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 PARECER TÉCNICO Nº 3021/2011
Processo nº: 01200.001798/2010-01
Requerente: Du Pont do Brasil S.A – Divisão Pioneer Sementes
CNPJ: 61.064.929/0043-28
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Assunto: Liberação comercial de OGM
Extrato Prévio: nº 2379/2010, publicado em 28/05/2010
Reunião: 144ª Reunião Ordinária, ocorrido em 11/08/2011
Decisão: DEFERIDO
A CTNBio, após apreciação do pedido de parecer para liberação comercial de milho geneticamente modificado TC1507 x MON810, que confere resistência ao ataque de insetos e tolerante ao herbicida glufosinato de amônio, bem como todas as progênies dele provenientes, concluiu pelo DEFERIMENTO, nos termos deste parecer técnico. 

A Du Pont do Brasil S.A. – Divisão Pioneer Sementes, detentora do Certificado de Qualidade em Biossegurança – CQB 013/97, solicitou à CTNBio parecer sobre a biossegurança do milho TC1507 x MON81 resultante do cruzamento, através de técnica de melhoramento convencional, dos eventos de milho geneticamente modificados para resistência ao ataque de insetos e tolerante ao herbicida glufosinato de amônio TC1507 e MON 810, para efeito de cultivo, consumo animal e humano, manipulação, transporte, descarte, importação e exportação, bem como quaisquer outras atividades relacionadas a esse milho e progênies dele derivadas. O milho resistente a insetos e tolerante ao herbicida glufosinato de amônio TC1507 X MON 810 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). O evento TC 1507 inclui os genes cry1F, que confere proteção a insetos lepdópteros, e Pat que confere tolerância ao herbicida glufosinato de amônio. A proteína Cry1F controla importantes lepidópteros, que constituem pragas para o milho, e danificam as plantações. 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, que representam pragas para o milho. Os eventos MON 810 e TC 1507 já foram aprovados para liberação comercial pela CTNBio, pareceres técnicos nº 1.100/2007, em 04/09/2007, e nº 1679/2008, em 15/12/2008, respectivamente. A combinação de dois eventos tem por objetivo o controle de pragas da mesma ordem entomólogica, para 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. Testes de campo e de laboratório demonstraram 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. Dessa forma, para comprovar que o evento piramidado TC1507 x MON810 apresenta a mesma segurança para a saúde humana/animal e ao meio ambiente que as linhagens comerciais convencionais, ou mesmo, seus parentais geneticamente modificados já aprovados pela CTNBio no Brasil e em diversos outros países, a requerente apresenta resultados de ensaios conduzidos sob contenção e no meio ambiente seguindo metodologias científicas, com o objetivo de demonstrar a ausência de interação ou efeito sinérgico entre os genes introduzidos no milho piramidado ou entre as proteínas expressas, que possam causar o surgimento de uma nova característica na planta modificada. Cada um dos parentais de milho geneticamente modificado TC1507 e MON810 utilizados na obtenção do piramidado foram avaliados anteriormente isolado ou em combinações pela CTNBio, tendo sido considerados seguros para saúde humana e animal e ao meio ambiente. Os níveis das proteínas Cry1F, Cry1Ab e PAT foram determinados em amostras de pólen, folhas, forragem, planta inteira e grãos cultivados em liberações planejadas realizadas em quatro regiões no Brasil e não foram observadas diferenças estatísticas significativas entre as concentrações médias da proteína Cry1F, Cry1Ab e PAT em amostras de folhas, plantas, forragens e grãos derivados dos milhos TC1507 e TC1507 x MON810. O processo de cruzamento natural não alterou a integridade e estabilidade dos insertos no evento piramidado; em condições de campo os níveis de expressão das proteínas inseridas são similares aos eventos individuais. Os dados de composição centesimal não apontaram diferenças significativas entre as variedades geneticamente modificadas e as convencionais, sugerindo a equivalência nutricional entre elas e que as características agronômicas e fenotípicas do evento piramidado são mantidas nas avaliações de campo, podendo inferir sobre a inexistência de interações detectáveis entre os genes ou as proteínas expressas no evento combinado, bem como permitindo à expressão de qualquer outra característica diferente de resistência a insetos lepidóptera e tolerância ao herbicida glufosinato de amônio.  Diante do exposto conclui-se que o cultivo e o consumo de milho TC1507 x MON810 não é potencialmente causador de significativa degradação do meio ambiente, ou de riscos à saúde humana e animal. Por esta razão, não há restrições ao uso deste milho ou de seus derivados. A CTNBio determina que o monitoramento pós-liberação comercial deve ser realizado em lavouras comerciais e não em experimentais. As áreas escolhidas para serem monitoradas não devem ser isoladas das demais, possuir bordaduras ou qualquer situação que seja fora do padrão comercial. O monitoramento deve ser realizado em modelo comparativo entre o sistema convencional de cultivo e o sistema de cultivo do OGM, sendo a coleta de dados realizada por amostragem. O monitoramento deverá ser conduzido em biomas representativos das principais áreas de cultura do OGM e, sempre que possível, contemplar os diferentes tipos de produtores. O monitoramento deve ser realizado pelo período mínimo de 5 anos. Nos relatórios apresentados deverão ser detalhadas as informações sobre todas as atividades realizadas no pré-plantio e plantio, sobre sua execução, com relato das atividades conduzidas nas áreas de monitoramento durante o ciclo da cultura, sobre as atividades de colheita e das condições climáticas. Deverá haver o acompanhamento de eventuais agravos à saúde humana e animal por meio dos sistemas oficiais de notificação de efeitos adversos, como por exemplo, o SINEPS (Sistema de Notificação de Eventos Adversos relacionados a Produtos de Saúde) regulamentado pela ANVISA. Os métodos analíticos, resultados obtidos e suas interpretações devem ser desenvolvidos em conformidade com princípios de independência e transparência, ressalvados aspectos de sigilo comercial previamente justificados e definidos como tal. No que diz respeito ao gene pat, que conferem resistência aos herbicidas, deverão ser monitorados: o estado nutricional e sanidade das plantas GM; os atributos químicos e físicos do solo relacionados à fertilidade e outras características pedológicas básicas; a diversidade microbiana do solo; o banco de diásporos do solo; a comunidade de plantas invasoras; o desenvolvimento de resistência a herbicida em plantas invasoras; os resíduos do herbicida no solo, nos grãos e na parte aérea e o fluxo gênico dos dois genes inseridos. No que diz respeito aos genes cry1Ab e cry1F, que conferem resistência aos insetos, deverão ser monitorados: o impacto sobre insetos alvo e sobre insetos não-alvo; o impacto sobre invertebrados de solo indicadores, não pertencentes à Classe Insecta; os resíduos das proteínas inseticidas na matéria orgânica em decomposição, no solo e em cursos de água próximos a área de monitoramento; o desenvolvimento de resistência entre os insetos alvo e  o fluxo gênico dos dois genes inseridos.
PARECER TÉCNICO DA CTNBio

I. Identificação do OGM

Designação do OGM: Milho TC 1507 x MON 810
Requerente: Du Pont do Brasil S.A – Divisão Pioneer Sementes
Espécie: Zea mays L.
Característica Inserida: resistência a insetos e tolerância ao herbicida glufosinato de amônio
Método de introdução da característica: foi produzido através de técnica de melhoramento convencional cruzando-se o milho Herculex I evento TC 1507 com o milho MON 810
Uso proposto: cultivo, consumo animal e humano, manipulação, transporte, descarte, importação e exportação, bem como quaisquer outras atividades relacionadas a esse milho e progênies dele derivadas

II. Informações Gerais

O milho Zea mays L. é uma espécie da família Gramineae, tribo Maydae, subfamília Panicoidae que está separada dentro do subgênero Zea e apresenta número cromossômico 2n = 20,21,22,24. A espécie silvestre mais próxima do milho é o teosinte o qual é encontrado no México e em algumas regiões da América Central, onde pode cruzar com o milho cultivado em campo de produção.

O milho possui uma história de mais de oito mil anos nas Américas, sendo cultivado desde o período pré-colombiano. É uma das plantas superiores mais bem caracterizadas cientificamente, sendo hoje a espécie cultivada que atingiu o mais elevado grau de domesticação e somente sobrevive na natureza quando cultivado pelo homem. Existem atualmente cerca de 300 raças de milho identificadas e, dentro de cada raça, milhares de cultivares. 

Uma das mais importantes fontes de alimento no mundo, o milho é insumo para a produção de uma ampla gama de gêneros alimentícios, rações e produtos industriais. O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de milho, cujo cultivo é realizado praticamente em todo território nacional.

A ocorrência de insetos na Terra é maior nos trópicos em comparação às regiões temperadas onde os danos causados por esses animais são mais acentuados. Dentre as pragas mais importantes do milho destaca-se a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda. Cruz e colaboradores (1999) estimaram que no Brasil as perdas em função da infestação por S. frugiperda estavam em torno de 400 milhões de dólares por ano. Outras espécies da ordem Lepidoptera também são pragas importantes da cultura do milho, como a lagarta da espiga (Helicoverpa zea) e a lagarta do colmo (Diatrea saccharalis). 

A principal medida de controle de insetos na cultura do milho tem sido o uso de inseticidas. Em algumas áreas do Centro-Oeste brasileiro, por exemplo, são necessárias dezenas de pulverizações com inseticidas em um único ciclo da cultura. Outra medida de controle de pragas é o uso de cultivares resistente. 

O uso de cultivares contendo eventos combinados é crescente a nível mundial. Representa uma tendência que busca atender a demanda de produtores ao combinar duas características de importância agronômica em um mesmo híbrido. Nesse sentido, diversos híbridos de milho contendo eventos combinados via melhoramento genético clássico estão aprovados em diversos países.

A combinação de dois eventos que tem por objetivo o controle de pragas da mesma ordem entomológica 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. 
III. Descrição do OGM e Proteínas Expressas

          O milho resistente a insetos e tolerante ao herbicida glufosinato de amônio TC1507 X MON 810 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). O evento TC 1507 inclui os genes cry1F, que confere proteção a insetos lepdópteros, e Pat que confere tolerância ao herbicida glufosinato de amônio. A proteína Cry1F controla importantes lepidópteros, que constituem pragas para o milho, e danificam as plantações. 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, que representam pragas para o milho.

O milho TC1507 foi desenvolvido por meio da transformação de embriões, através do método da biobalística, usando o plasmídeo PHP8999 contendo o gene cry1F e o gene pat. A proteína inseticida presente no milho TC1507 é uma proteína Cry1F truncada derivada da cepa PS81I de Bacillus thuringiensis var. aizawai. O B. thuringiensis (Bt) é uma bactéria gram positiva de solo que produz inclusões protéicas cristalinas contendo centenas de proteínas denominadas endotoxinas, proteínas estas com ação inseticida que atuam antes e durante a fase de esporulação do seu ciclo de vida. Atualmente, existem várias coleções no mundo que contêm milhares de isolados de B. thuringiensis, sendo as várias raças classificadas com base em seu espectro de ação, suas toxinas cristalinas e similaridades genéticas. 

A proteína Cry1F é uma endotoxina que apresenta atividade específica sobre o sistema digestivo de algumas famílias de insetos. O mecanismo de ação das toxinas Cry tem sido extensivamente estudado em lepidópteros, dípteros e coleópteros e os resultados mostram que no pH alcalino dos intestinos dos insetos, os cristais da proteínas ingeridos se dissolvem e as pró-toxinas são ativadas pelas proteinases digestivas dos insetos . A forma ativa da proteína se liga a receptores específicos presentes nos insetos alvo, no caso da proteína Cry1F a ação ocorre em lepidópteros. A ação da toxina Cry ocorre então pela permeabilização do epitélio intestinal, permitindo às bactérias do trato digestivo contaminarem a hemolinfa, levando a um quadro de septicemia e morte da lagarta.       

Além da resistência a insetos, o milho TC1507 contém o gene pat, derivado de Streptomyces viridochromogenes cepa Tu494, uma bactéria gram positiva do solo, não-patogênica às plantas, humanos e animais. O gene pat codifica a enzima fosfinotricina N-acetiltransferase (PAT), responsável pela acetilação da fosfinotricina, substância que também é conhecida como glufosinato de amônio. O glufosinato de amônio é o princípio ativo de diversos herbicidas, pois inibe a enzima glutamina sintetase, reduzindo os níveis de glutamina nos tecidos da planta, além de causar o aumento de concentração de amônia, causando a ruptura da membrana celular e bloqueio da fotossíntese com a conseqüente morte das plantas. A inativação do glufosinato pela proteína PAT permite a utilização seletiva de herbicidas que possuem este composto como princípio ativo. 

 A seqüência original dos gene cry1F e pat foram modificadas a fim de maximizar a expressão das proteínas introduzidas nas plantas, através da utilização de códons preferenciais. A transcrição do gene cry1F é direcionada pelo promotor e a região 5´ não traduzida do gene da ubiquitina (ubi) de milho incluindo o primeiro exon e intron. A sequência 3´ de  terminação/poliadenilação é derivada da ORF25 PolyA de Agrobacterium tumefaciens. A regulação da transcrição do gene pat ocorre via sequências do promotor e do terminador derivadas do transcrito 35S do vírus do mosaico da couve-flor (CaMV).
A linhagem de milho MON810 foi obtida através da transformação genética de embriões através do método de biobalística, usando o plasmídeo PV-ZMBK07 contendo o gene cry1Ab de B. thuringiensis. 

Da mesma forma que a proteína Cry1F acima descrita, a proteína Cry1Ab é uma endotoxina que apresenta atividade específica sobre o sistema digestivo de alguns insetos lepidópteras, não possuindo efeito tóxico para dípteros ou coleópteros.

O gene cry1Ab presente no vetor PV-ZMBK07 é expresso sob  controle do promotor transcricional E35S. Foi ainda inserido um íntron de 0,8 kb proveniente do gene hsp70 do milho entre o promotor e o gene cry1Ab. Esta inserção foi efetuada com o objetivo de aumentar os níveis de expressão do transgene. Como terminador, foi usada a seqüência 3’-UTR da nopalina sintase, que contém o sinal de poliadenilação.   
Testes de campo e de laboratório demonstram não haver interação entre as proteínas Cry1F (herdada do parental TC1507) e Cry1Ab (herdada do parental MON810), sendo seu efeito considerado aditivo no controle de pragas, ou seja, que há independência entre os eventos na sua contribuição para o controle dos insetos. Também não se evidenciam alterações na composição ou na expressão das mesmas proteínas, quando comparados com eventos individuais.

Os parentais geneticamente modificados TC1507 e MON810, que deram origem ao evento combinado, foram previamente avaliados pela CTNBio e liberados para comercialização, após terem sido considerados tão seguros à saúde humana e animal e ao meio ambiente quanto o milho convencional (Pareceres Técnicos nº 1679/2008 e nº 1.100/2007, respectivamente). Além do Brasil, estes eventos já foram autorizados individualmente, ou na forma combinada, em diversos países. Até o momento não se conhece a existência de efeitos adversos advindos do consumo do milho TC1507 e MON 810.

IV. Aspectos relacionados à Saúde Humana e dos Animais

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 glufosinato de amônio como ingrediente ativo: a linhagem de milho TC1507 expressa também a proteína Cry1F proveniente de Bacillus thuringiensis var.aizawai. O Bacillus thuringiensis, que produz delta-endotoxinas, sob a forma de pró-toxinas, as quais são transformadas em peptídeos tóxicos no intestino do inseto pela ação do pH alcalino 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 Cry1F e PAT já foi demonstrada anteriormente, existindo numerosos estudos e referências científicas atestando sua segurança para humanos e animais. A segurança para a alimentação animal/humana das proteínas Cry foi confirmada por diversos autores, inclusive por Xu et al. (2009), que obteve resultados similares a outros estudos. 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) 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 Aspartato transaminase (AST) no soro de animais que receberam milho, quando comparado com o controle. Entretanto, nenhuma mudança em pesos de órgãos ou mudanças histopatológicas foi observada em 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 Aspartato transaminase (AST) neste experimento, portanto, não é considerada como sendo toxicologicamente significativa. Adicionalmente, Paul et al. (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 (2005), mostrou que a proteína PAT é altamente específica e não apresenta as características associadas com toxinas alimentares ou alérgenos, apresenta 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”. 

A síntese do milho combinado TC1507 X MON 810 foi realizada través de método de melhoramento convencional, cruzando-se uma linhagem L1 TC1507 com linhagem L2 MON 810, gerando um híbrido L1X L2 – TC1507 X MON810. A estabilidade dos insertos em cruzamentos contendo estes dois eventos foi confirmada por meio de Southern blot. Testes mostraram não haver alteração nos parâmetros de expressão das proteínas recombinantes, controles dos insetos alvos, ou composição de grãos, em relação aos eventos individualizados. As quantidades das proteínas Cry1F, PAT e Cry1Ab não diferiram significantemente entre a variedade individalizada e o híbrido. 

Um estudo demonstrou que houve aditividade dos efeitos das proteínas presentes em cada evento no controle dos insetos alvo, sem evidência de sinergia ou antagonismo, característica importante para o manejo de resistência a insetos e na avaliação de efeitos em insetos não alvo. Os resultados evidenciam a independência das proteínas Cry1F e Cry1Ab presentes na combinação. Importante ressaltar que a independência destas duas proteínas provalvemente irá retardar o desenvolvimento da resistência das pragas a cada uma delas, já que insetos que eventualmente sobrevivem à exposição a uma delas, permanecerão suscetíveis a outra. 
V. Aspectos Ambientais 

Para comprovar que o evento piramidado TC1507 x MON810 apresenta a mesma segurança para a saúde humana/animal e ao meio ambiente que as linhagens comerciais convencionais, ou mesmo, seus parentais geneticamente modificados já aprovados pela CTNBio no Brasil e em diversos outros países, a requerente apresenta resultados de ensaios conduzidos sob contenção e no meio ambiente seguindo metodologias científicas, com o objetivo de demonstrar a ausência de interação ou efeito sinérgico entre os genes introduzidos no milho piramidado ou entre as proteínas expressas, que possam causar o surgimento de uma nova característica na planta modificada. Estes estudos incluem:       

i) Caracterização molecular
O objetivo deste estudo foi o de confirmar a estabilidade e equivalência do DNA inserido através de cruzamento no milho piramidado eventos TC1507 x MON810 com suas respectivas linhagens individuais TC1507 e MON810 usando a técnica de análise molecular por Southern Blot. O padrão de hibridização do milho eventos TC1507 x MON810 foi comparado aos padrões de hibridização individuais do milho evento TC1507 e do milho evento MON810, utilizando-se sondas específicas. Os padrões de hibridização previstos para as sondas utilizadas na detecção dos genes cry 1F e Pat (expressos no evento TC1507) e para a sonda E35S/Cry1Ab (específica para detecção do evento MON810) foram observados nos resultados de Southern blot para cada amostra testada, confirmando que ambas inserções, a do milho evento TC1507 e a do milho evento MON810 mantiveram-se estáveis, quanto ao número de cópias e integridade da sequência, na linhagem de milho piramidado TC1507 x MON810.
ii) Análise da expressão das proteínas 

O objetivo dessa fase de estudo foi avaliar a concentração das proteínas em amostras de tecidos dos milhos evento TC1507, MON810 e TC1507 x MON810 e uma linhagem controle convencional. Foram coletadas e analisadas amostras para determinar a concentração das proteínas Cry1F, PAT e Cry1AB através da técnica de ELISA, utilizando anticorpos específicos para detecção das proteínas citadas.


Os níveis das proteínas Cry1F, Cry1Ab e PAT foram determinados em amostras de pólen, folhas, forragem, planta inteira e grãos cultivados em liberações planejadas realizadas em quatro regiões no Brasil.  

Não foram observadas diferenças estatísticas significativas entre as concentrações médias da proteína Cry1F em amostras de folhas, plantas, forragens e grãos derivados dos milhos TC1507 e TC1507 x MON810. Foi observada diferença estatística significativa na avaliação global, incluindo todas as localidades, quando se comparou as concentrações médias da proteína Cry1F em amostras de pólen derivadas do milho evento TC1507 com o milho piramidado TC1507 x MON810, entretanto essa diferença não foi observada quando se comparou individualmente cada localidade.

Da mesma forma, não foram observadas diferenças estatísticas significativas entre as concentrações médias da proteína PAT em amostras de folhas, plantas e forragens derivados dos milhos TC1507 e TC1507 x MON810. Para todas as amostras de pólen e para 80% das amostras de grãos analisadas, os resultados da quantificação mostraram resultados abaixo do LMQ (Limite Mínimo de Quantificação) e não foram, portanto, realizadas análises estatísticas nesse caso.  

  
 Finalmente, não foram observadas diferenças estatísticas relevantes entre as concentrações médias da proteína Cry1Ab em amostras de folhas, plantas, forragens e grãos derivados dos milhos evento MON810 e TC1507 x MON810. Para todas as amostras de pólen os resultados da quantificação mostraram resultados abaixo do LMQ.  

Os resultados para a quantificação das proteínas Cry1F, Cry1Ab e PAT foram abaixo do LMQ para todas as amostras de folhas, pólen, planta inteira, forragem e grãos analisadas na linhagem convencional controle.  
iii) Análise composicional 

O objetivo desse estudo foi comparar a composição nutricional de grãos derivados do milho piramidado TC1507 x MON810 com os grãos derivados dos milhos evento TC1507 e evento MON810, usando como controle uma linhagem de milho convencional geneticamente similar. A fase de campo foi realizada em liberações planejadas com quatro locais de plantio no Brasil durante a safra 2009-2010. As amostras de grãos coletadas foram analisados para componentes nutricionais básicos, incluindo os principais nutrientes, fibras, ácidos graxos, aminoácidos, vitaminas, minerais, metabólitos secundários e anti-nutrientes. A conclusão apresentada no relatório é de que os resultados dos exames de composição nutricional demonstraram que o milho eventos TC1507 x MON810 são comparáveis aos eventos individuais TC1507 e MON810, bem como a linhagem controle. Para fins de comparação foram utilizados valores de referência encontrados na literatura, incluindo àqueles apresentados pelo ILSI Crop Composition Database e pela OECD - Organisation for Economic Co‑operation and Development, bem como os resultados de outros experimentos realizados pela requerente, obtidos com linhagens de milho não modificado coletadas em diferentes locais e condições de cultivo nos EUA, cujos dados de composição centesimal foram avaliados e compilados. No estudo apresentado os valores encontrados permaneceram dentro dos intervalos de referência para o milho, independentemente do local de cultivo.
iv) Avaliações agronômicas e fenotípicas 

O objetivo do estudo foi comparar o evento piramidado TC1507 x MON810 com os eventos individuais TC1507 e MON810, e uma linhagem convencional usada como controle. As características avaliadas foram rendimento (Kg/ha), dano causado por Spodoptera frugiperda através da escala Davis invertida (1 = plantas com alto dano, 9 = plantas sem dano), umidade (%), altura de planta (cm), altura de inserção de espiga (cm), dias até o florescimento feminino e dias até o florescimento masculino. Os experimentos ocorreram em liberações planejadas implantadas em quatro diferentes regiões do Brasil.   
Não foram detectadas diferenças estatisticamente significativas quando se comparou os parâmetros de rendimento, umidade, altura das plantas, altura de inserção das espigas, dias até o florescimento feminino ou dias até o florescimento masculino, entre o evento piramidado TC1507 x MON810 e os eventos individuais TC1507 e MON810. Com relação aos níveis de danos causados pela lagarta Spodoptera frugiperda, foram constatadas diferenças estatisticamente significativas entre os eventos de modificação genética. Todos os genótipos geneticamente modificados apresentaram danos menores do que os genótipos convencionais, sendo que o evento piramidado TC1507 x MON810 apresentou os melhores resultados. 
A avaliação de biossegurança dos eventos individuais TC1507 e MON810 realizada pela CTNBio quando da liberação comercial deste eventos levou em consideração os aspectos ambientais, e concluiu que os mesmos não são potencialmente causadores de significativa degradação do meio ambiente, guardando com a biota relação idêntica ao milho convencional. 

Por fim, o milho é espécie exótica, sem parentes silvestres sexualmente compatíveis no Brasil. Possui elevado grau de domesticação, não havendo razões científicas para se prever a sobrevivência de plantas geneticamente modificadas e não- geneticamente modificadas fora do ambiente agrícola. 

VI. Restrições ao uso do OGM e seus derivados

   Conforme estabelecido no art. 1º da Lei nº 11.460, de 21 de março de 2007, “ficam vedados a pesquisa e o cultivo de organismos geneticamente modificados nas terras indígenas e áreas de unidades de conservação, exceto nas Áreas de Proteção Ambiental”.

Todas as evidências apresentadas no processo e em referências bibliográficas confirmam o nível de risco da variedade transgênica como equivalente às variedades não-transgênicas frente à microbiota do solo, bem como a outros vegetais e à saúde humana e animal. Assim, o cultivo e o consumo do milho TC1507 x MON810 não são potencialmente causadores de significativa degradação do meio ambiente ou de riscos à saúde humana e animal. Por essas razões, não há restrições ao uso deste milho ou seus derivados, exceto nos locais contemplados pela Lei nº 11.460, de 21 de março de 2007.

VII. Considerações sobre particularidades das diferentes regiões do País (subsídios aos órgãos de fiscalização):

Conforme estabelecido no art. 1º da Lei nº 11.460, de 21 de março de 2007, “ficam vedados a pesquisa e o cultivo de organismos geneticamente modificados nas terras indígenas e áreas de unidades de conservação”.
VIII. Conclusão

Considerando que a variedade de milho (Zea mays) TC1507 x MON810 pertence à espécie bem caracterizada e com sólido histórico de segurança para consumo humano e que os genes cry1Ab, cry1F e pat  introduzidos nessa variedade codificam proteínas ubíquas na natureza, presentes em plantas, fungos e microrganismos que fazem parte da dieta alimentar de seres humanos e animais;
Considerando que a construção deste genótipo ocorreu através de melhoramento genético clássico, e que resultou na herança de uma cópia estável e funcional dos genes cry1Ab, cry1F e pat, os quais proporcionaram resistência a insetos e tolerância ao herbicida glufosinato de amônio;
Considerando que a CTNBio avaliou os eventos isoladamente e emitiu parecer favorável à sua liberação comercial;

Considerando os critérios internacionalmente aceitos no processo de análise de risco de matérias-primas geneticamente modificadas no que tange a eventos piramidados;
Considerando ainda que:

1. Por meio de análises de Southern blot foi atestada a manutenção da integridade das construções gênicas herdadas dos parentais TC1507 e MON810 durante o processo de melhoramento genético clássico; 

2. A expressão das proteínas Cry1Ab, Cry1F e PAT no milho TC1507 x MON810 não é significativamente diferente da expressão observada nos eventos parentais separadamente;

3. Não foram identificados efeitos não esperados advindos de interações não previstas quando da combinação, por cruzamento convencional, dos três eventos TC1507 e MON810;

4. Não há indícios de que as proteínas expressas possam causar alergia ou intoxicação em humanos e animais;

5. Os níveis das proteínas Cry1F, Cry1Ab e PAT foram determinados em amostras de pólen, folhas, forragem, planta inteira e grãos cultivados em liberações planejadas realizadas em quatro regiões no Brasil e não foram observadas diferenças estatísticas significativas entre as concentrações médias da proteína Cry1F, Cry1Ab e PAT em amostras de folhas, plantas, forragens e grãos derivados dos milhos TC1507 e TC1507 x MON810.
6. O processo de cruzamento natural não alterou a integridade e estabilidade dos insertos no evento piramidado; 
7. Em condições de campo os níveis de expressão das proteínas inseridas são similares aos eventos individuais; 
8. Os dados de composição centesimal não apontaram diferenças significativas entre as variedades geneticamente modificadas e as convencionais, sugerindo a equivalência nutricional entre elas e que as características agronômicas e fenotípicas do evento piramidado são mantidas nas avaliações de campo, pode-se inferir sobre a inexistência de interações detectáveis entre os genes ou as proteínas expressas no evento combinado, bem como à expressão de qualquer outra característica diferente de resistência a insetos lepidóptera e tolerância ao herbicida glufosinato de amônio;
9. Com relação ao controle de insetos o evento combinado TC1507 x MON810 não diferiu dos eventos isolados TC1507 e MON810, mas foi distinto do controle convencional.
Diante destas considerações o plenário da CTNBio concluiu que o milho TC1507 x MON810 é tão seguro quanto seu equivalente convencional. Assim, no âmbito das competências  que lhe são atribuídas pelo  art. 14 da Lei nº 11.105/05, a CTNBio considerou que o pedido atende às normas e às legislações vigentes que visam garantir a biossegurança do meio ambiente, agricultura, saúde humana e animal, e concluiu que o milho TC1507 x MON810  é substancialmente equivalente ao milho convencional, sendo  seu consumo seguro para a saúde humana e animal. No tocante ao meio ambiente, a CTNBio concluiu que o milho TC1507 x MON810 não é potencialmente causador de significativa degradação do meio ambiente, guardando com a biota relação idêntica ao milho convencional. Com base em justificativas técnicas e científicas a CTNBio reserva-se o direito de rever este Parecer a qualquer momento.

A CTNBio considera que essa atividade não é potencialmente causadora de significativa degradação do meio ambiente ou de agravos à saúde humana e animal.  As restrições ao uso do OGM em análise e seus derivados estão condicionadas ao disposto na Lei nº 11.460, de 21 de março de 2007.
A CTNBio analisou, para elaboração deste parecer, documentos fornecidos pela requerente e literatura científica independente.
Com relação ao plano de monitoramento pós-liberação comercial a CTNBio determina que  sejam seguidas as instruções e executadas as ações técnicas de monitoramento abaixo relacionadas:

a) O monitoramento deve ser realizado em lavouras comerciais e não em experimentais. As áreas escolhidas para serem monitoradas não devem ser isoladas das demais, possuir bordaduras ou qualquer situação que seja fora do padrão comercial.

b) O monitoramento deve ser realizado em modelo comparativo entre o sistema convencional de cultivo e o sistema de cultivo do OGM, sendo a coleta de dados realizada por amostragem.

c) O monitoramento deverá ser conduzido em biomas representativos das principais áreas de cultura do OGM e, sempre que possível, contemplar os diferentes tipos de produtores. 

d) O monitoramento deve ser realizado pelo período mínimo de 5 anos.

e) Para todos os monitoramentos, a proponente deve detalhar as informações sobre todas as atividades realizadas no pré-plantio e plantio, sobre sua execução, com relato das atividades conduzidas nas áreas de monitoramento durante o ciclo da cultura, sobre as atividades de colheita e das condições climáticas.
f) Deverá haver também acompanhamento de eventuais agravos à saúde humana e animal por meio dos sistemas oficiais de notificação de efeitos adversos, como por exemplo, o SINEPS (Sistema de Notificação de Eventos Adversos relacionados a Produtos de Saúde) regulamentado pela ANVISA.
g) Os métodos analíticos, resultados obtidos e suas interpretações devem ser desenvolvidos em conformidade com princípios de independência e transparência, ressalvados aspectos de sigilo comercial previamente justificados e definidos como tal.
h) Com base em justificativas técnicas e científicas a CTNBio reserva-se o direito de rever este Parecer a qualquer momento.
            1 - Com relação ao gene pat, que confere resistência ao herbicida, devem ser monitorados: 

            a) Estado nutricional e sanidade das plantas OGM.

            b) Atributos químicos e físicos do solo relacionados à fertilidade e outras características  pedológicas básicas.

            c) Diversidade microbiana do solo.

            d) Banco de diásporos do solo.

            e) Comunidade de plantas invasoras.

            f) Desenvolvimento de resistência ao herbicida em plantas invasoras.

            g) Resíduos do herbicida no solo, nos grãos e na parte aérea.

            h) Fluxo Gênico.

2 - Com relação aos genes cry1Ab e cry1F, que conferem resistência a insetos, devem ser monitorados:

a) Impacto sobre insetos alvo e sobre insetos não-alvos.

b) Impacto sobre invertebrados de solo indicadores, não pertencentes à Classe Insecta.

c) Resíduos das proteínas inseticidas na matéria orgânica em decomposição, no solo e em cursos de água próximos a área de monitoramento.

d) Desenvolvimento de resistência entre os insetos alvo. 

         e) Fluxo Gênico dos dois genes inseridos.
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Edilson Paiva
Presidente da CTNBio

Assessora: Liana Vasconcelos Braga
          Voto divergente:

Os membros da CTNBio Dr. José Maria Gusman Ferraz, Dr. Leonardo Melgarejo e Drª. Solange Teles, da Subcomissão Setorial Permanente da Área Ambiental, e Drª Graziela Almeida da Silva, Dr. Pedro Canísio Binsfeld e Dr. Rodrigo Roubach, das Subcomissãos Setoriais Permanentes das Áreas Humana e Animal, votaram contrariamente à liberação comercial do milho geneticamente modificado TC1507 x MON 810 resistente ao ataque de insetos e tolerante ao herbicida glufosinato de amônio.
O relator Dr. Paulo Kageyama emitiu parecer contrário à aprovação deste produto por considerar que:
· Não foi completada a avaliação de risco, de acordo com a Resolução Normativa nº 5 da CTNBio e nos princípios e metodologias contidas no Anexo III do Protocolo de Cartagena sobre Biossegurança, incluindo os estudos de impacto ambiental nos ecosssistemas brasileiros e os estudos nas regiões de cultivo de milho no Brasil para avaliar a possibilidade co-existência sem contaminação.
· Não foram respondidas as questões contidas no seu parecer com atendimento das demandas apontadas no mesmo, sendo que na ausência da avaliação de risco completa, é impossível tomar uma decisão.
· A Comissão deve exigir resposta às perguntas e dados complementares para, posteriormente, realizar uma análise da avaliação de risco.
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