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PARECER TÉCNICO

Geral

A Dupont do Brasil, Divisão Pioneer Sementes em conjunto com a Dow AgroSciences Industrial Ltda

(Dow AgroSciences) estão submetendo uma petição à CTNBio para liberação comercial de uma linhagem de milho e seus derivados, denominado como Milho Herculex I, evento TC1507.

Resumo

Os interessados desenvolveram plantas de milho que contêm o gene cry1F incorporado às plantas (proteína inseticida) que controla pragas importantes do milho, como a lagarta-do-cartucho do milho (Spodoptera frugiperda), a lagarta-da-cana (Diatraea saccharalis) e a lagarta rosca (Agrotis ipsilon)

Os tecidos dessas plantas de milho foram geneticamente modificados, por técnicas de DNA recombinante (rDNA), para expressar uma proteína inseticida cristalizada, também referida como delta-endotoxina, de Bacillus thuringiensis var aizawai. Dados de segurança obtidos experimentalmente demonstram a ausência de toxidez a humanos e aos animais vertebrados, e a ausência de efeitos adversos a organismos não-alvo e ao ambiente. Além do gene cry1F, o gene pat, que codifica a enzima fosfinotricina

acetiltransferase (PAT) e confere tolerância ao glufosinato de amônio, também está presente no evento TC1507 como um gene marcador para seleção e que permite o controle de ervas daninhas. O gene pat é uma versão sintética baseada no gene pat natural de Streptomyces viridochromogenes, uma bactéria não patogênica, encontrada no solo. A inclusão do gene pat possibilita a seleção de plantas de transformados bem sucedidos que expressa a proteína Cry1F de Bacillus thuringiensis. A proteína PAT não confere atividade pesticida e não há efeito adverso conhecido ao ambiente ou ao homem, como toxicidez ou

alergenicidade. Os genes cry1F e pat estão ligados no mesmo vetor de transformação, PHI8999A. Ambos foram inseridos nas plantas de milho via transformação por via biolística.

O processo enviado a CTNBio compreende Relatório de Biossegurança do Milho geneticamente modificado, evento TC1507 e mais quatro Anexos; ANEXO 1: Separatas das referências Bibliográficas

ANEXO 2: Aprovações concedidas em outros países; ANEXO 3: documentação concedida na Argentina;

ANEXO 4:–  estudos internos ainda não publicados.

O Relatório está redigido inteiramente em Português; já os Anexos contendo referencias bibliográficas estão redigidos na língua inglesa, enquanto a documentação fornecida por outros países estão na língua de origem. 

Fundamentação Técnica

A linhagem de milho Bt Cry1F 1507, que contém o evento de transformação TC1507, expressa a proteína Cry1F proveniente de Bacillus thuringiensis var. aizawai. O evento de transformação TC1507 foi criado através da incorporação do inserto de DNA PHI8999 ao tecido do embrião imaturo do milho (Zea mays). O tecido transformado gerou uma planta de milho denominada linhagem Bt Cry1F 1507 e o evento passou a ser chamado TC1507. O evento Bt Cry1F 1507 apresenta resistência ao ataque de determinados insetos da ordem Lepidoptera e outras pragas do milho. A linhagem de milho Bt Cry1F 1507 apresenta também tolerância as formulações de herbicidas que contém glufosinato de amônio como ingrediente ativo devido a presença do gene pat.

O gene pat é uma versão sintética baseada no gene pat natural de Streptomyces viridochromogenes, uma bactéria de solo, não patogênica.  A inclusão do gene pat possibilita a seleção de plantas transformadas que expressam a proteína Cry1F de Bacillus thuringiensis. 

Os elementos genéticos do inserto PHI8999A empregado na transformação do milho (Zea mays denominada Hi-II) são: 
· ubiZM 1(2) Zea mays Promotor de ubiquitina (mais o intron de ubiquitina e uma região 5’não traduzida de Zea mays (Christensen, A.H., R.A. Sharrock, and P.H.Quail.  Maize polyubiquitin genes: Structure, thermal perturbation of expression and transcript splicing, and promoter activity following transfer to protoplasts by electroporation Plant. Mol. Biol. 18:675-689, 1992) que rege a expressão de cry1F. 
· cry1F (trunc) de Bacillus thuringiensis var. aizawai. Versão sintética do gene truncado cry1F de Bacillus thuringiensis var aizawai (planta otimizado). 

· ORF25 PolyA  de Agrobacterium tumefaciens -Terminador de transcrição para cry1F de Agrobacterium tumefaciens pTi15955.
· CaMV 35S Promotor do Vírus do Mosaico de couve-flor -  Promotor 35S do vírus do mosaico da couve-flor que rege a expressão de pat  (Odell, J.T., Nagy, F. and Chua, N.H.. Identification of DNA sequences required for activity of the cauliflower mosaic virus 35S promoter. Nature, 313, pp. 810-812, 1985).
· pat  de Streptomyces viridochromogenes - Gene sintético de tolerância ao glufosinato de amônio (planta-otimizado) que se baseia em uma seqüência de genes de fosfonitrocina acetiltransferase de Streptomyces viridochromogenes (Eckes, P., Vijtewaal, B., Donn, G.  Synthetic gene confers resistance to the broad spectrum herbicide L-phosphinothricin in plants. J. Cell. Biochem. 13D:334, 1989).
· CaMV 35S Terminador do Vírus do Mosaico de couve-flor. Terminador de transcripcão 35S do Vírus do Mosaico da couve-flor utilizado com o gene pat (Pietrzak, M., Shillito, R., Hohn, T. and Potrykus, I. Expression in plants of two bacterial antibiotic resistance genes after protoplast transformation with a new plant expression vector. Nucleic Acids Research 14, pp. 5857-5868, 1986.)

As plantas da linhagem de milho Bt Cry1F 1507 foram obtidas por meio de bombardeamento de micropartículas utilizando um acelerador Biolistics PDS-1000He (Bio-Rad). Os embriões imaturos isolados das espigas de milho colhidos imediatamente depois da polinização foram cultivados em um meio de indução de tecidos de calo, durante vários dias. No dia da transformação, as partículas microscópicas de tungstênio foram cobertas com DNA purificado do PHI8999A e disparadas na cultura de embriões onde o inserto de DNA se incorporou no cromossomo da célula. Depois do bombardeamento os embriões foram transferidos para o meio de indução de calo que continha glufosinato de amônio como agente de seleção. Os embriões individuais se mantiveram fisicamente separados durante o cultivo e a maioria dos explantes morreram no meio seletivo. Os embriões que sobreviveram e produziram tecido de calo sadio tolerante ao glufosinato de amônio foram identificados com códigos únicos que representavam eventos de transformação putativa e foram transferidos repetidamente para meio de seleção fresco. As plantas regeneradas do tecido sadio do calo tolerante ao glufosinato de amônio derivado de cada evento único foram transferidas para casa de vegetação. Recolheram-se amostras de folhas para análise molecular a fim de verificar a presença dos transgenes mediante PCR e confirmar a expressão da proteína Cry1F mediante ELISA. As plantas foram submetidas a um bioensaio utilizando lagartas da broca européia do milho (Ostrinia nubilalis). As plantas positivas foram cruzadas com linhagens endogâmicas para obter sementes de plantas transformadas iniciais. Avaliou-se uma quantidade de linhagem no campo, sendo selecionada a linhagem TC1507 por suas características agronômicas e incorporada de excelente resistência a insetos lepidópteros-pragas suscetíveis a proteína Cry1F.

Caracterização do vetor: Não foi utilizado nenhum vetor na transformação do milho para geração do evento TC1507. Do plasmídio PHP8999 extraiu-se um fragmento linear denominado PHI8999A,

Contendo as seqüências de codificação cry1F e pat junto com seus elementos associados de expressão gênica (acima citados). 

Como as seqüências do plasmídio vetor não são incorporadas na linhagem de milho Bt Cry1F 1507, não se encontram presentes seqüências de replicação de plasmídios, nem elementos de mobilização, conjugação, recombinação ou integração.

Características patogênicas dos organismos doadores

Bacillus thuringiensis é um grupo diverso de bactérias gram-positivas. Variedades de B. thuringiensis foram utilizadas como inseticidas microbianos desde 1938 (Merritt, C.R. The commercialization of transgenic crops – the Bt experience. In: Biotechnology in crop protection: Facts and fallacies. 1998 BCPC Symposium Proceedings, 71, pp. 79-86. 1998). O gene cry1F foi isolado de B.thuringiensis var. aizawai.
Agrobacterium tumefaciens é uma bactéria gram-negativa que não forma esporos, ocorre em forma de bastão, estreitamente relacionada com Rhizobium, no qual forma nódulos fixadores do nitrogênio em trevos e outras plantas leguminosas. Agrobacterium tumefasciens contém um plasmídio (ou plasmídio Ti) com a capacidade de penetrar nas células vegetais e inserir uma porção do seu genoma dentro de seus cromossomos. No inserto PHI8999A somente se encontra o terminador ORF25  PolyA do Agrobacterium tumefaciens e não se encontra presente nenhuma seqüência do plasmídio Ti.

As seqüências de DNA que se originam a partir do Vírus do Mosaico da Couve-flor, o promotor 35S e o terminador, não apresentam características patogênicas (Availability of determination of no regulated status for genetically engineered corn. Fed. Reg., 60, 134, pp. 36095-36096, USDA 1995). 
Streptomyces viridochromogenes é uma bactéria do solo (Consensus document on general information concerning the genes and their enzymes that confer tolerance to phosphinothricin herbicide. Series on Harmonization of Regulatory Oversight in Biotechnology No. 11, OECD, 1999) que produz o tripeptídeos L-fosfinotricil-L-alanil-alanina (L-PPT), um herbicida não seletivo. 
Mecanismo de ação inseticida das proteínas Cry1F e PAT

A proteína Cry1F é delta-endotoxina microbiana produzida pelo Bacillus thuringiensis (Bt). Esta toxina vai agir no intestino de larvas de diferentes lagartas da ordem Leptóptera, onde possuem receptores. Esta ligação vai impedir que estes insetos se alimentem. Homens e animais não apresentam estes receptores e, portanto, a principio, não passiveis dos efeitos decorrentes desta ligação.

A proteína Cry1F é expressa constitutivamente através do promotor ubiM1(2) em todos os tecidos da linhagem de milho Bt Cry1F 1507 o qual leva a um controle dos insetos sensíveis a esta proteína, durante todo o ciclo do cultivo. 

O gene pat é expresso constitutivamente através do promotor CaMV 35S no evento TC1507. A proteína

PAT proporciona tolerância aos herbicidas que contém glufosinato de amônio. A expressão da proteína PAT foi detectada em níveis mensuráveis somente em amostras de tecidos das folhas. 

Toxicicidade e Alergenicidade
A proteína Cry1F, de acordo com a Agencia de Proteção Ambiental dos USA (http://www.epa.gov/ ), não apresenta riscos para humanos.

Referências sobre toxicidade aguda encontram-se descritas nos endereços da internet da Agencia de Proteção Ambiental dos USA (http://www.epa.gov/fedrgstr/EPA-PEST/1997/April/Day-11/p9373.htm) e no Diretório Geral de Proteção a Saúde e ao Consumidor da Comissão Européia (http://ec.europa.eu/food/fs/sc/oldcomm7/out02_en.html) que indicam ausência de toxicidade da proteína PAT. 
A toxicidade potencial para seres humanos e animais da proteína Cry1F foi examinada em um estudo toxicológico oral agudo no qual se avaliou o potencial de toxicidade aguda em ratos da delta-endotoxina Cry1F do Bacillus thuringiensis var. aizawai. A dose mais elevada que foi submetido a ensaio foi de 5050 mg/Kg PV, ao ajustar a pureza do material de ensaio (11.4%), a dose foi de 576 mg de proteína Cry1F/Kg de peso corporal. No curso do estudo, foram realizadas observações sobre mortalidade, sintomas de patologia clínica e de comportamento, como também foram tomados os pesos corporais, e ao conduzir o estudo foram realizadas necrópsias totais. Não se observou mortalidade no curso do estudo. Durante o estudo não foram apresentados sinais clínicos adversos nem foram observados resultados adversos nas necrópsias. A variação de dose utilizado neste estudo não provocou mortalidade entre os indivíduos do ensaio, portanto não se pôde determinar a DL50 da proteína Cry1F.

Em outro estudo de toxicidade oral aguda, foram alimentados ratos com 6000mg/Kg de material de ensaio que continha aproximadamente 500 mg de proteína PAT/Kg PV (Brooks, K.J. PAT microbial protein (FL): Acute Oral Toxicity Study in CD-1 Mice. Report number 991249, an unpublished technical report by Mycogen c/o Dow AgroSciences LLC, 2000). Não se produziu observações clínicas relacionadas com o tratamento. Todos os ratos, 5 machos e 5 fêmeas, aumentaram de peso durante o período de observação de duas semanas e nenhum dos animais em estudo apresentaram lesões patológicas. Nas condições do estudo e devido a ausência de qualquer toxicidade observável, não se pode determinar a DL50 da proteína PAT.

A proteína PAT – esta proteína é degradada pelo suco gástrico de animais e por suco gástrico artificial semelhante ao de humanos perdendo suas características físico-químicas após exposição oral. Assim não é esperado que a proteína possa ser absorvida íntegra, portanto sendo improvável que a mesma possa produzir efeitos adversos ou tóxicos. 

Por ser tratar de proteínas, os riscos de efeitos alergênicos também foram avaliados. Alérgenos com origem em alimentos são normalmente resistentes ao calor, ácido e proteases, podem ser glicosilados e presentes em altas concentrações. As proteínas ensaiadas são prontamente digeridas pelo suco gástrico e não são glicosilidas e o aquecimento leva a perda de bioatividade.  Experimentos feitos em animais não indicaram potencial alergênico. 

Tanto a proteína Cry1F como a proteína PAT são facilmente degradáveis no fluido digestivo simulado,

minimizando o potencial de absorção destas proteínas pela mucosa intestinal ao serem consumidas. Ao fim de um minuto a proteína Cry1F fica quase completamente proteolisada em condições gástricas simuladas, a uma reação molar de 100:1 (Cry1F:pepsina) (Evans, S.L.. Equivalency of Microbial and Maize Expressed Cry1F Protein; Characterization of Test Substances for Biochemical and Toxicological Studies. Report number MYCO98-001, an unpublished technical report by Mycogen Seeds c/o
Dow AgroSciences, 1998). A técnica de detecção de imuno-blot (imuno-eletro-transferência) também demonstrou que a Cry1F não se encontra glicosilada. Por outro lado, a proteína Cry1F perde imunoreatividade depois de ser processada pelo calor e não possui antecedentes de uso prejudicial em pesticidas microbianos. A proteína PAT foi degradada a níveis não detectáveis dentro dos 5 segundos posteriores a introdução de um fluído gástrico simulado que continha pepsina (Glatt, C.M. -Phosphinothricin acetyltransferase (PAT) protein: In Vitro Digestibility Study. Report number DuPont 3365, an unpublished technical report by E.I. du Pont de Nemours and Company 1999; Consensus document on general information concerning the genes and their enzymes that confer tolerance to phosphinothricin herbicide. Series on Harmonization of Regulatory Oversight in Biotechnology No. 11, 1999). Portanto, os genes cry1F e pat introduzidos na linhagem de milho Bt Cry1F 1507 não codificam alérgenos conhecidos e tanto a proteína Cry1F como a proteína PAT não compartilham seqüências imunologicamente significativas de aminoácidos com alérgenos conhecidos. Estes resultados, junto com a rápida ruptura destas proteínas em condições digestivas, indicam que as proteínas Cry1F e PAT não devem apresentar risco alergênico significativo.

Composição do grão. A análise de composição de nutrientes do grão (proteínas, gorduras e fibra detergente ácida, fibra detergente neutra, carboidratos, cinzas e umidade do grão) proveniente do híbrido de milho Bt Cry1F 1507 demonstrou que é comparável ao grão dos híbridos comerciais de milho.
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Considerando os estudos apresentados não devem ser esperados efeitos adversos, tóxicos em animais e humanos após ingestão do milho Herculex GM do evento TC1507.

Dou parecer Favorável para o evento em questão.

Dra. Ana Lucia T. Oller do Nascimento
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