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1. Introducao

A biotecnologia, definida como o conjunto de processos tecnoldgicos que
permitem a utilizacdo de material biolégico para obtencdo de bens e/ou ser-
vicos com finalidade econémica, vem sendo sistematicamente aplicada no
aperfeicoamento da agricultura. No inicio do século XX foram desenvolvidos
a cultura de células e tecidos e a partir de entao o resgate de embriées imatu-
ros in vitro (@anos 30), a mutagénese e selecdo (anos 40), a cultura de anteras
(anos 50), a variacdo somaclonal (anos 60), a tecnologia do DNA recombinante
ou engenharia genética (anos 70), a selecdo assistida por marcadores
moleculares (anos 80) e a gendmica, a protedmica, a metabolémica e
bioinformatica (anos 90). No século XXI as inovacdes em biotecnologia conti-
nuardo a alavancar os avancos na agricultura, as quais ja podem ser citadas a
tecnologia do RNA interferente (RNAI) e a transgenémica.

Desde o advento da tecnologia do DNA recombinante tornou-se possivel
a alteracao em trecho(s) do genoma de qualquer organismo de modo a favo-
recer caracteristicas desejadas (ARANTES, 2003). O referido organismo é tido
como geneticamente modificado ou também citado como OGM (Art. 3¢, inciso
V, Lei Federal Brasileira N° 11.105/2005). A transgénese ou transgenia é um
caso particular de modificacdo genética em que uma sequéncia de DNA, total
ou parcial, de um organismo (exdgeno) é transferida para outro organismo
de espécie distinta daquele, portanto sexualmente incompativel. A cisgenia
utiliza as mesmas técnicas da transgenia, porém a transferéncia de DNA ocor-
re na mesma espécie ou entre espécies que se cruzam na natureza. Embora
ndo sejam sindnimos, os termos foram agrupados e referidos nesse capitulo
sob a designacao de OGM.

O desenvolvimento acelerado da Biotecnologia nas Ultimas décadas pro-
moveu uma mudanca significativa dos padroes tecnoldgicos da agropecudria
e, como consequéncia, de toda a cadeia produtiva a eles relacionada. Para a
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agricultura o principal aporte foi a obtencdo de uma planta com um atributo
de interesse econémico como, por exemplo:

a) plantas resistentes a estresses bidticos (patdégenos, insetos-praga e
ervas-daninhas) e abioticos (salinidade, seca, frio, inundacéo, calor);

b) melhoria da qualidade dos produtos agricolas de culturas arbdreas,
frutiferas e perenes (tempo de prateleira ou armazenamento prolongados,
conteuido nutricional diferencial ou biofortificado quanto ao teor de
proteinas, fibras, o6leos, carboidratos, vitaminas/sais minerais e
fitoquimicos. remocdo de antinutrientes, alergénicos e/ou toxinas,
melhor qualidade da fibra da madeira);

c) plantas utilizadas como bioreatores de farmacos e/ou produtos
industriais;

d) plantas de crescimento acelerado;

e) plantas com maior eficiéncia na conversdo de biomassa, na utilizacao
de 4gua e na fixacdo de nitrogénio do solo;

f) plantas com maior potencial para producdo de biocombustiveis e
fitoremediacéo.

As caracteristicas anteriormente mencionadas, em conjunto ou isolada-
mente, visam o aperfeicoamento da agricultura moderna, podendo reduzir a
dependéncia excessiva das acdes mecanicas e quimicas ou outras praticas
agressivas ao meio ambiente, bem como aumentar a eficiéncia na utilizacdo
dos recursos naturais, aumentar a produtividade agricola e reduzir os custos
de producdo, agregar valor aos produtos agricolas, gerar alimentos funcio-
nais e acelerar a adaptacdo de culturas de grande interesse econdmico a
mudancas climéticas globais.

Os primeiros experimentos com cultivos geneticamente modificados (GM)
foram feitos em 1986, nos Estados Unidos e na Franca (Santos, 2001). A
utilizacdo de cultivos GM para fins comerciais e em grande escala iniciou-se
em 1996, nos Estados Unidos, com a introducdo da soja RR (soja tolerante ao
herbicida glifosato). Em 2007, os cultivos GM estavam presentes em 23 pai-
ses, 0s quais tém grande peso na economia regional e mundial, sendo 11
paises desenvolvidos e 12 em desenvolvimento (James, 2008). Afora os Esta-
dos Unidos, estdo os trés paises mais populosos da Asia (China, India e
Indonésia), as trés maiores economias da América Latina (Brasil, México e
Argentina) e a principal economia africana (Africa do Sul) (Silveira et al, 2005)
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O Brasil ¢ um pais com grande potencial para o desenvolvimento da
biotecnologia agricola, detentor de uma megabiodiversidade que é fonte de um
grande numero de moléculas para prospeccdo (genes, peptidios e metabdlitos).
Aliado a isso, o pais possui um forte sistema nacional de pesquisa agricola voltada
para o melhor aproveitamento de suas vantagens naturais: clima tropical e
subtropical, diferentes biomas e germoplasma selecionado e adaptado de gran-
de variabilidade (Valois, 2001; Traxler, 2000). No entanto, tém sido apontadas as
questbes de caréncia de informacdo sobre os aspectos ambientais das novas
tecnologias, entre outros menos frequentemente citados.

Para disponibilizar a sociedade produtos seguros obtidos pela
biotecnologia, uma avaliacdo de biosseguranca dos produtos gerados deve
ser rigorosamente estruturada e executada. Esta avaliacdo dimensiona riscos
potenciais e suas probabilidades de ocorréncia. Os riscos potenciais incluem
aspectos ambientais e efeitos sobre a satide humana e animal.

Assim a avaliacdo da biosseguranca de plantas transgénicas, para efeitos
didéticos, costuma ser abordada como dois grandes topicos - avaliacdes de segu-
ranca ambiental e de seguranca alimentar. Porém, na prética, a avaliacdo considera
os dois aspectos conjuntamente. A separacao didatica, que facilita a organizacao
dos estudos e a compreensdo da légica que orienta a analise, tem o inconveniente
de indicar necessidades de estudos que se repetem no outro componente. Como
exemplo pode ser citado a caracterizacdo do transgene, que é indicada nos estudos
ambientais e nos alimentares; essa duplicidade passa a idéia de excesso de
requisitos ou a idéia de desarticulacdo entre as abordagens, o que nao é real.

Nesse capitulo abordaremos apenas os aspectos ambientais relativos es-
pecificamente as plantas e microrganismos transgénicos. Reforcamos que
varios dos componentes discutidos nesse capitulo sdo complementares a
outras informacdes mais especificas que sdo abordadas nos demais capitulos
sobre seguranca alimentar.

Esse capitulo busca oferecer uma visdo rapida, porém abrangente, dos
distintos componentes dos estudos ambientais que sdo importantes para a
determinacdo da seguranca dos OGM indicando a complexidade e
complementaridade de esforcos e especialidades que sdo importantes para
uma analise e tomada de decisdo robusta.

Enfatizamos que apenas uma andlise conjunta dos aspectos ambientais e
alimentares podera concluir sobre a seguranca de um dado organismo GM.
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2. Termos utilizados e caracteristicas de destaque

Avaliacao de risco refere-se a identificacdo do risco, sua caracterizacdo e pro-
posicao de medidas de mitigacdo. O termo se aplica desde as etapas de concepcédo
do projeto de pesquisa até o desenvolvimento da planta e sua liberacdo comercial.
A avaliacdo do risco do OGM é realizada em etapas que compreendem a descricao
prévia do OGM e do propdsito da liberacdo, a identificacdo do perigo’ e a previsdo
de dano. A qualidade de toda avaliacdo dependera do grau de conhecimento que
existe sobre o que serd realizado e sobre os efeitos esperados.

Analise de risco agrega a avaliacdo de risco as etapas de manejo do risco
e de comunicacdo do risco. Especialmente para as plantas GM a andlise de
risco deve ser iniciada ainda na etapa de concepcdo do projeto que ird
desenvolvé-las e continuar em todas as etapas de seu desenvolvimento, até a
liberacdo comercial e 0o monitoramento pos-liberacdo. Ela envolve a descricao
detalhada do OGM e o propdsito de sua utilizacdo. Deve-se destacar que
a comunicacao do risco é proposta por varios especialistas como parte integrante
das acoes de andlise desde sua etapa inicial e ndo apenas uma etapa final de
informacdo ao publico (Guivant, 2005; Capalbo et al 2006). Esse aspecto nédo
serd abordado nesse capitulo, mas constitui um tépico que perpassa toda a ana-
lise e por isso esta tratado em um capitulo totalmente destinado a ele (Capitulo 6,
Alimentos Transgénicos a Luz da Sociologia do Risco).

Estudos de biosseguranca — nesse capitulo utilizamos esse termo para
indicar todos os estudos que compéem a etapa de avaliacdo de risco.

Caracteristicas:

e Sendo o OGM um organismo vivo, ele pode se dispersar, colonizando
novos ambientes, requerendo por isso uma abordagem distinta
daquela aplicada para produtos quimicos (agrotéxicos em especial);

'Segundo os cientistas Lajolo e Nutti, a “analise de risco” é um procedimento cientifico
que auxilia na busca sistematizada de informagdes sobre um determinado perigo, de
forma a permitir a avaliacdo do risco envolvido e a adocdo de medidas para eliminar
ou controlar o perigo detectado. Para estes cientistas, é importante distinguir entre
“perigo” e “risco”. O primeiro seria 0 agente nocivo fisico, quimico ou bioldgico,
capaz de causar efeitos adversos, por exemplo, um novo DNA na planta. J4 o “risco”
seria a funcao da probabilidade de ocorréncia daquele perigo em certas circunstancias,
como ter efeitos adversos causados por este DNA diferente. (Lajolo & Nutti, 2003)
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e As novas atividades/caracteristicas adquiridas pela planta devido a
transgenese podem incluir a alteracdo quantitativa ou qualitativa na
producdo de moléculas (RNA, proteinas e metabdlitos) ao longo do
ciclo de vida da planta e que podem ainda permanecer ativas mesmo
com a destruicdo do OGM.

Limitantes:

e Estdo condicionados ao conhecimento existente do caso avaliado, aos efei-
tos esperados e a capacidade de uso da informacéo por parte do avaliador.

e Sempre que realizados seqgundo diretrizes orientadoras basicas, cien-
tificamente fundamentadas, adquirem caracteristicas suficientemen-
te robustas para tomada de decisdo objetiva e/ou informada.

Impactos ambientais potenciais - os principais impactos ambientais

estudados para as plantas GM sdo apresentados no Quadro 1.

Quadro 1- Impactos ambientais potenciais das plantas GM no ambiente
(adaptado de Dale et al. 2002).

Classe Exemplo

Impacto direto da nova caracteristica genética no ambiente

Interacdo com organismos vivos Possivel selecdo de organismos (alvo e

ndo-alvo) resistentes a transgenia, tal
como resisténcia a plantas Bt.
Problemas quanto ao destino e outras
consequéncias causadas pelo composto
exégeno no solo.

Mudanca na persisténcia ou Persisténcia no ambiente agricola.
invasividade da cultura Invasividade em ambientes naturais.
Fluxo génico por polinizadores em Transferéncia da tolerancia a herbicidas
plantas daninhas e invasoras para plantas invasoras da mesma espécie

ou passiveis de cruzamento;
Transferéncia de tolerancia ao stress
biotico e abidtico para plantas invasoras
da mesma espécie ou passiveis de
cruzamento
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Classe Exemplo

Impacto indireto da mudanca de pratica agricola sobre o ambiente

Reducao na eficiéncia de controle da  [Selecao de plantas invasoras tolerantes a
praga, doenca ou planta invasora herbicidas

Efeito sobre a biodiversidade silvestre |Efeito do herbicida de amplo espectro.
Plantio massal de monoculturas que
acarreta reducao de diversidade genética
e ruptura de nichos ecoldgicos.

Impacto em organismos nao-alvo e
consequentemente alteracao nas cadeias
tréficas (encurtamento ou substituicao
de cadeias troficas ou emergéncia de
pragas secunddrias).

Efeito na agua e no solo Mudanga no uso de herbicidas
Mudanca nos padrées de cultivo/uso do
solo

Principais componentes dos estudos ambientais de biosseguranca
de OGM: frente aos principais impactos potenciais, a comunidade cientifica
internacional e nacional prevé os principais aspectos que devem ser conside-
rados nas avaliacoes de risco ambiental das plantas GM antes da liberacao
para cultivo comercial. Esse consenso sobre potenciais de risco? se reflete
hoje nas legislacdes nacionais e internacionais. Todos os processos regulatérios
(uma grande maioria dos paises segue o Protocolo de Cartagena®) tém como

2 A preocupacao com tais riscos iniciou-se em 1989, mediante documento preparado
por especialistas da Sociedade Ecologica Americana (ESA) (Mooney, 1989).

3 Em 29 de Janeiro de 2000, a Conferéncia das Partes para a Convencao sobre Diversi-
dade Bioldgica (CBD) adotou uma complementacdo a Convencao que ficou conhecida
como Protocolo de Cartagena sobre Biosseguranca. O protocolo visa a protecao da
diversidade bioldgica frente aos riscos potenciais que os organismos vivos modifica-
dos resultantes da moderna biotecnologia (ou transgénicos como ficaram popular-
mente conhecidos no Brasil). Esse protocolo prevé um procedimento de troca de
informacao anterior a qualquer introducdo desses organismos em um novo pals; tal
procedimento provera informacdes necessérias para que decisdes sejam tomadas antes
da autorizacdo da importacdo. O texto do Protocolo e outros detalhes podem ser
encontrados no site http://Awww.cbd.int/biosafety/protocol.shtml
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principio basico que as avaliacdes de risco ambiental devem ser baseadas em
dados cientificos e conduzidas caso-a-caso, considerando:

e as caracteristicas do transgene;

e as caracteristicas da planta (fendtipo e gendtipo) onde o transgene foi
inserido e o ambiente onde essa planta sera liberada;

e o fluxo de genes entre espécies distintas (fluxo génico vertical) e entre
géneros distintos (fluxo génico horizontal);

e 0 impacto sobre organismos ndo-alvo da tecnologia e a biodiversidade

O papel do analista/avaliador dos estudos de biosseguranca - E importan-
te ressaltar que uma avaliacao de risco, mesmo que bem estruturada cientifica-
mente e com base em experimentacao robusta, pode identificar uma caracterfs-
tica particular como um perigo, o que ndo implica diretamente na existéncia de
risco. A situacao especifica da liberacdo — como, onde, escala em que sera realiza-
da — identificara a existéncia de risco. Para identificar a existéncia ou ndo do risco
¢ fundamental o papel do avaliador, que deve considerar outras possibilidades,
diretas ou indiretas, como deslocamento ou erradicacdo de populacdes de orga-
nismos, por exemplo, determinar as probabilidades de o perigo ocorrer, o nivel de
significdncia dos dados e as medidas de mitigacdo que podem ser implantadas.

Mitigacao - Pouco se costuma discutir sobre medidas mitigadoras as quais
estdo vinculadas a possibilidade de imprevistos, ao longo do tempo. Mas que
imprevistos? Os riscos potenciais das plantas GM estdo associados a presenca
do DNA exdgeno na planta, tanto do ponto de vista de seus efeitos intencio-
nais (por exemplo, conferir resisténcia a determinado herbicida) como de seus
efeitos ndo-intencionais*, que podem ser previsiveis ou ndo (mudancas
morfoldgicas na planta ou alteracdo da composicdo quimica da mesma, au-
mento da toxicidade ou alergenicidade da planta). Assim, em face de uma
situacdo nao prevista, as informacdes geradas nos estudos de biosseguranca

4 Estes efeitos nado-intencionais sao tecnicamente denominados de “efeitos
pleiotropicos”. Por exemplo, no caso de uma planta geneticamente modificada para
resisténcia a insetos haveria, certamente, um decréscimo muito grande sobre a
populacao deste organismo. Os efeitos que este fato acarreta sobre a populacdo de
predadores daquele tipo de inseto e sobre os predadores destes predadores é que sao
denominados “efeitos pleiotrépicos”. Tais efeitos ocorrem também nos processos de
melhoramento genético convencional, até em maior proporcao, uma vez que tais
processos sao inespecificos.
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oferecerao um cendrio de situacdes ou opcbes que permitam tomar medidas
para que, mesmo com algum nivel de risco, a tecnologia possa ser adotada
causando o menor impacto ambiental e alimentar possivel.

3 - Estudos de biosseguranca ambiental de plantas GM

3.1 - As caracteristicas da planta receptora e do
transgene nela inserido

A caracterizacao da estrutura, expressao e transmissao de transgenes for-
nece informacdes importantes que devem ser consideradas nos estudos de
biosseguranca, sendo gue muitas dessas informacdes podem ser obtidas no
momento de construcdo do vetor e quando da obtencao dos primeiros even-
tos transgénicos, o que facilita, ou mesmo elimina alguns ensaios posteriores.

Os estudos da caracteristica do transgene e da planta receptora para fins
de biosseguranca sao aqui apresentados em trés grupos:

= avaliacdo de estrutura do locus do transgene (analise genotipica);
= expressao do transgene (analise fenotipica); e
= transmissdo do transgene para as progénies.

3.1.1 - Andlise genotipica

O método de transformacao utilizado indica a provével natureza e a di-
mensao de rearranjos que podem ser criados no /ocus transgénico. Da mes-
ma forma, o conhecimento da sequéncia de DNA inserida no genoma da
planta é essencial para a caracterizacao de estrutura do focus transgénico,
permitindo a determinacao da auséncia ou presenca de partes do transgene
original. Exemplos de informacdo necessaria:

Qual o método de transformacdo? A resposta a essa pergunta indicara
gue parte do vetor foi inserida na planta, se ha possibilidade de permanéncia
de um marcador de selecao indesejavel ou com potencial de risco, se ha ne-
cessidade de estabelecer uma estratégia para eliminar o marcador, ou ainda
selecionar os eventos de interesse que NAO possuam sequéncias do vetor,
diminuindo potencial de risco e/ou eliminando certos ensaios que sao funcao
desse potencial risco.
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Qual a sequéncia e qual o mapa do vetor introduzido? Quando se busca
pelas respostas a essas questdes, se vislumbra a existéncia ou nao de expres-
sdo de genes nao desejados (por exemplo, genes bacterianos que sdo
marcadores de selecdo) e se hd ou ndo especificidade de expressdo dos
transgenes e do gene marcador em cada tecido, caracterizando um potencial
de risco ou um ponto de seguranca.

O transgene, além do gene de interesse, constitui-se geralmente em
sequéncias reguladoras (promotor, terminador, alguns ainda podem conter
introns e ativadores), genes marcadores e, em casos especificos, podem con-
ter outros sitios como o de recombinacao para retirada do gene marcador e
sequéncias para peptidios sinais (direcionamento da proteina expressa para
uma localizacdo subcelular especifica). Esses componentes muitas vezes sao
provenientes de diferentes organismos-fonte.

A caracterizacdo molecular do transgene apds insercdo no organismo
receptor é um importante componente da analise de risco. Para tanto,
verificam-se os seguintes itens (EFSA, 2004):

* aintegridade da estrutura (verificacdo da seqUéncia nucleotidica sem
mutacao, se houve rearranjo nos componentes, se ha presenca remanes-
cente de fragmentos do vetor, o tamanho, ou seja, se houve insercao
total ou parcial ou formacdo de concatameros);

= o seqlienciamento das juncoes de insercdo entre o transgene e o DNA
receptor,

* 3 localizacdo subcelular (nucleo, mitocéndria ou cloroplasto);

= 0 numero de copias;

* seainsercdo interrompeu, silenciou ou eliminou genes do organismo
receptor ou mesmo ativou pseudogenes ou genes inativos.

As técnicas moleculares comumente utilizadas para essas analises sdo a
reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), a hibridizacdo por Southern-Blot e o
sequenciamento de DNA. Essas analises costumam ser realizadas por varias
geracoes da planta para garantia de que o Jocus transgénico é estavel. O
sequenciamento do /ocus transgénico permite também o desenho de sondas
e oligonucleotideos iniciadores para PCR que permitem estudos de heranca e
estabilidade do locus além da sua rastreabilidade.
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Além dos pontos aqui apresentados resumidamente, queremos salientar
que a escolha de construcdes e eventos transgénicos, se refletida nas etapas
iniciais dos estudos, podem facilitar as andlises de biosseguranca, reduzindo
seu tempo de realizacdo e também os pontos de risco potencial, favorecendo
a liberacao de produtos seguros. Entre os pontos a serem considerados nes-
sas etapas iniciais podem ser citados:

= O gene marcador deve ser previamente caracterizado, e possuir pro-
duto génico indcuo ao ser humano. A condicdo ideal seria ndo usar
genes marcadores de seleco.

= O evento transgénico deve possuir poucos /oci transgénicos. A con-
dicdo ideal seria um Unico Jocus.

= (Cada locus transgénico deve possuir poucas copias do transgene. A
condicdo ideal seria uma Unica copia.

= O Jocus do transgene ndo deve possuir DNAs extras (por exemplo
sequéncias ndo pertencentes ao T-DNA no caso de transformacao
por Agrobacterium tumefaciens).

= A sequéncia flanqueadora do transgene ndo deve conter rearranjos
ou ter rearranjos minimos.

Metodologias de construcdo de OGM foram desenvolvidas visando maior
seguranca na expressdo do DNA exdgeno. Entre elas estdo a utilizacdo de promo-
tores que apenas permitem a expressdo do transgene especificamente num dado
tecido em determinada fase do desenvolvimento da planta (p.ex. promotores de
genes relacionados a floracdo) e a inclusdo de sitios de recombinacdo para remo-
cdo de genes marcadores (p.ex. resisténcia a antibiéticos) do transgene apds trans-
formacao do organismo receptor. O sistema de recombinacdo mais utilizado tém
sido o toxP e sua respectiva enzima recombinase Crelox (Ow, 2007).

3.1.2 - Analise fenotipica

A caracterizacao da estrutura do locus é também importante para a ana-
lise fenotipica por permitir: monitorar a ocorréncia de mutagénese insercional
em genes enddgenos; avaliar a possibilidade de expressdo de um gene em
um tecido no qual normalmente este ndo é expresso; a possibilidade de, com
a integracdo do transgene, haver expressao de produtos génicos nao deseja-
dos; identificar sequéncias repetidas que poderiam aumentar a probabilidade
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de instabilidade e/ou mudancas do transgene para outros sitios no genoma
vegetal; dentre outros.

Os processos celulares sao funcdo da dinamica rede de interacdes entre
componentes moleculares internos e fatores externos ao organismo. Potenciais
efeitos da transgenia podem ndo se mostrar evidentes pela mera analise pon-
tual do transgene apds transformacdo do organismo receptor, mas podem
ser revelados em analises amplas do padrdo de RNA transcritos (transcriptoma),
da populacdo de proteinas (proteoma) e de metabdlitos (metaboloma) °. Tais
analises moleculares adicionais sao realizadas comparando-se o perfil detectado
no OGM com um referencial ndo modificado geneticamente (de preferéncia
o parental ou isolinea mais préxima), em repetidas amostragens e efetuando-
se andlise estatistica dos resultados. A analise dos componentes moleculares
pode também ser feita para comparacdo ao longo das diferentes fases
fenologicas da planta GM ou para andlise da resposta sob condicoes de estresse
abidtico ou bidtico.

A andlise do transcriptoma pode ser feita por microarranjo, Northern-
Blot, sequenciamento em larga escala e pela bioinformatica. A anélise do
proteoma pode ser feita pela eletroforese bidimensional, Western-Blot,
sequenciamento peptidico e espectrometria de massas. A analise do
metaboloma é feita por espectrometria de massas e espectroscopia de resso-
nancia magnética nuclear. Muitas vezes essas analises ndo sao requeridas no
processo de licenciamento comercial do evento® devido a complexidade e
alto custo para execucdo, mas constituem poderosas ferramentas para andalise
de biosseguranca.

Além do mero estudo do fendtipo da planta GM, deve-se atentar ainda
para o estudo de potenciais efeitos pleiotropicos e epigenéticos’ em cultivos
comerciais de larga escala temporal e espacial.

> O transcriptoma é definido como a populacao de RNA transcritos em uma célula ou
organismo num dado momento. A mesma definicdo se aplica a protedmica para a
populacdo de proteinas e a metabolémica para o conjunto de metabdlitos. Essas
populacdes de componentes moleculares ndo sao as mesmas para os diferentes tipos
celulares que compdem um organismo, nem mesmo para a mesma célula em diferentes
fases do desenvolvimento do organismo.

¢ O termo evento foi utilizado nesse contexto para definir um organismo que conte-
nha um transgene em localizacao especifica no genoma. O mesmo transgene em
diferente localizacao do genoma do OGM constitui-se em outro evento diferente.
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3.1.3 Transmissao do transgene

A expressao e transmissao correta dos transgenes por sucessivas geracoes
é mais uma caracteristica importante para uma robusta analise de risco. Ela
costuma ser determinada por verificacdo do padrao de heranca por mdltiplas
geracoes e em cada variedade de planta na qual o transgene serd introduzido
por cruzamento, e em diferentes ambientes.

Nesse item costuma-se separar os estudos quanto a:

Transmissao intencional do transgene para outras variedades através
de cruzamentos. Nesse caso, como a transmissao foi intencional, as
alteraces devem ser avaliadas em cada variedade, observando a eficacia
da caracteristica conferida pelo transgene, verificando se a expressao
nestes novos gendtipos é aumentada ou reduzida, e ainda por quantas
geracbes e em quais ambientes a expressao do transgene foi avaliada;
Transmissdo ndo intencional do transgene para outros gendtipos.
Esses estudos visam identificar se existem espécies silvestres ou apa-
rentadas para as quais o transgene pode ser transferido e para os
guais nao se tem intencao de transferéncia, pois podem apresentar
risco de alteracoes nas relacdes ambientais existentes. Em consequéncia
da existéncia ou ndo de potenciais receptores para tal transgene, outros
estudos poderdo ser necessarios como a determinacao do sistema de
cruzamento e a estrutura cromossémica desse receptor, a determinagdo
da alteracao na eficacia da caracteristica introduzida.

Interagbes com outros transgenes. Melhoristas podem utilizar eventos
transgénicos para piramidizacdo de caracteristicas (retransformacdo de um
evento transgénico ou cruzamento de dois eventos transgénicos de forma
gue seja criada uma variedade com diferentes transgenes). Esse novo even-
to devera ser analisado considerando os pontos anteriormente apontados.

O fato de um evento ou futuro evento ndo cumprir com esses itens nao
implica que ele seja considerado de risco. Estas opcdes de escolha apenas
funcionam como agentes facilitadores das analises de seguranca, e podem

7 A Epigenética é um novo campo da biologia que estuda os mecanismos pelos quais
0 ambiente modula de maneira estavel e hereditaria a expressao génica sem alterar o
coédigo genético.
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ser importantes conforme se avanca no conhecimento cientifico e nas obser-
vacdes das liberacdes ja realizadas até o momento.

Existem inUmeras estratégias de contencao bioldgica de OGM, as quais
dependem da finalidade da obtencao da cultura transgénica e das caracteris-
ticas reprodutivas da plantas. Entre essas estratégias podem ser citados: o
blogueio ou prorrogacao da floracdo através da técnica de RNA interferente
(p.ex. para a beterraba em desenvolvimento no Plant Research International
na Holanda); a prevencdo da fecundacdo cruzada por cleistogamia, ou seja,
autofecundacdo antes da abertura da flor (p.ex. em arroz e canola) (Daniell,
2002); macho esterilidade (p.ex. berinjela, tomate e cruciferas) por ablacao
celular do polen ou inanicdo metabolica (Ribarits et al., 2008); recombinacao
sitio-especifica para excisdo do transgene, p.ex. tabaco (Daniel 2002); transfor-
macao no cloroplasto, o qual nao é transmitido pelo pdlen durante a fecunda-
cdo (p.ex. tabaco, soja, algodao, alface) (Daniell, 2002); partenocarpia, ou seja,
desenvolvimento fruto sem fertilizacdo (sem sementes) (Daniell, 2002); apomixia,
ou seja, formacado de semente sem fertilizacdo pelo pélen (Spillane et al. 2004);
esterilidade da semente (Hills et. al., 2007) e mitigacdo da transgenia, ou seja,
presenca no transgene de um gene que é danoso para o hibrido (Daniell, 2002).

3.2 - Fluxo de genes

Outro questionamento que é feito as plantas GM é quanto a possibilidade
da transferéncia de genes na natureza entre a planta GM e espécies aparentadas.
E se ela existe, quais sdo as consequéncias desse fluxo de genes?

O fluxo génico vertical ¢ a transferéncia de genes entre e dentro de
populacdes de uma mesma espécie ou espécies afins, que se cruzam natural-
mente. O fluxo se d& pela migracdo de pdlen da planta transformada para a
planta convencional ou selvagem. A semente também é um fator de fluxo génico,
pois leva o pool génico para outros locais distantes do local de sua producao
quando é transportada por animais ou mesmo por transporte comercial.

O fluxo é desejavel quando ocorre entre populacdes naturais, pois
aumenta a variabilidade da espécie, permitindo uma maior variedade de genes
para suportar a pressao de selecao natural como estresses bidticos e abidticos.
Entretanto, ¢ indesejavel quando ocorre: a) entre cultivares em campos de
producdo de sementes (comprometendo a pureza genética do material);
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b) entre cultivares para variedades locais (pode descaracterizar o material,
reduzindo variabilidade de caracteristicas importantes); c) entre cultivares e
populacdes naturais (pode descaracterizar o pool génico, levando a altera-
cbes na adaptabilidade da populacdo afetada); d) entre cultivares transgénicas
e cultivares convencionais da mesma planta (contamina a pureza genética e
compromete mercados exigentes em produtos livres de OGM).

A simples transferéncia de pélen de uma planta transgénica para uma cultivar
comercial, uma variedade local ou uma populacdo natural ndo implica necessaria-
mente em fluxo génico. Para que o fluxo seja efetivo, o pdlen tem que fecundar
a flor, produzindo uma semente hibrida viavel. Esta semente tem que germinar e
produzir um adulto fértil que, produzird uma progénie fértil. Ainda assim, depen-
dendo da pressao de selecdo ambiental, o efeito da introgresséo do transgene na
populacéo pode ser neutro, desfavoravel ou favoravel (Barroso e Freire, 2003). No
efeito neutro, o gene ndo altera o comportamento dos organismos receptores e
permanece em baixas frequéncias, como no caso de genes que ndo conferem
vantagem competitiva. No caso de um efeito desfavoravel, o gene transferido
desfavorece o organismo em uma pressdo natural de selecdo, impedindo assim
que se dissemine. No caso de um efeito favoravel, o gene introduzido favorece os
individuos que o tém, aumentando sua frequéncia com o tempo.

O fluxo génico horizontal é a transferéncia de genes na natureza entre
géneros distintos. Ela ocorre normalmente entre microrganismos, podendo
ter alta frequéncia em alguns casos. A transferéncia génica entre fagos e
bactérias marinhas, por exemplo, pode ocorrer uma vez em cada 108 particulas
infecciosas. Considerando o grande numero de bactérias e virus e o imenso
volume de dgua existente nos oceanos, estima-se que a transferéncia de genes
entre esses microrganismos ocorra naturalmente 20 trilhdes de vezes por
segundo (Bushman, 2002).

A diversidade genética dos seres vivos é garantida, entre outros processos,
pela disseminacdo de genes e, no caso de bactérias e virus, essa transferéncia
horizontal é bastante comum. Por outro lado, o fluxo génico entre procariotos
e eucariotos é menos comum, mas ocorre (Krishnapillai, 1996). Um exemplo
classico é o patossistema Agrobacterium tumefaciens x plantas, que serviu,
inclusive, de modelo para o desenvolvimento da técnica de transformacéo de
plantas mediada por Agrobacterium.

De modo geral, 0s organismos estdo mais propensos a recusarem do que
aceitarem DNA exdgeno devido as intimeras barreiras celulares. Sabe-se que
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a transferéncia horizontal de genes pode ocorrer, mas a identificacdo da trans-
missao recente de DNA entre organismos procariotos e eucariotos é dificil de
ser demonstrada.

Quanto aos genes de resisténcia aos antibiéticos, utilizados como
marcadores de OGM, sdo genes originarios de microrganismos que se
disseminam constantemente, inclusive para microrganismos patogénicos.
Sua prevaléncia se da quando do uso abusivo de antibidticos, e ndo pela
introgressao Nno genoma, pois ele sé serd vantajoso para dada espécie se houver
pressdo de selecdo, isto é, a presenca do antibidtico, que o favoreca. Quando
se deixar de usar antibiéticos por um longo periodo e com isso houver uma
reducdo da pressao de selecdo, os microrganismos tenderao a excluir a carga
energética adicional necessaria para a manutencao do gene de resisténcia a anti-
bidtico, que é, em sua maioria, extracromossémico, levando a eliminacao deles.

A transferéncia horizontal de genes originais ou modificados genetica-
mente poderd ocorrer, mas sua introgressao e sua estabilidade na populacdo
dependerd de um conveniente interesse ambiental, nem sempre existente.
Considerando o baixo impacto esperado (um trilhdo de vezes menor que os
estimados atualmente) e a baixa frequéncia, os métodos atuais de
monitoramento ndo tém a sensibilidade adequada para detectar um eventual
fluxo horizontal de uma planta geneticamente modificada para um
microorganismo (Heinnemann e Traavik, 2004).

Diversas estratégias podem ser adotadas no manejo do risco de fluxo
génico. Para adocdo de uma estratégia adequada, estudos de biologia de
reproducdo e conhecimento dos sistemas agricolas sdo importantes. O uso de
transgene com heranca materna (cloroplastos e mitocondria) evitam a disper-
sao por polen, assim como a macho esterilidade. A esterilidade da semente
também pode ser utilizada. Como complemento importante a essa informacéo,
a legislacao brasileira atual proibe o uso de qualquer estratégia de restricdo
de uso de um gene, mediada por transgenese.

O conhecimento da biologia floral e dos mecanismos reprodutivos, bem
como dos agentes carreadores do polen, pode auxiliar no confinamento do
transgene ao material transformado. Plantas cleistogdmicas ou apomiticas
apresentam baixas ou nenhuma taxa de reproducdo cruzada, o que reduz a
possibilidade de fluxo génico. Nos casos onde a possibilidade de fluxo génico
vertical é alta, estratégias de isolamento geografico pela criacdo de zonas de
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exclusdo, barreiras fisicas, bordaduras e limitacdo de transito de material
propagativo podem ser adotadas. Nos campos de plantas GM, pode-se realizar
a destruicdo de plantas voluntarias.

3.3. - Impacto sobre organismos nao-alvo da tecnologia e
sobre a diversidade biolégica

Trabalhos realizados nos ultimos anos com plantas melhoradas convenci-
onalmente para resistir ao ataque de pragas tém demonstrado que alteracdes
na composicao quimica, como elevacdo na concentracdo de compostos se-
cundarios, ou alteracdes morfoldgicas, tais como aumento de pilosidade ou
auséncia de nectérios extraflorais, podem afetar negativamente a adaptabilidade
dos inimigos naturais (Groot & Dicke, 2002). Isso também pode se aplicar as
novas caracteristicas adquiridas pela planta GM. Assim, por similaridade
entre processos em uso e a nova biotecnologia, foram indicados alguns dos
estudos a serem realizados com plantas GM.

Inicialmente, pela questao de similaridade, as avaliacbes de biosseguranca de
plantas GM sobre organismos néo alvo e a diversidade biolégica seguiu 0 modelo
utilizado para substancias quimicas. O modelo parecia adequado pelo fato das
plantas GM desenvolvidas nos primeiros tempos terem caracteristicas de resistén-
cia ao inseto praga (plantas Bt) ou a determinado virus ou tolerante a pesticidas.
Tal modelo sugere que as mesmas espécies de organismos ndo-alvo poderao ser
utilizadas como espécies indicadoras independentemente do agente em estudo
(pesticida ou planta GM) ou da planta transformada ou do transgene inserido.
Por exemplo, nas andlises de toxicidade realizadas para pesticidas, em laboraté-
rio, 0s organismos nao-alvo podem incluir: codornas (aves), Daphnia (animais
aquaticos), minhocas e Colembolas (invertebrados de solo) e abelhas meliferas,
joaninhas, crisopideos e vespas parasitoides (insetos terrestres).

A critica ao uso desse modelo para todas as plantas GM que se seguiram
(biorreatores ou com caracteristicas de tolerédncia a estresses bidticos ou
abidticos, por exemplo) é o de nado considerar as caracteristicas das plantas
GM e os diferentes modos de exposicdo dos organismos nao-alvo aos produ-
tos do transgene quando do planejamento dos testes de toxicidade. Mais
recentemente, tem-se observado uma mudanca nessa abordagem (Andow et
al 2006), indicando uma possivel substituicdo pelo sistema de selecdo dos
organismos nao-alvo resultante de uma escolha definida caso-a-caso, em fun-
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cao da planta transformada e das caracteristicas do transgene (escolha caso-
a-caso) (Garcia et al 2007). Deve-se ressaltar que o sistema brasileiro ndo
define o processo de selecdo do organismo, o que permite que qualquer
modelo seja utilizado, desde que descrito e justificadas as escolhas. Em ter-
mos de desenvolvimento cientifico, o processo de andlise e selecdo continua
em debate (Andow et al 2006, Romeis et al. 2008, Garcia et al 2007).

Dada a importancia da definicdo de andlise caso-a-caso para os OGM e
pela oportunidade didatica que ela oferece para a compreensao dos impactos
de uma tecnologia sobre o0 ambiente, esse capitulo utilizara a perspectiva que
agui denominamos “ecoldgica”, onde se faz o sistema de selecao de organis-
mos nado alvo especificos. Assim, como as plantas GM sao desenvolvidas com
fins especificos: resisténcia a um principio ativo herbicida, expressao de toxinas
antimicrobianas ou inseticidas, isto é, resisténcia ou sensibilidade a patégenos
(fito ou emtomopatdgenos), expressdo de proteinas para usos diversos; os efei-
tos sobre qualquer organismo (animal, vegetal ou microbiano) que ndo tenha
sido alvo especifico da transformacao é um efeito sobre nao alvo que deve ser
avaliado, pois esse poderad impactar o meio-ambiente de modo indesejado.

Em adicdo a discussao da metodologia de selecdo a ser utilizada, deve-se
lembrar que podem ser varios os efeitos adversos potenciais de uma planta
GM. Baseados em experiéncias acumuladas com o uso de outras tecnologias
e produtos (ainda em uso ou j& banidos dos processos agricolas), estimam-se
os efeitos adversos potenciais e selecionam-se os que sdo de importancia em
cada caso. Sao normalmente avaliadas:

= 3 possibilidade do surgimento de novas pragas;

= a possibilidade da mudanca do status das pragas atuais (pelo aumento
da sua frequéncia na cultura, por exemplo);

= 05 danos aos servicos ecoldgicos (controle bioldgico, polinizacéo,
processo de ciclagem de nutrientes, etc.);

= aperdade diversidade de espécies de interesse cultural ou conservacionista.

A avaliacao sobre organismos nao-alvo inicia-se com a identificacdo de
funcbes ecoldgicas importantes no sistema de producdo em guestdo e nos
ambientes naturais que poderdo ser afetadas pela introducdo da planta GM
(possiveis efeitos adversos). Os grupos ecoldgicos que em geral tém sido
considerados para avaliacdo sao: inimigos naturais, herbivoros ndo-alvo da
planta GM, polinizadores e microrganismos de solo. A definicdo das funcoes
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ecoldgicas a serem avaliadas deve levar em consideracdo as caracteristicas do
transgene e da planta receptora e o ambiente onde a planta GM vai ser liberada.
Como j& citado nesse capitulo, os organismos nao-alvo ndo estao definidos
na legislacdo brasileira e podem incluir outros artrépodes, mamiferos, aves,
peixes, plantas e outros organismos da vida silvestre.

Uma vez definidas as funcoes ecoldgicas, a avaliacdo de efeitos sobre os
organismos nao-alvo deve ser iniciada selecionando-se as espécies que serdo
utilizadas nos estudos, uma vez que é praticamente impossivel a avaliacao de
toda biodiversidade envolvida em cada sistema a ser analisado. Utilizando a
metodologia proposta por Hilbeck et al (2006), que segue o modelo ecologi-
co, o processo de selecdo de espécies deve levar em conta os critérios de: a)
distribuicdo geografica das espécies; b) abundancia na cultura e ambientes
do entorno; ¢) associacao com a cultura; d) significancia como inimigo natu-
ral/ polinizador/ praga secundaria na cultura GM, em outras culturas e em
areas naturais e também se levando em conta a probabilidade de exposicdo
direta e indireta a proteina expressa nas plantas GM.

As préximas etapas na avaliacdo de risco envolvem a identificacdo das vias de
exposicao ao risco, a identificacdo de possiveis efeitos adversos para o estabeleci-
mento de hipdteses de risco e o planejamento de experimentos para testar estas
hipoteses. Caracteristicas da proteina expressa pelo transgene, o tecido da planta
onde esse produto serd expresso e 0s niveis de expressdo determinardo os
possiveis efeitos negativos diretos e indiretos sobre os organismos nao-alvo.

Os experimentos para avaliacdo desses efeitos adversos sao realizados em
contencdo ou em campo associados as liberacdes controladas. Alguns
cuidados devem ser tomados no planejamento desses estudos para que seja
assegurada a exposicdo adequada do organismo nao-alvo ao OGM e, assim,
ter-se uma informacéo valida resultante do experimento conduzido:

= Conhecer o comportamento dos organismos nao-alvo para o estabe-
lecimento de metodologias de amostragem e bioensaios adequados.

= Estabelecer desenhos experimentais e testes estatisticos adequados. O
numero de repeticdes e o nimero de individuos por repeticdo (tamanho
amostral) determinam o poder dos testes estatisticos usados nas analises
dos experimentos, e assim a confiabilidade dos resultados obtidos;

= Estabelecer a duracdo dos experimentos levando em conta o ciclo de
vida do organismo a ser testado, o periodo de exposicdo do organismo
a planta GM e o periodo de expressao do produto transgene na planta.
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= Quantificar a nova proteina nos tecidos da planta que estdo sendo
utilizados nos bioensaios, para a comprovacdo de que a proteina esta
sendo expressa em niveis téxicos;

= Estabelecer os parametros a serem medidos. Esses devem incluir,
dependendo da hipotese de risco a ser testada devem incluir: adap-
tabilidade (sobrevivéncia, periodo ninfal / larval, longevidade dos
adultos, fecundidade) e pardmetros comportamentais;

= Comparar o efeito das plantas GM com o efeito de outro método de
controle de pragas e também com &reas sem a aplicacdo de inseticidas.
Essa etapa tem importancia econémica, mas também oferece infor-
macdes ambientais importantes para tomada de decisdo posterior a
avaliacdo de risco.

Para o caso das plantas GM resistentes a insetos, seus efeitos sobre a dindmica
populacional dos inimigos naturais pode ser necessdria e ird depender da espécie
da planta transformada, da localizacdo geogréfica na qual a planta é cultivada e do
manejo da cultura como um todo. Por exemplo, plantas de milho e algodao, que
tém ciclos de vida e arquitetura diferentes, vao diferir nas comunidades de artrépodes
a elas associadas. Consequentemente, o impacto sobre a fauna de espécies nao
alvo da remocao de uma espécie-alvo vai diferir entre as duas culturas.

Devido a caracteristica intencional de reducdo significativa no nimero de
aplicacdes de inseticidas, pode ocorrer um efeito direto sobre pragas secun-
darias: pragas secundarias deixam de ser controladas devido a reducdo das
aplicacées, tornem-se importantes, podendo até atingir o papel de praga
primaria agquela cultura. Alguns estudos sdo recomendados para leitura sobre
esse assunto (Pilcher et al., 1997; Sims, 1995).

Os resultados desses estudos subsidiardo a liberacdo em escala comercial
de uma planta geneticamente modificada. Entretanto, como alguns impactos
das culturas GM podem ser dependentes da escala espacial e/ou temporal, o
monitoramento poés-liberacdo comercial costuma ser recomendado para que
se possa identificar qualquer impacto nao previsto ou ndo quantificado nos
estudos em contencao.

3.4 Tépicos complementares

Para o caso das plantas com resisténcia a insetos (plantas Bt), deve-se
atentar para o efeito direto sobre a praga-alvo. As proteinas Cry, sendo
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expressas continuamente em plantas Bt, aumentam a exposicao da praga a
este agente toxico, o que pode favorecer a selecdo de populacdes resistentes.
Assim 0 manejo da resisténcia, embora ndo seja um estudo da biosseguranca,
também tem sido fundamental, incluindo os seguintes aspectos: uso de
promotores que podem alterar a concentracao da toxina ao longo do espaco
e do tempo (Giles et al., 2000); hibridos que expressam niveis de proteina
diferentes (Archer et al., 2000); suscetibilidade distinta das pragas as diferen-
tes proteinas existentes (Adamczyk et al., 1998).Para esse risco previsivel, o
monitoramento e 0 manejo sdo essenciais como medidas mitigadoras.

Alguns estudos com plantas GM indicam que pode haver um efeito
benéfico do controle do dano causado pelo inseto como a reducéo da
incidéncia de patdgenos, o que implica em menores niveis de micotoxinas
prejudiciais a saude humana (Munckvold et al., 2002).

4. Estudos de seguranca ambiental de microrganismos GM

Microrganismos de ocorréncia natural tém, ao longo da histéria, sido
aplicados no meio ambiente para propositos agricolas, sem que se tenha
noticia de problemas adversos a salde humana e a vida selvagem. Genes
codificando para a producdo de uma proteina, de um regulador de crescimento
vegetal ou de uma enzima envolvida na biodegradacéo de um poluente, podem
ser introduzidos em um microrganismo (microrganismo GM ou MGM) tornando-
o capaz de melhor colonizar a rizosfera, melhorar a estrutura do solo, biorremediar
solos contaminados, ou outra funcdo de interesse econémico. A semelhanca dos
casos de plantas transgénicas, muitas das informacdes ja existentes sobre os
microrganismos de ocorréncia natural podem fornecer dados preciosos sobre
como as avaliacdes de risco dos MGM devem ser conduzidas.

Um MGM deve ser capaz de competir e se estabelecer no ambiente e
também de expressar a caracteristica introduzida com eficiéncia; entdo os
critérios de seguranca ambiental considerados sao iguais ou semelhantes aos
das plantas GM, como sobrevivéncia, dispersdo, possibilidade de interacdes
com outras espécies, entre outras. E foi justamente para maior conhecimento
desses parametros que muitos novos microrganismos foram desenvolvidos
com ou sem o uso da metodologia do DNA recombinante. O Quadro 2 mos-
tra exemplos de bactérias GM, algumas disponiveis comercialmente, entre
dezenas de outros exemplos existentes, apresentando também os MGM que
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sofreram introducdo de genes “repdrteres” para estudos que visam ao
entendimento sobre disseminacao, sobrevivéncia e transferéncia génica entre
um MGM e a comunidade indigena. Maiores detalhes sobre genes reporteres
podem ser encontrados em Melo et al (2002).

Quadro 2 — Bactérias geneticamente modificadas: principais aplicacbes e

caracteristicas.

Bactéria Gene introduzido / Empresa/ Comentarios
retirado Grupo de
Pesquisa
Pseudomonas |Gene cry de Bacillus Iniciativa Produto regulamentado pela
fluorescens  |thuringiensis (Bt) privada Agéncia de Protecdo
Ambiental dos EUA.
Pseudomonas |Delecao do gene que codifica |Universidade |Bactéria usada no controle de
syringae para producdo de uma geadas brandas. A linhagem
proteina que promove a GM (Ice) coloniza a filosfera
nucleagao de cristais de gelo das plantas, compete por
em temperaturas logo abaixo nutrientes e micronichos.
de 0°C
Clavibacter xyli |Gene cry1Ab de Bt para Iniciativa Cxe é uma bactéria endofitica
subsp. controle da broca européia do|privada gue coloniza o xilema de
cynodontis (Cxe) |milho, Ostrinia nubilallis plantas de milho
Pseudomonas |Gene lacZY que codifica para |Iniciativa Pa é uma bactéria
aureofaciens (Pa)|a utilizacdo de lactose. As privada colonizadora de raizes de
linhagens marcadas produzem plantas que tem sido usada
coldnias azuis no meio de no controle biolégico de
cultura de isolamento, doencas de plantas
permitindo monitorar, com
seguranca e confiabilidade, as
linhagens GM em condicdes
naturais de campo
Bacillus pumilus |Gene cry 1A de Bt para Fase Bp é uma bactéria do solo,

biovar trifolii (RIt)

alimentam de nédulos de
plantas da familia
Leguminosae

(Bp) controle de Agrotis experimental |que coloniza raizes
orthogonia, praga de trigo
Rhizobium  |Gene cry3A de Bt para Fase Nédulos de plantas de ervilha,
leguminosarum |controle de pragas que se experimental |contendo rizébio transgénico,

foram menos danificados
pelas pragas do que os
nédulos inoculados com as
estirpes parentais de Rit

Pseudomonas
putida (Ps)

Gene da nuclease
estafilococica em Ps visando
ao melhoramento do processo
industrial de plasticos

biodegradaveis

Fase
experimental

Ps produz
polihidroxialcanoatos
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4.1 -Patogenicidade dos MGM

A avaliacdo de risco de MGM leva em conta os perigos microbiolégicos,
ou seja, o potencial patogénico do microrganismo ao homem, a outros
animais e/ou as plantas. Dentro desse principio, 0s microrganismos sao
categorizados de acordo com seu potencial patogénico ou grupo de risco,
sendo esta classificacdo extremamente Util para se determinar o nivel de
contencéo a ser aplicado (Grinsted, 1995). Cabe ressaltar que essa classificacao
¢ valida para todos os microrganismos e nao apenas para os MGM.

Microrganismos do grupo 1 apresentam risco minimo. No grupo 2 estao
0s organismos que podem causar doencas nos seres humanos, mas nao apre-
sentam risco de disseminacdo a comunidade havendo, todavia, tratamentos
efetivos ou medidas profilaticas. Como exemplo, incluem-se: Bacillus cereus,
Clostridium, Flavobacterium, Meningoseptium, Haemmophillus spp., Klebsiella
spp., Listeria monocytogenes, Morganella morganii, Mycobacterium spp.,
Mpycoplasma pneumoniae, Nocardia brasiliensis, Proteus spp., Serratia
marcescens, Shigella spp., Staphylococcus aureus, Vibrio spp., Yersinia
enterocolitica. No grupo 3 estdo os microrganismos que podem causar
doencas severas ao homem e apresentam risco de disseminacdo a comunida-
de, mas ha geralmente, medidas de controle efetivas tendo como alguns
representantes: Bacillus anthracis, Mycobacterium spp., Pseudomonas
mallei, Salmonella paratyphi, Shigella typhi. No grupo 4 encontram-se 0s
organismos que causam doencas severas ao homem, apresentam alto ris-
co de disseminacao e ndo ha geralmente medidas efetivas de tratamento.
Encontram-se nessa categoria principalmente, os virus: virus ebola, virus da
variola, febre hemorragica do Congo (Nairovirus), virus Machupo (Arenaviridae),
encefalite russa (Togaviridae). Os MGM para controle biolégico encontram-se
dentro do Grupo 1.

4.2 - Fluxo de genes para outros microrganismos

Com relacdo a transferéncia de genes para outras populacdes microbianas
do ambiente, ha forte evidéncia de que bactérias trocam informacoes genéticas
por meio de uma variedade de mecanismos de recombinacdo, tanto dentro
como entre espécies diferentes, ou até mesmo entre géneros diferentes.

Alguns fatores que afetam a transferéncia de genes no solo sao:
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» presenca/auséncia de microrganismos;

*= incompatibilidade de plasmidios;

= condicoes fisiolédgicas dos microrganismos;

= concentracdo de DNA extracelular;

= fatores abidticos, como pH, umidade, temperatura, textura do solo, aeracao,
nutrientes e especificidade dos receptores das células hospedeiras.

4.3 - Destino e sobrevivéncia dos MGM

Outro fator importante é a capacidade de sobrevivéncia dos MGM - quanto
maior a capacidade de sobrevivéncia, maior a chance de colonizar um deter-
minado habitat e de transferir material genético. O Quadro 3 apresenta da-
dos de sobrevivéncia de microrganismos no ambiente.

Quadro 3 — Sobrevivéncia de microrganismos geneticamente modificados em

diferentes ambientes

Tipo de micro] Microrganismo | Sobrevivéncia| Condicoes Comentarios

cosmo (dias)

Solo Pseudomonas 16 Solo arenoso A linhagem parental
fluorescens e mostrou sobrevivéncia
derivados maior que os mutantes
marcados (Tn5) Tn5

Lodo ativado |P. putida >56 Lodo ativado de|A linhagem foi capaz

laboratdrio de transferir o
plasmidio (pD10).
Transconjugantes
tinham maior taxa de
degradacéo de 3-
clorobenzoato

Aquifero P. putida com TOL 56 A linhagem GM,

e RK2 avaliada por meio de
sondas, persistiu sem
pressao seletiva

Ambiente E. colie P. putida 20 Diferentes Plasmidios

aquatico selvagens e temperaturas  |recombinantes nao
transgénicos tiveram nenhum efeito

sobre a sobrevivéncia
de linhagens
recombinantes
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Tipo de micro

Microrganismo

Sobrevivéncia

Condicoes

Comentarios

solo contaminado
com oleo e
também UG2
marcada com
gene reporter

cosmo (dias)
Ambiente Pseudomonas sp 28 Amostras de A bactéria sobreviveu
aquatico B13 (degrada 3 sedimentos em sedimentos
—clorobenzoato) intactos com durante todo o estudo.
coluna de 4gua |A presenca da bactéria
sobre o modificada nao afetou
sedimento 0 numero total de
bactérias presentes e
aumentou a taxa de
degradacdo
Solo P.  cepacia Ag 42 Microcosmos de |Resisténcia de P.
1100 solo com cepacia em
sementes de microcosmos com e
rabanete sem adicdo de 2,4,5-T
Solo E. coli 160 Ensaio realizado |Sobrevivéncia estimada
em quatro de 23,3 meses a 5°C
temperaturas
Solo UG2 isolada de 12 semanas |15 g de solo em |JUG2 e derivados

garrafas, 10%a
10° UFC/g®.
Teste feito
também com
6leo adicionado

declinaram 2-3 ordem
de grandeza durante
as 12 semanas de
estudo em
microcosmo, enquanto
bactérias indigenas
mantiveram-se estaveis

O modo mais simples de controlar o destino dos MGM e evitar o fluxo

génico é limitar sua sobrevivéncia. Para evitar a transferéncia de material ge-
nético os MGM com modificacbes genéticas nos cromossomos, e Ndo nos
plasmidios, sdo mais seguros. Algumas estratégias podem ser empregadas no
desenvolvimento do MGM reduzindo seu risco como: uso de linhagens
auxotrdficas (requerimentos nutricionais especificos); linhagens sensiveis a uma
faixa determinada de temperatura; clonagem sob o controle de um promotor
que responde a estimulos induzidos especificos (em Rhizobium, é possivel
induzir a expressao de genes adicionando-se metabolitos secundarios da planta,
fazendo a bactéria expressar seus genes somente quando na presenca de
uma planta leguminosa); clonagem de genes que codificam proteinas toxicas
ao préprio MGM, sob regulacdo de promotores induziveis.

8 Unidades formadoras de colénias.
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4.4 - Deteccao de MGM no ambiente

Um dos requerimentos essenciais da avaliacdo de risco de um MGM é a
sua deteccdo no ambiente e nesse sentido, muito esforco tem sido dado para
o desenvolvimento de métodos que possam, com seguranca, detectar e
enumerar o microrganismo em diferentes micro-habitats. Métodos tradicio-
nais, como o plagueamento de células em meios seletivos e técnicas que
empregam anticorpos fluorescentes, sdo ainda usados, mas nao sao tao sensiveis
para garantir a distincdo dos microrganismos indigenas, principalmente porque
eles ndo detectam baixas concentracbes de células no ambiente e nem
permitem deteccado in situ.

Alternativamente, tém-se desenvolvido genes reporteres que tornam os
MGM capazes de utilizar substratos especificos. Eles devem ter expressdo
normal, heranca estavel, ndo representar qualquer efeito sobre a sobrevivén-
cia da linhagem e nenhuma capacidade de ser transferido para outros mem-
bros da comunidade microbiana.

Esses genes sdo Uteis na avaliacao in situ de atividades de transcricao de
promotores em células bacterianas no solo ou em tecidos vegetais. Genes
para resisténcia a antibidtico, tolerancia a metais pesados, bioluminescéncia
(lux A e lux B), pigmentacao vermelha (prodigiosina), producao de catecol 2,3
dioxigenase (xylE) e poligalacturonase (pg/ A) ou os genes [ — galactosidase,
lacZ e lacY, podem ser introduzidos em bactérias, criando MGM, trazendo,
com isso, preocupacao guanto a possiveis transferéncias dos genes a populacdo
indigena natural.

5. Perspectivas e implicagdes futuras da liberacdo dos OGM

A avaliacdo e o estabelecimento de métodos para o estudo de impacto de
OGM séo essenciais, uma vez que as acdes voltadas para a sequranca ambiental
devem promover a preservacao da biodiversidade, a manutencdo dos ecossistemas
e os respectivos padroes de sustentabilidade requeridos. E necessério, portanto,
estabelecer uma escala nacional de prioridades para regulamentacdo dos OGM
de acordo com a probabilidade de ocasionar efeitos adversos.

O risco potencial de uma liberacdo de OGM deve ser objeto de multiplas
avaliacoes, considerando inclusive aspectos socioecondmicos e os problemas
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advindos da auséncia de barreiras politicas ou fronteiras que restrinjam a dis-
seminacao do organismo. Além disso, a biodiversidade esta relacionada aos
valores e as tradicdes culturais das comunidades, que nao podem ser relegadas
a nivel inferior de consideracao.

Neste capitulo foram apresentadas as principais consideracoes envolvidas
em estudos de impactos ambientais de OGM de interesse agricola. Frente aos
itens apresentados, podem-se inferir as principais consideracdes:

e todos os sistemas de producdo agricola impdem, inevitavelmente, al-
gum impacto ambiental. O uso de OGM (plantas e microrganismos
considerados neste capitulo) constitui mais um fator de impacto, entre
0s muitos ja estabelecidos;

e ferramentas biotecnoldgicas podem apresentar beneficios ambientais,
devendo ser avaliadas no contexto de cada ecossistema e pratica de
manejo;

e analises moleculares sdo importantes instrumentos para avaliacdo de
potenciais impactos dos processos e produtos biotecnoldgicos;

e a polinizacao e fluxo génico entre plantas pode ocorrer em determina-
das circunstancias; ainda ndo havendo evidéncias de danos ambientais
significativos quando um dos grupos considerados for de PGM,;

e alguns fatores basicos devem, obrigatoriamente, ser considerados
numa avaliacdo de risco potencial ao meio ambiente. Dentre estes
fatores, podem ser incluidos: o comportamento j& conhecido ou
previsivel do OGM; a possibilidade de multiplicacdo e disseminacao
em ecossistemas descritos; o impacto conhecido ou previsivel sobre
plantas, animais e microrganismos.

Os efeitos potenciais de OGM sobre o ambiente sdo, por forca de Lei
especifica no Brasil, analisados em detalhes pela Comissdo Técnica Nacional
de Biosseguranca (CTNBio).

A ética estabelece que o ecossistema tenha valor intrinseco e cada um de
nés é responsavel por manter sua sustentabilidade. Assim, uma melhor
compreensdo da interacdo entre OGM e ecossistemas torna-se necessaria.
As respostas cientificamente obtidas subsidiardo, com informacées claras e
confidveis, a opinido publica e os 6rgaos governamentais, assegurando
decisdes que tenham eco na comunidade e no ambiente.
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O desenvolvimento de OGM continuard no cenario futuro nacional e in-
ternacional. Faz-se necessaria a atuacdo proé-ativa dos 6érgdos publicos de
pesquisa e uma politica publica que preconize sua melhor atuacao nesse
contexto de mudancas econémicas e tecnoldgicas.

Todos concordam que existem perigos em potencial, e que ha necessidade
de regulamentacéo, para que estes perigos sejam medidos de forma compa-
rativa e adequada, visando decidir sobre seu risco. E se houver algum risco, as
medidas devem permitir a decisdo de como maneja-lo ou conté-lo. As regula-
mentacdes sobre biosseguranca devem estabelecer praticas que tendam a
diminuir a probabilidade de incidentes e devam prever as etapas de avaliacdo
e de manejo do risco. Da evolucao dessas discussdes surgiram principios im-
portantes como o Principio da Precaucao, o Principio da Equivaléncia
Substancial®, a estratégia de analise de risco'®, bem como protocolos espe-
cificos para realizacéo de testes com organismos geneticamente modificados.
Cabe aos profissionais de diferentes areas do conhecimento gerar dados
cientificamente embasados para subsidiar tomadas de decisdo adequadas.
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