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Resumo

A resposta dos genomas a introdugdo de transgenes tem sido realgada, sobretudo, pela instabilidade associada a
estrutura do inserto e as sequéncias flanqueantes (insertion-site mutations), menos pela instabilidade no nimero
de insertos e sua localizagdo no genoma (genome-wide mutations) e ainda menos pelos efeitos causados na
estrutura e expressao de outros genes.

As consequéncias da existéncia de instabilidade fazem-se sentir a varios niveis, como:

a) na aprovacgdo de novas variedades GM, segundo as leis Europeias, pela falta de Uniformidade, requisito para os
testes Distingdo, Homogeneidade e Estabilidade.

b) na sensibilidade e validade dos métodos de deteccdo e quantificacdo especificos do evento. S&o varios os
métodos oficiais para diferentes OGM, baseados em PCR, que ja foram publicados e validados. Elementos como o
promotor 35S e o terminador do Virus do Mosaico da Couve-flor e/ou o terminador nos de Agrobacterium
tumefaciens sdo muito usados em métodos de rastreio, enquanto que na quantificacdo usam-se sequéncias
“especificas do evento”, como a sequéncia do ponto de unido entre o transgene e o genoma hospedeiro ou uma
sequéncia alterada pela introducdo do transgene, como um gene funcional truncado ou uma alteragdo de um
coddo. A instabilidade destas sequéncias corrompe todos os processos oficiais de controlo de OGM assim como
nao garantem o cumprimento das regras de qualidade impostas pela Norma ISO17025 utilizada por todos os
laboratérios da Rede Europeia de Laboratorios OGM (ENGL) uma vez que os CRMs e calibradores utilizados néo
mais permitem a obtencgdo de resultados precisos, exatos e o calculo de incertezas.

c) na avaliacao de risco feita ao abrigo da Directiva 2001/18/EC, que erradamente, assenta no principio da
“equivaléncia substancial”.

Este, por permitir comparar a linha transgénica com qualquer variedade da espécie, pois somente algumas
caracteristicas entram no estudo, condiciona os resultados.

Pelo exposto, propomo-nos a analisar 3 milhos GM (MON 810, MON 863xMON 810 e MON 863xMON 810xNK603),
todos contendo MON 810 como elemento comum e transformados por biolistica. Seleccionou-se ainda o milho
DAS-98140, transformado pela A. tumefaciens, para o qual se sabe, pela nossa experiéncia na validacdo de
meétodos de quantificagdo, que tem um gene responsavel pelo desenvolvimento de folhas truncado pela insercéo
do transgene. Para o evento MON 810, o Unico autorizado para cultivo em Portugal e com uso exponencial em
todo o mundo, 2 CRM (anterior a 2006: linha masculina dadora do transgene vs produzido em 2008: linha
feminina dadora de transgene) e as 5 variedades mais cultivadas em Portugal durante 3 anos consecutivos serao
estudados. A diversificagdo dos materiais permitira a avaliar a instabilidade em diferentes fundos genéticos e ao
longo do tempo (insertion-site), avaliar o efeito do transgene em processos de regulacdo da expressao de genes
endogenos (genome-wide) e concluir sobre os seus efeitos na sensibilidade dos métodos de detecgdo e
quantificagdo especificos do evento. O projeto focar-se-a nos seguintes itens: a) comparagdo das cassetes de
transformacdo com os insertos actuais e possivel correlagdo com a técnica de transformacdo utilizada, com a
presenca de outros transgenes (duplos e triplos mutantes) e com a geracao (F1 e F2); b) caracterizacao dos locais
de insergdo; c) localizagdo citolégica dos insertos no genoma, sua relagdo com a técnica de transformacdo e
correlagdo com a esperada instabilidade; d) determinagdo do efeito da instabilidade nos métodos de detecgdo e
quantificacdo.

O laboratorio do INRB-LCMMP é especializado nos métodos analiticos sendo, frequentemente, participante em
ensaios interlaboratoriais de validagdo e de proficiéncia. O IPS tem grande experiéncia na manipulagdo de milho
GM, no ambito da co-existéncia entre milho GM e convencional e na identificagdo de estados fenoldgicos. A UTAD,
pelo Centro de Genética e Biotecnologia/Instituto de Biotecnologia e Bioengenharia (CGB/IBB) obteve a
classificagdo de Excelente e participou em muitos projectos relevantes na area agro-alimentar e em citologia de
cereais. Assim, o conhecimento cientifico das equipas assegura a conducdo deste projecto onde se realca a
inovacao.

Até a data ndo se conhecem trabalhos sobre estabilidade genética em milhos GM contendo dois e trés transgenes
e recorrendo a hibridagdo de cromossomas com a cassete de transformagdo. A importancia dos resultados
esperados fez com que o JRC-IRMM aceitasse participar como consultor. Estdo planeados reunides para discussoes
cientificas sobre o impacto da instabilidade dos transgenes na producdo de materiais de referéncia, no
desenvolvimento de métodos de detecdo e quantificagdo a serem internacionalmente usados em sementes e
alimentos e na de avaliagdo de risco e/ou na adequabilidade do “principio da equivaléncia substancial”.
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