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Requerente:  Monsanto
Endereço: Av. das Nações Unidas, 12901 Torre Norte – 7 e 8 andares CEP: 04578-000 – São Paulo –SP 

Presidente da CIBio: Geraldo U. Berger
Título da proposta: Liberação comercial de milho geneticamente modificado resistente a insetos e tolerante ao glifosato MON 89034 x NK 603 e suas progênies.
1) Parecer do Relator:
Com relação à Diligência: A empresa apresentou os documentos completos (Relatórios Internos) referentes à complementação das informações solicitadas pelo relator. As informações encaminhadas pela requerente atenderam aos questionamentos da diligência.
Parecer: O milho geneticamente modificado MON89034 x NK603 foi gerado a partir do melhoramento genético clássico, cruzando-se os eventos transgênicos MON89034 e NK603.

O milho MON89034 x NK603 apresenta os genes cry1A.105 e cry2Ab2, que conferem resistência a insetos, bem como o gene cp4 epsps, que confere resistência ao herbicida glifosato, combinados em um mesmo produto (genes piramidados).

Considerando:

· O enquadramento da presente solicitação no Artigo 4º, da Resolução Normativa 05 de 12 de março de 2008, estando dispensado tanto da análise quanto da emissão de novo parecer técnico, pois os eventos originais MON89034 e NK603 já foram previamente liberados comercialmente no Brasil pela CTNBio;
· O que determina o Comunicado 03 do dia 28 de novembro de 2007, em que a CTNBio informa: “Dada a ausência de evidência cientificamente fundamentada da ocorrência de efeitos sinergísticos entre transgenes determinantes de tolerância a 
herbicidas e de resistência a insetos a partir de genes derivados de Bacillus 
thuringiensis, quanto a questões de biossegurança, quando reunidos em um 
só indivíduo por cruzamento sexual, a aprovação do uso deste OGM em 
pesquisa em contenção e em liberações planejadas seguirá a norma 
simplificada vigente, caso já tenha havido análise e aprovação de pesquisa 
ou liberação planejada com cada um dos eventos de forma independente.”

O presente parecer foi elaborado considerando somente o surgimento de novas características que representem potenciais riscos. Da mesma forma, a avaliação realizada espelhou-se no modelo de análise de risco proposto pela European Food Safety Authority (EFSA/2007) no que tange a eventos piramidados (stacked transformation events).
Histórico:


O milho NK603 foi gerado através de modificação genética para introdução do gene cp4 epsps, que confere a característica de tolerância ao herbicida glifosato através da produção da enzima CP4 EPSPS na planta. As proteínas exógenas que são expressas são similares às demais proteínas da família das EPSPS, que são amplamente encontradas na natureza.

O milho NK603 possui liberação para consumo humano e animal nos países: Argentina (2004), Brasil (2008), China (2005), Colômbia (2007), El Salvador (2009), México (2002), União Européia (2004), Japão (2001), Coréia (2002/2004), Estados Unidos (2000). Até o momento não se conhece a existência de efeitos adversos do milho NK603.

O milho MON89034 possui os genes cry1A.105 e cry2Ab2 que conferem resistência a insetos da ordem Lepidoptera que atacam o milho.

  
A proteína Cry é proveniente de Bacillus thuringiensis, uma bactéria de solo, gram-positiva, capaz de formar cristais contendo endotoxinas, proteínas com ação inseticida que atuam antes e durante a fase de esporulação do seu ciclo de vida. Formulações comerciais de B. thuringiensis contendo essas proteínas têm sido utilizadas no Brasil e em outros países para o controle de algumas pragas agrícolas há mais de 46 anos. A proteína da família Cry é tóxica somente para os insetos-alvo citados, especificamente para lepidópteros (lagartas), os quais possuem, no seu intestino, receptores específicos para essa proteína. Mamíferos não possuem tais sítios de ligação, portanto, seres humanos e animais e outros organismos não-alvo não são afetados pela proteína Bt, incluindo outros artrópodes e também inimigos naturais das pragas-alvo.

O milho MON89034 possui liberação para consumo humano e animal nos países: Brasil (2009), Austrália (2008), Canadá (2008), Japão (2007/2008), Coréia (2009), Filipinas (2009), União Européia (2009) e Estados Unidos (2007). Até o momento não se conhece a existência de efeitos adversos do milho MON89034.

O evento piramidado MON 89034xNK603 possui liberação para consumo humano e/ou animal no Japão (2008), Coréia (2009/2010), México (2010), Filipinas (2009) e Taiwan (2009) (Agbios, 2010). Até o momento não foi relatado qualquer efeito adverso deste evento na saúde humana e animal.

Análise da solicitação da requerente:

Conforme recomendado pela CTNBio (Súmula Vinculante), a solicitante gerou informações sobre a biossegurança do evento piramidado no próprio Brasil. Foram realizadas duas Liberações Planejadas no Meio Ambiente (LPMA) do evento piramidado MON89034 x NK603 em quatro regiões diferentes, tendo sido apresentados os resultados obtidos nos respectivos Relatórios de Liberação Planejada - RLP (processos 01200.000319/2007-26 e 01200.006109/2007-41).

Foram realizadas análises em quatro locais no Brasil (Rolândia, Não-Me-Toque, Cachoeira Dourada e Sorriso). Os tratamentos consistiram no cultivo do milho piramidado, do milho MON89034 e do controle não transgênico no ano de 2007-2008. Considerando-se a origem genética do piramidado, avalio como pertinente o tipo de delineamento experimental estabelecido nestas Liberações Planejadas, sendo adequado para detectar o surgimento de novas características no milho MON89034 x NK603.

O número de plantas voluntárias não diferiu entre os tratamentos testados nos diferentes locais avaliados. Da mesma forma, não foram observadas diferenças estatísticas entre a altura das plantas, no rendimento e no período de formação de pólen (Tab 3, RLP). 

Coletas de artrópodes realizadas nas quatro regiões não apresentaram diferenças significativas entre os tratamentos avaliados para diversos organismos pertencentes a várias ordens como Orthoptera (Gryllidae), Homoptera (Cicadellidae), Diptera (Cyclorrapha), Dermoptera, Hymenoptera (Formicidae, Apidae), Coleoptera (Elateridae) e Araneae (Tabelas 5 – 8). Baseado nas evidências apresentadas no relatório 01200.000319/2007-26, bem como no conhecimento existente sobre as proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 (Japanese Biosafety Clearing House; World Health Organization, 1999), confirma-se a manutenção da seletividade da atividade inseticida do evento piramidado contra insetos-alvo da Ordem Lepidoptera e a ausência de efeito em isetos não-alvo avaliados.

Da mesma forma, as amostras de solo coletadas nos tratamentos a campo apresentaram valores médios (pH, Ca, Mg, P, Al, argila, silte, areia) dentro dos intervalos de referência para o milho, não ocorrendo valores discrepantes entre os tratamentos dentro de cada região avaliada (Tabela 9).

Considerando os resultados apresentados no Relatório e demais análises de risco realizadas por países já que avaliaram o milho piramidado MON89034 x NK603 (Japanese Biosafety Clearing House; EFSA, 2009), bem como a experiência acumulada separadamente nos eventos MON89034 e NK603 liberados comercialmente, considero que não existem diferenças entre o milho piramidado e seus parentais. Desta forma, o milho MON89034 x NK603 não representa riscos adicionais ao meio ambiente.

Com relação ao pacote tecnológico, no que tange ao uso do glifosato, não existem evidências de que plantas transgênicas tratadas com o glifosato apresentem qualquer efeito deletério diferente daqueles potencialmente existentes em plantas não transgênicas tratadas com o mesmo herbicida. Não sendo a transgenia o fator determinante para o aumento do risco biológico. Neste sentido, Vendomois et al. (2009) afirma claramente que são os resíduos de pesticidas presentes nas plantas, e não o evento de transformação em si, é que causou toxidade em ratos.

O impacto sobre o ambiente das tecnologias e dos manejos utilizados na agricultura não serão abordadas neste parecer, pois não contribuem para a avaliação da biossegurança do evento piramidado MON89034 x NK603 e desviam o foco da questão central deste processo.
Características Agronômicas 


Apesar das avaliações agronômicas não contribuírem para o aspecto de biossegurança deste evento, estas informações podem ser úteis para comparação do efeito a campo da expressão constitutiva dos genes piramidados no milho.


As análises agronômicas apresentadas no RLP 01200.000319/2007-26 referentes ao piramidado MON89034 x NK603, MON89034 e controles, indicaram que os valores observados nos estádios de crescimento, vigor, altura das plantas, altura da espiga, maturidade fisiológica, rendimento e peso hectolítrico encontravam-se dentro do intervalo de valores de referência para o milho (Tabelas 2 e 3).

A ausência de características discrepantes no evento piramidado indica que o manejo utilizado para o milho convencional é também adequado para o milho piramidado, evitando que a expressão das proteínas de resistência represente um dreno no metabolismo primário das plantas, o que comprometeria o seu desempenho agronômico (Heil & Baldwin, 2002).
Estabilidade e Expressão das Proteínas


A estabilidade dos genes transferidos por fecundação cruzada foi demonstrada ao longo de várias gerações e análises de Southern, confirmando a manutenção da integridade do evento no piramidado MON89034 x NK603 (Figuras 2 e 4 do processo) (EFSA 2009). 

Os níveis das proteínas foram determinadas através de ELISA utilizando anticorpos policlonais específicos para as proteínas Cry1A.105 e anticorpos monoclonais para Cry2Ab2 e CP4 EPSPS.

Os níveis das proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2 e CP4 EPSPS foram determinadas em amostras de folhas, sementes e forragem de plantas cultivadas em três locais no Brasil (Relatório Interno MSL 0021971). Foram apresentados também os níveis das mesmas proteínas em amostras de folhas, sementes, raízes, forragem e pólen de plantas de milho cultivadas em cinco locais na Argentina (Relatório Interno MSL 0021941).

Os níveis da proteína Cry1A.105 (Tabelas 1, 2 e 3) presentes na forragem das plantas do milho MON89034 cultivadas em Rolândia, Não-Me-Toque e Cachoeira Dourada foram, respectivamente, de 22, 23 e 20 µg/g MS, enquanto que os grãos apresentaram valores de 2.1, 2.4 e  3.2 µg/g MS, respectivamente. As folhas apresentaram níveis de 86, 110 e 72 µg/g MS, respectivamente nas localidades já mencionadas.

Enquanto que os níveis da proteína Cry1A.105 presentes na forragem das plantas do milho com genes piramidados cultivados em Rolândia, Não-Me-Toque e Cachoeira Dourada foram, respectivamente, de 20, 22 e 22µg/g MS, enquanto que os grãos apresentaram valores de 2.3, 2.5 e 3.2µg/g MS, respectivamente. As folhas apresentaram níveis de 78, 120 e 75 µg/g MS, respectivamente as localidades já mencionadas.

Os resultados obtidos para os níveis da proteína Cry1A.105 indicam haver o mesmo nível de expressão do gene que codifica esta proteína, tanto no evento isolado quanto no piramidado. Os níveis desta proteína nas plantas controle foram abaixo do limite de detecção.

Respostas semelhantes também foram encontradas entre os níveis da proteína Cry2Ab2 entre o milho MON89034 e o piramidado cultivados em Rolândia, Não-Me-Toque e Cachoeira Dourada (Tabelas 4, 5 e 6), para os tecidos forragem, grãos e folhas.

Os níveis da proteína CP4 EPSPS foram quantificados somente no evento piramidado, faltando a análise comparativa com o seu evento isolado NK603. Contudo, a empresa encaminhou o Relatório Interno MSL 0021941, realizado com material vegetal cultivado em cinco regiões da Argentina, onde se pode observar os diferentes níveis das proteínas no milho MON89034 x NK603. 


Com base neste Relatório, foram avaliados os níveis da proteína CP4 EPSPS. 

Os níveis da proteína CP4 EPSPS (Tabelas 9, 10, 11 e 12) presentes na forragem de plantas de milho NK603 cultivadas em Pergamino (Buenos Aires), Tacuari (Buenos Aires), Gahan (Buenos Aires), marcos Juarez (Córdoba) e Uranga (Santa Fé) tiveram a média geral de 63µg/g MS, enquanto que os grãos apresentaram o valor médio de 6,7µg/g MS. As folhas apresentaram o valor médio de 210µg/g MS, considerando todas as áreas experimentais. As raízes apresentaram o valor médio de 47 µg/g MS, enquanto que o pólen apresentou 320µg/g MS.

Os níveis da proteína CP4 EPSPS presentes na forragem das plantas de milho com genes piramidados, cultivados nas mesmas áreas na Argentina, apresentaram valores médios de 74µg/g MS. Os grãos apresentaram o valor médio de 8,1µg/g MS. As folhas apresentaram o nível médio de 230µg/g MS, considerando todas as áreas experimentais. As raízes apresentaram o valor médio de 48µg/g MS, enquanto que o pólen apresentou 390µg/g MS.


As Tabelas 9-12 (Relatório Interno MSL 0021941) apresentam um erro de denominação da coluna. Segundo as legendas das Tabelas, a coluna indicada como sendo o MON89034 deve ser, na verdade, o evento NK603, pois o evento MON89034 não possui o gene cp4 epsps. Considero que este erro não compromete a análise das Tabelas.

Os níveis das proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2, avaliadas nos diferentes tecidos das amostras de milho coletados na Argentina foram semelhantes entre o evento MON89034 e o MON89034 x NK603.
Potencial de Interação Entre os Eventos

Os fenótipos determinados pelos genes cry1A.105 e cry2Ab2 (resistência contra herbivoria) são diferentes daquele determinado pelo gene cp4 epsps (resistência contra o herbicida glifosato). Os genes cry estão relacionados a via citoplasmática, onde as proteínas são acumuladas, enquanto que o gene cp4 age no cloroplasto, evitando o bloqueio da via do chiquimato. Considerando as vias metabólicas envolvidas, bem como a semelhança das características fenotípicas observadas no milho piramidado, comparadas a sua geração parental, não se espera que ocorra a interferência de um gene sobre o fenótipo do outro.
Composição centesimal


A composição centesimal foi determinada em amostras de sementes e forragem de plantas do milho piramidado cultivadas em três locais no Brasil (Rolândia, Não-Me-Toque e Cachoeira Dourada). Os valores de referência utilizados foram da ILSI Crop Composition Database (ILSI, 2006) (Relatório Interno MSL 0021919 e MSL 0021611).


Os valores de cinza, carboidratos, gorduras, umidade e proteínas determinados tanto para a forragem quanto para o grão foram muito semelhantes entre o evento piramidado e seus controles, permanecendo os valores dentro dos intervalos de referência para o milho, independentemente do local de cultivo (Tabelas 18, 19, 20 e 21 - MSL 0021919 e Tabelas 24, 25, 26 e 27 - MSL 0021611). 

A empresa encaminhou os Relatórios Internos MSL 0020080 e 0020267, onde foram analisadas a forragem e os grãos cultivados em cinco regiões da Argentina: Pergamino (Buenos Aires), Tacuari (Buenos Aires), Gahan (Buenos Aires), marcos Juarez (Córdoba) e Uranga (Santa Fé). Os resultados obtidos indicam, de forma geral, não haver diferenças entre o milho piramidado e seus controles, para os parâmetros avaliados. Quando ocorreram diferenças significativas entre os tratamentos, as médias observadas ainda continuaram dentro do intervalo de referência para o milho. 

Neste sentido, o trabalho publicado por Taylor et al. (2007) descreve que frangos alimentados tanto com o milho piramidado quanto com o controle não transgênico apresentaram as mesmas características de crescimento e qualidade da carne, indicando a equivalência nutricional do milho MON89034 x NK603.
Plano de Monitoramento Apresentado pela Proponente

De forma geral, os indicadores propostos a serem avaliados são adequados para o propósito do monitoramento do milho MON89034 x NK603.


O delineamento experimental proposto, utilizando sistemas de comparações entre as técnicas utilizadas, áreas, número de coletas e de repetições dos experimentos em seis estados (RS, PR, MG, MT, MS e BA), possibilita um bom monitoramento do milho piramidado. 
Contudo, somente com a descrição detalhada das propriedades é que se poderá avaliar em quais biomas as áreas estarão incluídas. Neste sentido, a empresa informa que após a definição das áreas, será encaminhado a CTNBio o documento intitulado Guia de Identificação da Área.

Apesar do herbicida Glifosato não representar um problema de biossegurança, a análise de seus resíduos no solo é pertinente, pois estes podem alterar a diversidade de microrganismos e, conseqüentemente, a taxa de decomposição natural da matéria vegetal.


Neste sentido, as análises das Características Químicas do Solo, dos Atributos Físicos do Solo e da Diversidade Microbiana Associada ao Solo propostas pela empresa são apropriadas ao monitoramento, pois o glifosato apresenta alta taxa de adsorção aos óxidos e hidróxidos de ferro e alumínio e à matéria orgânica do solo, além de ser rapidamente metabolizado por microrganismos.


O acompanhamento e registro das atividades conduzidas nas áreas de monitoramento durante o pré-plantio, durante todo o ciclo agrícola e no período quando as áreas não estiverem ocupadas pela cultura do milho, é adequado para uma proposta de monitoramento. 

O encaminhamento de um Relatório Final Anual pela empresa é adequado para que se possa acompanhar e propor ajustes, quando necessários, ao plano de monitoramento.


A comparação da estimativa de produtividade do milho nos diferentes tratamentos propostos pela empresa não contribui para o aspecto de biossegurança deste OGM. Este parâmetro possui caráter agronômico de interesse único da empresa. Contudo, a estimativa de produtividade pode agregar informações úteis de caráter público ao desempenho deste milho, podendo assim, fazer parta das avaliações do plano de monitoramento.


Os demais indicadores a serem avaliados pela empresa são adequados para o propósito do monitoramento do milho.
2) Parecer Final:

Considerando:

- O histórico de segurança da geração parental;

- A estabilidade genética do milho MON89034 x NK603;

- Os níveis das proteínas expressas pelos genes cry1A.105, cry2Ab2 e cp4 epsps no milho MON89034 x NK603;

- Composição centesimal do milho MON89034 x NK603;
- Comportamento agronômico;

- Equivalência nutricional;

- Inexistência de riscos adicionais ao meio ambiente;
- Semelhança fenotípica com a geração parental;

- Baixa probabilidade de ocorrer interações entre as vias metabólicas onde atuam os genes cry e cp4 epsps;
- Manutenção das características de seletividade contra insetos-alvo e resistência a glifosato;
- Proposta de Monitoramento condizente com os objetivos do monitoramento;


Sou de parecer favorável a Liberação Comercial de milho geneticamente modificado resistente a insetos e tolerante ao glifosato MON 89034 x NK 603 e suas progênies 
Data:22/06/2010
Leandro Vieira Astarita
Relator – Membro da CTNBio
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