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OGM: milho geneticamente modificado DAS-01131-3 e seus derivadados

Introdugao

A requerente solicita parecer técnico acerca da biosseguranca do milho geneticamente modificado DAS-
01131-3 e seus derivados para uso comercial, para cultivo e uso na alimentacdo humana e animal deste
OGMs e progenies dele derivadas.

O milho DAS-@1131-3 (Identificador Unico da OECD referido como milho DAS1131) foi geneticamente
modificado para expressar a proteina CrylDa2 que confere protecao contra certos lepidopteros praga
suscetiveis e a proteina DGT-28 EPSPS que confere tolerancia ao herbicida glifosato.

A proteina CrylDa2 ¢ codificada pelo gene crylDa2, um gene quimérico composto por sequéncias do gene
crylDa2 que codifica uma toxina inseticida e um derivado do gene crylAb, ambos derivados de Bacillus
thuringiensis (Bt). A proteina CrylDa2 expressa liga-se a receptores na membrana da borda em escova de
certos lepidopteros praga suscetiveis e causa a morte celular através da formagao de poros condutores de ions
ndo especificos na membrana apical das células epiteliais do intestino médio.

A proteina DGT-28 EPSPS ¢ codificada pelo gene dgt-28 epsps (5-enolpiruvilshikimato- 3-fosfato sintase),
derivado de Streptomyces sviceus, fundido a um peptideo quimérico de transito de cloroplasto, TraP8, de
Brassica napus e Brassica rapa. A proteina DGT-28 EPSPS expressa ¢ direcionada aos cloroplastos de milho
através do peptideo TraP8 para fornecer tolerancia ao herbicida glifosato. Outras proteinas EPSPS naturais e
modificadas demonstraram conferir tolerancia ao glifosato e ha um historico de uso seguro de outras
proteinas EPSPS em culturas comercializadas

Aspectos Moleculares:

O milho DAS1131 foi obtido por transformagdo mediada por Agrobacterium com plasmideo PHP88492. A
regido do T-DNA do plasmideo PHP88492 contém dois cassetes de genes. O cassete do gene crylDa2
contém um gene quimérico composto por sequéncias do gene crylDa2 que codifica uma toxina central
inseticida e um derivado do gene crylAb, ambos derivados de Bacillus thuringiensis. A expressdo da proteina
Cryl1Da2 confere controle de certos lepiddpteros praga suscetiveis. A proteina Cryl1Da2 tem 603 aminoacidos
de comprimento, incluindo os ultimos 9 aminoacidos derivados de CrylAb, e tem um peso molecular de
aproximadamente 68 kDa. A expressao do gene crylDa2 ¢ controlada pela regiao promotora do gene 1 da
ubiquitina de milho (ubiZM1), incluindo a regido 5' ndo traduzida (UTR) e um intron . O terminador para o
gene crylDa2 ¢ a regido terminadora do gene ubiZM1 O cassete do gene dgt-28 epsps contém um gene 5-
enolpiruvilshikimato 3-fosfato sintase (epsps), derivado de Streptomyces sviceus, fundido a um peptideo
quimérico de transito de cloroplasto, TraP8, de Brassica napus e Brassica rapa. A proteina DGT-28 EPSPS
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expressa ¢ direcionada aos cloroplastos do milho através do peptideo TraP8 para fornecer tolerancia ao
herbicida glifosato.

A expressao deduzida do gene dgt-28 epsps resulta em uma proteina precursora com um comprimento total
de 481 aminoécidos e um peso molecular de aproximadamente 51 kDa que inclui o peptideo TraP8 de 65
aminoacidos, bem como um ligante de 2 aminoacidos. A expressao do gene dgt-28 epsps € controlada por
uma segunda copia do promotor ubiZM 1, incluindo a regido 5' nao traduzida (UTR) e o intron, e uma
segunda copia do terminador ubiZMI.

O T-DNA de PHP88492 contém dois locais de recombinagdo attB (attB1 e attB2), duas regides de plataforma
de ancoragem modificadas (ELP1 Regido 1 e ELP1 Regido 2) e quatro locais de reconhecimento de alvo de
nuclease de zinc finger (ZFN). A presenca desses sitios por si s6 ndo causa recombinagdo, pois para funcionar
esses sitios precisam de uma enzima recombinase especifica que nao estd naturalmente presente nas plantas.

A linhagem publica B104 foi transformada com o plasmideo PHP88492 para produzir milho DAS1131.
Embrides imaturos de milho foram colhidos de uma espiga, de superficie esterilizada, do milho B104
aproximadamente 10-14 dias ap0s a polinizagdo e inoculados com Agrobacterium tumefaciens cepa
DAt13192 contendo o plasmideo PHP88492. A cepa DAt13192 de Agrobacterium tumefaciens ¢ uma cepa
desarmada que contém os genes vir € permite a transferéncia eficiente da regido T-DNA do plasmideo
transformado para o tecido da planta hospedeira inoculada. Apds 3-4 dias de co-cultivo de embrido e
Agrobacterium em meio de cultura solido e 7 dias de repouso em meio de cultura s6lido contendo o
antibidtico carbenicilina para matar Agrobacterium sem selecdo de herbicida glifosato, os embrides foram
transferidos para um meio seletivo contendo o herbicida glifosato e carbenicilina para eliminar a bactéria
Agrobacterium residual. O produto transformado foi entdo transferido para um meio de germinacao e
incubado para iniciar o desenvolvimento da parte aérea e da raiz. Uma vez que os brotos e as raizes foram
estabelecidos, as plantas saudaveis foram selecionadas e a PCR foi usada para confirmar a presenca da
inser¢ao T-DNA de PHP88492. As plantas que foram regeneradas a partir da transformagao e cultura de
tecidos (designadas plantas T0) foram selecionadas para posterior caracterizacdo. No documento, na Figura 3
esta representado o processo de transformacao e desenvolvimento de eventos para o milho DAS1131.

A sequéncia de borda gendmica 5' do milho DAS1131 produziu um unico alinhamento perfeito (valor E = 0;
identidade =100%; comprimento de sobreposi¢cdo = 1289/1289 nt) para uma regido no cromossomo 1 em
uma orientacdo complementar. A sequéncia de borda genémica 3' do milho DAS1131 também produziu um
unico alinhamento quase perfeito (valor E = 0; identidade = 100%; comprimento de sobreposi¢ao =
1431/1431 nt) para uma regido no cromossomo 1 com o mesmo orienta¢do observada entre a borda 5' e o
cromossomo 1. Conseqlientemente, hd uma probabilidade muito alta de inserto de milho DAS1131 esteja
localizado no cromossomo 1.

Nenhum alinhamento foi detectado ao pesquisar a sequéncia de borda gendmica 5' no banco de dados NCBI
ndo redundante (nr). A busca da sequéncia de fronteira genomica 5' contra o banco de dados EST detectou
dois alinhamentos para sequéncias de cDNA do milho em orientagdo complementar (DW812799.1: valor E =
3 x 10-45; identidade = 100%; comprimento de sobreposicao = 104/104; e DW785135.1: valor E =3 x 10-
45; identidade = 100%; comprimento de sobreposicao = 104/104).

Os alinhamentos de proteina de pontuagao mais alta (quadro -2: valor E = 3 x 10-47; identidade = 51%;
comprimento de sobreposicao = 51/103 aminoacidos; valor E = 3 x 10-47; identidade = 31%; comprimento
de sobreposicao = 40/131 aminoacidos; valor E = 3 x 10-47; identidade = 61%; comprimento de
sobreposi¢ao = 20/33 aminoacidos) foram para AAM94327.1, "transcriptase reversa putativa [Sorghum
bicolor]" e envolveu os nucleotideos 413-721, 3-395 e 721- 819 na sequéncia de borda gendmica 5',
respectivamente.

Os alinhamentos restantes foram com proteinas de espécies nao relacionadas ao milho.

Nenhum alinhamento produziu evidéncias convincentes sugestivas de uma interrup¢ao do gene na borda
genOmica 5' ou 3'.

Os resultados do sequenciamento foram obtidos de seis clones por fragmento de PCR (trés de cada uma das
duas reagdes de PCR independentes) e foram usados para determinar a sequéncia de consenso para cada
fragmento de PCR. As sequéncias de consenso sobrepostas de todos os fragmentos de PCR foram entao
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usadas para montar a sequéncia de consenso bidirecional final para a totalidade da inser¢ao de DAS1131 e
regides genomicas flanqueadoras. O comprimento total da sequéncia determinada no milho DAS1131 ¢ de
14.969 pb; composto por 1.289 pb da sequéncia gendmica flanqueadora 5', 1.433 pb da sequéncia gendmica
flanqueadora 3' e 12.247 pb de DNA inserido do plasmideo PHP88492. A sequéncia determinada para o
milho DAS1131

Funcao e atividade da proteina Cryl1Da2:

A proteina Cry1Da2 ¢ codificada pelo gene crylDa2, um gene quimérico composto por sequéncias do gene
crylDa2 que codifica uma toxina central inseticida e um derivado do gene cryl Ab, ambos derivados do
Bacillus thuringiensis. A proteina CrylDa2 expressa liga-se a receptores na membrana da borda em escova de
lepiddpteros praga susceptiveis e causa a morte celular através da formagao de poros condutores de ions nao
especificos na membrana apical das células epiteliais do intestino médio.

As amostras da proteina Cry1Da2 derivada do milho DAS1131 e da proteina CrylDa2 derivada do sistema
microbiano foram analisadas por SDS-PAGE. O gel SDS-PAGE demonstrou que a proteina Cryl1Da2
derivada do sistema microbiano migrou como uma banda predominante consistente com o peso molecular
esperado de aproximadamente 68 kDa (Figura 12). A proteina CrylDa2 derivada do milho DAS1131 migrou
como duas bandas predominantes: a banda superior da proteina CrylDa2 foi consistente com o peso
molecular esperado de aproximadamente 68 kDa e o peso molecular observado para a proteina Cry1Da2
derivada do sistema microbiano. A banda inferior migrou a aproximadamente 66 kDa.

O peptideo N-terminal (MEINNQNQCVPYNCLSNPK) da proteina Cry1Da2 derivada do milho DAS1131
foi identificado com LC-MS da digestdo com tripsina da banda superior em gel de degradagdo de proteinas.
Para a banda inferior da proteina CrylDa2 derivada do milho DAS1131, os dezenove aminoacidos do N-
terminal ndao foram detectados por LC-MS, indicando truncamento do N-terminal, provavelmente devido a
protedlise por proteases semelhantes a tripsina na planta ou durante o processo de extragao e purificagdo. O
peptideo N-terminal (MEINNQNQCVPY) foi identificado a partir da digestdo quimiotriptica da proteina
derivada do sistema microbiano usando andlise de LC-MS. Além disso, a analise da proteina Cry1Da2
microbiana usando o sequenciamento de Edman identificou uma sequéncia N-terminal (MEINNQNQ V),
correspondendo aos residuos de aminoacidos 1-8 e 10 da sequéncia esperada.

Sequéncia de aminoacidos da proteina DGT-28 EPSPS:

A proteina DGT-28 EPSPS ¢ codificada pelo gene dgt-28 epsps derivado de Streptomyces sviceus. Um
peptideo quimérico de transito de cloroplasto, TraP8, derivado de Brassica napus e Brassica rapa foi fundido
ao N-terminal para direcionar a expressdo da proteina ao cloroplasto. A sequéncia deduzida da proteina
precursora DGT-28 EPSPS tem 481 amino4acidos e um peso molecular de aproximadamente 51 kDa.

As caracteristicas bioquimicas da proteina DGT-28 EPSPS derivada do sistema microbiano e da proteina
DGT-28 EPSPS derivada do milho DAS1131 foram caracterizadas usando eletroforese em gel de dodecil
sulfato de sddio e poliacrilamida (SDS-PAGE), Western blot, analise de glicosilacao de proteinas,
sequenciamento de aminoacidos N-terminal e mapeamento de peptideos por espectrometria de massa de
cromatografia liquida (LC-MS). Os resultados demonstraram que a proteina DGT-28 EPSPS derivada do
milho DAS1131 tem o peso molecular esperado, imunorreatividade, auséncia de glicosilagao e sequéncia de
aminodcidos esperada. A proteina DGT-28 EPSPS microbiana demonstrou ser enzimaticamente ativa com o
peso molecular esperado, imunorreatividade, auséncia de glicosilacdo e sequéncia de aminoacidos esperada.

Amostras da proteina DGT-28 EPSPS purificada derivada de milho e da proteina DGT-28 EPSPS derivada
do sistema microbiano foram analisadas por Western blot. Como esperado, ambas as amostras de proteina
DGT-28 EPSPS foram imunorreativas a um anticorpo monoclonal DGT-28 EPSPS e visiveis como uma
banda predominante consistente com o peso molecular esperado de aproximadamente 45 kDa.

Amostras da proteina DGT-28 EPSPS purificada derivada do milho DAS1131 e do sistema microbiano foram
analisadas por SDS-PAGE para andlise de glicosilagao. Cada gel também incluiu um controle positivo
(peroxidase de rabano) e um controle negativo (inibidor de tripsina de soja). Os géis foram entdo corados
usando um Kit Pierce Glycoprotein Staining para visualizar quaisquer glicoproteinas. Os géis foram
fotografados e depois corados com o reagente GelCodeTM Blue Stain para visualizar todas as bandas de
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proteina. A glicosilagdo foi determinada como negativa para ambas as proteinas DGT-28 EPSPS derivadas do
milho DAS1131 e do sistema microbiano

A andlise de sequenciamento de Edman da amostra purificada de proteina DGT-28 EPSPS derivada de milho
identificou duas sequéncias (AARGMPALSL e ARGMPALSLP), consistentes com os peptideos
quimotripticos N-terminais identificados por LC-MS. O sequenciamento N-terminal e a andlise LC-MS dos
peptideos quimotripticos indicam que o peptideo de transito do cloroplasto (CTP) da proteina precursora
DGT-28 EPSPS foi clivado em duas posi¢gdes adjacentes. Isso ¢ consistente com a observagao de que a
clivagem de CTP pode ocorrer em multiplas posi¢des para algumas proteinas de cloroplasto codificadas no
nucleo.

Avaliacao da expressao de proteinas:

O objetivo desta parte do estudo foi medir as concentragdes das proteinas CrylDa2 e DGT-28 EPSPS
expressas em tecidos vegetais derivados do milho DAS1131 e milho DAS1131 submetido a aplicagao de
glifosato (referido como milho DAS1131 com aplicacdo de herbicida). Para essas analises foram coletadas
amostras de quatro locais em regides de cultivo comercial de milho no Brasil: Bandeirantes/PR, Mogi
Mirim/SP, Paranavai/PR e Restinga Seca/RS, na Safra 2021/2022.

A concentragdo das proteinas CrylDa2 e DGT-28 EPSPS expressas no milho DAS1131 foram constatadas,
tanto nos tratamento com a aplicacao de herbicida, como também no milho DAS1131 sem aplicagdo de
herbicida. Em ambos, as proteinas foram detectadas e quantificadas por meio das médias, dos intervalos e
desvios padrdao, em valores conforme esperado.

Avaliacao Ambiental

A analise de segregacao foi realizada em cinco geragoes de milho DAS1131 para confirmar o padrdo de
heranca mendeliana do DNA inserido durante o processo de reproducgdo. O padrao de heranga observado
prevé a segregacdo desses genes e/ou caracteristicas como uma Unica unidade e como um tnico locus
genético ao longo do processo de melhoramento comercial. Um total de 100 plantas de milho de cada
geracao de milho DAS1131 (BC1F1 [B104/PH184C], BC1F1 [B104/PH1VS5T], geracdes T2, T4 e T6) foram
analisadas usando analises genotipicas e fenotipicas. As geracdes de milho selecionadas representam uma
gama de diferentes genétipos, criados por cruzamento, retrocruzamento e autofecundacdo, em um tipico
programa de melhoramento de milho.

Os resultados da andlise de segregagdo multigeragdo demonstraram que o DNA inserido no milho DAS1131
segregou como um unico locus de acordo com as regras mendelianas de heranga para um tnico locus
genético, indicando integracao estavel da inser¢do no genoma do milho e uma heranga genética padrao
estavel através das geracdes durante o processo de reproducao.

Tanto a proteina CrylDa2, quanto a proteina DGT-28 EPSPS, sdo expressas por genes que atuam em vias
metabolicas especificas e possuem modos de acdo distintos e independentes. Nao sdo esperados efeitos
epistaticos em que um ou mais genes possam mascarar ou interromper a agao de outros genes ou promover
uma acao inibitoria no milho DAS1131, uma vez que os genes inseridos atuam em vias metabdlicas
especificas com modos de agdo distintos e independentes. Espera-se que ndo haja interacdo genética desses
eventos transgénicos. Da mesma forma, efeitos pleiotropicos nos quais um gene tem mais de uma a¢ao no
fenotipo ndo sdo esperados, pois as proteinas expressas atuam independentemente em vias especificas.

A caracterizacao do DNA inserido no milho DAS1131 foi realizada usando um método de sequenciamento de
proxima geragao (NGS) conhecido como Southern-by-Sequencing (tecnologia SbSTM, doravante
denominada SbS) para determinar o nimero de copias de inser¢@o e organizagdo dentro do genoma da planta
e para confirmar a organizacao de insercao e a auséncia de sequéncias do esqueleto plasmidial. A anéalise
Southern blot foi realizada para confirmar a heranca genética estavel dos cassetes dos genes crylDa2 e dgt-
28 epsps inseridos em varias geracdes durante o processo de reprodugdo. A andlise de segregacao foi
conduzida para cinco geragdes de milho DAS1131 para confirmar a heranga mendeliana estavel.
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A avaliacdo da equivaléncia da composicao de um produto GM em comparacao a sua contraparte
convencional nao GM, com um historico de uso seguro em alimentos e ragdes, ¢ uma parte importante da
abordagem de peso de evidéncia usada para avaliar a seguranga de produtos oriundos de plantas
geneticamente modificadas (Codex Alimentarius Commission, 2008; OECD, 1993)

A anélise Southern blot foi realizada em cinco geragdes de milho DAS1131 para avaliar a estabilidade dos
cassetes dos genes crylDa2 e dgt-28 epsps inseridos em varias geragoes. A presenga de bandas equivalentes
de hibridizacdo com as sondas crylDa2 e dgt-28 epsps nas plantas de todas as cinco gera¢des analisadas
confirma que o DNA inserido no milho DAS1131 ¢ consistente e estavel em varias geragdes durante o
processo de reproducao.

Para verificacao de possiveis alteragdes na qualidade fisioldgica das sementes em relagdo ao milho
DASI1131, conduziu-se ensaios de germinacdo em condi¢des quentes, frias e diurnas para avaliar a
germinacdo e a viabilidade das sementes.

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas (valor P < 0,05) entre o milho DAS1131 e o
milho Controle em nenhum dos testes de germinagao. Os resultados desta analise demonstraram que a
germinacdo e a viabilidade do milho DAS1131 foram comparaveis as do milho convencional.

Analise dos dados da composi¢ao nutricional:

As andlises estatisticas foram realizadas para avaliar e comparar a composicao nutricional da forragem e dos
graos derivados do milho DAS1131, sem e com aplicagao de herbicida, com o milho Controle. Os valores de
composicao de nutrientes relatados como abaixo do limite inferior de quantificacdo do ensaio (LLOQ)
receberam um valor igual a metade do LLOQ.

Um total de setenta e nove analitos foram incluidos na andlise estatistica entre locais, setenta e um dos quais
foram avaliados usando analise de modelo misto ou o Teste de Fisher. Os nove analitos restantes nao
atenderam aos critérios para quantidades suficientes de observacdes acima do LLOQ e, portanto, ndo foram
incluidos nas analises de modelos mistos ou no teste de Fisher; nenhuma anélise estatistica foi realizada para
esses oito analitos, pois todos os valores dos dados estavam abaixo do LLOQ. Nao foram identificadas
diferencgas estatisticamente significativas entre o milho DAS1131 e o milho Controle para 68 dos 71 analitos
avaliados na andlise entre locais por meio de analise de modelo misto. Para os trés analitos restantes (acido
behénico [C22:0], 4cido lignocérico [C24:0] e manganés), avaliados na andlise entre locais, uma diferenca
estatisticamente significativa (valor de P ndo ajustado < 0,05), foi observado entre o milho DAS1131 e o
milho Controle. Para cada um desses analitos, o intervalo de valores para o milho DAS1131 estava dentro de
um ou mais dos intervalos de referéncia, ou seja, intervalo de tolerincia e intervalo da literatura,
representando a populagdo de milho ndo geneticamente modificado com histdrico de uso seguro, indicando
que o milho DAS1131 est4 dentro do alcance de variacdo normal para esses analitos e a diferenca estatistica
nao ¢ biologicamente significativa. Além disso, para todos esses seis analitos, o valor de P ajustado para FDR
ndo foi significativo, indicando que as diferengas estatisticas identificadas eram provavelmente falsos
positivos.

Os resultados de locais individuais foram avaliados para os trés analitos exibindo um valor estatisticamente
significativo diferenga na analise de modelo misto entre locais. Uma diferenca estatisticamente significativa
(ndo ajustada Valor P < 0,05) foi observado em dois locais para 4cido behénico (C22:0) e um local para 4cido
lignocérico (C24:0) e manganés, no entanto, em cada um desses casos, o valor P ajustado pelo FDR foi nao
significativo.

Os resultados obtidos demonstraram que a composi¢ao nutricional da forragem e do grao derivado de milho
DAS1131 e milho DAS1131 submetido a aplicag@o de herbicida foi comparavel ao de milho convencional
representado por milho Controle (quase isolinha ndo transgénico).

Analises de alergenicidade e toxicidade da proteina CrylDa2:

Uma abordagem consistente foi aplicada para determinar os potenciais alergénicos e toxicos da proteina
Cry1Da2 expressa no milho DAS1131, incluindo a seguinte avaliagdo: comparacdo de bioinformatica da
sequéncia de aminoacidos da proteina CrylDa2 com alérgenos conhecidos ou sequéncias de toxina e
alérgenos de proteinas putativas, avaliagdo da labilidade ao calor da proteina Cry1Da2 usando um bioensaio
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de insetos sensiveis , avaliagdo da estabilidade da proteina Cry1Da2 usando modelos in vitro de digestao
gastrica e intestinal.

Os resultados da pesquisa da sequéncia da proteina Cryl1Da2 contra o banco de dados COMPARE de
alérgenos conhecidos e putativos ndo encontraram alinhamentos com 80 residuos ou mais com uma
identidade de sequéncia superior a 35%. Nenhuma correspondéncia contigua de 8 residuos entre a sequéncia
da proteina Cry1Da2 e as sequéncias do alérgeno foi identificada na segunda pesquisa

Nenhum alinhamento com um valor E < 10-4 foi retornado entre a sequéncia da proteina CrylDa2 e qualquer
sequéncia de proteina no banco de dados de toxina interna. Portanto, nenhuma preocupacgao de toxicidade
surgiu da avaliacdo bioinformatica da proteina CrylDa2.

Fluido gastrico simulado (SGF) contendo pepsina em pH ~1,2 foi usado para avaliar a suscetibilidade da
proteina CrylDa2 a digestdo proteolitica pela pepsina in vitro. A proteina CrylDa2 foi incubada em SGF por
0,0,5,1,2,5,10, 20 e 60 minutos. Um controle positivo (albumina de soro bovino) e um controle negativo
(B-lactoglobulina) foram incluidos no ensaio e incubados em SGF por 0, 1 e 60 minutos. Apds incubagao em
SGF, as amostras foram analisadas por SDS-PAGE. As bandas das proteinas foram coradas para a detecc¢ao,
utilizando-se Coomassie para a analise de Western blot.

Uma abordagem de peso de evidéncia foi aplicada para determinar o potencial alergénico e toéxico da proteina
DGT-28 EPSPS expressa no milho DAS1131, incluindo a avaliagdo do seguinte: comparacao bioinformatica
da sequéncia de aminoacidos da proteina DGT-28 EPSPS com sequéncias de alérgenos conhecidos ou
sequéncias de toxinas e alérgenos de proteinas putativas, avaliacdo da labilidade ao calor da proteina DGT-28
EPSPS por meio de bioensaio com insetos sensiveis, avaliagdo da estabilidade da proteina DGT-28 EPSPS
usando modelos in vitro de digestao gastrica e intestinal.

Duas pesquisas separadas para a sequéncia da proteina DGT-28 EPSPS foram realizadas usando o banco de
dados Comprehensive Protein Allergen Resource (COMPARE) 2021 (janeiro de 2021) disponivel em
http://comparedatabase.org. Este banco de dados revisado por pares ¢ um esforgo colaborativo do Comité de
Alergénicos de Proteinas, Toxinas e Bioinforméatica (PATB) do Instituto de Ciéncias da Saude e do Meio
Ambiente (HESI) e ¢ composto por 2.348 sequéncias. A primeira pesquisa usou a sequéncia da proteina
DGT-28 EPSPS como consulta em uma pesquisa FASTA v35.4.4 (Pearson e Lipman, 1988) contra as
sequéncias de alérgenos. A pesquisa foi conduzida usando parametros padrao, exceto que o limite do E-score
foi definido como 10-4. Um limite de pontuagao E de 10-4 mostrou ser um valor apropriado para pesquisas
de alergenicidade (Mirsky et al., 2013). Os alinhamentos gerados foram examinados para identificar qualquer
um que tenha 80 residuos ou mais e possua uma identidade de sequéncia superior a 35%. A segunda pesquisa
usou o programa FUZZPRO (Emboss Package v6.4.0) para identificar quaisquer correspondéncias idénticas
de 8 residuos contiguos entre a sequéncia da proteina DGT-28 EPSPS e as sequéncias do alérgeno.

Os resultados da pesquisa da sequéncia da proteina DGT-28 EPSPS contra o banco de dados COMPARE de
alérgenos conhecidos e putativos ndo encontraram alinhamentos com 80 residuos ou mais com uma
identidade de sequéncia superior a 35%. Nenhuma correspondéncia contigua de 8 residuos entre a sequéncia
da proteina DGT-28 EPSPS e as sequéncias do alérgeno foi identificada na segunda pesquisa.

A estabilidade térmica da proteina DGT-28 EPSPS foi caracterizada pela avaliagdo da atividade enzimatica
apods aquecimento a 25°C, 37°C, 50°C ou 75°C por 30-35 minutos. DGT-28 EPSPS ¢ uma enzima 5-
enolpiruvilxiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS) na via do chiquimato que catalisa a reacdo do chiquimato-3-
fosfato (S3P) com fosfoenolpiruvato (PEP) para produzir 5-enolpiruvilxiquimato 3-fosfato e fosfato
inorganico. A atividade de DGT-28 EPSPS foi determinada medindo a quantidade de fosfato livre liberado
como um produto pela reacdo de S3P e PEP. A atividade para cada amostra foi determinada usando uma
proporcao de 3:1 de solugdo de verde de malaquita e solugdo de molibdato de amonio e a absorbancia foi lida
a 660 nm.

Os resultados demonstraram que a proteina DGT-28 EPSPS foi inativada quando tratada termicamente por

30-35 minutos a 50°C e 75°C. Além disso, a proteina DGT 28 EPSPS mostrou atividade substancialmente
reduzida quando tratada termicamente pelo mesmo periodo de tempo a 37°C (33,4% de atividade em
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comparag¢do com o controle ndo aquecido). Nenhuma reducao na atividade foi observada para a proteina
DGT 28 EPSPS quando tratada termicamente a 25°C

A caracterizagdo da proteina via SDS-PAGE, Western blot, glicosilag@o, espectrometria de massa e analise da
sequéncia de aminoacidos N-terminal demonstraram que a proteina DGT-28 EPSPS derivada do milho
DASI1131 tem o peso molecular esperado, imunorreatividade, auséncia de glicosilagdo e sequéncia de
aminoacidos. A caracterizacao da proteina DGT-28 EPSPS derivada do sistema microbiano demonstrou ser
uma substancia de teste apropriada para uso em estudos de seguranga.

O potencial alergénico e toxico da proteina DGT-28 EPSPS foi avaliado usando uma comparagao de
bioinformatica da sequéncia de aminoacidos da proteina DGT-28 EPSPS com sequéncias conhecidas ou
putativas de alérgenos e toxinas, avaliacao da estabilidade da proteina DGT-28 EPSPS usando modelos de
digestdo géstrica e intestinal in vitro, determinacao do status de glicosilagdo da proteina DGT-28 EPSPS e
avaliacao da labilidade ao calor da proteina DGT-28 EPSPS usando um ensaio enzimatico.

As comparagdes bioinformaticas da sequéncia da proteina DGT-28 EPSPS com sequéncias conhecidas e
putativas de alérgenos e toxinas mostraram que ¢ improvavel que a proteina DGT-28 EPSPS seja alergénica
ou toxica para humanos ou animais. A proteina DGT-28 EPSPS migrando a ~45 kDa foi digerida em SGF em
0,5 minutos, e algumas bandas de baixo peso molecular permaneceram visiveis por até 60 minutos. A
proteina foi digerida em SIF em 0,5 minutos. As bandas de baixo peso molecular remanescentes da digestao
com SGF foram digeridas em 0,5 minutos em SIF sequencial. A proteina DGT-28 EPSPS nao foi glicosilada.
A proteina DGT-28 EPSPS aquecida por aproximadamente 30-35 minutos em temperaturas alvo de 50°C ou
superior foi inativa conforme demonstrado pelo ensaio enzimatico.

Nio foram observadas diferencas estatisticamente significativas nos Indices de Diversidade de Shannon,
indice de Equidade de Pielou e indice de Diversidade de Simpson em Paranavai/PR e Restinga Seca/RS entre
o milho DAS1131 e o milho Controle (Isolinha ndo GM). Em Rio Verde/GO, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas no Indice de Diversidade de Shannon e no Indice de Diversidade de
Simpson. Diferencas estatisticamente significativas foram observadas no indice de Equidade de Pielou em
Rio Verde, onde o milho DAS1131 foi maior que o milho Controle, sugerindo que o milho Controle era
composto por menos espécies dominantes, ou seja, menos uniformidade nas proporgdes dos taxons.

Trés indices de diversidade (Indice de Diversidade de Shannon, indice de Uniformidade de Pielou e Indice de
Diversidade de Simpson) foram calculados separadamente para cada local para avaliar a diversidade de
taxons e a uniformidade de proporcao entre os estadios. Diferengas minimas foram observadas para todos os
trés indices, sugerindo diversidade e uniformidade semelhantes entre o milho DAS1131 e o milho Controle.

O comportamento de degradabilidade dos restos culturais do milho DAS1131, sem e com a aplicagdo de
herbicida, seguiu um padrao similar ao milho Controle.

A CIBio da Corteva Agriscience do Brasil Ltda. detentora do Certificado de Qualidade em Biosseguranga —
CQB N°013/97, avaliou o “Relatério deBiosseguranga do Milho DAS-@1131-3 e ndo foram identificados
riscos nao negligencidveis na avalia¢do de risco do milho DAS-@1131-3 e, portanto, com base no Art. 18, §

1°, da Resolucao Normativa N° 32/2021, solicitaram isengao de monitoramento pos-liberagao comercial.

o Area de Restricio Ambiental:

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,
exceto nas Areas de Protecao Ambiental”.

Parecer Final
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No ambito das competéncias do art. 14 da Lei 11.105/05, bem como os critérios internacionalmente aceitos
para avaliacao de seguranca de alimentos e matérias primas geneticamente modificadas, considera-se que os
dados de biosseguranga do evento DAS1131 atendem as normas e a legislacdo pertinente que visam garantir
a biosseguranca do meio ambiente, agricultura, saide humana e animal. Assim, atendidas as condi¢des
descritas no processo e neste parecer técnico, essa atividade ndo € potencialmente causadora de significativa
degradacao do meio ambiente ou satide humana. Encaminho o parecer para a aprovagao da liberagao
comercial e a isen¢do de monitoramento pos-liberagdo comercial.

Dr. Guilherme Baldo

Membro CTNBio

eil _ Documento assinado eletronicamente por Guilherme Baldo, Membro da Comissao Técnica Nacional
;:mm:‘ [ily de Biosseguranca, especialista da drea de satide humana, em 31/01/2024, as 03:44 (horario oficial
eletrbnica de Brasilia), com fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

~ A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://sei.mcti.gov.br/verifica.html,
informando o cédigo verificador 11503303 e o cddigo CRC 2BE55202.

Referéncia: Processo n? 01245.018287/2023-19 SEI-CTNBio - Membros n2 11503303
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