédo
humana ou de animais.

O milho (Zea mays) ndo € nativo do Brasil e ndo existe no pais nenhuma espécie nativa,
silvestre ou feral que possa intercruzar com Zea mays. Portanto, ndo ha riscos adicionais para o
meio ambiente com o plantio do milho DAS-40278-9 x NK603 além daqueles ja ocasionados

para as diferentes variedades de milho convencional em uso no pais.

7. Consideracgdes sobre particularidades das diferentes regiées do Pais (subsidios aos

orgaos de fiscalizacao)

Conforme estabelecido no art. 1° da Lei 11.460, de 21 de marco de 2007, “ficam vedados
a pesquisa e o cultivo de organismos geneticamente modificados nas terras indigenas e areas de
unidades de conservagao”.

No Brasil, ndo existem espécies aparentadas do milho em distribuicdo natural.
Como a planta transgénica vem acompanhada pelo uso de herbicidas, solicita-se ao MAPA que
tome providéncia na fiscalizacdo e controle quanto:
- Impactos socio-econdmicos pela introducdo da tecnologia, medidas mitigatdrias quanto a

selecédo de plantas resistentes;
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- Elaboragdo de um programa de gestdo responsavel com os clientes no qual a empresa devera
tomar medidas agressivas para o manejo da resisténcia afim de evitar a sele¢do de plantas
resistentes, e o uso responsavel do produto;

- Programa de investigacdo imediata por qualquer reclamacdo de clientes por falta de
rendimento;

- Programa de protecdo também inclui educar e treinar os distribuidores, agricultores e
aplicadores sobre 0 uso adequado da tecnologia, relatando casos verificados de resisténcia ao
Enlist Duo para as partes interessadas, o desenvolvimento de testes de diagndstico para avaliar as
espécies de plantas daninhas resistentes e monitorar se 0 milho DAS-40278-9 x NK603 est4
sendo usado em sementes de Enlist. Elaboracdo de um registro que deve conter um termo que
exige que a empresa apresente relatorios anuais de sintese ao MAPA, que incluem um resumo do
namero de casos provaveis e confirmados de resisténcia de plantas daninhas especificando as
espécies de plantas daninhas, a colheita, 0 municipio e o estado;

- Medidas mitigatdrias contra deriva;

- No rotulo da embalagem de semente deverd ser obrigatorio a descricdo dos eventos de

resisténcia que a semente contém, para conhecimento do agricultor.

8. Concluséo

Diante do exposto, e considerando os critérios internacionalmente aceitos no processo de
analise de risco de matérias-primas geneticamente modificadas, é possivel concluir que o milho
DAS-40278-9 x NK603 é tdo seguro quanto seus equivalentes convencionais. No ambito das
competéncias que lhe sdo atribuidas pelo art. 14 da Lei 11.105/05, a CTNBio considerou que o
pedido atende as normas e as legislacfes vigentes que visam garantir a biosseguranca do meio
ambiente, agricultura, saide humana e animal, e concluiu que o milho DAS-40278-9 x NK603 é
substancialmente equivalente a soja convencional, sendo seu consumo seguro para a Saude
humana e animal.

A CTNBIio considera que o cultivo do milho DAS-40278-9 x NK603 nao ¢é
potencialmente causadora de significativa degradacdo do meio ambiente ou de agravos a salde
humana e animal e guarda com a biota relacdo idéntica a do milho convencional.

A andlise da CTNBIo considerou os pareceres emitidos pelos membros da Comisséo;
documentos aportados na Secretaria Executiva da CTNBio pela requerente; resultados de

liberacOes planejadas no meio ambiente e textos relacionados. Foram também considerados e
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consultados estudos e publicacbes cientificas independentes da requerente e realizados por
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terceiros, bem como as analises j& realizadas em outros paises pelos respectivos 6rgdos de

regulamentacéo de organismos geneticamente modificados.

9. Monitoramento

Com relacdo ao plano de monitoramento pds-liberacdo comercial, a CTNBio determina

que sejam seguidas as instrugdes e executadas as a¢des técnicas de monitoramento constantes na
Resolucdo Normativa 09 de 02 de dezembro de 2011.
Assim, de acordo com o Art. 3°. da Resolugdo Normativa 09, “A requerente devera submeter o
plano de monitoramento pds-liberacdo comercial, ou solicitar sua isengdo, no prazo de 30 (trinta)
dias, contados a partir da publicacdo do deferimento do pedido de liberagcdo comercial do OGM,
em consonancia com a avaliacdo de risco da CTNBio, bem como com o parecer contido na sua
decisdo técnica”.

A disponibilidade do milho DAS-40278-9 x NK603 terd um impacto positivo nas praticas
de controle de plantas daninhas, constituindo-se numa alternativa importante para atender as
necessidades dos produtores de milho no Brasil.

O plano de monitoramento apresentado no Relatorio Técnico esta elaborado de acordo
com a Resolugdo Normativa 09 e contém o tamanho da amostra, as regifes a serem abrangidas, a
periodicidade da coleta das informagfes e das demais agdes e a metodologia a ser utilizada.
Entretanto, ndo ha referéncia a nenhum estudo de resisténcia a plantas invasoras e nem a plantas
tiguera, 0 que devera ser apresentado no monitoramento.

Em relacdo a seguranca do meio ambiente, os Unicos resultados referentes a este
parametro sdo caracteristicas agronémicas e comparacdo com a linhagem ndo GM; por ser

inconclusivo solicita-se que seja incluido no monitoramento.
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