	[image: image1.png]Ministério da
Giencia e Tecnologia

B:SL




	Ministério da Ciência e Tecnologia - MCT 

Comissão Técnica Nacional de Biossegurança - CTNBio

Secretaria Executiva

Parecer Relator – Liberação Comercial
	[image: image2.wmf]


PARECER TÉCNICO CONCLUSIVO E FINAL

Processo: Liberação Comercial do Milho Bt11xMIR162xGA21
Requerente: Syngenta Seeds.

Parecer Final: Deferido
Relator: Aluízio Borém

INTRODUÇÃO

A presente análise foi realizada a partir do processo submetido pela empresa proponente e, com base em pareceres isolados utilizados pela CTNBio nas liberações individuais anteriores, bem como por artigos e outras informações científicas disponíveis estes os eventos. Questionamentos, levantados nas diferentes reuniões da subcomissão Setorial Vegetal/Ambiental, bem como nas audiências públicas foram também considerados para a emissão deste parecer.

Histórico das Aprovações Individuais e Considerações de Biossegurança
O termo piramidação de transgenes já está consolidado no contexto da engenharia genética de plantas. Este termo é usado se referir à junção de múltiplos transgenes em um único indivíduo e sua progênie (Halpin 2005; Stein & Rodriguez-Cerezo, 2009). No contexto geral do melhoramento de plantas essa não é uma idéia nova, uma vez que os melhoristas sempre buscam combinar características realizando cruzamentos entre as linhagens e selecionando as progênies que possuam as características desejadas. A piramidação de genes é particularmente importante para a inserção de genes que conferem resistência a pragas, permitindo a inserção de genes envolvidos com distintos mecanismos de resistência. Isso permite uma resistência mais eficaz e duradoura (Aragão e Andrade, 2010).

Um desses eventos é o SmartStax, um milho geneticamente modificado com oito genes combinados pelo cruzamento de eventos pré-existentes. Esse evento é o resultado do cruzamento dos eventos MON89034 x TC1507 x MON88017 x DAS59122. O SmartStax possui seis genes Bt para tolerância a insetos (coleópteros e lepidópteros) e dois genes para tolerância a herbicidas (glifosato e glufosinato de amônio). Os genes introduzidos foram: bar ou pat (dos eventos DAS-59122 e TC1507, que codifica para a fosfinotricina acetil transferase), CP4 epsps (do evento NK603, que codifica para a enolpiruvil-chiquimato fosofo-sintase), cry1A.105 (evento MON 89034), cry2Ab (do evento MON 89034), cry3Bb1 (do evento MON 8801), cry1Fa2 (do evento TC1507), cry35Ab1 (do evento DAS-59122-7) e cry34Ab1 (do evento DAS-59122). Devido à combinação de vários genes para resistência a insetos a US EPA (agência de proteção ambiental norte-americana) permitiu uma redução na área de refúgio cultivada com plantas não geneticamente modificadas de 20 para 5%.
O milho Bt11xMIR162xGA21, alvo desta análise de biossegurança, é também um produto geneticamente modificado que apresenta resistência a vários lepidópteros considerados pragas e tolerância ao herbicida glifosato, desenvolvido através de melhoramento genético clássico por cruzamento sexual entre linhagens de milho contendo o evento Bt11, o evento MIR162 e o evento GA21. Este milho não contém nenhum outro evento de transformação genética, além dos eventos Bt11, MIR162 e GA21. O milho Bt11, milho MIR162 e milho GA21 foram aprovados para liberação comercial pela Comissão Técnica Nacional de Biossegurança (CTNBio), com base nos Processos 01200.002109/2000-04, 01200.007493/2007-08 e 01200.000062/2006-21, conforme Pareceres Técnicos 1255/2008, 2042/2009 e 1597/2008, respectivamente.

Os produtos “combinados” ou “piramidados”, como no caso do milho Bt11xMIR162xGA21, representam uma tendência futura no cultivo de plantas geneticamente modificadas para atender a demanda dos produtores, ao combinar diferentes características de importância agronômica em um mesmo híbrido, possibilitando um melhor manejo de pragas (Aragão e Andrade, 2010). Além da tolerância ao herbicida glifosato por meio da expressão do evento GA21, a combinação dos modos distintos de ação das proteínas Cry1Ab e VIP3A provenientes dos eventos Bt11 e MIR162 permitirá a preservação da tecnologia de resistência a insetos por mais longo prazo, garantindo assim seu emprego no manejo integrado de pragas da cultura do milho no Brasil.

Híbridos de milho contendo os eventos Bt11, MIR162 e GA21 isoladamente e/ou combinados por melhoramento genético clássico estão aprovados em vários países e em análise em diversos outros (www.agbios.com).  O milho Bt11 está aprovado para cultivo na Argentina, Brasil, Colômbia, Canadá, Japão, Filipinas, África do Sul, Estados Unidos e Uruguai; e aprovado para consumo animal e/ou humano na Argentina, Austrália, Brasil, Canadá, China, Colômbia, União Européia, Japão, Coréia, México, Filipinas, Rússia, África do Sul, Suíça, Taiwan, Reino Unido, Estados Unidos e Uruguai. O milho GA21 está aprovado para cultivo nos Estados Unidos, Canadá, Japão, Argentina e Brasil; e aprovado para consumo animal e/ou humano na Argentina, Austrália, Brasil, Canadá, China, União Européia, Japão, Coréia, México, Filipinas, Rússia, Taiwan, África do Sul e Estados Unidos.  O milho MIR162 está aprovado para cultivo no Brasil e para consumo animal e/ou humano no Brasil, Austrália, Estados Unidos e Taiwan, estando ainda em avaliação em diversos outros países, como Indonésia, Japão, Coréia, Filipinas, Rússia, Argentina, Colômbia, Canadá, México e Estados Unidos (para cultivo). 

O milho Bt11xGA21, obtido por melhoramento genético clássico a partir do cruzamento sexual de linhagens contendo estes eventos separadamente, está aprovado para cultivo no Brasil, Estados Unidos, Canadá e Japão; e aprovado para consumo animal e/ou humano no Brasil, Estados Unidos, Canadá, Japão, México, Coréia e Filipinas.  O milho Bt11xMIR162xGA21 está em fase de avaliação no Japão, Taiwan, Europa, África do Sul, Suíça, Argentina, Colômbia e Uruguai.

O Evento GA21 contém o gene mepsps que expressa a enzima Sintase 5-Enolpiruvil Chikimato-3-Fosfato (mEPSPS). A EPSPS é uma enzima chave no processo do ácido chikímico, envolvido na biossíntese dos aminoácidos aromáticos (fenilalanina, tirosina e triptofano), encontrada naturalmente em plantas, fungos e bactérias, e ausente nos animais. A EPSPS é altamente sensível a produtos herbicidas contendo glifosato. As plantas de milho transformadas com o gene mutante epsps (mepsps), tais como as derivadas do evento GA21, sintetizam a proteína mEPSPS que confere tolerância aos produtos herbicidas contendo glifosato (Spencer et al., 2000; Lebrun et al. , 1996). A descrição molecular do evento GA21 e informações para avaliação do risco do milho GA21 foram apresentadas anteriormente no processo 01200.000062/2006-21, de liberação comercial do milho GA21.

O evento Bt11 inclui o gene cry1Ab de Bacillus thuringiensis, que confere resistência a certos insetos lepidópteros, e o gene pat, derivado do microorganismo do solo Streptomyces viridochromogenes, utilizado como marcador de seleção durante o processo de transformação. A proteína Cry1Ab é clivada proteoliticamente no intestino alcalino dos insetos lepidópteros resultando numa forma inseticida ativa, que interagindo com uma molécula receptora presente somente nas células do epitélio do intestino médio dos insetos suscetíveis, gera poros nas membranas das células, levando a sua lise. Vários sítios de acoplagem específicos e com alta afinidade para várias proteínas Bt foram identificadas em epitélio de intestino médio de insetos suscetíveis, demonstrando que a proteína inseticida do gene cry1Ab é altamente específica para alguns insetos lepidópteros (Hofte e Whiteley, 1989; Melin e Cozzi, 1990). A descrição molecular do evento Bt11 e informações para avaliação do risco do milho foram apresentadas anteriormente no processo 01200.002109/2000-04, de liberação comercial do milho Bt11.

O milho MIR162 foi obtido a partir da inserção do gene vip3Aa19, que confere resistência a insetos lepidópteros, e do gene manA que codifica a enzima Fosfomanose Isomerase (PMI), utilizado como marcador de seleção.
Os modos de ação das proteínas Vip3A e Cry1Ab diferem significativamente em relação ao seu alvo e efeito no intestino dos lepidópteros-alvos. Esta distinção é evidenciada pela ausência de homologia entre as seqüências de aminoácidos de Vip3A e Cry1Ab, pelo modo de ação proteolítica, processo de ligação às proteínas de membrana do intestino médio dos insetos alvo e formação de poros (Lee et al., 2003). Embora a sintomatologia nos insetos-alvo durante a ingestão de Vip3A e Cr1Ab seja semelhante (cessação de alimentação e perda de movimentos peristálticos seguida de paralisia do inseto), o efeito é posterior no caso de Vip3A, ocorrendo entre 48 e 72h, enquanto que o efeito de Cry1Ab pode ser observado a partir de 16 até 24h após a ingestão. No entanto, o efeito de Vip3A é superior ao de Cry1Ab (Yu et al., 1997).

As proteínas Cry, produzidas durante a esporulação de B. thuringiensis nativa, são altamente ativas contra vários insetos lepidópteros. A ação primária destas proteínas é provocar a lise das células do intestino médio dos insetos alvo a partir da formação de poros na membrana apical (Schnepf et al. 1998). No entanto, após a ingestão pela lagarta alvo, as proteínas Cry sofrem uma série de modificações estruturais até atingir seu estado funcional para formação de poros. Bravo et al. (2002) e Gomez et al. (2002) demonstraram que solubilização e clivagens até um estado monomérico da proteína são importantes para que ocorra a ligação da toxina a moléculas específicas na membrana apical de células suscetíveis e formação de poros, levando a citólise e posterior morte celular (Aronson e Shai, 2001; Yu et al, 1997).

Por outro lado, as proteínas Vip3A não pertencem à classe de delta-endotoxinas cristais, como as proteínas Cry, sendo secretadas na fase de crescimento vegetativo de Bacillus thuringiensis (Estruch et al., 1996). A proteína Vip3Aa20 expressa no milho Syngenta Seeds Ltda Liberação comercial de milho geneticamente modificado Bt11xMIR162xGA21 foi descrita anteriormente no processo de liberação comercial do milho MIR162 (01200.007493/2007-08) e é parte do grupo de proteínas Vip3A, recentemente caracterizadas e claramente distintas do grupo de proteínas Cry (Estruch et al. 1996; Lee et al. 2003, Yu et al., 1997). Esta molécula de aproximadamente 88 kDa é ativada em um fragmento de aproximadamente 62 kDa ao longo da digestão do inseto (Lee et al. 2003). Nesse caso, apesar da ocorrência de outras modificações estruturais, a ativação proteolítica é considerada a etapa crítica para o modo de ação de Vip3A, já que a proteína íntegra é incapaz de formar poros (Lee et al. 2003). A utilização das proteínas combinadas Cry1Ab e Vip3A no controle de lepidópteros-praga já vem sendo utilizada por meio do uso de inseticidas comerciais produzidos a partir de B.thuringiensis (ex: Xentari® e Dipel®). Estes produtos são utilizados no controle de insetos em uma grande variedade de cultivos, indicando que estas proteínas se encontram presentes em lavouras, bem como em produtos frescos, nos quais é utilizado este tipo de inseticida. Conforme Parecer Técnico 2042/2009 da CTNBio, proteínas Vip3A também já são usadas em formulações comerciais de inseticidas à base de proteínas do B. thuringiensis, autorizadas para 32 culturas de uso alimentar. (CTNBio, 2009).
De forma geral, a análise de risco dos eventos piramidados tem sido realizada pelas agências de análise de biossegurança, tais como a EFSA (européia) e a OGTR (australiana) a semelhança da sistemática adotada pela CTNBio e, vários produtos já foram comercialmente libertados em vários Países. Até o momento não foram identificados quaisquer efeitos imprevistos que pudessem ser imputados à piramidação.

Finalmente, os resultados dos estudos de biossegurança ambiental e para a saúde humana indicam que estes três eventos piramidados Bt11, MIR 162 e GA21 são tão seguros quanto o milho convencional.

PARECER FINAL DO RELATOR
Portanto, com base na evidência científica disponível, que inclui resultados experimentais anexados ao processo e outros consultados, literatura científica independente, nos vários anos de experimentação destes eventos no Brasil e em outros países, considero o referido milho tão seguro quanto os milhos convencionais. Desta forma, meu parecer conclusivo e final é pelo deferimento deste pleito da Syngenta Seeds Ltda.
Viçosa, MG 29 de setembro de 2010
Aluízio Borém
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