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PARECER CONSOLIDADO

O presidente da CIBio da Du Pont do Brasil AS – Divisão Pioneer Sementes, Dr. Goran Kuhar Jezovsek,  solicita à CTNBio Parecer Técnico para uso comercial do milho TC1507 x MON810 x NK603, obtido por cruzamento convencional bem como suas progênies. O milho TC1507 x MON810 x NK603 refere-se à combinação, por melhoramento genético clássico, dos eventos de milho geneticamente modificados para resistência ao ataque de insetos e tolerância a herbicidas DAS-01507-1 (TC1507), MON-00810-6 (MON 810) e MON-00603-6 (NK603) que já obtiveram parecer técnico favorável, conforme preconiza o Artigo 4 da Resolução Normativa no. 5 da CTNBio. Trata-se do cruzamento convencional dos eventos TC107 x MON 810 x NK603. 

RESUMO EXECUTIVO

De acordo com o resumo executivo, o milho resistente a insetos e tolerante aos herbicidas glufosinato de amônio e glifosato TC1507 x MON810 x NK603 foi produzido por meio de técnica de melhoramento convencional cruzando-se o milho Herculex I evento TC1507 (milho TC1507- DAS- 01507-1) com o milho MON 810 (MON 00810-6) e com o milho Roundup Ready 2 NK506 (MON-00603-6). O milho TC1507 produz as proteínas Cry1F e PAT. A proteína Cry1F controla importantes lepidópteros pragas para o milho. A proteína PAT torna a planta tolerante a herbicidas formulados com glufosinato de amônio. O milho MON 810 produz a proteína Cry1Ab, que também controla insetos lepidópteros pragas para o milho. O milho NK603 produz a proteína CP4-EPSPS que torna a planta tolerante a herbicidas formulados com Glifosato.

Os eventos MON810, NK603 e TC1507 já foram aprovados para liberação comercial pela CTNBio, pareceres técnicos no. 1.100/2007, em 04/09/2007, no. 1.596 em 14/10/2008 e no. 1.679/2008, em 15/12/2008, respectivamente. As combinações MON810 x NK603 (parecer técnico 2.041 de 28/09/2009) e TC1507 x MON810 x NK603 (parecer técnico 2.053/2009 de 16/10/2009) também já tiveram seu uso autorizado pela CTNBio
A combinação de eventos que tem por objetivo o controle de pragas da mesma ordem tem por objetivo somar o espectro de ação das duas proteínas provenientes de Bacillus thuringiensis, bem como servir como mais uma ferramenta para o manejo de resistência das pragas às proteínas individuais. Já a combinação de proteínas que conferem tolerância a diferentes moléculas herbicidas visa maior flexibilidade no controle de plantas daninhas, podendo também ser utilizado no manejo de resistência destas.
Testes de campo e de laboratório demonstram não haver interação entre as proteínas Cry1F e Cry1Ab, sendo seu efeito considerado aditivo no controle de praga, ou seja, que os eventos são independentes na sua contribuição para o controle de insetos. Também não foram detectadas alterações na composição ou na expressão dessas proteínas quando comparadas com os eventos individuais. O mesmo se observa em relação às proteínas PAT e CP4-EPSPS.
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O processo em apreço encontra-se muito bem instruído. São descritos em detalhes as características dos eventos TC1507, MON810 e NK603, individuais e conjuntos. 

O evento TC 1507 confere as plantas de milho proteção contra insetos da ordem lepidóptera como a lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda) e a broca da cana (Diatraea saccharalis). Além disso, a linhagem de milho TC1507 apresenta também tolerância às formulações de herbicidas que contêm glifosinato de amônio como ingrediente ativo. A linhagem de milho Bt TC1507 expressa também a proteína Cry1F proveniente de Bacillus thuringensis var.aizawai. O Bacillus thuringensis, é uma bactéria gram-positiva, que produzem delta-endotoxinas, sob a forma de pró-toxinas, e que são transformadas em peptídeos tóxicos no intestino do inseto pela ação do pH alcalino intestinal e proteases. A toxina ativa causa a lise das células epiteliais e a morte das larvas. 

O evento 1507 também contém o gene pat, versão sintética da sequência do gene pat natural da bactéria Streptomyces viridochromogenes, que codifica a enzima (PAT) fosfinotricina acetilransferase. O gene Pat sintético otimizado condiciona a expressão adequada da proteína PAT em plantas de milho, conferindo tolerância ao herbicida glufosinato de amônio para controle de ervas daninhas. 


A ausência de toxicidade e potencial alergênico de Cry 1F,  PAT e Bt já foi demonstrada anteriormente, existindo numerosos estudos e referencias científicas atestando sua segurança para seres humanos e animais. A segurança para a alimentação animal/humana das proteínas Cry foi confirmada por diversos autores, inclusive por Xu et al. (2009) (XU, W.; CAO, S.; HE, X.; LUO, Y.; GUO, X.; YUAN, Y.; HUANG, K. Safety assessment of Cry1Ab/Ac fusion protein. Food Chemistry Toxicology, 47, 1459-1465, 2009), que obteve resultados similares a outros anteriores. Foi observado que a proteína Cry1Ab/Ac foi rapidamente degradada em fluídos gástricos e intestinais, e não apresentou efeitos adversos em camundongos submetidos a uma dose aguda de 5 g (proteína Cry1Ab/Ac)/kg de peso corporal. Novamente observou-se que esta proteína não tem homologia de sequência com alergênicos ou toxinas conhecidas, nem sítios de N-glicosilação, confirmando que nenhum dano resultará da inclusão da proteína Cry1Ab/Ac no alimento humano ou na ração animal.

Outro recente estudo de 28 dias em ratos, realizado por Onose et al. (2008) (ONOSE, J.; IMAI, T.; HASUMURA, M.; UEDA, M.; OZEKI, Y.; HIROSE, M. Evaluation of subchronic toxicity of dietary administered Cry1Ab protein from Bacillus thuringiensis var. Kurustaki HD-1 in F344 male rats with chemically induced gastrointestinal impairment. Food Chemistry Toxicology, 46, 2184-2189, 2008.) mostrou que nenhum efeito adverso pode ser atribuído à alimentação contendo Cry1Ab, visto que a administração de dieta contendo proteína Cry1Ab não teve nenhum efeito significativo sobre qualquer parâmetro fisiológico ou bioquímico, exceto um nível mais  baixo de AST no soro de animais que receberam tal milho, quando comparado com o controle. Entretanto, nenhuma mudança em pesos de órgãos ou mudanças histopatológicas foi observada nos órgãos como coração, fígado e rins. Além disso, geralmente é observado que os níveis de soro AST se elevam com injúria ao tecido, mas a interpretação de mudanças relativamente pequenas em AST em estudos toxicológicos deve ser feitas com parcimônia, uma vez que a amplitude de variação desse parâmetro pode ser ampla em animais saudáveis. A diminuição de AST neste experimento, portanto, não é considerada como sendo toxicologicamente significativa. Adicionalmente, Paul et al. (2009) (PAUL, V.; GUERTLER, P.; WIEDEMANN, S.; MEYER, H.H. Degradation of Cry1Ab protein from genetically modified maize (MON810) in relation to total dietary feed proteins in dairy cow digestion. Transgenic Research, PubMed PMID: 19888668, 2009) estudaram a degradação da proteína Cry1Ab em milho geneticamente modificado em relação ao total das proteínas na digestão de vacas leiteiras. Os resultados indicaram que a proteína Cry1Ab é crescentemente degradada durante a digestão nesses animais em pequenos fragmentos de 42 kDa, 34 kDa e 17 kDa.
Estudo realizado por Herouet e colaboradores em 2005 (Herouet, C.; Esdaile, D. J.; Mallyon, B. A.; Debruyne, E.; Schulz, A.; Currier, T.; Hendrickx, K.; van der Klis, R. J.; Rouan, D. Safety evaluation of the phosphinothricin acetyltransferase proteins encoded by the pat and bar sequences that confer tolerance to glufosinate-ammonium herbicide in transgenic plants. Regulatory Toxicology and Pharmacology 41: 134–149, 2005), mostrou que a proteína PAT é altamente específica e não apresenta as características associadas com toxinas alimentares ou alérgenos, apresentam homologia de seqüência baixo de 35% e nenhuma seqüência continua de oito aminoácidos com alergenos conhecidos, como demonstrado por avaliações in silico e não possuem sítios de N-glicosilação. Igualmente, os autores demonstraram que a proteína PAT é rapidamente degradada em experimentos de simulação de fluido gástrico e intestinal com pancreatina e pepsina, Adicionalmente, não observaram mortalidade ou toxicidade quando administraram 1 ou 10 mg da proteína PAT/kg de peso corporal por injeção intravenosa em camundongos, confirmando que a proteína PAT não apresenta toxicidade aguda (safety factor >1000) e não causam efeitos adversos em camundongos após a administração intravenosa de altas doses por um período superior a duas semanas. Concluíram que não é esperado nenhum efeito prejudicial decorrente da inclusão da proteína PAT no consumo humano ou animal.

Quanto ao evento MON 810, que expressa a proteína Cry1Ab, que controla também lepidópteros, aprovado pela CTNBio e publicado no D.O.U. em 4 de setembro de 2007, pode-se dizer que as informações acumuladas ao longo dos anos de uso comercial desta variedade indicam que a mesma “é tão segura para o meio ambiente e para a saúde humana e animal quanto as variedades de milhos híbridos convencionais”. 

As informações referentes ao evento NK603, que expressa a proteína CP4-EPSPS que torna a planta tolerante a herbicidas formulados com Glifosato, aprovado pela CTNBio e publicado no D.O.U. em 14 de outubro de 2008 permitiu que esse comissão afirmasse que: “com base nos estudos realizados, nos vários anos de comercialização do milho NK603 e de outras culturas tolerantes ao glifosato que expressam a proteína CP4 EPSPS, em conjunto com o histórico seguro do milho, fonte de consumo para alimentação animal e humana” e concluiu: o milho NK603 tolerante ao glifosato ou milho Roundup Ready 2 é substancialmente equivalente e tão seguro quanto o milho convencional...”. 

A síntese do milho combinado TC1507 X MON 810 X NK603 foi realizada través de método de melhoramento convencional, cruzando-se uma linhagem L1 TC1507 X NK603 com uma linhagem L2 MON810, gerando um híbrido L1x L2 – TC1507 X NK603 X MON810. A estabilidade dos insertos em cruzamentos contendo estes três eventos foi confirmada por meio de Southern blot. 
Testes mostraram não haver alteração nos parâmetros de expressão das proteínas recombinantes, controle dos insetos alvos, ou composição de grãos, em relação aos eventos individualizados nos dois primeiros casos e também com controles sem a presença de nenhum dos eventos do ultimo caso. 

A composição de forragem e grãos com relação à proteína bruta, cinzas totais, cálcio, fósforo, extrato etéreo, fibra crua, fibra em detergente ácido, fibra em detergente neutro e carboidratos solúveis não diferiram entre o controle e a combinação dos eventos TC1507 X NK603 X MON810. 

Resultados semelhantes foram obtidos com relação ao controle de insetos onde os eventos isolados TC1507 e MON810 não diferiram da combinação de eventos TC1507 X NK603 X MON810, mas foram distintas do controle convencional.

Os sintomas de injuria de herbicidas nos eventos isolados TC1507, MON810 e NK603 e na combinação de eventos TC1507 X NK603 X MON810 e em um controle convencional foram avaliados e a combinação TC1507 X NK603 X MON810 mostrou comportamento similar aos eventos individuais TC1507 e NK603 nos tratamentos com os herbicidas recomendados para cada um deles (glufosinato de amônio e glifosato, respectivamente), mas o evento MON810 comportou-se igual ao controle convencional quando tratado com glufosinato de amonio. A combinação TC1507 X NK603 X MON810 mostrou tolerância significativa quando comparado com o controle convencional.

O plano de monitoramento está adequado. 

Face ao exposto, meu parecer é pela aprovação do pedido de liberação comercial do Milho TC1507 X NK603 X MON810.

Dra. Maria Lucia Zaidan Dagli e Dra Denise Cantarelli Machado
Membros da CTNBio
