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Processo: 01200.000561/2011-86
Pleito: Liberação comercial do algodão geneticamente modificado GlyTol x LibertyLink (Eventos GHB614 x LLCotton25)
Data de Protocolo: 11/03/2011

Requerente: Bayer S.A.

CQB: 005/96

CNPJ: 18.459.628/0001-15
Endereço: Rua Domingos Jorge, 1100, prédio 9504, 3º andar. Bairro Socorro. São Paulo-SP. CEP 04779-900
Presidente da CIBio: Denis Lima
Descrição do OGM: Algodão geneticamente modificado tolerante ao herbicida glufosinato de amônio e ao herbicida glifosato– eventos GHB614 x LLCotton25 (identificador único OECD BCS-GHØØ2-5 x ACS-GHØØ1-3)

Uso Proposto: Livre uso no meio ambiente, registro, consumo humano ou animal, comércio, uso industrial e qualquer outro uso ou atividade relacionada aos eventos GHB614 x LLCotton25 ou seus subprodutos, respeitadas as demais legislações e exigências aplicáveis.
A Empresa Bayer CropScience solicita a liberação comercial do algodão geneticamente modificado denominado GlyTol x LibertyLink (GTxLL), eventos GHB614 x LLCotton25, contendo genes que conferem característica de tolerância ao herbicida glufosinato de amônio e ao herbicida glifosato. Segundo a requerente, a dupla seletividade aos herbicidas irá ampliar, para o agricultor, as alternativas de manejo de plantas daninhas, o qual poderá escolher o produto a ser usado de acordo com o espectro de invasoras, o nível de infestação e, principalmente, permitirá a alternância de modos de ação, que reduz a seleção de biótipos resistentes e até mesmo auxilia no controle daqueles indivíduos que já tenham apresentado alguma insensibilidade a um determinado herbicida.

1) Descrição do evento GHB614 x LLCotton25 (GTxLL)

O evento combinado GHB614 x LLCotton25 foi obtido pela requerente através do melhoramento genético clássico por cruzamento entre o algodão GHB614, no background genético FM958, e o algodão LLCotton25, no background FM981. O algodão combinado GHB614xLLCotton25 (GTxLL) é a descendência F3 do cruzamento entre eles e a seleção de indivíduos com as características desejadas. Ambos os eventos já foram, individualmente liberados comercialmente pela CTNBio, através do Parecer Técnico No 1.521/2008 (DOU no 171 de 04/09/2008), que se refere à liberação comercial do algodão geneticamente modificado tolerante ao herbicida glufosinato de amônio (algodão LibertyLink, Evento LLCotton25) e do Parecer No 2.754/2010 (DOU no 241 de 17/12/2010), que se refere à liberação comercial do algodão geneticamente modificado tolerante ao herbicida glifosato (algodão GlyTol, Evento GHB614). 
Algodão LibertyLink, Evento LLCotton25
No algodão LLCotton25 é expresso o gene bar, obtido a partir da bactéria Streptomyces hygroscopicus. O gene bar expressa a enzima PAT (fosfinotricina-N-acetil-transferase), que catalisa a reação de acetilação da fosfinotricina, produzindo o composto inativo N-acetil fosfinotricina que é posteriormente metabolizado nas células vegetais. A fosfinotricina sintética é denominada glufosinato de amônio, que controla as plantas invasoras por ser um inibidor da enzima glutamina sintase (GS), responsável pela incorporação da amônia ao ácido glutâmico, formando a glutamina. A inibição da GS resulta em déficit de glutamina e acúmulo de amônia até alcançar níveis tóxicos nas células, que leva a dessecação do vegetal. O glufosinato apresenta um amplo espectro de ação, controlando dicotiledôneas e monocotiledôneas. O algodão evento LLCotton25 possui como característica resultante a tolerância ao herbicida glufosinato de amônio. 
O Evento LLCotton25 contém o gene quimérico p35S::bar::Nos3’, havendo uma cópia intacta do cassete. Este evento foi obtido através da transformação genética de algodão variedade Coker 312, mediada por Agrobacterium tumefaciens, contendo o vetor binário pGSV71. 
Com relação à proteína PAT, na análise da avaliação de risco (processo no 01200.001894/2004-01) identificou-se que: (i) não tem homologia com nenhuma proteína alergênica, toxina ou antinutrientes; (ii) não apresentam nenhum sítio de glicosilação (presente em vários componentes alergênicos); (iii) são estruturalmente instáveis em ambientes ácidos; (iv) se degradam e se desnaturam rapidamente no fluído gástrico e intestinal de mamíferos; (v) tem atividade substrato-específica e (vi) não apresentou nenhum efeito adverso em mamíferos, mesmo quando administrada a proteína pura e em altas doses via intravenosa. Dessa forma não existe nenhuma evidência de que a proteína PAT possa causar efeitos adversos a saúde humana ou animal. 
Algodão GlyTol, Evento GHB614
No algodão GHB614 foi inserido o gene 2mEPSPS, que tem como origem o gene epsps de milho (Zea mays) alterado através de uma mutação sítio dirigida em dois aminoácidos da sequência peptídica original, com alteração na posição 103 (treonina substituída por isoleucina) e na posição 107 (prolina substituída por serina). A enzima EPSPS (5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase, E.C. 2.5.1.19) é fundamental na via responsável pela síntese dos aminoácidos aromáticos nos vegetais e em muitos microrganismos (GRUYS & SIKORSKI,1999). A enzima 2mEPSPS possui alta similaridade com a sequência EPSPS de milho (>99,5%), mas possui uma menor afinidade pela molécula do glifosato (LEBRUN et al., 1997), o que confere ao algodão GHB614 seletividade ao efeito herbicida do ingrediente ativo, permitindo que o algodão GHB614 tenha suficiente atividade enzimática mesmo sob a presença do herbicida glifosato.

O Evento GHB614 contém o gene quimérico Ph4a748At-intron1h3At-TPotpC::2mepsps::3’histonAt, havendo uma cópia intacta do cassete. Este evento foi obtido através da transformação genética de algodão variedade Coker 312, mediada por Agrobacterium tumefaciens, contendo o vetor binário pTEM2.
Segundo análise da avaliação de risco realizada pela CTNBio (processo no 01200.000800/2010-17), não existem evidências de que a proteína 2mEPSPS ofereça risco a saúde humana/animal, comparativamente a utilização do algodão convencional e seus subprodutos na alimentação. A proteína 2mEPSPS foi obtida a partir de uma proteína nativa do milho e sua segurança é demonstrada pelos estudos com alimentação animal (aves tratadas com torta de algodão); análise da digestibilidade da proteína em sistema gástrico e intestinal simulados; verificação da toxicidade aguda por aplicação oral e intravenosa e pela ausência da homologia da proteína 2mEPSPS com compostos tóxicos ou alergênicos. 
Os eventos individuais, algodão LLCotton25 e algodão GHB614, são aprovados em diferentes países. O evento LLCotton25 foi inicialmente aprovado em 2003 nos EUA e é atualmente aprovado em onze países. O evento GHB614 foi inicialmente aprovado para plantio nos EUA em 2009 e é atualmente aprovado em nove países (fonte: http://www.cera-gmc.org/; http://www.biotradestatus.com/results.cfm). Existem atualmente dez eventos combinados em algodão aprovados em diversas partes do mundo com características de tolerância a herbicidas e/ou de resistência a insetos. O algodão combinado GTxLL é aprovado para importação no Japão, México, Austrália, Canadá e, para plantio, nos EUA.   No Brasil, as aprovações pela CTNBio de eventos de modificação genética que conferem tolerância ao herbicida glifosato incluem quatro eventos em algodão (algodão GHB614, algodão MON1445, algodão MON531xMON1445, algodão MON88913); dois eventos em soja (soja GTS-40-3-2, soja MON87701xMON89788) e onze eventos em milho  (milho NK603, milho GA21, milho MON810xNK603, milho BT11xGA21, milho TC1507xNK603, milho BT11xMIR162xGA21, milho MON89034xNK603, milho MON88017, milho MON89034xTC1507xNK603, milho MON810xTC1507xNK603 e o milho MON89034xMON88017). No caso de eventos de modificação genética que conferem tolerância ao herbicida glufosinato de amônio, a CTNBio aprovou, além do algodão LLCotton25, a soja A2704-12, a soja A5547-127, o milho T25, o milho BT11 e o milho TC1507.

2) Justificativa
Considerando que a enzima EPSPS atua no metabolismo dos aminoácidos aromáticos, mais especificamente na via do chiquimato, na síntese do composto corismato e que a enzima PAT não tem nenhuma função vital, atuando apenas na acetilação do herbicida glufosinato de amônio, não existe nenhum indício de que essas proteínas possam interagir, visto que elas não dependem uma da outra, não existe competição por substrato e não ocorre inibição pelo produto final. 

Considerando ainda que os eventos individuais, algodão LLCotton25 e algodão GHB614, foram analisados e obtiveram parecer favorável da CTNBio para liberação comercial, a requerente solicita que, para o evento combinado GTxLL, a avaliação de risco seja feita à luz do Art. 3º da RN 5/2008 que estabelece que o “OGM que contenha a mesma construção genética utilizada em OGM da mesma espécie, com parecer técnico favorável à liberação comercial no Brasil, passará por análise simplificada, visando sua liberação, a critério da CTNBio” ou ainda de acordo com o Art. 4º da RN5, que considera que “A critério da CTNBio, sob consulta, poderão ser dispensadas a análise e a emissão de novo parecer técnico sobre OGMs que contenham mais de um evento, combinados através de melhoramento genético clássico e que já tenham sido previamente aprovados para liberação comercial pela CTNBio.” Dessa forma, conforme previsto na legislação, as avaliações de risco realizadas nos eventos contendo as construções individuais podem ser considerados na avaliação de risco dos eventos combinados. Entretanto, a análise deve ocorrer caso-a-caso. Avaliações adicionais, caso-a-caso, podem determinar se mais informações são necessárias, como eventos, por exemplo, em que as construções introduzidas alteram rotas metabólicas que se sobrepõe (EFSA, 2007).
Em sua avaliação de risco a requerente afirma que “a segurança do evento combinado GTxLL está demonstrada nas informações previamente apresentadas para os Eventos isolados, bem como, pelas análises que comprovaram que não há qualquer interação entre os insertos presentes nesta linhagem”. Estas análises incluem a caracterização molecular, a avaliação da expressão das proteínas, a análise composicional e as avaliações agronômicas e fenotípicas, as quais passaremos a analisar a fim de verificar se a avaliação de risco realizada pela requerente corrobora a afirmação de que não existe interação entre os insertos no evento combinado GtxLL..
3) Análise da avaliação de risco do evento combinado GlyTol x LibertyLink

A análise do processo de Liberação Comercial do evento GTxLL teve um pedido de diligência em junho de 2011, com o objetivo de esclarecer informações sobre a caracterização molecular por Southern Blot, a análise da expressão das proteínas, as avaliações agronômicas em liberações planejadas no meio ambiente e sobre os métodos para detecção e identificação do OGM. Os pareceristas Luciana Pimenta, Flávio Finardi, Paulo Paes e Antônio Euzébio consideraram que a diligência foi atendida de forma satisfatória, de forma que a análise da avaliação de risco pudesse ser concluída, e emitiram seus pareceres de forma favorável à solicitação da requerente para liberação comercial do algodão GTxLL. O parecerista José Maria Ferraz não manifestou concordância no que se refere aos estudos sobre análise da expressão das proteínas, concluindo em seu parecer que “os dados agronômicos de campo estão bem descritos mas não ajudam a elucidar os questionamentos de expressão das proteínas em nossa condições, portanto permanece o questionamento da diligência no item 2.” 

A setorial humana e animal analisou o pedido de liberação comercial do algodão GTxLL e, em dezembro de 2011, indicou o deferimento da solicitação.


O presente parecer consolidado foi elaborado considerando os pontos divergentes entre os Pareceres emitidos e a solicitação da requerente para que a análise da avaliação de risco do evento combinado GTxLL seja feita conforme determinado nos Art. 3º e Art. 4º da Resolução Normativa no 05/2008, visto que os parentais, evento GHB614 e evento LLCotton25,  foram submetidos à análise da avaliação de risco pela CTNBio e obtiveram parecer favorável para sua liberação comercial. Dessa forma, a segurança do algodão combinado GTxLL foi avaliada utilizando as informações previamente apresentadas pela requerente para os eventos individuais e os resultados das análises que comprovaram não haver interação entre os insertos ou produtos de sua expressão, presentes no algodão combinado.

3.1) Estudos realizados para verificar a existência de interação entre os insertos presentes no evento combinado GTxLL
- Caracterização Molecular:

As análises por Southern blot demonstram haver o mesmo padrão de bandas do algodão combinado GTxLL com os eventos individuais GHB614 e LLCotton25. As análises realizadas demonstraram que a estrutura do inserto, sua localização e estabilidade não foram alteradas pela combinação. Tanto os tamanhos quanto os números de fragmentos observados nas análises de hibridização do DNA, corresponderam aos resultados esperados (MOENS, 2010)
- Expressão Protéica: 


A expressão das proteínas 2mEPSPS e PAT em folhas, sementes (amêndoa) e botão floral no algodão GTxLL foi avaliada em comparação aos parentais. As plantas foram cultivadas em estufa e o material foi coletado, as proteínas PAT e 2mEPSPS extraídas e quantificadas por ELISA (THOMPSON, 2009). Considerando que na análise realizada foram verificadas diferenças na expressão das proteínas do evento combinado quando comparado aos parentais, foi solicitado, em pedido de diligência, que a requerente analisasse e discutisse criticamente os potenciais riscos à biossegurança, considerando que a avaliação da expressão das proteínas foi um estudo proposto para demonstrar a inexistência de interação entre as proteínas expressas no evento combinado. Na resposta à diligência, a requerente apresenta a seguinte argumentação:
· que variações na expressão gênica, conseqüentemente no teor de proteínas quantificáveis, são altamente dependentes de uma série de fatores, tais como idade do tecido analisado, sanidade, condições ambientais (temperatura, radiação, umidade), entre outros (FLORIS et al., 2009).

· que potenciais diferenças no nível de expressão podem ser esperadas entre eventos combinados e individuais, uma vez que isso também ocorre nos cruzamentos convencionais entre variedades não-GM, como conseqüência da diferença de germoplasma (background genético). Da mesma forma, a expressão dos transgenes também pode mudar quando estes são inseridos em diferentes background genético (EFSA, 2007; De SCHRIJVER et al., 2007). O algodão GTxLL foi oriundo do cruzamento genético entre as variedades FM958 e FM981, que apresentam distintas bases genéticas, que por conseqüência, podem explicar uma possível variação no padrão de expressão das proteínas 2mEPSPS e PAT quando comparadas entre os parentais;

· que a hipótese de interação entre os insertos não pode ser analisada com base em um único parâmetro. Tal avaliação deve ser feita de forma conjunta, levando em consideração outros dados como as análises fenotípicas;

· que em outro estudo realizado pela requerente para quantificação da proteína 2mEPSPS em tecidos foliares de diferentes idades (ROBINSON, 2011), os resultados mostram  uma grande sobreposição entre a amplitude dos valores mensurados, comparando-se o algodão GTxLL e seus parentais. 

Segundo observou o Dr. Ferraz em seu parecer, “os resultados dos estudos de expressão das proteínas não foram efetuados nos experimentos em condições brasileiras onde vai ocorrer a liberação comercial, portanto pode ocorrer expressão da proteína além do limite estabelecido, necessitando apresentar estudos que demonstrem ou não esta possibilidade. Os dados fenotípicos apresentados nos dados de campo não ajudam a elucidar a expressão desta proteína.”
Os demais pareceristas consideraram que os dados aportados e a argumentação apresentada pela requerente foram suficientes para esclarecer as diferenças encontradas na expressão da proteína. Dessa forma, considerando o objetivo do experimento de comparar o nível de expressão das proteínas do evento combinado com os parentais e a argumentação apresentada pela requerente para a variação encontrada em alguns tecidos analisados, não existem evidências que corroborem a afirmativa sobre a existência de interação entre os genes expressos no algodão GTxLL. Considera-se ainda que não existe “um limite”, conforme citado pelo Dr. Ferraz, para o nível de expressão destas proteínas, visto que estas são proteínas expressas em baixos níveis nos tecidos vegetais (0,005% a 0,1% do total de proteína presente nos tecidos analisados) e que todos os dados aportados pela requerente demonstram que estas não são proteínas tóxicas ou alergênicas.
- Avaliações Agronômicas e Fenotípicas: 


A requerente apresentou o resultado de estudo realizado em Santo Antonio do Leste, MT e em São Desidério, BA (FREIRE, 2012), onde não foram detectadas diferenças estatísticas entre as características fenológicas, morfológicas, e componentes da produção, entre o algodoeiro não modificado, os eventos individuais GlyTol e LibertyLink e o evento combinado GTxLL. Os parâmetros avaliados indicaram que a combinação dos eventos individuais, por cruzamento e seleção, não alterou a especificidade dos genes e não resultou em efeitos pleiotrópicos ou epistáticos.
- Análise Composicional: 

Foram analisados os parâmetros de umidade, proteína bruta, lipídeos, cinzas, carboidrato, fibra, minerais, vitaminas e antinutrientes, comparando-se amostras do algodão GTxLL com o parentais e com o algodão não modificado. Na comparação dos dados do algodão GTxLL em relação aos parentais GHB614 e LLCotton25, os resultados mostraram que existem algumas diferenças entre as médias para os compostos cinzas, cálcio, α-tocoferol, gossipol livre, gossipol total, ácido fítico, ácido dihidrosterculico e potássio. As diferenças médias estimadas se encontram dentro da amplitude de variação para as variedades comerciais de algodão descritas na literatura (OECD, 2004; ILSI Crop Composition database).   
3.2) Avaliação de Risco ao Meio Ambiente – Fluxo gênico e vantagem adaptativa 

O gênero Gossypium, a qual o algodoeiro pertence, é constituído por 52 espécies sendo que somente quatro são cultivadas no mundo. Dentre estas quatro espécies (Gossypium arboreum L., Gossypium herbaceum L., Gossypium hirsutum L. e Gossypium barbadense L.), a produção da espécie G. hirsutum representa cerca de 90% do algodão mundialmente comercializado (LEE, 1984).


O Brasil é o centro de origem do G. mustelinum e importante centro de diversidade de G. barbadense e G. hirsutum. Segundo FREIRE et al. (1990) o G. mustelinum, a espécie selvagem brasileira, nunca foi melhorada ou explorada comercialmente. O seu centro de origem é o Nordeste, onde ainda se encontram algumas populações em alguns municípios do RN e BA (FREIRE, 2000). O G. barbadense têm ampla distribuição, ocorrendo basicamente em fundos de quintal, enquanto que o G. hirsutum da raça marie galante (algodoeiro mocó) foi muito cultivado no Nordeste na década de setenta, contudo se tornou selvagem após suas lavouras terem sido abandonadas.
Segundo avaliação de risco realizada pela requerente (FREIRE, 2012), com relação ao fluxo de pólen, as taxas do algodão transgênico para o convencional não devem diferir das taxas mensuradas nas cultivares convencionais, já que não existe nenhuma característica morfológica diferencial entre o algodoeiro GM e as cultivares convencionais. Algodoeiros com eventos combinados, através do melhoramento genético clássico, não resultam em nenhum novo produto ou organismo que possa alterar a taxa de fluxo gênico mensurada para esta espécie.
Com relação ao algodão silvestre, a possibilidade de fluxo gênico com o algodão GM é remota devido ao isolamento espacial prevista para os cultivos comerciais (distribuídos nas lavouras de alta tecnologia do cerrado) em áreas reconhecidamente isentas de tipos silvestres (FREIRE, 2000).  Mesmo existindo total compatibilidade sexual entre as espécies tetraplóides de algodão, G. hirsutum e G. barbadense, o maior impedimento para o cruzamento entre as espécies perenes (silvestres) e anuais (cultivadas) é a diferença de ciclo e a não coincidência dos períodos de floração. Caso o fluxo gênico ocorra, este não afeta o genoma da planta receptora, já que os alelos recebidos pela fecundação cruzada são inseridos apenas na progênie (ou seja, nas sementes, que são colhidas com as plumas) e não existirá vantagem adaptativa em relação às outras variedades, uma vez que os tratos culturais do algodoeiro silvestre incluem capina manual, com cultivos em pequenas áreas. 

A requerente argumenta ainda que a alteração no padrão e na distribuição de variedades silvestres num dado ambiente, em conseqüência de uma transferência genética, deve ser analisada considerando os vários atributos que podem ser incorporados. Muitos caracteres presentes em variedades modernas de algodão convencional, tais como resistência à doenças, alta produtividade e produção de ramos frutíferos, poderiam favorecer a capacidade adaptativa e de sobrevivência das espécies silvestres e levar à sua maior abrangência em determinadas regiões, pois o fator de seleção independe de um fator controlável pelo homem. No caso das características de seletividade a herbicidas, estas não devem ser consideradas como fatores de seleção fundamentais que permitam vantagem adaptativa da variedade geneticamente modificada em relação às outras variedades. Com relação ao cruzamento com plantas daninhas, nas condições brasileiras as regiões de cultivo com algodão não apresentam qualquer planta daninha que seja sexualmente compatível com as espécies de Gossypium cultivadas.
Considerando que estudos realizados nas liberações planejadas demonstraram que a presença dos genes bar e 2mepsps no algodão GTxLL não alterou significativamente nenhuma característica fenotípica, relacionadas aos estádios fenológicos ao longo do ciclo ou os parâmetros de crescimento e, considerando ainda, os dados da literatura sobre fluxo gênico e introgressão de genes em algodoeiro, não se evidencia nenhuma característica que poderia tornar o algodão GM mais invasivo do que as linhagens convencionais. 
4) Técnicas de detecção gerais e específicas

A requerente apresenta como técnicas de detecção, o pincelamento ou pulverização das plantas com os herbicidas glifosato e glufosinato de amônio; a utilização do teste de ELISA com os kits da empresa SDI para a proteína 2mEPSPS (kit “SDI 7020100”) e da empresa Envirologix para a proteína PAT (kit AS 013 LS; AS 013 STC ou AS 013 AP, dependendo da matriz analisada) e cita a utilização da PCR para detecção e quantificação do algodão GTxLL, conforme procedimento validado e descrito no JRC (Joint Research Centre), centro da Comissão Européia responsável por pesquisa e inovação científica (http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/gmomethods/). A requerente cita que a identificação do evento combinado deve ser feita através da utilização conjunta das metodologias por PCR para cada evento parental, ou seja, a PCR para o evento GlyTol e a PCR para o evento LibertyLink.  
5) Parecer Final

Considerando que a variedade de algodão (Gossypium hirsutum) evento GHB614 x LLCotton25 pertence a espécie bem caracterizada e com sólido histórico de segurança para consumo humano;

Considerando que as proteínas PAT e 2mEPSPS, que conferem, respectivamente, tolerância ao herbicida glufosinato de amônio e ao glifosato, são expressas em vários eventos de diferentes culturas agrícolas já submetidos à avaliação de risco e aprovados para uso comercial em diversos países;

Considerando que os parentais, evento GHB614 e evento LLCotton25,  foram submetidos à análise da avaliação de risco pela CTNBio e obtiveram parecer favorável para sua liberação comercial;

Considerando que o evento GHB614 x LLCotton25 foi obtido através de melhoramento genético clássico e que a caracterização molecular, a análise da expressão das proteínas, a análise composicional e as avaliações agronômicas e fenotípicas não demonstraram evidências de haver qualquer interação entre os insertos presentes no evento combinado;  


Considerando todas as informações aportadas tanto pela empresa quanto nos pareceres individuais dos relatores, bem como as informações disponíveis na literatura, 
Sou favorável ao pedido da requerente para que a avaliação de risco do evento combinado GHB614 x LLCotton25 seja feita conforme determinado nos Art. 3º e Art. 4º da Resolução Normativa no 05/2008 e considero que a solicitação da Empresa Bayer CropScience, processo nº: 01200.000561/2011-86, para liberação comercial do algodão geneticamente modificado Evento combinado GHB614 x LLCotton25, atende às normas e à legislação pertinente que visam garantir a biossegurança do meio ambiente, agricultura, saúde humana e animal, e indico o DEFERIMENTO da solicitação. 

Para o plantio de algodão geneticamente modificado deve ser observada a Portaria Nº 21 do Ministério da Agricultura, de 13/01/2005, que determina as zonas de exclusão onde não poderá ser cultivado algodão geneticamente modificado.

Brasília, 19 de junho de 2012

Dr. Luciana Pimenta Ambrozevicius
Membro da CTNBio
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