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PARECER RELATOR – COMERCIALIZAÇÃO
Processo: 01200.000614/2011-69

Pleito: Liberação Comercial de Milho Geneticamente Modificado Evento MON 89034 x MON 88017
Data de Protocolo: 17/03/2011

Requerente: Monsanto do Brasil Ltda
CQB: 003/96
CNPJ: 64.858.525/0001-45
Endereço: Avenida das Nações Unidas, 12901 - Torre Norte - 9º andar, 04578-910, São Paulo-SP.
Presidente da CIBio: Geraldo Ubirajara Berger
Descrição do OGM: Milho geneticamente modificado evento MON 89034 x MON 88017 resistente a insetos e tolerante ao herbicida glifosato.

Uso Proposto: Liberação no meio ambiente, uso comercial e quaisquer outras atividades relacionadas ao milho MON 89034 x MON 88017 e quaisquer progênies dele derivadas.

A Empresa Monsanto do Brasil Ltda solicita através do processo nº 01200.000614/2011-69 a liberação comercial do milho geneticamente modificado denominado MON 89034 (Cry1A.105 (Cry1Ab, Cry1Ac e Cry1F) e Cry2Ab2) x MON 88017 (Cry3Bb1, CP4 EPSPS), eventos MON 89034 e MON 88017, contendo genes que conferem característica de resistência a insetos e tolerância ao herbicida glifosato. O milho piramidado MON 89034 x MON 88017 foi desenvolvido através de melhoramento genético clássico e é o resultado do cruzamento do milho MON 89034 com o milho MON 88017. Ambos os eventos já foram, individualmente liberados comercialmente pela CTNBio, o milho MON 89034 foi aprovado em outubro/2009, Parecer Técnico No 2.052/2009 e, o milho MON 88017 foi aprovado em dezembro/2010, Parecer Técnico No 2.764/2010. 
1. Fundamentação Técnica da Decisão do Relator:

-  O milho MON 89034 × MON 88017 é resultante do cruzamento convencional entre o milho MON 89034 e o milho MON 88017 por técnicas de melhoramento genético clássico. O milho MON 89034 foi aprovado pela CTNBio em outubro/2009 (EPT 2.052/2009) e o milho MON 88017 foi aprovado em dezembro/2010 (EPT 2.764/2010).

 - O milho MON 89034 × MON 88017, produz as proteínas Cry1A.105 (Cry1Ab, Cry1Ac e Cry1F) e Cry2Ab2 derivadas de B. thuringiensis, as quais são ativas contra lepidópteros. O milho MON 89034 × MON 88017 fornece controle eficaz contra a lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda), proteção significativa contra a lagarta da espiga (Helicoverpa zea) e controle de espécies de Ostrinia, (broca européia do milho e a broca asiática do milho), e Diatraea saccharalis, praga de cana e milho. Este milho produz ainda  a proteína 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase de Agrobacterium sp.cepa CP4 (CP4 EPSPS), a qual confere tolerância ao glifosato, e a proteína Cry3Bb1 modificada de Bacillus thuringiensis subesp. kumamotoensis que controla coleópteros, como as larvas gênero Diabrotica, que são pragas de solo na cultura do milho. 
- No milho MON 89034 a estabilidade do DNA integrado foi demonstrada por análises moleculares com resultados reproduzidos em sete gerações. A análise molecular indicou que não existem elementos genéticos diferentes dos descritos no inserto contendo os genes cry1A.105 e cry2Ab2. No caso do milho MON 88017, as análises de segregação em 10 gerações confirmaram a herdabilidade e a estabilidade dos genes cp4 epsps e cry3Bb1 nessas gerações.

- O genoma do milho MON 89034 × MON 88017 contém dois insertos diferentes, um derivado do milho MON 89034 e outro derivado do milho MON 88017. O inserto de DNA único do genoma do milho MON 89034 é composto dos seguintes elementos: a) cassete do gene cry1A.105 consistindo do promotor e35S e seqüência líder (0,30 kb), a sequência líder Cab (0,06 kb), o íntron Ract1 (0,48 kb), a seqüência codificadora cry1A.105 (3,53 kb) e a sequência finalizadora da transcrição Hsp17 3’ (0,21 kb); b) cassete do gene cry2Ab2 consistindo do promotor FMV (0,56 kb), o íntron Hsp 70 (0,80 kb), a sequência codificadora cry2Ab2 (1,91 kb), a sequência alvo TS-SSU-CTP (0,40 kb) e a sequência finalizadora da transcrição nos (0,25 kb).  O inserto de DNA único do genoma do milho MON 88017 é composto dos seguintes elementos: a) cassete do gene cp4 epsps consistindo do promotor Ract1 (0,93 Kb), o íntron Ract1 (0,48* Kb), a sequência alvo CTP 2 (0,23 Kb), a sequência codificadora cp4 epsps (1,37 Kb) e a sequência finalizadora da transcrição nos (0,25* Kb) que também direciona a poliadenilação; b) cassete do gene cry3Bb1 consistindo do promotor e35 S (0,61 Kb), a sequência líder Cab (0,06* Kb), o íntron Ract1 (0,48* Kb), a sequência codificadora cry3Bb1 (1,96 Kb) e a seqüência finalizadora da transcrição Hsp17 (0,21* Kb) que também direciona a poliadenilação.
- A caracterização molecular do milho MON 89034 × MON 88017 consistiu da confirmação da presença dos dois insertos no híbrido por análise de Southern blot. As análises moleculares demonstraram que os insertos correspondem àqueles dos respectivos eventos individuais e que, portanto, é altamente provável que as sequências inseridas nos eventos individuais MON 89034 e MON 88017 estejam conservadas em suas propriedades de herdabilidade também no produto combinado. Não há evidências científicas de que essas sequências seriam instáveis quando combinadas por melhoramento genético clássico. 
- A avaliação das proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 expressas no milho MON 89034 e das proteínas Cry3Bb1 e CP4 EPSPS expressas no milho MON 88017 foi apresentada à CTNBio quando do requerimento de liberação comercial de cada um destes produtos e incluiu: (a) a equivalência das proteínas produzidas em planta com as proteínas produzidas em Escherichia coli recombinante; (b) os níveis de expressão das proteínas determinados em tecidos de milho; e (c) um resumo da avaliação de segurança alimentar das proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2 Cry3Bb1 e CP4 EPSPS. 

- No Brasil um estudo de campo foi conduzido com o objetivo de gerar amostras para a avaliação dos níveis de expressão das proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry3Bb1 e CP4 EPSPS no milho MON 89034 × MON 88017,  em folhas durante a safra, forragem, grãos e raízes em dois tempos de coleta, utilizando-se o método de quantificação ELISA. 

- Os tecidos foram coletados na safra 2008/2009 em experimentos conduzidos em quatro locais: Cachoeira Dourada, MG; Não-Me-Toque, RS; Sorriso, MT; Rolândia, PR (Beyene and Niemeyer, 2009). Os níveis de expressão das proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry3Bb1 e CP4 EPSPS no milho MON 89034 × MON 88017 foram também analisados em amostras de milho coletadas em experimentos conduzidos em cinco locais nos Estados Unidos (2005) e em sete locais na União Européia (2007). A análise conjunta dos dados obtidos no Brasil, Estados Unidos e União Européia indica que os níveis de expressão das quatro proteínas em questão são equivalentes, ou seja, a maioria dos intervalos (valores mínimos e valores máximos) se sobrepõem, no milho  MON 89034 × MON 88017 cultivado nos diferentes locais, bem como equivalentes aos detectados nos eventos individuais, ou seja o milho MON 89034 e o milho × MON 88017. 

- A requerente apresenta dados da literatura, resultados dos experimentos anteriores com os eventos isolados e resultados de ensaios conduzidos sob contenção e no meio ambiente, com o objetivo de demonstrar a ausência de interação entre os genes introduzidos no milho piramidado. 

A requerente apresenta os seguintes dados e análises do milho piramidado:     
i) Taxonomia do milho;

ii) Caracterização molecular;
iii) Análise da expressão das proteínas;
iv) Herança, segregação genética e grau de estabilidade genotípica;
v) Interação das proteínas heterólogas expressas;
vi) Metodologia para identificação;
vii) Potencial do milho piramidado como planta daninha em avaliações de campo realizadas no Brasil;
viii) Avaliações agronômicas e fenotípicas em avaliações de campo realizadas no Brasi;l

ix) Avaliações bromatológicos;

x) Avaliações alergenecidade;

xi) Avaliações de toxicidade; e,

xii) Avaliações de biossegurança ambiental.

- Foram realizados estudos para caracterizar o potencial de interação entre as proteínas Cry. Num primeiro estudo, as proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2, purificadas, foram testadas sozinhas e em combinação, em bioensaios com incorporação das mesmas em dieta, contra duas espécies de lepidópteros sensíveis, a broca européia do milho (Ostrinia nubilalis) e a lagarta da espiga (Helicoverpa zea). Os dados, mostrando atividade inseticida aditiva e ausência de interação, foram consistentes com os de outro estudo realizado previamente (Greenplate et al., 2003). 

- Um segundo estudo foi realizado para caracterizar o potencial de interação entre as proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 ativas contra lepidópteros e a proteína Cry3Bb1 ativa contra coleópteros. A atividade combinada das proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 testadas em bioensaios utilizando dieta artificial contra a broca européia do milho e a lagarta da espiga  não foi significativamente alterada pela presença da proteína Cry3Bb1. Da mesma forma, a atividade da proteína Cry3Bb1 testada em bioensaios utilizando dieta artificial contra o besouro da batata do Colorado (Leptinotarsa decemlineata) não foi alterada pela presença das proteínas Cry1A.105 e/ou Cry2Ab2. Com base nesses resultados, conclui-se que não há interação entre as proteínas Cry1A.105/Cry2Ab2 e Cry3Bb1, que poderia resultar em alterações nas suas atividades funcionais.
- A proteína CP4 EPSPS, por sua vez, pertence à família das 5 enolpiruvilchiquimato-3-fosfato (EPSP) sintases, que são enzimas envolvidas na via bioquímica do chiquimato, que produz aminoácidos aromáticos nos cloroplastos das plantas e de microrganismos. Os modos e locais de atividade biológica são diferentes para proteínas Cry e CP4 EPSPS. As proteínas Cry atuam no citoplasma e a proteína CP4 EPSPS é direcionada para o cloroplasto. Não há mecanismo conhecido ou possível de interação entre essas proteínas que pudesse levar a um efeito adverso à saúde animal e humana.

Impacto ambiental

- Resultados de experimentos de campo no Brasil referentes à: dormência e germinação de sementes, características agronômicas e fenotípicas, interações ecológicas simbióticas do milho MON 89034 × MON 88017. O vigor e a porcentagem de germinação dos grãos foram determinados em amostras coletadas das parcelas com milho MON 89034 × MON 88017, milho controle convencional e 12 referências comerciais cultivados na safra 2008/2009 em quatro Estações Experimentais da Monsanto do Brasil Ltda, localizadas em áreas representativas para a  cultura do milho. Os dados demonstraram não haver diferenças significativas entre o milho MON 89034 × MON 88017, o milho controle e as referências quanto ao vigor e à germinação dos grãos recém colhidos.

- Experimentos de campo (safra 2008/2009) o milho MON 89034 × MON 88017 foi comparado ao milho controle e a 12 referências comerciais quanto às características: emergência (estande inicial), vigor, 50% de plantas com pendão exposto, 50% de plantas com pólen, altura da planta, altura da espiga, maturação fisiológica, staygreen, estande final, rendimento de grãos, peso de 1000 grãos e peso hectolítrico. Os resultados da avaliação do estádio de crescimento mostraram que as plantas de milho MON 89034 × MON 88017 se desenvolveram de forma semelhante ao milho controle e às referências comerciais. Na análise conjunta, os dados médios do milho MON 89034 × MON 88017 foram comparados aos do milho controle e nenhuma diferença significativa foi encontrada.

- Foram avaliadas os porcentuais de plantas voluntárias por meio do replantio dos grãos produzidos nos experimentos conduzidos durante a safra 2008/2009 em quatro Estações Experimentais da Monsanto do Brasil Ltda. Amostras de grãos coletadas nesses locais foram semeadas e incorporadas ao solo por meio de gradagem leve, o que simulou o processo de incorporação de restos culturais utilizado em plantio convencional para limpeza da área após a colheita. A análise individual por local e a análise combinada por região demonstraram que o número de plantas voluntárias não diferiu significativamente nas comparações realizadas entre o milho MON 89034 × MON 88017 e o milho controle.

- As observações fenotípicas e agronômicas realizadas permitiram concluir que o milho MON 89034 × MON 88017, à exceção das características determinadas pela modificação genética, não difere do milho controle e, portanto, não apresenta riscos ambientais, maior potencial como planta daninha ou aumento de fluxo gênico para o milho convencional ou espécies sexualmente compatíveis. 

- O experimento de campo realizado no Brasil na safra 2008/2009 gerou informações sobre interações ecológicas do milho MON 89034 × MON 88017 em comparação ao milho controle convencional, bem como outras 12 referências comerciais. 

- Foram coletados dados sobre danos na folha, no cartucho, na espiga, no colmo e na raiz, assim como dados sobre podridão da espiga e do colmo. Os resultados mostraram que os danos foram significantemente menores no milho MON 89034 × MON 88017. Estes resultados podem ser atribuídos ao fato de que as proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 expressas no milho MON 89034 conferem à planta a característica de resistência ao ataque de lepidópteros praga nas folhas (lagartas) , espigas e colmos, enquanto que a proteína Cry3Bb1 confere resistência aos danos em raízes causados por larvas de coleópteros do gênero Diabrotica (crisomelídeos).

- Não foram detectadas variações na abundância de organismos não-alvo da parte aérea e da superfície do solo no milho MON 89034 × MON 88017, quando comparado ao controle. Os resultados obtidos indicaram que a característica de resistência não interfere na visitação de organismos não-alvo no milho MON 89034 × MON 88017. Os dados apresentados confirmam os inúmeros resultados obtidos até o presente momento, em mais de uma década que demonstram que as culturas transgênicas resistentes a insetos não causam efeitos adversos para a diversidade de insetos não-alvo incluindo predadores, parasitóides e outros insetos não-alvo ecologicamente importantes (Pilcher et al., 2005; Wolfenbarger et al., 2008,  Naranjo, 2011, entre outros).

- No Brasil a avaliação da microbiota do solo - Unidades Formadoras de Colônias (UFC) de bactérias, fungos e actinomicetos – foi realizada em amostras de solo de um experimento com o milho MON 89034 × MON 88017, coletadas de quatro locais em áreas representativas para a cultura. Na análise individual por local, bem como na análise combinada, não foram verificadas diferenças significativas na comparação entre os resultados do milho MON 89034 × MON 88017 em relação ao controle. Assim, conclui-se que a expressão das quatro proteínas heterólogas no milho MON 89034 × MON 88017 não tem potencial para afetar de maneira significativa a microbiota do solo.

Aspectos relacionados á saúde humana e animal

- Alguns aspectos importantes serão salientados, uma vez que uma análise mais aprofundada será realizada pelas Subcomissões Setoriais das Áreas Humana e Animal. 

- Em termos de segurança alimentar, o milho MON 89034 × MON 88017 se mostrou substancialmente semelhante ao milho convencional, assim como a outros híbridos comerciais. As amostras analisadas foram coletadas em experimentos conduzidos na safra 2008/2009, em quatro locais representativos das regiões de cultivo do milho no país. Para cada local, os níveis médios dos componentes centesimais (cinzas, gorduras, umidade, proteínas e carboidratos) determinados em forragem e grãos do milho MON 89034 × MON 88017 foram comparáveis aos valores médios do controle e ficaram ou dentro dos intervalos dos controles ou das referências, ou de ambos, além de ficarem dentro dos intervalos encontrados no banco de dados de composição do ILSI Crop Composition Database (ILSI-CCD, 2006). Os dados apresentados corroboram os resultados encontrados a partir de amostras coletadas no Brasil para os eventos individuais, que também são equivalentes em composição ao milho convencional.

- Em termos de alergenicidade e toxicidade, vale salientar que as proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry3Bb1 e CP4 EPSPS são rapidamente digeridas em fluído gástrico simulado (SGF). Entre 95% e 99% das proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2 foram digeridas em menos de 30 segundos em SGF; enquanto mais de 99,8 e 95% das proteínas Cry3Bb1 e CP4 EPSPS, respectivamente, foram digeridas em 15 minutos de incubação. 

- O fato das quatro proteínas serem prontamente digeridas em fluído gástrico simulado faz com que seja improvável que as mesmas atuem como alérgenos alimentares. Através de análises de bioinformática, foi verificado que as proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry3Bb1 e CP4 EPSPS não compartilham de nenhuma similaridade significativa de seqüência de aminoácidos com alérgenos conhecidos, gliadinas, gluteninas ou proteínas tóxicas, que podem causar efeitos adversos à saúde.

- Foi demonstrado nos estudos de toxicidade oral aguda com camundongos que as proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry3Bb1 e CP4 EPSPS não apresentam toxicidade aguda e não causam nenhum efeito adverso mesmo nas doses mais altas testadas.
- Há um grande volume de informações gerado nos últimos anos sobre a segurança dos organismos doadores dos genes cry e cp4 epsps, Bacillus thuringiensis e Agrobacterium sp cepa CP4, respectivamente. 

- Histórico de uso seguro de culturas geneticamente modificadas resistentes a insetos, que produzem proteínas Cry, e tolerantes ao glifosato, que produzem a proteína CP4 EPSPS, as quais têm sido cultivadas há mais de 15 anos em vários países, sem relato de alergia ou toxicidade. Numa ampla revisão sobre a segurança alimentar das culturas Bt, Raybould & Quemada (2010) salientam que as mesmas, além de mais produtivas e mais rentáveis aos agricultores, estão associadas a melhorias no ambiente e saúde humana, resultante do reduzido uso de inseticidas sintéticos.
- O milho MON 89034 × MON 88017 encontra-se aprovado nos Estados Unidos (EPA, 2008), na Argentina (2010), no Japão (2008), no México (2010), na Coreia do Sul (2009), nas Filipinas (2009) e em Taiwan (2009)(CERA, 2011).  

2. Plano de Monitoramento Pós –liberação comercial :

- A Monsanto do Brasil Ltda., apresentou uma proposta de Monitoramento Pós-liberação Comercial do milho geneticamente modificado resistente a insetos e tolerante ao glifosato – Milho MON 89034 X MON 88017, em atendimento ao disposto na Resolução Normativa Nº 5 da CTNBio de 13/03/2008.

 - O Monitoramento será conduzido por um período de cinco anos, em 6 diferentes regiões do Brasil. No monitoramento, o sistema de cultivo do milho MON 89034 X MON 88017 será comparado ao sistema de cultivo de milho convencional, em condições edafoclimáticas similares e no mesmo nível tecnológico. No sistema MON 89034 X MON 88017, o controle de plantas daninhas será realizado com o herbicida Roundup Ready® e de pragas com utilização de inseticidas, caso necessário. No sistema convencional, o controle de plantas daninhas será realizado com herbicidas convencionais e o de pragas com a utilização de inseticidas, todos normalmente utilizados na cultura e na região em estudo.

Um total de 21 variáveis são propostas como indicadores de avaliação de impacto:

1) Plantio da cultura do milho

2) Manejo da cultura do milho
3) Atributos físicos do solo;

4) Atributos químicos do solo; 

5) Estado nutricional do milho;

6) Sanidade das plantas de milho;

7) Comunidade de plantas daninhas e banco de diásporos no campo;

8) Resistência ao herbicida glifosato;

9) Fluxo gênico do milho MON 89034 X MON 88017 para o milho convencional;

10) Resíduos de glifosato e AMPA em grãos de milho;

11) Resíduos de glifosato e AMPA no solo;

12) Resíduo das proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2 e Cry3Bb1 na palhada e no solo; 

13) Diversidade microbiana associada ao solo;

14)Invertebrados do solo e da superfície do solo;

15) Inspeção visual de artrópodes não-alvo na parte aérea;

16) Avaliação de artrópodes não-alvo na parte aérea por armadilhas;

17) Monitoramento de proteínas Cry na água;

18) Monitoramento de insetos-alvo;

19) Colheita da cultura do milho;
20) Atividades agrícolas complementares; 

21) Monitoramento dos agravos à saúde humana e animal;
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4. Parecer Final do Relator:
Liberação Comercial:

O relatório de Biossegurança apresentado pela Monsanto do Brasil Ltda é bem detalhado e explicado. Há também o histórico de uso seguro de culturas geneticamente modificadas resistentes a insetos, que produzem proteínas Cry, e tolerantes ao glifosato, que produzem a proteína CP4 EPSPS, bem como as informações atualmente disponíveis na literatura científica. Considerando estes fatores acima citados, considero que os grãos e os produtos derivados do milho MON 89034 × MON 88017 são tão seguros quanto o milho convencional e que este OGM não é potencialmente causador de significativa degradação do meio ambiente ou da saúde humana, podendo ser liberado para a comercialização. Assim, manifesto-me pelo deferimento da solicitação de liberação comercial.

Plano de monitoramento proposto:

Considero que a proposta de monitoramento pós-liberação comercial abrange os aspectos mais pertinentes relativos à liberação comercial de um milho transgênico com resistência a insetos e tolerância a glifosato. Deste modo, sou pela aprovação do plano de monitoramento. Recomenda-se aos proponentes que sigam com as definições de áreas, Padrões de Procedimentos, Metodologias Analíticas, dentre outros documentos, para apreciação por esta CTNBio, antes de se iniciar o monitoramento de fato.

2. Parecer Final do Relator:
Deferido

Data:  14/09/2011

Dr. Fernando Hercos Valicente

Membro da CTNBio

Marcelo Pazos

Assessor Técnico da CTNBio
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