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Abertura

O ano de 2003, no Brasil, certamente serd lembrado pelo grande nimero de debates e manifestacdes sobre as
plantas geneticamente modificadas (plantas GM ou mais popularmente os “transgénicos”), em especial a liberacao
tempordria de plantio da soja resistente a herbicida e suas implicacdes legais, politicas e ambientais. Neste ano, a
imprensa, escrita e falada, colocou os transgénicos na pauta de destaque, pondo em xeque nédo sé o sistema
regulatério mas também os dados disponiveis sobre impactos econdmicos, ambientais, sociais e a sallde humana.
Questdes sobre a melhor forma de operacao do sistema de avaliacdo destas plantas (seria o sistema atual o mais
apropriado?) e o quanto este sistema estara preparado para responder aos desafios futuros (rastreabilidade,
eficacia, fluxo génico, entre outros) estiveram em discussao tanto nos meios politicos como no meio cientifico e
em debates publicos promovidos pelos diversos setores da sociedade brasileira.

Foi neste cenéario que aconteceu, de 14 a 17 de junho, em Brasilia, o Il Workshop do Projeto Internacional “GMO-
Guidelines”. O projeto é uma iniciativa internacional de pesquisadores do setor publico que participam do Grupo de
Trabalho Mundial sobre “Organismos Transgénicos no Controle Integrado de Pragas e Controle Bioldgico”, sob os
auspicios da Organizacao Internacional de Controle Bioldgico (IOBC). Este projeto tem como objetivo principal
desenvolver principios cientificos e guias internacionais detalhadas para os testes de biosseguranca de plantas GM.
Maiores informacdes podem ser obtidas no site do projeto http://www.gmo-guidelines.info.

Para atingir seus objetivos, este projeto se propde a testar as guias metodoldgicas em trés situagOes distintas de
cultivo de variedades transgénicas, incluindo o ambiente de producdo. Assim, trés workshops foram previstos, um
no Quénia, outro no Brasil e o terceiro no Vietna. No Quénia a cultura escolhida foi o milho resistente ao ataque de
insetos, e o workshop foi realizado em novembro de 2002. O Workshop do Vietna seré realizado em 2004, e a
cultura seréa definida no final de 2003". O Workshop realizado no Brasil propds o caso do algodao resistente ao
ataque de inseto.

A perspectiva do grupo de pesquisadores envolvidos no Projeto, e no Workshop realizado no Brasil, foi testar as
guias propostas, debatendo-se, numa situacao hipotética de liberacdo de plantio de cultura geneticamente
modificada em territério nacional, as respostas obtidas seriam suficientes para suprir de informagdes um grupo de
representantes de varios setores da sociedade, politicamente investido de autoridade para tomar a decisdo de
aprovar ou reprovar o plantio de tal cultura.

O relatério do Workshop, contido nesta publicacdo, apresenta os principais pontos de destaque oferecidos para o
debate publico realizado no dia 18 de junho, a um publico de mais de 200 pessoas reunidas no Hotel Gran Bittar
em Brasilia, local onde também aconteceu o Workshop.

" Em abril de 2004 foi realizado o Workshop do Vietna, na cidade de Ho Chi Min, tendo como cultura para estudo de caso, o algod&o Bt.
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Os destaques apontaram para sugestoes como a de que o processo deve ser conduzido em etapas sucessivas que
prevéem definicdes claras, tomadas de forma participativa por todos os grupos da sociedade representada; de que
os protocolos ou guias devem apresentar quais os padrdes, procedimentos experimentais e revisdo de
procedimentos devem preceder a introdugcdo de um organismo geneticamente modificado (OGM) no ambiente; e
também que os estudos devem gerar dados que permitam indicar sob quais circunstancias (restritivas ou nao) os
OGM podem impactar a cadeia produtiva.

Este relatério pretende informar aos regulamentadores, aos politicos, aos pesquisadores e outros segmentos
interessados, sobre o debate estabelecido neste projeto e especialmente aquele realizado no Workshop. Este
documento ndo apresenta apenas recomendacdes, mas identifica pontos de destaque e fornece fatos para analise.
Nao ha respostas certas ou solucdes simples para os tépicos discutidos. Eles envolvem pontos subjetivos e
consideracdes que podem indicar riscos e oportunidades, tudo isso sendo apresentado a um processo de exame
publico, que decidird sobre o rumo a ser tomado.

Alguns representantes dos grupos de discussdo do Workshop sdo os responsaveis pela preparacao deste relatério.
O conteudo, entretanto, reflete com exatiddao os principais tépicos apresentados e discutidos com o publico
presente ao Debate Publico realizado. A revisao do contelido foi apresentada e aprovada pelo corpo técnico, de
lingua portuguesa e espanhola, do Projeto Internacional.

As opinides aqui expressas ndo representam necessariamente o ponto de vista dos Ministérios que apoiaram a
discussdo, mas sim dos participantes do Workshop.

Deise M. Fontana Capalbo, Eliana M. G. Fontes. Junho / 2004.
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Projeto “GMO Guidelines”

O projeto “GMO Guidelines” é uma iniciativa internacional de pesquisadores do setor publico pertencentes ao
Grupo de Trabalho sobre “Organismos Transgénicos no Manejo Integrado e Controle Biolégico”, sob os auspicios
da IOBC. O objetivo do projeto é elaborar um Guia cientifico internacional detalhado para avaliacdo de
biosseguranca de plantas geneticamente modificadas, baseado em sdélidos principios cientificos. Ele é financiado
pela Agencia Suica de Desenvolvimento e Cooperacado (SDC) e esta aberto a participacado de cientistas ligados a
instituicoes publicas de todos os paises. Participam especialistas de instituicoes de pesquisa da Europa, Australia,
China, Estados Unidos, Africa Oriental, América do Sul e Sudeste da Asia.

Este projeto prevé a coordenacdo para o desenvolvimento e implementacédo de guia para andlise de biosseguranca,
com caracteristicas de um processo progressivo e dindmico, que inclui a capacitagcao técnica e cientifica além da
comunicacao entre pesquisadores e entre pesquisadores e os responsaveis pelo estabelecimento de politicas
publicas. No seu escopo é proposta a publicacao das sessdes do Guia tdo logo estejam completas, além da revisao
rdpida e atualizada de sessdes ja publicadas, sempre que se apresentem novos tépicos ou fatos sobre
biosseguranca.

O Guia de testes pode ser entendido como uma série de Mddulos interligados, que tratam de questdes cientificas
relativas a avaliacao de risco e as metodologias cientificas correspondentes que permitirdao responder aquelas
questdes. Este Guia nao tera legitimidade por si, mas as autoridades responsdveis pela regulamentacdao em
diversos paises poderdo escolher parte ou o todo, segundo sua necessidade e interesse, com garantia de respaldo
cientifico se baseados nas avaliacdes sugeridas.

O Guia sera desenhado para uso “caso-a-caso” como especificado no Protocolo de Biosseguranca e na Diretiva da
Comunidade Européia sobre liberacdo de plantas Geneticamente Modificadas (GM). As metodologias nele contidas
cobrirdo os impactos ambientais (ambiente terrestre e aquatico) e agricolas das plantas GM, mas nao incluirao
conhecimento cientifico sobre os impactos sobre a saide humana ou implicacdes éticas. A andlise de custo (ou
risco)-beneficio ndo serd abordada, pois ela pressupde a determinacédo de valor do efeito, o que esta além do
alcance da metodologia cientifica; mas o Guia permitird uma avaliacdo de qualquer efeito ambiental que, por sua
vez, subsidiard uma analise de valores dentro do contexto politico adequado.

O Guia nao tem a forma de uma “arvore de decisdao” mas pode ser facilmente incorporado a um esquema deste
tipo. Para isso deverd ser adequado a situacao do caso especifico em anélise, imbuido de aspectos regionais e/ou
nacionais e ambientado nos requisitos regulatérios caracteristicos aquele estudo.

O projeto “GMO Guidelines” detalhard pelo menos uma metodologia cientifica, para cada protocolo de avaliacao,
que permita atingir resultados concretos e cientificamente corretos. Estes protocolos também permitirao elaborar
julgamentos sobre outros protocolos possiveis; dados ja existentes poderao ser comparados com os obtidos pelo
Guia (que servirdo como um “padrao”), de forma a detectar, claramente, a consisténcia dos dados.
Disponibilizando um conjunto de protocolos “padrédo”, os dados de avaliacdo de risco poderdo convergir e
estabilizar ao redor deste padrao, o que permitird obter respostas uniformes as questdes ainda existentes sobre
impacto ambiental, além de oferecer, adicionalmente, um caminho para coleta de dados que, ainda que nao
essenciais, sdo certamente muito Uteis.

Os participantes do Projeto sdo membros do grupo geral - core group - ou pertencem ao conselho consultivo -
advisory board. O core group é composto por trés grupos regionais (Africa, América do Sul e Asia) e cinco sessdes
cientificas (Formulacédo do problema e andlise das opcdes; Andlise da expressado do transgene, 16cus &
transmissao; Efeitos sobre organismos nao alvo e biodiversidade; Manejo da resisténcia; Fluxo génico e suas
conseqliéncias). A coordenacao do projeto estd a cargo do Comité Gestor — steering committee. Maiores detalhes
sobre composicao dos grupos e suas atribuicoes podem ser obtidas na pagina do projeto na Web:
http://www.gmo-guidelines.info.

Na proposta do projeto, esta previsto que o Guia e os protocolos serdo testados em trés estudos de caso
correspondente 3s regides & que pertencem os grupos regionais: Africa, América do Sul e Asia. Cabe aos
membros/coordenadores regionais a mobilizacdo dos especialistas na escolha do estudo de caso da regiao,
elaboracao de documentos sobre o caso em estudo (incluindo a regulamentacao de biosseguranca caracteristica de
sua regiao) e a organizacao de um Workshop. No workshop serd focado o caso selecionado, no contexto ambiental
e agricola daquela regiao.

Os trés workshops (Quénia, Brasil e Vietna) estdo estruturados em duas partes: a primeira delas de trés a quatro
dias de discussédo pelo grupo de trabalho constituido apenas por convidados. A segunda parte constitui um Dia
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Publico para debates, aberto a toda a sociedade interessada, incluindo regulamentadores, assessores do governo,
representantes de organizacdes da sociedade civil e das indUstrias, membros do Grupo Assessor do Projeto e todos
participantes da primeira etapa do Workshop.

O Workshop do Brasil

Foi neste cenario previsto que o Workshop do GMO-Guidelines foi conduzido no Brasil. Ele foi estruturado para
focar a avaliacao de impactos de plantas transgénicas em processo de desenvolvimento comercial, usando o
algodédo Bt como estudo de caso. Plantas GM em estudo para fins ndo comerciais ndo foram discutidas.

Varios tipos de algodédo Bt foram considerados, incluindo eventos desenvolvidos pelo setor privado — o Cry1Ac , o
evento combinado Cry1Ac/Cry2Ab, e o evento VIP. A Embrapa também esté desenvolvendo outros tipos de
algodao Bt. Apds exame das informagdes contidas no “Relatério Brasil para Algodao” (elaborado pelo Grupo
brasileiro), pdde-se entender que a producao de algodao no Brasil se divide em trés areas principais, o nordeste,
caracterizado por producao em pequena escala e menores rendimentos; o meio-oeste, onde se concentram as
grandes areas de producdo com alto rendimento; e a regido meridional, que é intermedidria em relacdo as duas
outras. Além disso se verificou que a regido Amazdnica, onde ndo ha producdo comercial de algodao, contem
muitas espécies silvestre aparentadas com o algoddo, compondo uma érea de observacao especial.

O relatério que se apresenta a seguir, foi coordenado pelos membros do Grupo Gestor e representantes Regionais,
com aval dos membros do core group de lingua portuguesa ou espanhola, e refletem as conclusées apresentadas
no dia Publico do Workshop.

Comité Gestor

Angelika Hilbeck Deise M. F. Capalbo Jill Johnston

A. N. E. Birch Ellie Osir Josephine Songa
B Bong Eliana M. G. Fontes K L Heong

David Andow F. H. Wan Kristen Nelson

David Somers Gary Fitt
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SESSAO | - Formulacédo do Problema e
Avaliacao das Opcdes - FPAO

Deise M.F.Capalbo, Kristen C. Nelson, Jason O. Duarte, Rubens O.
Nodari, Ana L. Assad, Ednilza P. F. Dias, Evelyn Underwood, José E.
Miranda, Le Quag Quyen, Lidio Coradin, Marcelo F. Simon, Maria J. A.
Sampaio, Robério F. Santos, Silvio Valle

Como base para os trabalhos, foi lembrado que a sociedade necessita de itens basicos para sua sobrevivéncia,
como por exemplo alimento, abrigo e seguranca. Apds o atingimento das necessidades bésicas, outros interesses
sdo buscados, e incluem numerosas opcoes de itens para o bem estar, como oportunidades econémicas, riqueza
cultural, entre outros. E sdo os representantes legais de cada sociedade que, para solucionar os problemas, devem
garantir o suprimento das necessidades e de outros interesses especificos.

As informacdes que constam neste Relatério foram propostas e utilizadas como modelo para o trabalho do grupo
FPAO durante o Workshop. Ndo é uma andlise de risco do algodao Bt para controle de pragas do algodoeiro no
Brasil. Trata-se de uma avaliacdo de conceitos e protocolos de orientacdo para uma andlise de risco.

No Workshop Brasil do Projeto GMO-Guidelines, 14 participantes, representando érgdos de pesquisa e
regulamentadores do Brasil e do exterior, analisaram o modelo de FPAO através de um exercicio simulado das
etapas envolvidas. Ao final o grupo resumiu suas observacdes e principais destaques sobre o conteido do modelo
no contexto brasileiro de deliberacdo sobre o algodéo Bt.

Trabalho realizado durante o Workshop

Os participantes do Workshop analisaram o modelo de Formulagcdo do Problema e Avaliacdo das Opcdes (FPAO) e
o aplicaram a proposta apresentada como “caso” ou “problema” para estudo: uso de uma planta geneticamente
modificada (planta GM) — o Algodao resistente a ataque de inseto, ou simplesmente algoddo-Bt.

Qualquer avaliacao de uma nova tecnologia (no caso, o algodao-Bt) serd iniciada pela sugestdo de que aquela
tecnologia serd uma alternativa benéfica com relacdo a forma como as atividades sao realizadas normalmente
naquele sistema de producé@o em particular. E a decisdo sobre o mérito de se continuar a avaliar aquela tecnologia
serd indicada pelos 6rgdos competentes de um dado pais ou regido.

Nesta simulacao de trabalho, os participantes do grupo de trabalho do Workshop definiram que o(s) érgao(s) do
Governo teria(m) decidido que é desejavel ver avaliada a planta GM como uma opcao possivel a ser utilizada, e
portanto, se teria estabelecido o grupo de representantes de multiplos setores da sociedade para realizar a FPAO.
Foram entendidas como componentes / etapas do processo FPAO, os seguintes passos:

Formulacdo do Problema

Priorizacdo e Contextualizacdo do problema
Definicdo do problema

* Decisdo pela autoridade — anélise das opcoes
ldentificacdo das opcées p/ solucdo do problema
Avaliacdo das opcées

Mudancas necessarias previstas

Impactos para o sistema

* Decisdo da autoridade — opcdo

©ONDIORA WM~

"Estas etapas envolvem a Autoridade constituida sobre o assunto, em cada pais.

Estas etapas sdo apresentadas em mais detalhes a seguir.

Etapa 1- Formulacdo do Problema

Foi entendido pelo grupo que um Problema é uma necessidade ndo atendida que requer mudancas. Para o tema do
Workshop, foi entendido que os OGM se inserem no contexto social brasileiro e mundial como mais uma opcao
tecnolégica para suprir ao menos uma das necessidades basicas da sociedade. Assim, avaliou-se que é preciso
entender o problema, analisar o risco envolvido para entdo deliberar sobre sua utilizacdo ou nao.

Para o panorama em estudo no Workshop, perguntas que deveriam ser discutidas, poderiam ser:
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Quais necessidades da sociedade ndo foram atendidas pela situacdo atual?

De quem é o problema?

A quem mais o problema afeta?

Quais aspectos da situacdo atual deverdo ser mudados para atender as necessidades?

Etapa 2: Priorizacdo e Contextualizacdo do Problema

Esta etapa requer um relatério sobre a situacdo PROBLEMA, que no Workshop foi apresentado aos participantes na
forma de um Relatério do Algodao no Brasil, com tépicos sobre as questdes regionais e nacionais, tanto
econdmicas como sociais e ambientais. Este relatério deve ser o mais abrangente possivel. Ficou claro nesta altura
do trabalho realizado no Workshop, que as questdes apresentadas por este grupo de trabalho, devem ser
respondidas pelos demais grupos de trabalho em que se dividiu o Workshop, demonstrando assim, claramente, a
necessidade de um grupo de multiplas disciplinas a ser consultado com freqliéncia.

Questdes “tipicas” que serao consideradas e discutidas nesta etapa:

Este é um dos principais problemas ?

A populacédo reconhece o problema como importante ?

Quais sdo as necessidades potencialmente competitivas?

Qudéo importantes sdo as necessidades identificadas?

Qual a extensdo do problema?

Quantas pessoas sdo afetadas ?

Quéo severo é o problema (local, regional)?

Etapa 3: Definicdo do Problema

Consideradas e debatidas as duas etapas anteriores, os atores do processo estao prontos para efetuar a
DEFINICAO do problema. Assim, o grupo de trabalho neste Workshop redigiu a Problema da seguinte forma:

“Nos periodos de alta infestagao, lagartas da Ordem Lepidoptera causam reducao no rendimento, aumentando as
aplicacdes de inseticidas: (*) aumentando o custo de producéo, (*) afetando a salde dos agricultores; (*)
causando poluicdo ambiental (sistemas solo/agua); (*) tornando o planejamento mais dificil e arriscado.

Nas regides Centro-Oeste, Meridional e no Oeste da Bahia, lagartas da Ordem Lepidoptera sdo problema de
importancia moderada a alta, dependendo de influéncias climaticas, sistemas de manejo agron6mico sub-regional,
complexo de pragas, entre outras.”

Etapa 4: Decisdo pela Autoridade

Uma vez redigido o problema, de forma consensual, este é levado a autoridade para definir se deve seguir na
viabilizacdo de opc¢coes e conduzir o processo de avaliacdo das opcdoes.

Para efeito do Workshop, onde se desejava verificar se a proposta seria exequivel na situacao brasileira, os
participantes simularam um “sim” como sendo a resposta a ser obtida das autoridades constituidas.

Para facilitar a visualizacao das etapas subseqientes, das opcdes a serem analisadas e a avaliacao de cada uma,
foi elaborada uma tabela do tipo da que segue:

Etapa 5 Etapa 6 Etapa 7 Etapa 8

Identificacao Caracteristicas e Mudancas Previstas Impactos Adversos ao Sistema
Beneficios das Opcdes Interno Externo

Opcéo A

Opcéo B

Opcgéo C

Etapa 5: Identificacdo das Opcées e Tabela de Avaliacdo

Viérias foram as opcOes apresentadas pelos presentes, baseados no Relatério do Algoddo no Brasil e em suas
experiéncias proprias.
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® Algodao Bt

® Aplicacao de Inseticidas

® Controle Biolégico, utilizando vespas (Trichogramma)
* Manejo Integrado de Pragas: com e sem inseticidas
¢ Diversas Praticas Organicas

Esta nao foi uma FPAO completa para o algodao-Bt, dado o nimero de especialistas presentes e o tempo
disponivel para testar todas as etapas. O objetivo era percorrer todas as etapas do modelo proposto, avaliar as
questdes apresentadas, discutir a possibilidade de obter as respostas desejadas e também um formato adequado
para apresentda-las ou inseri-las no cenario da regulamentacéao brasileira. Por isso, apenas as seguintes opcdes para
controle de Lepidoptera, foram consideradas: (*) Algodao Bt; (*) Inseticidas; (*) Controle Bioldgico

Etapa 6: Avaliacdo das Opcées

Nesta etapa, vérios itens devem ser analisados para cada opc¢ao:
caracteristicas,

alcance potencial,

barreiras,

beneficios,

possibilidade de ser aplicada em outros sistemas de producao,
praticas que serao fortalecidas,

capacidade de resolver o problema.

Etapa 7: Mudancas Necessdrias Previstas

Para esta etapa do trabalho, sao avaliadas quais as mudancas que devem acontecer nas
e praticas de gerenciamento da propriedade agricola

e comunidade local

e apoio do governo aos agricultores

e  estrutura de producao agricola

e ainda, outras, que possam facilitar a adocédo da opcéo.

Etapa 8: Impactos para o Sistema

Estudos, trabalhos de campo e outras publicacdes e consultas fornecerado subsidios para que se possa responder a
questoes do tipo:

Como a solucdo pode favorecer praticas inadequadas ou prejudicar prdticas adequadas?

Como a solucédo pode afetar a estrutura ou a infraestrutura da agricultura?

Quais os efeitos potenciais adversos destas mudancas, internas e externas, para os sistemas vizinhos?
Algumas das mudancas antevistas sdo irreversiveis apds seu estabelecimento?

ANwdh =~

Etapa 9: Decisdo pela Autoridade

Encerram-se as discussfes do grupo de representantes dos diversos setores da sociedade e é apresentado um
relatério para a Autoridade.

A legitimidade do grupo de representantes deve ser a tradicional, sancionada por um corpo politico formal,
responsavel pelo processo deliberativo. Este processo deve estar estabelecido por uma autoridade regulatéria ou
legislativa, e é imprescindivel que esta autoridade forneca os resultados obtidos da anélise para que o governo
decida e possa executar a acao decisoéria.

Cada pais desenvolve seu processo decisério / deliberativo para atender a sua estrutura particular. Para alguns
sistemas politicos a autoridade legitima incorpora as analises de risco em seu sistema legislativo, em outros ha a
necessidade de incorporar o processo de andlise de risco numa consulta publica que antecede a regulamentacao
final, ou ainda a sociedade civil discute através de sua organizacao e leva suas conclusdes aos organismos de
decisado formais.
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Qualquer que seja o processo, a Formulacao do Problema e Andlise das Opcgdes é indispensavel.

Principais conclusées e destaques apontados pelo Grupo no Workshop

Destaque 1

O processo FPAO é uma idéia muito interessante e pode ser aplicado a qualquer tecnologia, porém ele é essencial
para os OGM. Ele deve considerar o principio da precaucdo numa anélise caso-a-caso.

Destaque 2

FPAO mostrou ser particularmente Gtil para o estabelecimento de um didlogo construtivo e para estabelecimento
de acordos.

Destaque 3

Para que o processo FPAO seja bem sucedido, a nacao deve ter um processo regulatério estabelecido, o que
permitird que as incertezas sobre os OGM sejam reduzidas. O processo FPAO pode auxiliar no inicio das
discussodes sobre as opcdes de regulamentacao possiveis.

Destaque 4

A discussdo de estudo de caso favorece o surgimento de novas idéias a respeito de tépicos chaves e na
construcao do consenso.

Destaque 5

Questoes adicionais fortalecem a FPAQO: Que perdas de produtividade tem ocorrido como resultado do problema?
Ambientais? Sociais? Econémicas? Como seu uso afetard o meio ambiente? Como seu uso afetara a conservacao
da variabilidade genética da espécie e da biodiversidade relacionada?

Destaque 6

E desejavel que processo FPAO seja organizado por autoridades governamentais e discutido por um grupo
representativo dos diversos setores da sociedade.

Destaque 7

Sugere-se que o processo FPAO, no Brasil, seja incorporado na formulacao de politicas e na regulamentacéo.

Proposta de

planta GM
\

Autoridade Governamental

CTNBio

Orgéos Regulamentadores

Destaque 8
Um banco de informacdes deve ser sistematizado para embasar a discussao no processo FPAO.
Destaque 9

No Brasil, o processo FPAO poderia ocorrer em dois momentos:
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O primeiro encontro aconteceria antes da avaliacdo de risco, para realizar a formulacdo do problema e a revisao
preliminar das opgdes.

O segundo encontro ocorreria quando os resultados dos estudos de laboratério e de campo puderem ser incluidos
no processo FPAO.

Destaque 10

O processo FPAO serve como fundamento para desenhar estratégias de monitoramento futuro dos impactos da
Opcédo, no meio ambiente e na sociedade.

Além dos 10 pontos de destaque os participantes deste grupo de trabalho identificaram a aplicabilidade do modelo
FPAO ao caso em estudo, em particular, e a outros procedimentos de andlise, e concluiram que ele favorece a
identificacao de pontos fortes e pontos fracos do objeto de andlise. Entenderam que o modelo favorece o didlogo,
necessita de dados de especialistas e requer muito poucas adaptacdes para ser aplicado a realidade brasileira. Seu
ponto fraco é que ele serd tdo bom quanto a qualidade dos especialistas e membros presentes a reunido, podendo
ser cansativo e longo, além de que, se o grupo for muito grande, ele podera ser inefetivo pela dificuldade de
organizar opinides e pareceres numerosos num documento conclusivo.

Outro alicerce da FPAO é a fundamentacao cientifica dos dados: as respostas sao obtidas através de dados, os
impactos sédo avaliados com indicadores vélidos, e o limite de entendimento esta claramente delineado pela
pesquisas e sua metodologias que levam em consideracao as incertezas advindas dos limites ndo atingidos pelo
conhecimento humano. A FPAO ¢, assim, uma oportunidade impar para que um grupo representativo dos varios
setores da sociedade revejam a extensdo do problema, o mérito do rol de opgdes possiveis que se apresentam para
solucionar o problema, e determinar a opgao de apoiar ou nao a tecnologia, baseado nos méritos desta tecnologia
em relacao as demais opcoes.

Apesar do grupo de trabalho ser formado por pessoas de diversas nacionalidades e especialidades, isto ndo
impediu que se elaborassem pontos de consenso para as questdoes de FPAO. Como em qualquer anélise ou
avaliacdo, os participantes se sentiram encorajados a discutir abertamente os tdpicos pertinentes ao uso de
algodao-Bt, baseados em sua vivéncia e experiéncia. Como o tempo nao era suficiente para discussodes profundas
de cada tépico, apenas os tépicos considerados “chave” foram aqui apresentados. Por exemplo, na selecado de
varias alternativas tecnoldgicas para solucdo do problema, os participantes apresentaram uma lista de varias opdes
de manejo de insetos porém selecionaram apenas aquelas que indicavam cenérios contrastantes para as etapas
posteriores do trabalho no Workshop.

Observou-se que para o bom andamento dos trabalhos, foi muito importante estabelecer os passos a serem
trilhados e a ordenacao dos tépicos para discussao. Além disso, um grupo representativo dos varios segmentos da
sociedade deve ser constituido para realizar a FPAO, uma vez que os grupos a serem afetados pelo problema e/ou
pela implantacao da(s) opcao(des) é o centro da andlise.

O processo decisoério sobre a mudanca a ser realizada com a solugcado do problema, deve ser legitimo segundo a
estrutura da Nacdo, transparente, formalmente estabelecido pelo Governo, racional, cientificamente embasado e
especifico para cada pais. S6 assim os paises poderdo avaliar suas necessidades mais prementes, os riscos
relativos as mdltiplas opcdes existentes, estabelecer controles que reduzem os riscos para a sociedade e favorecer
os beneficios provenientes das vérias opcoes.
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SESSAO Il - Anélise da estrutura e expressio
de transgenes para eventos comerciais

Maria de Fatima Grossi de S&, Marlinda Lobo P. de Souza, Eduardo
Romano, Alexandre Nepomuceno, Dave Somers, Ellie Osir, Nelson
Amugune, Tran Thi Cuc Hoa,Truong Nam Hai, Wagner Alexandre
Lucena

Questdes cientificas ligadas a avaliacdo de risco

A caracterizacdo da estrutura, expressao e transmissado de transgenes fornecem informacdes importantes que
devem ser consideradas nas andlises de seguranca ambiental e alimentar. Por outro lado, uma série de
procedimentos pode ser realizada no momento de construcao do vetor e na obtencao de plantas transgénicas que
irdo facilitar, ou mesmo eliminar alguns ensaios de biosseguranca. Desta forma, esta sessao foi dividida em quatro
partes. Na primeira parte, sdo descritas caracteristicas de construcoes e de eventos transgénicos que sao
desejaveis e podem facilitar as posteriores andlises de biosseguranca. Nas partes seguintes sdo descritas as
diretrizes para avaliacdo de estrutura do /ocus do transgene (anélise genotipica), expressédo do transgene (andlise
fenotipica) e transmissédo do transgene para as progénies.

1 - Caracteristicas de construcées e de eventos transgénicos desejaveis

A — Desenho de elementos que reduzam o risco ou a necessidade de avaliacdo de risco.

A escolha de construcdes e eventos transgénicos que possuam as caracteristicas descritas a seguir, facilitardo as
andlises de biosseguranca. Deve ficar claro que o nao cumprimento destas regras nao implica que um evento nao
seja considerado seguro. Estas regras apenas funcionam como agentes facilitadores das anélises de seguranca.
1- O gene marcador deve ser previamente caracterizado, e possuir produto génico inécuo ao ser humano. A
condicdo ideal seria 0 ndo uso de gene marcador de selecdo.

2- O evento transgénico deve possuir poucos /oci transgénicos. A condicao ideal seria um Unico /ocus .

3- Cada /ocus transgénico deve possuir poucas coépias do transgene. A condicdo ideal seria uma Unica cépia.

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

5- A seqliéncia flanqueadora do transgene nao deve conter rearranjos ou ter rearranjos minimos.

B — Detalhes na producado essenciais para monitoramento.

O método de transformacao indica a provavel natureza e a dimensao de rearranjos que podem ser criados no /ocus
transgénico. Da mesma forma, o conhecimento da seqiiéncia de DNA inserida no genoma da planta é essencial
para a caracterizacado de estrutura do /ocus transgénico e para determinacao da auséncia ou presenca de partes do
transgene original no /ocus transgénico.

Exemplos de informag6es na producao da planta transgénica que devem ser fornecidas:

1- Qual o método de transformacao?
e A - Se o método de biobalistica foi usado, que parte do vetor com o transgene foi inserido no genoma da
planta?
e B - Se o0 método de Agrobacterium foi utilizado, foi empregada alguma estratégia para eliminar o marcador
de selecdo e para selecionar eventos que ndo possuem seqliéncias do vetor além das contidas no T-DNA?
2- Qual a seqliéncia e qual o mapa do vetor introduzido? Isso permite determinar se existe expressao de genes nao
desejados (ex: genes bacterianos como marcadores de selecao, “plasmid backbones”) que deva ser considerada.
3- Qual a seqliéncia do transgene no /ocus transgénico?
4- Qual a especificidade de expressao dos transgenes e do gene marcador em cada tecido?
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2 - Estrutura do locus do transgene (anélise genotipica)

A caracterizacao da estrutura do /ocus é importante em vérias etapas da andlise do produto e ird permitir:

1. monitorar a possibilidade de ocorréncia de mutagénese insercional em genes endégenos,

2. avaliar a possibilidade de expressao ectdpica do transgene (expressdo ectdpica é a expressdo de um gene em
um tecido no qual normalmente este ndao é expresso). Isso pode ser causado por justaposicao do transgene a um
gene enddgeno durante a integracao.

3. analisar a possibilidade da integracdo do transgene criar uma nova fase de leitura aberta (ORF). Estas novas
ORFs poderiam permitir o transgene expressar produtos génicos ndo desejados, os quais poderiam resultar em
riscos ambientais e de saude.

4. identificar seqiiéncias repetidas no /ocus transgénico que poderiam aumentar a probabilidade de recombinacao
homdloga, que, por sua vez, resultaria em instabilidade intra-/locus ou ainda recombinacao ectépica e possiveis
mudancas do transgene para outros sitios no genoma vegetal.

5. avaliar a possibilidade teérica de um transgene ter sido incorporado em um elemento de transposicao, dessa
forma, resultando em possivel alteracdo do local onde o transgene se integrou (situacdo até o momento néao
relatada pela literatura).

Na maior parte dos casos, a andlise por Southern blot é suficiente para caracterizar a estrutura do /ocus e o
numero de cépias de transgenes. As andlises por Southern realizadas por véarias geracoes sdo desejaveis para
garantia de que o /ocus transgénico é estavel e afirmar se multiplas cépias estdao geneticamente ligadas ou nao.
Essas anélises devem ser realizadas de forma rigorosa para determinar o nimero de cdépias, numero de /ocus e
constatar a presenca de todo o DNA introduzido no genoma vegetal, incluindo, plasmideo e seqiiéncias do vetor
binario adicionais ao T-DNA.

O sequenciamento do /ocus transgénico é recomendado para investigacdo de possiveis rearranjos e alteracoes no
DNA gendmico que flanqueia o transgene. A seqliéncia do /ocus transgénico também permite o desenho de sondas
e oligonucleotideos iniciadores para PCR visando andlises posteriores da heranca e estabilidade do /ocus e para
rastreabilidade do /ocus transgénico.

Com base na estrutura do /ocus transgénico as seguintes questdes podem ser indagadas:

1. Quantos loci transgénicos estdo na planta? Plantas de reproducdo sexual podem ser analisadas pelos dados de
andlise molecular e segregacao genética. Em plantas de reproducao vegetativa, como batata ou banana, a anélise
de segregacdo nao pode ser realizada e, portanto o nimero de eventos de integracdo podem ser caracterizados
através de Southern blot ou hibridizacao in situ (FISH).

2- Quantas copias do transgene estdo integradas em cada locus? Multiplas cépias de transgenes ligados ou
rearranjados podem levar ao silenciamento do transgene.

3- O locus do transgene é nuclear ou citoplasmatico? Transgenes integrados em genoma citoplasmaticos vao ser
transmitidos diferencialmente dependendo da espécie em questao. A forma de herangca mais comum é materna. No
caso de heranca materna os transgenes nao podem ser transmitidos através de graos de pdlen, o que deve ser
considerado nas andlises de fluxo génico.

4- Qual a seqliiéncia do locus transgénico? A seqliéncia de DNA para cada /ocus transgénico, incluindo o DNA
gendmico que flanqueia deve ser fornecido.

5 - Existem ferramentas moleculares de monitoramento? Ferramentas tais como oligonucleotideos iniciadores para
PCR e sondas para Southern blot, baseadas na seqliéncia do /ocus transgénico, podem ser usadas para monitorar a
estrutura do transgene na variedade comercial e seus derivados, ambos com relacédo a estabilidade e a
rastreabilidade do /ocus transgénico.

6- Sdo as variedades obtidas derivadas do evento transgénico original? Enquanto as andlises descritas acima sdo
conduzidas principalmente no evento transgénico original, alguns dados podem ser fornecidos para cada variedade
transgénica comercial gerada a partir do evento original. Por exemplo, uma vez que as informagcdes sao geradas
para o evento original, andlises posteriores poderiam ser feitas através de PCR para confirmacao da integridade e
correta localizacdo do transgene.

3 - Expressdo dos transgenes (fendtipo)
A andlise fenotipica permite obter informacdes relevantes sobre a expressao do gene alvo e do marcador, efeitos

pleiotrépicos e efeito da interacdao do meio ambiente no gendtipo. As seguintes questdes podem ser formuladas
para compreensdo desses eventos:
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3.1 - Expressdo do gene alvo

Promotor do gene alvo: Qual é o promotor de cada transgene?
e Se existe mais que um gene alvo, os promotores sdo idénticos?
e Baseado no promotor, onde e quando se espera que o transgene seja expresso?

Produto do gene alvo: Quais sdo os produtos de expressdo na planta (RNA e proteina)? Os produtos do transgene
tém propriedades similares das previstas a partir do transgene da construcéo original ou do produto de ocorréncia
natural e isto afeta a sua atividade? Se ndo, como foi demonstrado que a diferenca ndo importa?

e Que método foi usado para extrair e medir a concentracdo do produto?

® Qual o padrao de expressao do gene alvo entre os tecidos da planta?

e Como este padrdo de expressdao muda durante o desenvolvimento da planta?

e Qual a uniformidade da expressao entre plantas?

Fendtipo da planta: Qual o fenétipo que o transgene expressa na planta? (por exemplo: para genes cry, a eficacia
de controle da praga alvo é o fenétipo relevante)

e Mensurando o fendtipo: Como o fendtipo foi avaliado? Por exemplo, como a eficacia foi avaliada? Incluir
protocolos, fonte de materiais e outros.

e Como os diferentes métodos para avaliacao do fendtipo se relacionam uns com os outros?

3.2 - Expressdo do gene marcador de selecdo

Se a construcdo original contém gene marcador, listar todos os genes marcadores com seus respectivos
promotores. Qual é o histérico de uso/ preocupacdes / problemas de cada promotor/ marcador?

Presenca do DNA marcador. O /ocus transgénico possui o gene marcador?
a. Se contiver, qual é o marcador e qual é o promotor? Qual é a seqiiéncia do gene marcador?

Andlise do promotor. O promotor é ativo na planta?
a. Se o promotor é ativo, conduzir analise do produto do gene marcador que se encontra a seguir.
b. Se o promotor ndo é ativo qual é a evidéncia que permite demonstrar esse fato?

Auséncia de expressdo do gene marcador: Se o gene esta presente, mas nao é expresso, a expressao é
interrompida a nivel de DNA, RNA ou proteina?

a. O gene marcador é transcrito? O que deveria ocorrer para permitir que o gene marcador seja transcrito?

b. O produto de transcricao é traduzido em proteina? O que seria necessério para que o gene marcador fosse
traduzido?

c. A proteina é inativa? Que evidéncia demonstra isso? Qual é o padrdao de expressdo da proteina inativa? A
proteina que estd inativa poderia ter alguma outra fungcédo na planta ou algum risco potencial para a salide ou o
ambiente?

Andlise do produto génico: Qual é o produto génico resultante da expressao do gene marcador? Ele é idéntico ao
produto do gene que ocorre na natureza? Caso contrério, é possivel demonstrar que essa diferenca nao afeta a
planta resultante? Que método foi utilizado para medir a concentracdo do produto génico do marcador? Qual é o
padrado de expressdo do gene nos diferentes tecidos vegetais? A expressdo é constante em diferentes ambientes?

3.3 - Efeitos em outras caracteristicas. (efeitos pleiotrépicos)
Possiveis efeitos que afetam caracteristicas como produtividade, devem ser avaliadas pela performance no campo.
Efeitos na composicdo quimica devem ser conduzidos nas partes da planta que sdo consumidas.

3.4 - Interacdo gendtipo — ambiente
A expressao do transgene pode ser influenciada por fatores ambientais e, portanto, ensaios em diferentes
ambientes devem ser conduzidos para avaliar se caracteristicas como produtividade e proliferacdo de aflatoxinas
em milho se alteram nestes diferentes ambientes.

4. Transmissdo do transgene.

A expressao e transmissao correta dos transgenes por sucessivas geracoes é mais uma caracteristica importante
que deve ser levada em consideracdo nas andlises de risco. Desta forma, as diretrizes que seguem, visam
responder questdes que permitem avaliar se os transgenes estdo sendo corretamente transmitidos para as
progénies.
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4.1 Transmissdo
- O fendtipo do transgene é herdado de acordo com as leis mendelianas?
- O padréao de heranca é consistente por multiplas geracdes?

4.2 Transmissédo intencional do transgene para outras variedades através de cruzamentos.
Alteracdes na transmissao dos transgenes devem ser avaliadas em cada variedade nas quais o transgene foi
introduzido por cruzamentos. Desta forma a expressao dos transgenes deve ser avaliada em cada variedade.
- Como se dé a variacado da expressao do transgene em diferentes bases genéticas e como esta variacdao pode
afetar a eficacia da caracteristica conferida pelo transgene? Como esta alteracdo pode influenciar em riscos
ambientais? A expressdo nestes novos gendtipos é aumentada ou reduzida?
- Por quantas geracdes e em quais ambientes a expressdo do transgene foi avaliada?

4.3 Transmissdo ndo intencional do transgene para outros gendtipos através de cruzamentos.
- Existem “land races” ou espécies silvestres aparentadas para as quais o transgene pode ser transferido através
de polinizacao?
- Os potenciais gendtipos receptores possuem o mesmo sistema de cruzamento e estrutura cromossémica que a
planta transgénica?
- Como a expressao do transgene é alterada nestes novos genétipos e como esta variacdo afeta a eficacia da
caracteristica conferida pelo transgene? Existem riscos ambientais associados?
- Por quantas geracdes e ambientes a expressdo do transgene nestes cruzamentos foi avaliada?

4.4 Interacbées com outros transgenes
Melhoristas podem utilizar eventos transgénicos para piramidizacao de caracteristicas através de retransformacéao
de um evento transgénico ou ainda, cruzando dois eventos transgénicos de forma que seja criada uma variedade
com diferentes transgenes. No entanto a presenca de mais de um transgene contendo um mesmo promotor, pode
levar a silenciamento dos transgenes que compartilham este elemento. Que tipos de elementos devem ser evitados
de serem utilizados na piramidizacao a fim de evitar fenbmenos de silenciamento?
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SESSAO IlI - Impacto sobre organismos
ndo alvo e biodiversidade

Edison R. Sujii, Eliana M.G. Fontes, Carmen S. S. Pires

Introducéo

A biodiversidade possui um valor intrinseco, atualmente reconhecido pela sociedade, devido aos servicos
ecolégicos diretos como o provimento de matérias primas para uso pelo homem e recursos genéticos para
desenvolvimento de suas atividades econdmicas (agricultura, pecuaria, pesca entre outros). Além desses, a
biodiversidade presta servicos ecoldgicos indiretos que garantem o suporte a vida no planeta, através do
funcionamento adequado dos ecossistemas naturais e agrossistemas. Esses servicos indiretos incluem a producao
primaria de biomassa e seqliestro de carbono através da fotossintese, a ciclagem de substancias e nutrientes
através de organismos decompositores, simbiontes e microrganismos, a dindmica, regulacé@o e controle de
populacdes através de interacOes bidticas como polinizacdo, dispersao e controle biolégico (predacéo e
parasitismo).

A atividade agricola extensiva é um dos principais fatores de risco a biodiversidade, primariamente pela destruicao
e fragmentacao de habitats e secundariamente pela simplificacdo e poluicdo desses habitats. Um outro fator de
risco a biodiversidade, decorrente da atividade antrépica, é a introducdo de organismos (animais, plantas e
microrganismos) em novos habitats. Nesse contexto podemos considerar que plantas GM, devido a insercédo de
novos genes inexistentes no poo/ génico da espécie e expressado de caracteristicas totalmente novas, podem afetar
direta ou indiretamente a biodiversidade nos locais onde é introduzida.

Plantas GM desenvolvidas para resistir a insetos praga podem potencialmente produzir impactos positivos ao
ambiente devido a reducao de uso de inseticidas quimicos na cultura com os conseqlientes beneficios associados.
Esses beneficios incluem, entre outros, a reducao de poluicdo por residuos téxicos no ambiente (solo, 4gua e
alimentos ou material prima), seguranca do trabalhador e possivel aumento no controle biolégico natural. Por outro
lado, impactos potenciais negativos como a reducdo de inimigos naturais e outras espécies benéficas e o0 aumento
de pragas nao alvo podem ocorrer devido ao plantio em larga escala desse tipo de plantas.

Os objetivos dos sub-grupos de trabalho, que compéem o grupo que avaliou o potencial impacto do algodao GM
resistente a insetos sobre as espécies nao alvo da tecnologia, foram:

e Selecionar, entre o grande nimero de espécies presentes nos ecossistemas agricolas e naturais, aquelas que
podem ser afetadas pelo OGM, através da avaliacdo de risco.

e Desenvolver protocolos para conduzir a avaliagdo em um processo légico de estagios seqlienciais.

A abordagem para alcancar os objetivos propostos foi de dividir a biodiversidade em suas principais funcdes
ecolégicas e avaliar o efeito do OGM em cada funcédo. Para tanto, foram desenvolvidos procedimentos
transparentes em bases cientificas e testada sua validade considerando o algodao Bt como estudo de caso.

Algumas limitacoes decorrentes dessa abordagem foram enfrentadas e contornadas pelo grupo. Nao foi possivel
considerar toda a biodiversidade das areas, dessa forma as espécies mais abundantes e melhor descritas foram
alvo de maior consideracéo e a experiéncia dos especialistas brasileiros que atuam em diferentes regides do pais
teve papel relevante nos trabalhos.

Lacunas significativas no conhecimento foram detectadas e produziram incertezas em alguns momentos da
discussao. Essa limitacao foi parcialmente contornada usando a abordagem do pior cendrio, segundo o Protocolo
de Cartagena.

Os grupos/funcoes ecoldgicas selecionados para avaliacdo do potencial impacto causado pelo algoddo Bt foram:
- Polinizadores, polinivoros e espécies com interesse conservacionista

- Herbivoros

- Predadores

- Parasitoides

- Plantas invasoras

- Organismos de solo
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Além dos grupos acima selecionados, um integrante de cada grupo foi destacado para compor um grupo
encarregado de avaliar, dentro do processo de desenvolvimento de plantas GM, quais seriam os estagios
adequados para a realizacdo de cada estudo ou teste proposto para a avaliacdo de riscos.

O critério para selecao das espécies mais importantes, para cada funcao ecoldgica selecionada, foi uma
classificacdo considerando as seguintes caracteristicas:
- Distribuicao geogréfica

- Especializacédo de habitat

- Proporcao do habitat ocupado

- Abundéancia no algodao e outras plantas

- Sincronismo do ciclo de vida com o algodao

- Especializacao do habito alimentar

- Probabilidade de exposicdao — direta

- Probabilidade de exposicdo — indireta

- Potencial de dano (para herbivoros-praga).

Cada espécie foi analisada individualmente recebendo uma pontuacédo que variou de 1(alta) a 3(baixa) para cada
caracteristica e as espécies consideradas mais importantes emergiram da classificagao final do conjunto de
caracteristicas analisadas.

Polinizadores, Espécies Visitantes Florais e Espécies de Importancia Cultural e Conservacionista
Carmen S.S. Pires, Salvatore Arpaia, Vera L. Imperatriz Fonseca, Fernando A. Silveira, Hoang Ngoc Binh, Sonja
Mayra Righetti

Este grupo de trabalho avaliou os possiveis impactos do algodado Bt sobre o grupo de visitantes florais, incluindo os
polinizadores e insetos que se alimentam de pdlen e néctar, e as espécies de insetos de interesse cultural e
conservacionista. Assim se trabalhou com a hipétese de que se as plantas de algoddo Bt expressarem as
proteinas do Bacillus thuringiensis nos grdos de pdlen e néctar, os organismos que se alimentam nesses recursos
poderao ser diretamente afetados.

1. Polinizadores e Polinivoros

A fecundacdo nas plantas de algodao acontece logo apds a antese, podendo ocorrer autofecundacao e/ou
polinizacao cruzada. A influéncia dos polinizadores na producdo comercial é considerada, em geral, desprezivel.
Contudo é conhecido que a producdo de sementes e plumas é menor nas plantas onde as flores foram isoladas do
que nas plantas polinizadas livremente (Stephens, 1956). Simpson (1954) relatou os varios fatores que podem
influenciar as taxas de fecundacado cruzada em campos de algoddao e demonstrou a importancia dos insetos
polinizadores neste processo. Devido ao tamanho relativamente grande dos grdos de pdlen do algodoeiro (81 a
143 microns) e a formacdo de grumos devido a viscosidade dos mesmos, ndo ha relatos de transporte de pélen
pelo vento (Barroso & Freire, dados ndo publicados). Assim, para que haja fecundacao cruzada é necesséria a
presenca de polinizadores. Os insetos visitantes das flores de algoddo sdo pouco conhecidos no Brasil. O trabalho
de Malerbo-Souza et al. (2002), aparentemente o Unico registro de visitantes as flores do algodoeiro no Brasil
(Silveira, nao publicado) cita Apis mellifera, com 50% das visitas, e Trigona spp. (irapuas) com 1%. Os mesmos
autores citam também que outro visitante floral muito freqliente foi Diabrotica speciosa (Coleoptera:
Chrysomelidae).

Assim para a avaliacdo dos possiveis impactos do algoddo GM sobre este grupo funcional foi preparada uma lista
preliminar dos potenciais visitantes florais do algodao. Esta lista foi elaborada com base nos polinizadores de
algodao registrados em diferentes regidoes do mundo (McGregor, 1996) e os visitantes de flores de Malvaceae no
Brasil (Silveira, comunicacao pessoal) e em um levantamento preliminar de abelhas e lepidépteros realizado na
regido do Distrito Federal. Na elaboracdo desta lista foi enfatizado o grupo das abelhas, polinizadores potenciais do
algodao, e insetos que se alimentam de pdlen. As seguintes abelhas foram listadas: Apis mellifera (abelha
africanizada), Bombus spp. (mamangaba), Centris sp. (abelha nativa), Eufriesea sp. (abelha nativa), Melissoptila sp.
(abelha nativa), Oxaea flavescens (abelha nativa), Paratrigona spp. (jatai-da-terra), Trigona spinipes (arapué ou
irapud) e Melissodes spp. (abelha nativa), sendo que com excecao de Melissodes spp., todas as demais espécies
foram coletadas em algodao no DF.
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Em uma primeira avaliacdo, foram utilizados os seguintes critérios basicos para classificar as espécies:

® ocorréncia no agroecossistema: ocorre na area de cultura, margens e/ou areas de vegetacao natural.

® abundéncia nos campos de algoddo e ambientes do entorno: alta, média ou baixa.

® associacdo com a cultura: depende, ndo depende ou obrigatoriamente alimenta-se somente no algodao.

® significadncia como polinizador em algodéo, em outras culturas e em areas naturais: sim, provavel, improvavel ou
nao tem significancia.

Nos casos da falta de informacodes, para que continudssemos a considerar o potencial das espécies de serem
afetadas pelo algodéo Bt, trabalhamos com a abordagem do “pior cenério possivel”, como sugerido no Protocolo
de Cartagena.

De acordo com esses critérios, dois grupos de abelhas atingiram a classificacdo mais alta: Apis mellifera e Bombus
spp. Estes dois grupos ocorrem em todas as regides de producao de algodao, sdao muito abundantes, tém alguma
dependéncia da cultura e tem significancia como polinizadores. As espécies Centris sp., Eufriesea sp., Oxaea
flavescens, Paratrigona spp. e Trigona spinipes, potencialmente polinizadores importantes nesta cultura, receberam
a classificacao mais baixa, principalmente por que estas espécies sdo de ocorréncia restrita, pouco abundantes, ou
tém pouca associacdo com a cultura, ou ndo tem significancia como polinizadores em algodao.

Paratrigona spp., uma espécie de abelha sem ferrdo, foi muito abundante nas amostragens que foram conduzidas
até o momento em algodao na regido de Brasilia. Se estes dados se confirmarem em amostragens nas diferentes
regioes produtoras de algodéo, esta espécie potencialmente atingird a classificacdo mais elevada, similar a Apis
mellifera e Bombus spp. As espécies Melissodes spp. e Melissoptila sp. foram classificadas em um nivel
intermediario principalmente devido a duas raz6es: ou por ndo ocorrerem em todas as regides de producdo de
algodao e serem pouco abundantes, ou por que sado espécies que foram relatadas como visitantes de plantas da
mesma familia do algodao mas nao foram até o momento observadas em areas de algodao no Brasil (p.ex.
Melissodes spp.). Entre as abelhas solitarias constantes na lista inicial, o género Melissoptila é citado como
especialista em flores de Malvaceae (Sida spp.) (Silveira, dados nao publicados), representando assim outra
espécie potencial para as avaliacdes de biosseguranca.

Dentre uma vasta lista de espécies predadoras e herbivoros ndo-alvo que potencialmente poderiam estar expostos

as toxinas devido ao habito de se alimentarem alternativamente de pdlen, foram selecionadas os seguintes grupos:
- Coccinelidae (joaninhas): Cycloneda sanguinea, Hippodamia spp., Coleomegilla maculata, Scymnus spp., Eriopsis
spp.Dermaptera (tesourinhas),

- Chrysopidae (bicho-lixeiro): Chrysoperla spp., Ceraeochrysa spp., Chrysopods spp.

- Phytoseiidae (4caros).

Utilizando os mesmos critérios aplicados para o grupo das abelhas, dois grupos receberam a classificacao mais
alta: joaninhas e tesourinhas. E importante ressaltar que a distribuicdo geogréfica das diferentes espécies de
predadores pertencentes a esses dois grupos €é diferente entre as trés grandes regioes produtores de algodao no
Brasil. Contudo, o grupo das joaninhas foi considerado como um predador importante nas trés areas de producéao
mesmo que ocorram diferencas nas abundancias das espécies pertencentes a esta familia nas diferentes areas.

Avaliacao do risco de exposicao

As espécies que atingiram a classificacao mais alta foram submetidas a avaliacdo do risco de exposicao a toxina
Bt, respondendo as seguintes perguntas:

® A relacdo inseto-planta pode levar a exposicdo?

* A exposicdo através da planta é possivel?

* Modificacbes nas caracteristicas da planta podem levar ao aumento ou reducdo da exposicdo ?

Ambas as espécies Apis mellifera e Bombus spp. visitam as flores a procura de néctar e pélen e podem ser
consideradas generalistas em termo de preferéncia por fontes de alimento. Esses dois grupos tém sido observados
regularmente se alimentando em plantas de algodao. Ambas as espécies levam alimento (pélen e néctar) para as
colOnias, assim tanto os adultos quantos os imaturos estao potencialmente expostos a toxina Bt. Também foi
considerado que devido ao comportamento de forrageamento das abelhas, qualquer troca no metabolismo da
planta que possivelmente possa afetar sua atratividade para esse grupo, conseqglientemente vai alterar as
possibilidades de exposicao as toxinas.

Um grande nimero de predadores que sdo observados em éareas de algodado pode alternativamente se alimentar
com pdlen na fase adulta e em algumas espécies, na fase imatura também. Assim, se confirmado a expressédo da
toxina Bt no pdlen, a probabilidade de exposicédo direta as toxinas existe e deve ser considerada.
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Protocolos para avaliacado de risco

a. Polinizadores

Para avaliar os riscos potenciais no grupo de polinizadores selecionados, foi sugerida uma abordagem seqtiencial
de estudos que inclui diferentes niveis de complexidade, em nivel dos individuos e da coldnia.

® Nivel individual: Medidas da mortalidade e desenvolvimento de larvas alimentadas artificialmente com pdlen Bt.

® Nivel da colénia: Medidas da mortalidade e desenvolvimento de larvas e taxa de postura da rainha em casa
telada.Avaliacdo da atratividade e eficiéncia da polinizacdo em casa telada.

® Nivel da comunidade: Avaliacado da biodiversidade de polinizadores em campos de algodédo Bt e variedade
isogénica.

o Medida da efetividade da polinizacdo diretamente através de observacdes visuais ou indiretamente através
de indicadores apropriados, tais como nimero de frutos, tamanho das macas, etc.

b. Insetos que se alimentam de pdélen (predadores) : Ver os protocolos propostos pelo grupo de trabalho que
discutiu especificamente grupo de predadores.

2. Espécies de Importéncia Cultural e Conservacionista

A lista brasileira de espécies animais ameacadas de extincdo, disponivel no endereco
http://www.mma.gov.br/port/sbf/fauna/index.cfm, inclui varios grupos de insetos, entre os quais, abelhas e
borboletas que seriam potencialmente expostos ao pdélen Bt. Avaliando-se esta lista verificou-se que:

- ndo podemos indicar, para o Brasil, uma espécie de inseto de significancia cultural que tivesse uma abrangéncia
nacional,

- nenhuma das espécies de abelhas ameacadas de extingcao ocorre nas areas produtoras de algodao e, por esta
razdo, nao foram incluidas nas anélises,

- nenhuma das 38 espécies de borboletas registradas em um levantamento preliminar realizado em algodao na
regidao do Distrito Federal estd incluida na lista oficial de espécies ameacadas,

- algumas poucas espécies de borboletas ameacadas de extingcdo ocorrem nos estados produtores de algodao.

Porém sao necessarias informagcdes sobre o habitat, plantas hospedeiras e época de atividade dos adultos destas
espécies para que o possivel risco possa ser avaliado.

Pragas nédo-alvo
Gaetan S.J. Dubois, Edison Suijii, Pierre Silvie, Marcos G. Fernandez, Raul P. Almeida, Gabor Loevei, Mamoudou
Setamou

A avaliacdo inicial de 38 insetos e acaros pragas do algodoeiro (Tabela 1), alguns formando complexos de
espécies, determinou aqueles que quando expostos a toxina Bt do algoddao GM podem sofrer impactos diretos ou
indiretos na sua dindmica populacional apresentando diferentes niveis de importancia potencial nas questoes
ligadas a biosseguranca e manejo de pragas na cultura. A importancia de cada uma das espécies foi determinada
através de avaliacao individual baseada nos critérios acima mencionados e comparados em uma matriz de escores
para classificacéo.

As espécies alvo da tecnologia foram identificadas entre as larvas de Lepidépteros susceptiveis a toxina Bt. Nesse
grupo estao a lagarta curuqueré (Alabama argilaceae), lagarta da maca (Heliothis virescens) e a lagarta rosada
(Pectinophora gossypiela).

As espécies praga nao alvo da tecnologia, selecionadas como as mais importantes, foram os pulgoes (Aphis
gossipy), lagarta do cartucho do milho (Spodoptera frugiperda) e o bicudo do algodoeiro (Anthonomus grandis).
Essa escolha foi baseada no entendimento de sua equivaléncia em termos de importancia caso alguma delas tenha
sua dindmica populacional e abundancia alterada em funcéo do plantio de algodao Bt. Além disso foi considerado
que cada uma dessas espécies possui um guilda alimentar diferente e conseqlientemente necessita de um conjunto
de experimentos préprios para avaliar o risco ecolégico relacionado com a liberacao comercial do algodao Bt em
larga escala.

Protocolos para avaliacao de risco

Estudos para determinar o grau de exposicdo do inseto a toxina Bt.
Objetivo: Detectar a toxina presente na planta e no corpo do inseto ou em suas secrecdes (e.g. “honeydew” e
fezes) quando criado em algodao Bt.
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Condicoes Experimentais para criacao das espécies selecionadas nas plantas abaixo

- Tratamento: Evento elite ou variedade transformada para uso na regido Controle; Linhagem parental isogénica ou
variedade parental ndo transformada

- Coleta de material: Insetos, “honeydew” e tecidos ou seiva da planta durante pelo menos trés diferentes fases
fenolégicas da planta

- Variaveis avaliadas: Deteccao de proteinas através de Western Blot revelado com anti-proteinas especificas ou
Elisa padrao.

Estudos comparativos do ciclo de vida das espécies selecionadas em algoddo Bt e ndo-Bt.

Objetivo: Estabelecer em laboratério e campo o efeito da toxina na bionomia e comportamento do inseto quando
exposto ao algodao-Bt.

Condicoes Experimentais para estudos de biologia e preferéncia para oviposicao

- Tratamento: Evento elite ou variedade trasformada para uso na regido- Controle; Linhagem parental isogénica ou
variedade parental nao transformada. Repetir por no minimo 2 geracdes nas 3 regides de cultivo do algodao

- Varidveis avaliadas: Desenvolvimento e mortalidade das larvas; Fecundidade e longevidade das fémeas;
Preferéncia de fémeas por plantas para oviposicao (sem escolha e com escolha).

Levantamento de populacdes e estudos de abundéancia relativa em campos de algodao.

Objetivo: Estabelecer a abundancia e flutuacédo populacional das espécies praga selecionadas em condicbes de
campo.

CondicOes Experimentais para comparacdo da flutuacao populacional no campo

- Tratamento: Algodao Bt tratado com inseticidas quimicos contra pragas nédo alvo- Controle 1; Linhagem parental
isogénica ou variedade parental ndo transformada tratada com inseticidas quimicos seguindo recomendacao
regional

- Controle 2: Linhagem parental isogénica ou variedade parental ndo transformada tratada com inseticidas
biolégicos e outras praticas agroecoldgicas visando minizar o impacto sobre inimigos naturais

Parcelas com 0,5 hectares com 5 m de borda e separadas em 1 km entre si

Repetir por no minimo duas geracdes nas trés regides de cultivo do algodao

- Variaveis avaliadas: Densidade de insetos por estagio de desenvolvimento

Outras Recomendacdes

O desenvolvimento da cultura do algodao no Brasil permitiu um acimulo substancial de informac6es sobre a
entomofauna associada a cultura do algodao. Essas informacdes ndo estado organizadas de forma sistematica e
existem diferencas na forma como essa informacao foi coletada. Considerando o potencial de utilizacao dessas
informacdes nas avaliacdes de impacto ambiental de algodao Bt, servindo como linha de base para comparacoes
futuras, foi recomendada a proposicao de um projeto para coletar, sistematizar e disponibilizar as informacdes
existentes no assunto.

Os testes e levantamentos propostos devem seguir metodologias comuns e uniformes que permitam comparacdes
entre regides e entre diferentes periodos. No entanto, a realizacdo desses testes deve considerar padrdes regionais
como clima, fisionomias ambientais e sistemas de producéao locais para que as avaliagdes tenham valor na
avaliacao de impactos locais.

As plantas usadas nos experimentos de laboratério devem ser desenvolvidas em condicdes 6timas e de estresses
visando avaliar o efeito de fatores ambientais na expressao da toxina, possivel fator de variacdo que deve ser
controlado nos experimentos.

As anélises dos resultados e a modelagem dos possiveis impactos do algodao Bt sobre pragas nao alvo devem
considerar interacdes entre herbivoros devido ao habito alimentar.

Finalmente, o grupo considerou ser possivel prever o comportamento de populacées de pragas ndo-alvo em
algodao Bt a partir dos estudos propostos. O impacto do algodao Bt sobre as espécies herbivoras pode ser previsto
a partir de estudos com algumas destas espécies.
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Tabela 1. Principais pragas do algodoeiro avaliadas quanto a importancia para avaliacdo do impacto ambiental de algodéo Bt.
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Guilda alimentar

Nome cientifico

Nome comum

Raspador/sugador

Thrips tabaci
Frankliniella schultzei
Caliothrips brasiliensis
Tetranychus urticae
Tetranychus ludeni

Polyphagotarsonemus latus

Tripes

Tripes

Tripes

Acaro rajado
Acaro vermelho

Acaro branco

Mastigador/plantula

Agrotis sp.

Peridroma spp.

Lagarta rosca

Lagarta do colmo

Desfolhador

Alabama argillacea
Spodoptera frugiperda
Trichoplusia ni
Cosmophila erosa

Pseudoplusia includens

Curuqueré do algodoeiro
Lagarta do cartucho
Lagarta falsa medideira
Lagarta falsa medideira

Lagarta mede palmo

Costalimaita ferrruginea vulgata Vaquinha
Typophorus nigritus Vaquinha
Desfolhador/polinivoro Diabrotica speciosa Vaquinha

Brocador

Eutinobothrus brasiliensis

Chalcodermus niger

Broca da raiz

Broca do caule

Sugador/raiz

Scaptocoris castanea

Atarsocoris brachariae

Percevejo castanho

Percevejo castanho

Sugador

Horciasoides nobilellus
Lygus lineolaris
Nezara viridula

Aphis gossypii
Bemisia tabaci
Gargaphia torresi
Agallia albidula
Sonesimia grossa
Xenophloeae spp.

Dysdercus sp.

Percevejo rajado
Percevejo

Percevejo da soja
Pulgao

Mosca branca
Percevejo manchador
Cigarrinha

Cigarrinha

Cigarrinha

Percevejo manchador

Mastigador/botdes

Anthonomus grandis

Bicudo

Mastigador/macas

Heliothis virescens
Heliothis zea

Pectinophora gossypiella

Lagarta das macas
Lagarta das macas

Lagarta rosada
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Predadores
Marcos Faria, Eliana M. G. Fontes, Francisco Schmidt, Jonathan Lundgren, Nguyen van Tuat, Odair A. Fernandes

A partir de mais de 30 espécies conhecidas de predadores que ocorrem em algodao cultivado nas diferentes
regioes do Brasil, os seguintes grupos de insetos foram considerados relevantes nos estudos que visam avaliar o
impacto do algodao Bt sobre os predadores: aranhas, percevejos predadores (Geocoris, Orius e Nabis),
pentatomideos, crisopideos, coccinelideos, formigas, tesourinhas (Doru sp. e Euborellia sp.), caros predadores,
além de espécies nao-identificadas de aranha (licosideo) e coleépteros (um estafilinideo e um carabideo).

Considerando-se as diferencas regionais no tocante aos predadores, estes foram ranqueados conforme a regiao,
baseado no relato de entomologistas das regides Nordeste, Centro-Oeste e Meridional. Ao final, os crisopideos e
coccinelideos foram classificados como “rank 1”. Diferencas regionais indicam a necessidade de que, dentro de
cada grupo selecionado, as espécies mais representativas de cada regidao sejam escolhidas como espécies
indicadoras potenciais. Este procedimento pode ter omitido importantes predadores em lavouras de algodao,
devendo ser reavaliado tdo logo novas informacdes relacionadas a distribuicdo espacial de espécies, abundancia e
funcéo ecoldgica sejam disponibilizadas. Por exemplo, tesourinhas, aranhas, percevejos predadores e formigas
(Solenopsis sp.) foram classificadas como “rank 2”. Estas espécies poderao no futuro ser incluidas como “rank 1”
desde que informacdes que atestem este status sejam disponibilizadas.

As espécies nao-identificadas de aranha, estafilinideo e carabideo foram selecionadas em funcao de estudo
conduzido pela Embrapa em uma lavoura da regido Centro-Oeste, onde foram as espécies mais abundantes
coletadas em armadilhas de solo do tipo Pitfall. Serdo conduzidos estudos realizados em diferentes localidades a
fim de confirmar a abundancia generalizada destas espécies em plantios de algodao.

Protocolos para avaliacdo do risco de algoddo Bt sobre crisopideos e coccinelideos

Toxicidade da proteina purificada sobre crisopideos

Um dos aspectos mais importantes nos estudos de biosseguranca é a avaliacdo do efeito da proteina purificada
sobre as espécies selecionadas como indicadoras.

Em laboratério, serdao determinados os efeitos letais e subletais, da proteina purificada ou da proteina truncada,
sobre crisopideos e coccinelideos. Dietas artificiais especificas para os diferentes estdgios dos insetos deverao ser
empregadas para a criacao e realizacdo dos bioensaios, desde que ndo afetem a estabilidade da(s) toxina(s) sob
investigac3o. Inicialmente, a CLso da(s) toxina(s) Bt devera ser estimada. E importante que a toxina purificada seja
equivalente a toxina expressa no algodao transgénico em termos de estrutura, especificidade, estabilidade e
eficiéncia. InUmeros parametros poderdo ser empregados para a avaliacdo dos efeitos subletais, tais como:

e Fecundidade (quantidade de ovos depositados);

Tamanho/peso de adultos dos sexos masculino e feminino;

Tempo de vida dos insetos;

Motilidade (velocidade de deslocamento, tempo requerido para “desvirar-se”, capacidade de v6o);
Taxa de oviposicao e viabilidade dos ovos;

Eficiéncia de predacdo em laboratoério.

Andlises bi-tréficas (predadores vs. algodao Bt)

Através destas andlises espera-se maior conhecimento acerca do efeito da planta transgénica sobre a biologia dos
predadores selecionados. Testes com os estagios adulto e larval dos insetos indicadores deverao ser conduzidos
com o algodao Bt, visando responder perguntas especificas.

A - Expressao de toxinas: Onde e qual o nivel de expressado de toxinas Bt nas plantas de algodao, sobretudo nos
tecidos e produtos vegetais onde os predadores podem eventualmente alimentar-se, tais como nervuras foliares,
floema, pdlen, néctar e fluidos?




GMO Guidelines Project 27

Os tecidos e produtos do algodao transgénico deverao ser submetidos a testes especificos com o objetivo de
determinar a concentracdo de toxina(s) Bt nos mesmos. Estes testes deverao ser realizados para os diversos
estagios de desenvolvimento do algodoeiro, cultivado sob condicdes representativas das regides produtoras.

B - Toxicidade: Ensaios serdo realizados com a alimentacdo de crisopideos e coccinelideos, tanto para larvas
quanto para adultos, em tecidos vegetais ou exudados de plantas de algodao Bt que sdao eventualmente
empregados por estes insetos como fonte alimentar. Testes para determinacéo do teor da(s) toxina(s) Bt no inseto
mantido em algodao Bt serdo conduzidos.

Larvas e adultos deverdo ser mantidos em algodédo Bt, empregando-se as partes vegetais anteriormente
mencionadas, desde que sejam nutricionalmente indicadas para este propdsito. A ClLso devera ser estimada para
cada parte vegetal onde estes insetos podem alimentar-se. Os parametros mencionados no item “Toxicidade da
proteina” poderdo ser avaliados. Os testes deverdo ser conduzidos ao longo de todo o periodo larval e, pelo
menos, durante duas semanas para os individuos adultos.

C - Preferéncia: Os predadores podem distinguir entre tecidos vegetais transgénicos e nao-transgénicos?
Tecidos vegetais de plantas transgénicas ou plantas nao-transgénicas isogénicas serdo oferecidos aos insetos, e o
numero de visitas a cada fonte alimentar durante determinado periodo de tempo serd medido. Dependendo do
tecido vegetal, medir-se-a ainda a taxa de consumo ou o tempo gasto na alimentacgao.

D- Exposicdo: Qual a quantidade de tecidos vegetais que os predadores de fato consomem sob condicdes de
campo?

Larvas de predadores poderdo ser confinadas em estruturas vegetais produtoras de néctar, tanto de plantas
transgénicas quanto de nao-transgénicas, e posteriormente submetidas a testes especificos para avaliacdo da
quantidade consumida. Os testes deverao ser realizados sem e com a presenca de presas, preferencialmente ovos
de lepidépteros normalmente empregados na dieta desses predadores, uma vez que o consumo de estruturas
vegetais pode ser influenciado pela disponibilidade de presas.

Analises multi-tréficas

Os estudos de biosseguranca com as espécies indicadoras de predadores deverao considerar relacdes complexas
envolvendo, além destes insetos, suas presas e a planta transgénica. Como adultos de crisopideos ndo sao
predadores, os ensaios discutidos a seguir deverado ser conduzidos com larvas de crisopideos e adultos e larvas de
coccinelideos. Os ensaios deverao ser elaborados com a intencao de responder a questionamentos tidos como
relevantes.

A - Selecdo de presas e expressao da toxina Bt na presa e seus produtos: Neste Workshop o pulgao Aphis
gossypii e lagartas de 1° estadio de Spodoptera sp. (dependendo da espécie de Spodoptera que é mais prevalente
na regidao onde pretende-se liberar o algodao Bt) foram mencionadas como sendo presas preferenciais de
crisopideos e coccinelideos. A toxina Bt encontra-se presente nestas presas ou em seus produtos, como fezes e
“honeydew”?

As presas mencionadas deverdo ser mantidas em algodao Bt por pelo menos 24 horas e, em seguida, analisadas
quanto ao teor de toxinas em seus organismos. Fezes e “honeydew” destes insetos deverdo ser submetidas as
mesmas quantificacdes.

B — Toxicidade: Predadores alimentados com presas (ou seus produtos) mantidas em algodao Bt tém seus
parametros biolégicos afetados? A toxina Bt pode ser detectada nos predadores quando estes sao alimentados
com suas presas preferenciais?

Em laboratério, os predadores deverao ser alimentados com presas (e seus produtos) mantidas em algodao Bt e
algodao convencional. A sobrevivéncia e demais parametros biolégicos mencionados no item | deverao ser
avaliados. Recomenda-se o célculo da CLso para predadores alimentados com presas mantidas em algodao Bt.

C - Preferéncia: Os predadores alimentam-se de fezes e “honeydew” na presenca de presas? Os predadores
distinguem entre presas que se alimentaram em algodao Bt ou algodao convencional?

Fezes e “honeydew” de insetos alimentados em algodao Bt e em seu isogénico ndo-transgénico serdo oferecidas
aos predadores, e 0 numero de visitas em determinado periodo de tempo a cada fonte alimentar devera ser
registrado. O consumo de fezes podera ser estimado através da pesagem das fezes produzidas. Para o
"honeydew”, é possivel medir o tempo gasto pelos predadores no procedimento alimentar.
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Para os ensaios de preferéncia, pulgdes e lagartas de Spodoptera deverao ser mantidos em algodao Bt e seu
isogénico nao-transgénico. As presas deverdo ser marcadas através de metodologia apropriada e a taxa de
consumo de presas mantidas em algoddo Bt ou convencional estimado em vérios intervalos de tempo. E
importante que o efeito da marcacao na selecdo de presas seja previamente avaliado.

D - Exposicdo: Quantas presas sédo efetivamente consumidas pelos predadores sob condicdes de campo?

A quantificacdo da taxa de predacdo em condicdes reais é dificultada por diversos fatores como, por exemplo,
aqueles ligados a presa (tamanho, local de alojamento, etc...). A medicdo da taxa de consumo, estimada através
de métodos seroldgicos, pode ser uma estratégia pertinente em ensaios de campo. Para tanto, é preciso ter a
certeza quanto a existéncia de relacao linear entre a quantidade de toxina Bt ingerida e a biomassa de presa no
intestino dos predadores.

Estudos de campo

Através dos estudos de campo é possivel confirmar se o algoddo Bt é realmente seguro aos predadores tidos como
indicadores. Os ensaios de campo devem ser realizados ao longo de anos nas diferentes regides produtoras de
algodao Bt. InUmeros questionamentos, relacionados ao tamanho das areas experimentais, distancia entre parcelas
com algodao transgénico e parcelas com algodao convencional, duracao do estudo, dentre outras, merecem maior
atencao de especialistas.

Ovos, larvas e adultos dos predadores selecionados deverado ser amostrados regularmente em parcelas com
algodao transgénico ou convencional. Aspectos como desenho estatistico e metodologia de amostragem
apropriados, bem como a precisa identificacdo dos estagios larvais de predadores, deverdo ser considerados.

Parasitoides
Rose Monerat, Francisco Ramalho, Angelo Pallini, Josephine Songa, A. Nicholas E. Birch

Os parasitéides sao importantes para a cultura do algodao, pois podem controlar ou auxiliar no controle de pragas
tais como o bicudo, a lagarta rosada e o curuqueré. Além disso, aportam outros beneficios como a reducéo do uso
de pesticidas e conseqlientemente a preservacao da biodiversidade, diminuicdo da contaminagcdo ambiental,
melhoria da qualidade de vida dos trabalhadores, diminuicdo dos custos de producdo e aumento dos lucros.

Esses insetos interagem diretamente com as plantas quando se alimentam do pdlen, néctar e exudados e
indiretamente quando parasitam larvas de seus hospedeiros.

O impacto do algodao-Bt poderé ser detectado e dimensionado através da realizacdo de experimentos em
laboratério e campo, tais como testes de alimentacdo, comportamento de acasalamento, comportamento de
oviposicdo, avaliacdo da taxa de parasitismo, longevidade e fecundidade e dindmica populacional.

Para isso faz-se necessaria a selecao das espécies de parasitéides mais importantes para a cultura. Essa selecao,
no workshop, foi realizada baseada na distribuicao geografica do parasitéide em cada regido produtora,
abundéncia do parasitéide na cultura do algoddo em cada regido, significancia do parasitéide em controle
biol6gico/manejo integrado de pragas, provavel exposicéo direta ou indireta do parasitéide a toxina Bt.

Os parasitdides presentes na cultura do algodao estdo listados na tabela 1. Destes, trés foram selecionados para
estudo:

e Trichogramma pretiosum (Vespinha)

®Bracon vulgaris (Vespinha)

eCatolaccus grandis (Vespinha)

Protocolos para avaliacado de risco

Testes de alimentacédo
Objetivo: Verificar a presenca da toxina Bt nos parasitéides que se alimentam do néctar, pdlen e exudados da
planta.
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CondicOes experimentais para o estudo

- Tratamento: evento elite ou variedade transformada.

- Controle: Linhagem parental isogénica ou variedade parental ndo transformada.

- Material: Insetos, néctar, pélen e exudados das plantas coletados em diferentes fases de desenvolvimento das
plantas.
Varidveis avaliadas: Deteccao de proteinas através de Western-blot revelado com anti-corpos ou Elisa; Deteccao
imuno-citoquimica da toxina no intestino do inseto.

Comportamento de acasalamento
Objetivo: Estabelecer em laboratério e em campo o efeito da toxina Bt no acasalamento dos insetos.
CondicoOes experimentais para o estudo
- Tratamento: evento elite ou variedade transformada.
- Controle: Linhagem parental isogénica ou variedade parental ndo transformada.
- Ndmero minimo de repeticdes: 4 ensaios com 20 repeticoes.
Varidveis avaliadas: Preferéncia das fémeas para o acasalamento com machos das culturas transgénicas ou nao
transgénicas.

Comportamento de oviposicdo
Objetivo: Estabelecer em laboratério e em campo o efeito da toxina Bt na oviposicado dos parasitdides.
Condicoes experimentais para o estudo

- Tratamento: evento elite ou variedade transformada.

- Controle: Linhagem parental isogénica ou variedade parental ndo transformada.

- Numero minimo de repeticdes: 4 ensaios com 20 repeticoes.
Varidveis avaliadas: Preferéncia das fémeas em ovipositar em insetos provenientes das plantas transgénicas ou
nao transgénicas.

Taxa de Parasitismo, Longevidade, Fecundidade
Objetivo: Estabelecer em laboratério e em campo o efeito da toxina Bt na taxa de parasitismo, longevidade e
fecundidade dos parasitéides.
CondicoOes experimentais para o estudo

- Tratamento: evento elite ou variedade transformada.

- Controle: Linhagem parental isogénica ou variedade parental ndo transformada.

- Ndmero minimo de repeticdes: 4 ensaios com 20 repeticoes.
Varidveis avaliadas: Porcentagem e taxa de parasitismo, longevidade de fémeas e machos e fecundidade de
parasitdides provenientes de larvas hospedeiras expostas e ndo expostas a toxina Bt.

Estudo da dindmica populacional
Objetivo: Estabelecer em laboratério e em campo o efeito da toxina Bt na taxa de parasitismo, longevidade e
fecundidade dos parasitéides.
CondicOes experimentais para o estudo

- Tratamento: evento elite ou variedade transformada.

- Controle: Linhagem parental isogénica ou variedade parental ndo transformada.

- Numero minimo de repeticdes: 4 ensaios com 20 repeticoes.
Varidveis avaliadas: Capacidade reprodutiva e longevidade das fémeas, razdo sexual, taxa de parasitismo e
sobrevivéncia da fase imatura das populagcées de campo.

Consideragoes finais

O algodao-Bt pode ter impacto positivo ou negativo sobre a fauna associada aos parasitdides. Esses impactos sao
dificeis de prever, mas sao passiveis de serem medidos. No entanto devem ser estudados em funcao da regiao, da
estacdo, dos insetos ndo-alvo e das pragas secundarias. Esses estudos devem ser realizados atentando-se ainda
para as interacdes multiplas da planta-hospedeiro-pasitéide.
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Tabela 2. Principais parasitoides presentes na cultura do algodao.

Ordem Familia Género/espécie
Hymenoptera Braconidae Bracon sp.
Braconidae B. mellitor Say
Braconidae B. vulgaris Ashmead
Braconidae Urosigalphus rubicorpus Gibson

Pteromalidae

Catolaccus grandis (Burks)

Pteromalidae

C. hunteri Crawford

Pteromalidae

Heteropsilus spp.

Pteromalidae

Protolaccus spp.

Eupelmidae

Eupelmus spp.

Eupelmidae

E. cashmeni (Crawford)

Eurytomidae

Eurytoma spp.

Ichneumonidae

Campoletis sonorensis Cam.

Chalcididae

Ceratosmicra immaculate

Eulophiodae

Euplectrus spp.

Trichogrammatidae

Trichogramma spp.

Plantas Invasoras
Robinson Pitelli, Francis Muyeko, Ricardo Carmona

30

Levando em consideracdo as varias publicacdes que citam as principais plantas daninhas da cultura do algoddao em
diferentes regides do Brasil, a espécie Sida rhombifolia foi eleita para estudos mais detalhados, caso necessério. As
principais razdes para a eleicdo desta espécie foram: (i) ampla distribuicdo nas areas de cotonicultura no Brasil; (ii)

trata-se de uma entre as mais importantes plantas daninhas da cultura do algodoeiro no Brasil; (iii) pertence a
familia Malvaceae; (iv) planta bastante competitiva com culturas anuais; (v) freqiente infestante das culturas
normalmente utilizadas em rotacdo, como o milho e a soja, além das pastagens; (vi) seu banco de sementes tem
elevada persisténcia no solo; (vii) trata-se de importante hospedeira alternativa de uma série de doencas do
algodoeiro, especialmente viroses; (viii) apresenta elevada producao de sementes e (ix) € uma espécie de dificil

controle, mesmo pelo controle quimico.

Os principais estudos considerados pertinentes pelo grupo para esta planta daninha foram:

Fluxo génico das plantas de algodao para as de Sida rhombifolia. Este tipo de protocolo devera ser

desenvolvido pelo grupo técnico de “Fluxo Génico”.

Determinacao da assembléia de polinizadores associados a Sida rhombifolia. Este tipo de protocolo devera ser

desenvolvido pelo grupo técnico de “Polinizadores”.

Caso o fluxo génico for confirmado, outros testes deverdo ser desenvolvidos com o objetivo de avaliar se a
ajustabilidade eco-fisiolégica da planta (fitness) foi alterada. As principais caracteristicas que deverao ser

estudadas seriam producao e capacidade germinativa de sementes, assembléia de predadores relacionados ao

novo biétipo e capacidade competitiva do novo bidétipo em relacao ao original. Informagcées do grupo técnico
de fluxo génico indicam que o risco de fluxo génico entre o algodoeiro e a Sida rhombifolia é praticamente

nulo e, por este motivo, ndo se considerou oportuno apresentar qualquer protocolo.
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Mudanca da composicdo especifica da comunidade infestante em lavouras de algoddo Bt

O grupo considerou a mudanca de flora de plantas daninhas em lavouras de algodao Bt quando comparadas com
lavouras de algodao convencional como o impacto mais provavel de ocorrer em decorréncia desta nova tecnologia
agricola. Este tipo de conclusdo decorre da possibilidade de que haja uma alteracdo na assembléia de predadores e
polinizadores das plantas daninhas, favorecendo algumas populacées em detrimento de outras. No entanto, este
tipo de alteracdo apenas é possivel de ser observada quando grandes areas sao cultivadas e, por isso, a
recomendacdo é que esta avaliacdo seja realizada como monitoramento pds-comercializagcdo, mesmo porque este
tipo de impacto tem inimeras possibilidades de mitigacdo. Este tipo de monitoramento deve durar 4-5 anos para
que qualquer tendéncia seja detectada.

Os principais parametros a serem considerados como indicadores de mudancas na comunidade infestantes sao: (i)
composicao especifica e densidades populacionais no banco de didsporos do solo; (ii) composicao especifica e
densidades populacbes das plantas daninhas em dois estagios do ciclo da cultura (florescimento do algodoeiro e
colheita) e (iii) composicao especifica e densidades das principais populacées da “chuva de sementes” no final do
ciclo do algodoeiro e no periodo de entressafra.

Tanto para o banco de didsporos como para a “chuva de sementes” as melhores comparacdes que deverao ser
efetuadas serdo andlises multivariadas com duas variantes: utilizando a densidade relativa das populacdes e andlise
binaria, considerando a presenca e a auséncia das populacdes. Outros indices complementares poderdo ser
estudados como: indices de diversidade, de equitabilidade e de similaridade.

Para as avaliacdes pertinentes a plantas daninhas além das andlises multivariadas é recomendado que se efetuem
estudos fitossocioldgicos, utilizando a biomassa como pardmetro na determinacdo da dominéancia relativa.

Micro e Macrobiota do Solo
Itamar S. Melo, Maria C. V. Inglis, José O. Siqueira, Ron Wheatley, Beatrice Anyango, Leda C. Mendonca, Pham
Van Toan, Warton Monteiro

Devido a complexidade do ecossistema solo, ndo seria pratico estudar esse sistema baseado em uma dada espécie
em particular. Para estudar o sistema baseado em propriedades funcionais, seria igualmente inviavel estudar todas
as propriedades, dado o grande nimero delas. Assim, deve ser feita a escolha de grupos funcionais relevantes a
cultura do algodao na situacao em estudo.

No Workshop no Brasil foram selecionados e priorizados, de 1 a 3, os grupos funcionais, com base na sua
importancia. Assim foi possivel montar uma matriz de selecdo das principais funcdes, considerando-se sua
importancia com relacao ao evento genético, a cultura, as espécies selvagens, as condi¢oes culturais, dentre
outros. Os principais tépicos definidos encontram-se na Tabela 3.

Como a grande maioria das atividades biolégicas no sistema solo-planta ocorre na rizosfera, é possivel que a
toxicidade das proteinas Bt, secretadas das raizes, tenham um efeito direto em toda dindmica bidtica associada
com a planta. Por exemplo, a planta transformada apresenta a toxina expressa, ativa, diferentemente da pré-toxina
produzida pela bactéria, que s6 se transforma em toxina no interior dos insetos sensiveis. Por este motivo, os
efeitos sobre o comportamento da macrofauna neste microhabitat (planta GM vs. solo) sdo os que devem ser
enfatizados.

Do mesmo modo, os residuos da planta Bt também contém toxina ativa que poderd afetar os organismos
decompositores, que por sua vez, exercem papel preponderante na ciclagem de nutrientes. Assim, esses grupos
funcionais, microbianos, podem ser adversamente, afetados pela toxina.

No solo, mais precisamente na rizosfera, as populacdes microbianas e suas funcdes poderdo ser influenciadas pela
cultura, espécie, idade da planta, tipo de solo, entre outros fatores. Desta forma os estudos dessas comunidades
detectam e examinam questdes relativas a sua composicao, estrutura e estabilidade e sobre a atividade e funcéao
de seus membros. Mudancgas na estrutura da comunidade microbiana podem ser avaliadas por meio da andlise do
DNA de toda a populacao (denominada fingerprinting), através do uso de eletroforese em gel com gradiente de
desnaturantes (DGGE) e eletroforese em gel com gradiente de temperatura (TGGE), ou ainda de fragmentos
amplificados por PCR usando primers especificos para RNA-ribossomal-16S. Em condicdes ndo-desnaturantes, o
DNA em fita simples possui uma estrutura dobrada que é determinada pela sua seqiiéncia nucleotidica. Mudancas
na seqléncia como, por exemplo, a substituicdo simples de nucleotideos, podem alterar essa estrutura e, dessa
forma alteram a mobilidade eletroforética que serd medida nesta anélise.
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Protocolos Desenvolvidos para teste de pré-liberacdo de plantas GM: efeitos potenciais.
Duas das funcdes priorizadas na categoria 1, a toxina Bt ativa e as interacdes planta-microbiota, sdo usadas para

desenvolver protocolos especificos visando a pré-liberacao de algodao Bt. no sentido de fornecer evidéncias
cientificas de que qualquer efeito potencial possa ou nao ocorrer.

Protocolos visando determinar a concentracéo e a persisténcia da proteina Bt no solo

Principais Fontes:
1. Residuos de planta Bt X Isolinhas nao Bt:
a) Usar as mesmas isolinhas homélogas;
b) Concentracédo das proteinas.

2. Suplementacéao de residuos vegetais ao solo:
a) Taxas de suplementacédo baseada em valores de campo;
b) Aplicacdes a todos os tipos de solos representativos das trés principais regides produtoras do Brasil;
c) Padronizar experimentalmente as condicées de ambiente.

3. Avaliacao:
a) Concentracao de proteinas;
i — Teste ELISA
ii — Eletroforese capilar
iii — Bioensaios
b) Amostrar/avaliar em diferentes periodos;
c) Andlise de cinética de crescimento de microrganismos ou producdo enziméatica.

Protocolos Experimentais para Avaliacdo dos efeitos do Algodao Bt no ecossistema solo

Os protocolos experimentais foram delineados para fornecerem evidéncias cientificas das magnitudes e duracao de
quaisquer efeitos da toxina Bt sobre o ecossistema solo. Esses ensaios determinardo, em ultima andlise, o
comportamento, taxas de aquisicdo, concentracdo, persisténcia e os impactos da toxina-Bt no solo.

Delineamento Experimental e Protocolos

e Solos: Amostras de solos representativos das trés principais regides do Brasil — Centro-Oeste (3),
Nordeste (1) e Sudeste (2) perfazendo um total de 6 tipos de solos.

e Enriquecimento: Determinar as quantidades de residuos que entram no sistema, nos locais onde os solos
sdo coletados. Adicionar, entao, residuos da toxina — Bt e residuos de plantas ndao — Bt. Tendo-se, assim, os
seguintes tratamentos:

¢ 0 X ataxa de campo;
e 0,5 X taxa de campo;
e 1 X taxa de campo;
e 2 X taxa de campo;
e 3 X taxa de campo.

e Aplicacdes de residuos (na superficie do solo e misturado ao solo):
e Delineamento experimental — considerando-se as condicdes padrdo de incubacao dos solos: umidade,
temperatura, quantidade de solo: 5 a 10 Kg de peso em um lisimetro.

Determinacdo da Macrofauna

Os efeitos da proteina Bt, assim classificada através da matriz sobre a macrofauna, serdo avaliados, sendo
priorizados os estudos dos efeitos sobre minhocas. Os ensaios devem envolver minhocas e solos coletados em
campos nao cultivados com plantas transgénicas e solos sob cultivo de algoddao-Bt. Minhocas serao incubadas em
amostras de solo adicionadas de toxina-Bt ou residuos de plantas, tanto no laboratério como em campo. A
avaliacao se baseard em mortalidade e peso individual das minhocas, a cada 40 dias. Variagcbes do método devem
ser contempladas para avaliar os efeitos sobre larvas e adultos da macrofauna.
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Tabela 3 — Escala de Prioridades Sobre as Fun¢des do Solo: Principais Parametros
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Tépicos Caracteristicas Prioridade Nivel de Conhecimento
Proteina Toxicidade 1 1
Residuos Toxina (partes da planta) 3 1
Ciclos Bio- Carbono; Nitrogénio; 2 1
geoquimicos Microrganismos

Macrorganismos; Nematodides, 3 3
minhocas
Transferéncia de Plantas, Microrganismos 1 2
Genes
Interacdes Planta- Microbiota da rizosfera 1 2
Microrganismos
Propriedades do Solo Agregacéo 2 1
Tabela 4. Matriz de Efeitos
Fonte Item de processo Processos Efeitos
, , = Taxa de
Residuos da Planta Bt Proteina do Solo Absorcéao .
desaparecimento
Exsudatos Decomposicao Desnaturacao Persisténcia
Pélen Ingestdo pela Fauna Degradacao Bioatividade
Transferéncia de DNA Ingestao Absorcao pela Planta Acumulacéao
Interacdes  planta - a Eliminacéo, Lixiviacao,
. . Transferéncia . .
micro/macrobiota Escorrimento Superficial

Tabela 5. Priorizacdo dos Principais Grupos da Macrofauna

L " Sub- i
Grupos Funcionais Taxas Funcdes L Prioridade
prioridade
. Trips, Acaros, Besouros, | trituradores de Matéria
Decompositores . .- .. ??2? 1
Formigas, Centopéias Organica
Nematéides (patégenos), | Fitopatégenos,
Aqueles que se L -
. . Protozoérios, Formas Ciclagem de ?2?? 3
alimentam de raizes . .
Larvais Nutrientes
Disseminadores Minhocas 1 1
il “burrows”
_______ So burrows”, 2 2
Insetos
————— Formigas 2
_____ Besouros (Muitos com 2
multifuncdes)
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Determinacbes microbianas.

1-) Ensaio de proteina:

a) Teste ELISA
b) Bioensaios, utilizando-se espécies indicadoras, como por exemplo, Manduca sexta, Diabrotica
undecimpunctata (dependendo do evento).
2-) Outros ensaios: “ Efeitos da proteina Bt sobre os processos biolégicos:
a) Biomassa - respiracao basal

b) Biodiversidade

DGGE, TGGE - selecao da populacéo: de fungos, bactérias, leveduras, actinomicetos;

RFL - descricdo de populacao
PCR - uso de “primers” especificos;
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Ensaios enzimaticos, como, por exemplo, fosfatase, hidrélise de diacetato de fluoresceina
(FDA), nitrogenase, etc;

Etapas de nitrificacdo.

Topicos

Caracteristicas

Prioridade

Nivel de
Conhecimento

Proteina

Toxicidade, Efeitos

1

Persisténcia e acumulacdo/degradacao

2

Relativa atividade das muitas diferentes
proteinas

1

Aspectos ambientais

Residuos

Partes da planta (toxina)

Compostos da planta

Estrutura de solo

Relacao C:N

Conteudo de lignina

Taxa de declinio — persisténcia

= WINN|W

Nlw|=[a]|=

Ciclagem
Biogeoquimica

Carbono e Nitrogénio =
microrganismos, macrofauna,
nematdides, minhocas etc

Carbono: decomposicao;
degradadoras primarias;
microrganismos/macrofauna

Nitrogénio: taxa de nitrificacdo

Potéassio

Fésforo

Micronutrientes

WIN|IN (=

N QY (N Y

Biomassa total de solo; abundancia e
diversidade; espécies e funcdes

Transferéncia Génica

Plantas, microrganismos

wl N

Definir construcéo especifica do
evento

—_

Determinacdes “Baseline”

Interacoes Planta/
Microg./ Macrofauna

Micorrizas arbusculares

Patbégenos

Populacdes associadas a rizosfera

Propriedades do Solo

Agregacao

Biodiversidade, Biodindmica

Propriedades fisico — quimica

Saude do solo; erosao

Biomassa do solo

alala|la|Nl=mlw|==w

= INW|W[=[W[=]|=[N]W
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Sessao IV - Fluxo génico e
suas conseqiiéncias

Francisco Aragao, Jill Johnston, Ana Ciampi, Carol Mallory-Smith, Curt
Brubaker, Flavio Gandara, Luiz P. Carvalho, Milton Geraldo Fuzzato,
Paulo A. V. Barroso, Paulo Kageyama, Vania M. Cirino, Vu Duc Quang

O desenvolvimento de algoddo geneticamente modificado contendo genes cry, de Bacillus thuringiensis, (algodao
Bt) representa um passo significativo para essa cultura, reduzindo os riscos ambientais e para a sade humana
associados uso de pesticidas, mas deve ser realizado sem risco para a diversidade nativa existente no género
Gossypium. O propdsito deste relatério é identificar e avaliar riscos ambientais potenciais a flora brasileira nativa
decorrentes do cultivo de algodao Bt no Brasil. Este grupo se concentrou em avaliar o impacto ambiental resultante
do cultivo comercial de algodao Bt no caso dos genes introduzidos nesta planta por engenharia genética serem
transferidos para espécies silvestres do género Gossypium, variedades tradicionais, algodoeiros ruderais ou plantas
voluntarias.

Em primeiro lugar, a introgressado do gene de B. thuringiensis em algodoeiros nao-transgénicos poderia exacerbar a
ameaca a integridade genética da diversidade existente no Brasil do género Gossypium (variedades tradicionais de
algodao e G. mustelinum, espécie silvestre endémica). Os algodoeiros tradicionais e de “fundo de quintal” sao
componentes criticos para o cultivo de algoddo com baixo uso de tecnologias modernas e sdo recursos
importantes para o melhoramento genético, no desenvolvimento de variedades locais adaptadas. A integridade
genética destas linhagens ja se encontra em risco devido ao fluxo de gene de cultivares-elite de algodao. Assim
buscou-se verificar se a introducao de variedades com o gene de Bt aumentaria este risco. G mustelinum é um
algodao silvestre, endémico do Brasil, e em risco de extincao. Em segundo lugar, a introgressao do gene de Bt
para os cultivos orgénicos e nao-transgénicos também poderia ter conseqiiéncias econémicas. Embora as fibras
das plantas receptoras do gene sejam nao-transgénicas, pois sao originadas de tecido materno, percepgcdes de
mercado podem ser insensiveis a questdes puramente cientificas. Um fator importante é que as sementes
plantadas no ano seguinte irdo ter o gene de Bt. Estas preocupacdes sao particularmente criticas para a industria
de algodao organico, onde muitas vezes se utiliza como semente os grdaos do cultivo anterior. Finalmente, ha a
preocupacao de que o gene Bt poderia dar uma vantagem seletiva as populacdes de receptoras do gene, fazendo
com que plantas voluntarias aumentem a habilidade de colonizacao, suplantando outras populacdes, como as
ruderais e mais critico, as populagoes de G. mustelinum. Conseqilientemente, é critico que consideremos:

1. Se o gene de Bt pode ser introgredido em outras espécies.

2. Se o gene de Bt pode trazer uma vantagem seletiva suficiente a estas plantas, de tal maneira que
aumente sua capacidade de colonizacao.

Fatores que Afetam a Probabilidade de Fluxo Génico
Taxonomia de Gossypium

O género Gossypium inclui aproximadamente 44 espécies dipldides (2n=26) e 5 alotetrapldides (2n=52) (Fryxell,
1992) que estao concentradas nas regides tropicais e subtropicais. Ha trés centros primarios de diversidade para
as espécies diploides de Gossypium, Austrélia, Nordeste da Africa e Sul e Centro Oeste do México (Tabela 6). Esta
distribuicdo global foi acompanhada por uma diversificacdo na morfologia, ecologia e variagdo no nimero de
cromossomos. Como resultado, as espécies dipldides de Gossypium podem se agrupar em o0ito grupos
morfolégicos e citologicamente distintos. Este agrupamento é feito baseado em semelhancgas na estrutura e
tamanho dos cromossomos, designando os gendtipos de A, B, C, D, E, F, G e K (Tabela 6) (Beasley, 1940, 1942;
Edwards & Mirza, 1979; Endrizzi et al., 1985; Phillips & Strickland, 1966; Stewart, 1995; Hasenkampf & Menzel
1980; Hutchinson 1951; Hutchinson et al. 1947).

A homologia cromossdmica entre os gendtipos € relativamente alta. Isto se reflete no fato de que ha pareamento
cromossOmico normal durante a meiose e alta taxa de fertilidade observada em hibridos intragénicos. Por outro
lado, cruzamentos intergénicos sao dificeis impossiveis de serem realizados e, quando é possivel, a geracao F1 é
caracterizada por anormalidades meidticas e esterilidade.
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Viérias décadas de estudos mostraram que as espécies tetrapléides de Gossypium sao alotetrapléides, resultado da
combinacédo do genoma A (do Velho Mundo) com o genoma D (do Novo Mundo) (Wendel, 1989; revisado por
Endrizzi et al., 1985). Isto evidencia que os dois genomas devem ter ficado fisicamente préximos. Porém, os
parentais dos dois grupos gendmicos ainda sdo encontrados como espécies dipléides com distribuicdo geografica
nos dois hemisférios. Dados moleculares indicam que todos os alopolipldides de Gossypium compartilham um
ancestral comum (Brubaker et al., 1999). Os alopolipldides possuem um genoma cloroplasmatico A, indicando que
o evento de hibridacao inicial ocorreu em espécies africanas ou asiaticas (Wendel,1989). Apés a geracéo inicial de
alopolipléides, houve uma radiacéo evolutiva trés linhagens. O G. mustelinum, o Unico descendente de uma
ramificacdo dessa radiacdo, ocorre apenas em uma pequena regido do nordeste do Brasil (Wendel et al., 1994).
Duas das outras linhagens sdo representadas por duas espécies cultivadas (G. barbadense e G. hirsutum),
enguanto uma outra é ocorre de forma endémica, em ilhas, em decorréncia de dispersdes de longa distancia: G.
barbadense com G. darwinii (Ilha Galapagos) (Percy & Wendel, 1990) e G. hirsutum com G. tomentosum (llhas
havaianas) (DeJoode & Wendel, 1992).

As espécies alotetrapldides de Gossypium que ocorrem no Brasil, G. barbadense, G. hirsutum e G. mustelinum, sdo
arbustivas com tendéncias arborescentes (particularmente G. barbadense, formas caribenhas de G. hirsutum e G
mustelinum) (Fryxell, 1979, 1992). G. barbadense é uma espécie indigena na area ocidental da América do Sul
com extensdes na Mesoamérica, Caribe, e a América do Sul oriental (Turcotte & Percy1990). O centro de
diversidade morfolégica para G. hirsutum é a Mesoamerica, mas distribuicdo indigena inclui o Caribe, o norte da
América do Sul e algumas ilhas de Pacifico. G. mustelinum é encontrado somente em alguns locais discretos nos
estados brasileiros de Bahia e Rio Grande do Norte.

Tabela 6. Sumario das subdivisdes taxonémicas do género Gossypium, mostrando ploidia, designacdes gendémicas e distribuicdo geografica (Fryxell,
1979; 1992; Stewart 1995).

Subdivisdes Espécies Ploidia Designacao Distribuicao
taxondmicas (2n=) Gendmica Geogréfica
1. sub género Karpas G. barbadense, G. 52 AD América do Sul,
darwinii, G. hirsutum, G. América do Norte,
mustelinum, G. Havai, Ilhas Galapagos
tomentosum
2. sub género
Gossypium
2.1 secao Gossypium
2.1.1 sub secéo G. arboreum, G. 26 A Africa, Asia
Gossypium herbaceum
2.1.2 sub secédo G. anomalum, G. captis- 26 B Africa
Anomala viridis
2.1.3 sub secéao G. areysianum, G. 26 E Africa, Arabia
Pseudopambak benadirense, G. briccettii,
G. incanum, G.
somalense, G. stocksii, G.
vollesenii
2.1.4 sub secdo G. longicalyx 26 F Africa
Longiloba
2.2 secao Triphylla G. triphyllum 26 B
2.3 secao Serrata G. trifurcatum 26 B? Africa
3. sub género Sturtia
3.1 secdo Sturtia G. robinsonii, G. 26 C Austrélia
sturtianum
3.2 secao Grandicalyx | G. anapoides, G. 26 K Austrdlia

costulatum, G.
cunninghamii, G. enthyle,
G. exiguum, G.
londonderriense, G.
marchantii, G. nobile, G.
pilosum, G. populifolium,
G. pulchellum, G.
rotundifolium

3.3 secado Hibiscoidea | G. australe, G. bickii, G. 26 G Austrélia
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nelsonii
4. sub género
Houzingenia
4.1 secado Houzingenia
4.1 secao Houzingenia
4.1.1 sub secao G. thurberi, G. trilobum 26 México
Houzingenia
4.1.2 sub secao G. davidsonii, G. 26 México, llhas
Integrifolia klotzschianum Galapagos
4.1.3 sub secao G. armourianum, G. 26 México
Caducibracteolata harknessii, G. turneri
4.2 secao Erioxylum
4.2.1 sub secao G. gossypioides 26 México
Selera
4.2.2 subsecéao G. aridum, G. laxum, G. 26 México
Erioxylum lobatum, G.
schwendiamanii
4.2.3 sub secao G. raimondii 26 Peru
Austroamericana

Populacées de Gossypium spp. Presentes no Brasil

As trés espécies de Gossypium que sdo encontradas no Brasil estdo na forma silvestre, ruderal e cultivadas de
diferentes maneiras. A Tabela 7 apresenta um resumo de como estas espécies sdo encontradas.

Gossypium hirsutum var. latifolium (algodao) ocorre no Brasil exclusivamente como cultigenos elite, que pode ser
encontrado nos campos apds o cultivo, como uma planta voluntaria.

Gossypium hirsutum var. marie-galante, também conhecido como algodao Mocd, ocorre predominantemente em
cultivos de “fundo de quintal” em algumas regides, como na Regido Amazonica e é encontrado de varias formas
no Nordeste, tanto ruderal, cultivo de “fundo de quintal” quanto como cultivos comerciais, com variedades
melhoradas. Plantas voluntarias sdo encontradas em campos cultivados. Algodoeiros descritos como G. hirsutum
var. marie-galante sdo geneticamente diversos. Algoddes chamados de “Verddes” sdo o resultado de hibridizacdo
entre G. hirsutum var. marie-galante e G. hirsutum var. latifolium. Além disso, algumas populagées ruderais
apresentando linter marrom encontradas no Nordeste poderiam refletir os cruzamentos entre G. hirsutum var.
marie-galante e G. mustelinum. Entretanto, as distadncias geograficas entre as formas de algodao Mocé com linter
marrom e G. mustelinum sao grandes o suficiente para dizer que a probabilidade de troca de alelos entre estas
populacdes e baixa.

Gossypium barbadense var. barbadense, também conhecido como algodao quebradinho foi introduzido no Brasil,
vindo do Caribe ou Andes (Percy & Wendel, 1990). Embora estas plantas estejam presentes como variedades
tradicionais, sdo essencialmente encontradas como populacdes ruderais. Cultivos de “fundo de quintal” também
sdo encontrados em varias regides do Pais.

O Gossypium barbadense var. braziliensis, também conhecido como “Rim de boi” ocorre como populacdes
ruderais, cultivos de “fundo de quintal” e tradicionais.

O Gossypium mustelinum é encontrado apenas como uma espécie silvestre restrito a algumas areas discretas nos
estados do Rio Grande do Norte e Bahia (Freire, 2000). Ndo ha relatos de que esteja sendo cultivado e tem sido
considerado como uma espécie em extincao.
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Tabela 7. Populacdes de Gossypium encontradas no Brasil que tém potencial para ser uma ponte para o fluxo génico.

Espécies Silvestre Ruderal Voluntdria “Fundo de  Tradicional Cultivada
quintal”

G. hirsutum var. latifolium X X

G. hirsutum var. Marie- X X X X X

Galante

G. barbadense var. X X

Barbadense

G. barbadense var X X X X

Braziliense

G. mustelinum X

Escape génico para parentes de outros géneros de Malvaceae que ocorrem no Brasil

Varias espécies de Malvaceae ocorrem no Brasil. Entre estas espécies as mais relevantes para uma avaliacao de
risco de escape génico sdo Thespesia spp. € Cienfugosia spp., além de outras espécies que ocorrem como ervas
daninhas nos campos de algoddo, como Sida spp. e Malva spp.

O género Gossypium pertence a familia Malvaeae tribo Gossypieae. Existem apenas outros dois géneros da tribo
Gossypieae que ocorrem no Brasil, Cienfugosia (2n=20, 22) e Thespesia (2n=26). Embora ndo existam estudos
mostrando a possibilidade de cruzamentos entre Gossypium spp com qualquer espécie das tribos Cienfugosia ou
Thespesia, a enorme distancia evolucionaria entre estas (10 a 15 milhdes de anos), a diferengca no nimero de
cromossomos e arquitetura reprodutiva dificulta qualquer expectativa de possibilidade de hibridizacdes entre
Gossypium e Cienfugosia ou Thespesia.

A possibilidade de ocorréncia de hibridos férteis entre algodoeiros Bt e outras espécies de ervas daninhas do
género Malvaceae (como Sida spp. e Malva spp.), pode gerar conseqiiéncias ambientais maiores que as que
ocorreriam com a transferencia do gene Bt entre espécies do género Gossypium, uma vez que nenhuma espécie de
Gossypium pode ser caracterizada como erva daninha. Entretanto, as distancias evolucionarias entre Sida ou Malva
e Gossypium sao maiores que aquelas entre Cienfugosia ou Thespesia. Apesar da auséncia de dados
experimentais, ndo existem expectativas de que ocorram cruzamentos de Gossypium com Sida ou Malva.

Possibilidades de Fluxo Génico entre Algodédo Bt e outros Algodoeiros Presentes no Brasil

Neste workshop, foram avaliados os varios fatores que podem afetar o fluxo génico entre algodao Bt para
populacdes presentes no Brasil com potencial de receberem os genes. A tabela 8 apresenta um resumo do
resultado desta avaliagao. Do ponto de vista do melhoramento genético do algodao e da avaliacao de risco, as
espécies de Gossypium podem ser subdivididas em trés grupos, baseados em dois critérios (Stewart, 1995):

1) a possibilidade de gerar hibridos férteis com os algodoeiros Bt
2) a freqiiéncia de recombinacdo genética entre o algodoeiro Bt e outros tipos de algodoeiros que ocorrem no
Brasil.
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Tabela 8. Possibilidades de Fluxo Génico entre Algodédo Bt e outros Algodoeiros Presentes no Brasil.

G.
mustelinu
m

G. barbadense

G. hirsutum

Silvestre

Ruderal

Vuluntari
a

“Fundo de
quintal”

Tradicional

Ruderal

Voluntaria

“Fundo de
quintal”

Tradicional

Elite (ndo-
bt)

Algodéao Bt
cultivado

As plantas GM
irdo conviver
com as
populacdes
recipientes?

Provavelm
ente nao

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Até que ponto
ocorre

autocruzamento
?

Muito
baixo

Com
polinizad
ores

Muito
baixo

Com
polinizador
es

Com
polinizador
es

Com
polinizador
es

Muito
baixo

Muito baixo

Até
100%?

10-30%?

10-30%?

Até que
distancia a
polinizacao
cruzada pode
ocorrer?

Provavelmente menos de 1% apo6s 30 metros, eventos de polinizacdo raros podem ocorrem a distanciais maiores.

As plantas
voluntarias sao
consideradas
ervas daninhas?

Nao,
pastoreio
apés a
colheita

Nao, Sao
realizados
manejos para
destruir
plantas
voluntarias

Cruzamentos
artificiais com
algodao-bt
resultam em
hibridos férteis?

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Hibridizacoes
espontaneas
ocorrem na
casa de
vegetacdo?

Nao,
requer
insetos

Nao,
requer
insetos

Nao,
requer
insetos

Nao,
requer
insetos

Nao,
requer
insetos

Nao,
requer
insetos

Nao,
requer
insetos

Nao, requer
insetos

Nao,
requer
insetos

Nao,
requer
insetos

Hibridizacdes
espontaneas
ocorrem na
natureza?

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Hibridos com

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim
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plantas
cultivadas
foram
confirmados
com
marcadores
moleculares?

O sentido da
polinizacéo
afeta a
eficiéncia do
cruzamento?

Néao se
sabe,
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ente nao

Néao se
sabe,
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mente
nao

Nao se
sabe,
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Néao se
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provavelm
ente nao

Nao se sabe,
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Nao se
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Os hibridos F1
sao viaveis e
vigorosos?
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Sim

Sim

Sim

Sim

Sim
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Os hibridos F1
se reproduzem?

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim
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Como é a
adaptabilidade
dos hibridos é
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condicdes de
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Ver texto

Os hibridos tém
dorméncia nas
sementes ou
formam bancos
de sementes?

Possivel
mente,
dorménc
ia curta
(1-3
anos)

Possivelme
nte,
dorméncia
curta (1-3
anos)

Possivel
mente,
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ia curta
(1-3
anos)
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nte,
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curta (1-3
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Possivelm
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Plantas
voluntarias sao
observadas
anos apés o
cultivo?
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Sim

Plantas
voluntarias
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observado

Nao
observado

Nao
observado

Teoricament
e possivel

40



GMO Guidelines Project

podem
estabelecer
populagdes
ruderais?

O transgene
pode persistir
por mais de um
ano em plantas
voluntarias ou
populagdes
hibridas?

Nao

em 100
anos.

Teoricame

nte
possivel
Nao Nao Nao

Nao
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em 100
anos.
Teoricame
nte
possivel

em 100
anos.
Teoricame
nte
possivel

Nao

Nao

O transgene
pode ser
disperso
clonalmente?

As populacées
silvestres ou
ruderais sdao
consideradas
daninhas?
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O pool génico primario contém as espécies que podem naturalmente hibridizar com os algodoeiros Bt. Os dados
sugerem que os algodoeiros indigenas presentes no Brasil pertencem ao pool génico primario do algodao Bt (G.
hirsutum var. latifolium). Assim, deve-se assumir que ndo existem barreiras citogenéticas para o fluxo génico entre
as espécies de Gossypium.

O pool génico secundario é caracterizado por espécies que ndo podem formar hibridos férteis com o algodao
cultivado sem que haja a intervencao do homem, mas ainda podem gerar hibridos férteis. Este germoplasma inclui
as espécies dipldides que possuem os genomas A, B, D, e F. Nenhuma espécie desse pool génico é encontrada no
Brasil.

O pool génico terciario contém as espécies que somente podem ser cruzadas com o algodoeiro cultivado com
ajuda intensiva do homem. Mesmo quando hibridos podem ser obtidos, a estruturas cromossomais sado tao
distintas que a freqiiéncia em que isso ocorre é muito baixa. Entre estas espécies estdo as Africanas e Arabes com
genoma E e as Australianas com genomas C, G, e K. Assim, entre as espécies silvestres de Gossypium , as
espécies Australianas, juntamente com as espécies Arabe-Africanas com genoma E tém o menos potencial para
servirem como uma ponte para o escape génico do gene Bt presente no algodoeiro cultivado. Nenhuma espécie do
pool génico terciario ocorre no Brasil.

Baseado nas consideracdes acima, todas as formas de algodao que ocorrem no Brasil (Tabela 7) devem ser
consideradas como membros no pool génico primario de algodoeiros cultivados contendo o gene Bt.
Conseqlientemente, ndo existem expectativas a priori de que existam barreiras genéticas ou citolégicas que
possibilitem o fluxo de genes presentes em algodoiros Bt para as outras formas de algodado: G. barbadense, G.
hirsutum e G. mustelinum. Estudos tém demonstrado que a introgressdo de genes entre G. barbadense e G.
hirsutum tem ocorrido (Brubaker et al., 1999). De fato, o fluxo génico entre variedades comerciais de algodao nao-
transgénicos e algodoeiros indigenas, de cultivo de “fundo de quintal” e tradicionais tem ocorrido e é considerado
preocupante (Barroso, Embrapa Algoddo, comunicacao pessoal). Existem poucas evidéncias para introgressao de
genes em G. mustelinum, G. barbadense ou G. hirsutum (Wendel et al., 1994), deve ser mais atribuido a um
reflexo do isolamento geogréfico das populacdes de G. mustelinum do que qualquer mecanismo de isolamento
genético (Wendel et al., 1994). Assim, devemos assumir que se as diferentes formas de algoddo que ocorrem no
Brasil estiverem presentes a uma distancia em que seja possivel a transferéncia de polens oriundos de algodoeiros
Bt, havera a possibilidade de fluxo génico que ird requerer formas adequadas de manejo.

Como é possivel isolar os campos cultivados e prevenir o fluxo génico ?

Uma vez que ndo existem barreiras genéticas capazes de isolar as populacdes recipientes presentes no Brasil, sera
impossivel eliminar completamente a possibilidade de fluxo génico entre algodao Bt e outros tipos de algodao.
Entretanto, é possivel reduzir as chances de que fluxo génico indesejavel ocorra. Isto pode ser realizado
restringindo-se as dreas em que determinadas variedades de algodaoBt possam ser cultivadas, com a exclusao de
areas criticas. Ha4 um século, nos Estados Unidos se prop6s que uma distancia de 7,5 a 15 quildbmetros seria
necessaria para prevenir cruzamentos naturais (Weber 1902, citado em Green & Jones, 1953). Dados mais
recentes, também gerados nos Estados Unidos, mostraram que uma barreira de 7 a 10 linhas de plantas nao-
transgénicas pode reduzir o fluxo génico, permitindo o escape de menos de 1% de pélen (Berkey et al., 2002;
Umbeck et al., 1991). Entretanto, estes experimentos foram realizado com polinizadores presentes na América do
Norte e em uma condicao de cultivo intensivo. A distancia em que a polinizacao é possivel pode ser diferente em
cultivos de “fundo de quintal” ou de baixa densidade. Além disso, o comportamento e freqiiéncia populacional dos
polinizadores devem ser diferentes. Isto torna dificil a estimativa de distancias de polinizacao, a serem utilizadas no
sistema de manejo, baseadas nos dados ja existentes. Portanto, estes dados devem ser gerados no Brasil. A
auséncia destes dados gerados no Brasil foi a primeira grande deficiéncia identificada. Varios marcadores genéticos
(Arriola & Ellstrand, 1996) ou genes neutros como gfp (green fluorescent protein) e npt// (neomicina
fosfotransferase) (Harper et al., 1999) podem ser Gteis nesse estudo.

Possibilidade de estabelecimento e disseminacao do transgene

Existem duas formas pelas quais um transgene pode escapar de campos cultivados, via pélen ou sementes. No
caso primeiro caso, o pélen de uma planta doadora do gene fertiliza as plantas receptoras gerando hibridos.
Existem trés fatores principais que podem influenciar a adaptabilidade do hibrido: (1) isolamento genético, que
causa baixa adaptabilidade, (2) nivel e regulacado temporal e espacial da expressao do transgene no organismo
hibrido e (3) se a nova caracteristica introduzida é importante para a adaptabilidade da populacéo receptora. Nos
casos em que o transgene é deslocado via semente, plantas voluntdrias ou ruderais podem estabelecer populacdes



GMO Guidelines Project 43

fora do ambiente agricola. Nesse caso, a adaptabilidade decorrente da nova caracteristica introduzida é o fator
preponderante.

No caso da introducéo de algodoeiros Bt no Brasil, esta claro que existem poucas barreiras genéticas entre as
espécies. Entretanto ndo é muito claro se a expressdo do gene Bt nas plantas hibridas seria similar a observada nas
variedades cultivadas originais. As diferencas entre o “background” genético de G. mustelinum e algodao Mocé
pode interferir nos niveis de expressao do gene Bt. Mais importante ainda é ter informacdes sobre uma possivel
adaptabilidade gerada em decorréncia da introgressdo do gene Bt em populacbes presentes no ambiente agricola
ou fora dele, sob pressao de insetos. Assim, a segunda deficiéncia identificada foi a falta de informacao sobre o
efeito da adaptabilidade em decorréncia da introgressdo do gene Bt em populacées de Gossypium.

A adaptabilidade ird determinar a taxa de disseminacdo de um gene (Burke et al., 2002, 2003; Ellstrand et al.,
1999; Snow & Palma, 1997). Se a introgressao do gene Bt em uma populacdo for capaz de diminuir a predacao
por herbivoros em Gossypium spp., pode-se esperar que este gene terd um efeito positivo sobre a adaptabilidade,
com aumento da populacéo receptora. Se o gene Bt apresentar um efeito neutro sobre a adaptabilidade, o
transgene poderéa ainda ser disseminado, mas em uma velocidade bastante lenta. Se o gene apresentar um efeito
negativo sobre a adaptabilidade dos individuos receptores, dificilmente o gene ird ser disseminado na populacéo
receptora. (Bergelson & Purrington, 2002; Ellstrand et al., 1999).

Monitoramento, Mitigacdo e Conseqiiéncias do Fluxo Génico

Para a liberacédo para o plantio em larga escala de variedades transgénicas, deve-se ter conhecimento bésico sobre
as possibilidades de fluxo génico. Estes estudos sdo fundamentais para minimizar as chances de fluxo génico
indesejavel. Apds a liberacdo comercial, o estabelecimento de zonas de exclusdo ou zonas obrigatdrias para
remocdo de plantas voluntdrias ou receptoras de transgenes, pode ser Util na reducéo das possibilidades de fluxo
génico. Entretanto, no caso da introducao de algodao Bt no Brasil, é fundamental que se tenha em mente que,
uma vez que nao existem barreiras genéticas entre as espécies do pool génico, o fluxo génico ocorrera. Entao as
questdes mais importantes envolvem o estudo do impacto da transferéncia de transgenes para populacdes
recipientes.

As conseqliéncias da introducao de genes Bt em populacdes ndo transgénicas de Gossypium estao relacionadas a
adaptabilidade das plantas recipientes com conseqiiéncias para a diversidade destas populacdées. Como ja
mencionado, existem apenas algumas poucas populacdes de G. mustelinum, que, devido a destruicdo de seus
habitats, tem sido indicada como uma espécie em risco de extincao.

O gene Bt pode ser mantido por um longo periodo no ambiente, tanto nos campos agricolas quanto foras destes.
Se uma das plantas sexualmente compativeis com G. hirsutum apresentar dorméncia nas sementes, os hibridos
podem também ter esta caracteristica e manter o gene Bt no campo por um periodo mais longo. Além disso,
podem ocorrer hibridos com Gossypium spp. perenes, que podem permanecer no campo por varias estacoes.

Caso haja possibilidade de aumento da adaptabilidade em populacdes ruderais ou de “fundo de quintal”, havera
também a possibilidade de aumento de problemas com ervas daninhas, embora as populacdes ruderais ndo sejam
consideradas como daninhas.

Duas questoes relacionadas a perda de pureza foram levantadas: se o fluxo génico ocorrer na direcao de (1)
cultivos organicos de algodao ou (2) cultivos convencionais ndo transgénicos, nichos de mercado podem ser
colocados em risco. Este fato é ainda mais relevante em cultivos para producdo de sementes.

O monitoramento de todas as espécies de Gossypium deve ser realizado para determinar possiveis alteracoes,
especialmente as populacbes de G.mustelinum

Recomendacdes e Conclusdes

As recomendacoes foram organizadas destro de uma escala de tempo que reflete os estagios de desenvolvimento
de um organismo geneticamente modificado (Tabela 9). O corpo de dados necessario vai desde informacdes
basicas relacionadas com o cultivo agricola até aquelas relacionadas com a transformacao, dentro de um contexto
de ecologia. O impacto ecolégico aumenta de um estagio para outro, até a liberagdo comercial. O grupo
participante do workshop concorda que todos os dados relevantes para a avaliacdo dos riscos relacionados ao
fluxo génico devem ser obtidos até a etapa 4 (Tabela 9).
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Tabela 9. Necessidade de ensaios e informacdes para avaliacdo de risco relacionada ao fluxo de genes entre plantas cultivadas e seus parentes

silvestres.

Etapa

Questdes a serem respondidas

Observacoes

1. Transformacao da planta

Que espécie sera transformada?

Existem parentes que convivam
geograficamente?

Existe sobreposicdo fenolégica
entre a planta cultivada e as
espécies aparentadas?

Quao diversa é a populacao de
espécies aparentadas?

Procurar dados existentes na
literatura e com especialistas. Se
os dados nao estiverem
disponiveis, havera necessidade
de experimentacao.

2. Anédlises de eventos no
laboratério

Mesmas questdes da etapa 1.

3. Caracterizacado do evento no
laboratério

Até que distancia o pélen da
planta pode ser naturalmente
levado?

Como se comportam os hibridos
entre a planta cultivada e as
populacdes recipientes?

Os transgenes terdo expressao
distintas em diferentes
“backgrounds”?

A heranca dos transgenes é
estavel por vérias geracoes?

O transgene tem efeito sobre a
adaptabilidade?

Efeitos pleiotrépicos tém sido
observados em decorréncia da
presenca do transgene?

Na casa de vegetacao ou campo
utilizando plantas nao
transgénicas.

Na casa de vegetacdo com
plantas transgénicas.

Etapa 4. Teste de campo em
pequena escala

Que populacoes de espécies
aparentadas ocorrem na area de
teste?

Como o fator adaptabilidade e
fenologia da planta cultivada e
parentes variam em diferentes
locais, anos e em hibridos?

Como se compara os hibridos
com a planta cultivada e as
populacdes de ervas daninhas em
condicdes reais?

No campo com plantas
transgénicas.

Etapa 5. Teste de campo em
grande areas

Mesmas perguntas anteriores.
Monitoramento de plantas
voluntarias.

Em areas onde as plantas
cultivadas devem ser testadas,
tanto em campos agricolas
quanto naturais.

Etapa 6. Uso comercial

Monitoramento de plantas
voluntdrias. Remocao de plantas
em areas criticas.

Em areas onde as plantas
cultivadas devem ser testadas,
tanto em campos agricolas
quanto naturais.
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Se o algodao Bt for introduzido comercialmente no Brasil, havera oportunidade clara para a que ocorra o fluxo dos
transgenes para outros tipos de algoddo. Se houver uma vantagem adaptativa decorrente da transferéncia do gene
cry para outras espécies de Gossypium, podera haver estabelecimento e disseminacdo. Os locais onde o algodao
Bt sera introduzido e como estes cultivos serdo manejados irdo influenciar as conseqliéncias e sua extensao.
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Secao V - Evolucdo da Resisténcia e Manejo

Celso Omoto, Aline H. N. Maia, Edvaldo Cia, Gary Fitt, José Magid
Wagquil, Mathilda Okech, Mike Caprio, Nguyen Huu Huan, Tim Dennehy,
Zuleide A. Ramiro

A primeira geracao de algodao geneticamente modificado foi resultante da incorporacao de genes que codificam a
proteina Cry1Ac de Bacillus thuringiensis var. kurstaki para o controle de alguns lepidépteros-praga. Para aumentar
o espectro de controle de pragas, e também para retardar a evolucao da resisténcia de pragas as toxinas expressas
pelas plantas GM, a incorporacdo de mais de uma toxina na planta (Cry1Ac e Cry2Ab ou Cry1Ac e Cry1F, além de
outros eventos) tem sido considerada. Devido a expressédo continua de toxina(s) ao longo do ciclo da cultura pelas
plantas GM, uma das grandes ameacas tem sido a possibilidade de uma rapida evolucao da resisténcia de pragas
a(s) toxina(s) expressa(s) pelas mesmas.

Sendo assim, no presente Grupo de Trabalho foram discutidos os principais aspectos a serem considerados na
elaboracdo de um plano preventivo para o manejo de resisténcia de pragas com a introducéo de algodao Bt no
Brasil.

Principais questdes consideradas:

A. Espécies alvo: Considerando-se a exploracao de algodao Bt, que expressa proteinas de Bacillus
thuringiensis (Bt), foram identificadas quatro espécies alvo: Heliothis virescens (lagarta-das-macas), Alabama
argillacea (curuqueré-do-algodoeiro), Pectinophora gossypiella (lagarta rosada) e Spodoptera frugiperda (lagarta
militar). Historicamente, as trés primeiras espécies tém sido consideradas pragas-chave do algodoeiro. Com a
introducdo de Anthonomus grandis (bicudo) e variedades de algodao suscetiveis a virus transmitidos por Aphis
gossypii (pulgao), houve mudanca radical no sistema de producao de algodao, principalmente com a expansao
de cultivo na regido do Cerrado (aproximadamente 70% da producéo). E também, com a exploracdo do cultivo
do milho nas diferentes épocas de plantio (verado, safrinha e inverno), S. frugiperda tem se tornado um problema
bastante sério tanto na cultura do algodao quanto na de milho.

B. Histérico de resisténcia: Para se avaliar o potencial de evolucdo de resisténcia de pragas alvo as plantas
GM, poder-se-ia considerar os casos detectados de resisténcia destas pragas a outras taticas de controle.
Infelizmente os estudos nesta area sao bastante carentes no Brasil, mesmo com os inseticidas convencionais
que tém sido a ferramenta mais utilizada no controle de pragas. Alguns casos de insucessos no controle de
algumas pragas podem estar relacionados com eventual problema de resisténcia, tais como em H. virescens
(organoclorados e organofosforados), A. argillacea (principalmente com organofosforados e piretréides) e S.
frugiperda (organofosforados, piretréides e inibidores de biosintese de quitina).

C. Risco potencial de evolucdo de resisténcia: Para a avaliacdo do potencial de risco de evolucao de
resisténcia de pragas-alvo as plantas GM, ha necessidade de se considerar os fatores que afetam a evolucédo, ou
seja, os fatores genéticos, biolégicos/ecolégicos e operacionais.

1. Fatores genéticos: Dentro do contexto genético, a evolucdo de resisténcia depende da freqiiéncia inicial
do(s) alelo(s) resistente(s), padrdao heranca da resisténcia, custo adaptativo relativo dos individuos resistentes e
fluxo génico.

e Freqliéncia inicial de resisténcia: A estimativa da freqliéncia inicial de resisténcia é dificil. Valores entre 10°
2.3 10 tém sido considerados em estudos de simulacdo através de modelos mateméticos para avaliar a
evolucao de resisténcia em diferentes situagcdes. Logicamente, quanto maior a freqiiéncia inicial, maior a
velocidade com que a resisténcia evolui para a freqiiéncia critica, ou seja, a freqliéncia a partir da qual a
resisténcia passa a comprometer a eficacia das plantas geneticamente modificadas.

e Padrao de heranca da resisténcia: A heranca da resisténcia tem sido geralmente monogénica e recessiva
ou incompletamente recessiva na maioria dos casos detectados de resisténcia de pragas a Bt utilizado em
pulverizacdo. Nestas condi¢Ges, os individuos heterozigotos apresentam o fendtipo suscetivel e a evolucao de
resisténcia poderia ser retardada e apenas os individuos homozigotos resistentes seriam selecionados pelas
plantas GM. Caso haja presenca de reflgio para individuos suscetiveis, a probabilidade de acasalamento dos
individuos resistentes selecionados com individuos suscetiveis seria bastante alta e toda progénie resultante
deste acasalamento seria heterozigota e suscetivel as plantas GM (caso a resisténcia seja funcionalmente
recessiva). No entanto, a condicdo recessiva da resisténcia ndo pode ser generalizada, pois em algumas
situacdes a resisténcia pode ser um carater dominante. A dominancia funcional da resisténcia sé podera ser
conhecida apds a evolucao de resisténcia em condicdes de campo.
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e Custo adaptativo relativo dos individuos resistentes: Os individuos resistentes apresentam um menor valor
adaptativo relativo do que os individuos suscetiveis pelo menos no inicio da evolucao de resisténcia. Caso
contrario, a freqliéncia de resisténcia seria alta mesmo antes da liberacdo comercial das plantas GM. O custo
adaptativo da resisténcia tem sido relacionado a parametros que sao relevantes para a sobrevivéncia e
reproducdo da espécie. Assim como o padrdo de heranca da resisténcia, o custo adaptativo da resisténcia s6
poderé ser estimado apds a evolucao da resisténcia em condicoes de campo. No entanto, nos estudos de
simulacao através de modelos matematicos tém sido assumido que hé custo adaptativo dos individuos
resistentes e a exploracado deste custo tem sido uma das bases fundamentais para as estratégias de manejo de
resisténcia.

e Fluxo génico: O fluxo génico em uma determinada populacdo estard na dependéncia de fatores
biolégicos/ecoldgicos da praga, principalmente relacionados a capacidade de dispersao da espécie. Estes
aspectos serdo discutidos a seguir.

2. Fatores bioecolégicos das pragas-alvo:

e Taxa de reproducao e tempo para desenvolvimento: Quanto maior a capacidade reprodutiva e menor o
tempo para completar o desenvolvimento da praga, maior serd a razao intrinseca de aumento. Nestas condicées,
um maior nimero de individuos em curto periodo de tempo estaria sob a pressdo de selecdo de plantas
geneticamente modificadas e a resisténcia evoluiria rapidamente.

e Habito alimentar: a evolucdo de resisténcia seria menos rapida para espécies polifagas do que monéfagas.
Em espécies polifagas, as plantas hospedeiras alternativas da praga poderiam servir de refldgio para individuos
suscetiveis. Sendo assim, a evolucao de resisténcia poderia ser acelerada para A. argillacea que é uma espécie
monéfaga. P. gossypiella e H. virescens também podem ser consideradas especialistas nas condicdes brasileiras
atacando a cultura do algodao e algumas malvaceas relacionadas. Por outro lado, S. frugiperda que é uma
espécie altamente polifaga poderia apresentar um retardamento na evolucéo de resisténcia, caso outras plantas
hospedeiras possam abrigar individuos suscetiveis para diluir a resisténcia. Por outro lado, ha necessidade de se
avaliar se uma mesma proteina ndo é incorporada em plantas hospedeiras distintas que apresentam pragas-alvo
em comum. Nestas condicdes, a evolucao de resisténcia poderia ocorrer rapidamente para esta espécie polifaga.

e Mobilidade da espécie: O conhecimento da capacidade de dispersdao de uma determinada espécie dentro
de uma regiao serd de grande importancia para a definicdo do tamanho e arranjo espacial de areas de refugio.
Além disso, ha necessidade de avaliar se uma determinada espécie apresenta habito migratério. Por exemplo, o
algodédo geneticamente modificado ja é cultivado na Argentina, e muitas das pragas que ocorrem por |4 também
infestam a cultura do algodao no Brasil. Portanto, é fundamental o conhecimento da dispersao das pragas-alvo.
Por exemplo, caso A. argillacea seja selecionada para resisténcia na Argentina e migrar para o Brasil, o processo
de evolucao de resisténcia poderia ser acelerado nas nossas condi¢oes.

e Fatores bidticos de mortalidade da praga: Os fatores bidéticos de mortalidade da praga deverao ser
considerados. Teoricamente, os inimigos naturais de pragas nao seriam capazes de discriminar individuos
suscetiveis de resistentes. Portanto, todas as estratégias para a preservacdo e/ou aumento de inimigos naturais
na area devem ser consideradas.

Tabela 10. Alguns parametros das pragas-alvo para a avaliacdo de risco de resisténcia.

Pragas-Alvo Hospedeiros Fecundidade N° geracGes [N° de geracdes por|Historico de|Risco de
ovos/fémea em algoddo ano resisténcia* [resisténcia

H. virescens poucos 500-800 2-3 2-3 OCl, OP 2

\A. argillacea algodao 250-500 2-3 2-3 OP, Pyr 2

P. gossypiella poucos 800-1000 3-5 3-5 ? 2

S. frugiperda muitos 750-1250 2-3 5-6 OP, Pyr, RCI |1

OCI = organoclorado; OP = organofosforado; Pyr = piretréide e RClI = regulador de crescimento de inseto

3. Fatores operacionais: Sao os fatores relacionados as caracteristicas da planta e a intensidade de uso.

o Caracteristicas da proteina na planta: A expressdo da concentracdo da proteina nas plantas geneticamente
modificadas podera ser controlada. Ha controvérsias com relacdo ao que seria mais vantajoso para o manejo da
resisténcia, ou seja, expressado da proteina em alta ou baixa concentracdo. A expressao da proteina em alta
concentracéo visa o controle da grande maioria de individuos suscetiveis e heterozigotos (caso a heranca da
resisténcia seja recessiva). A expressdo da proteina em baixa concentracdo visa preservar alguns individuos
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suscetiveis na populacdo, ou seja, a concentracao expressa pelas plantas geneticamente modificadas nao é
suficiente para a mortalidade total de individuos suscetiveis. Na tentativa de diminuir a exposicao da praga a
proteina, poder-se-ia incorporar um promotor que controlasse a expressao da proteina somente nos tecidos alvos
da planta (ao invés da expressao em todas as partes da planta) e/ou apenas no periodo critico de infestacdo da
planta a praga em questdo. Além disso, uma outra discussao tem sido com relagdo a incorporacdo de uma
proteina ou mais de uma em uma mesma planta. Devido a complexidade de pragas na cultura do algodao, a
incorporacao de duas toxinas na planta seria recomendada.

¢ Intensidade de uso: o processo determinante na evolucédo de resisténcia é a pressao seletiva exercida por
um determinado agente de controle da praga. Portanto, com a reducédo de uso das plantas geneticamente
modificadas, a evolucao de resisténcia poderia ser retardada. H& necessidade de limitar a area e época de
plantio com as plantas geneticamente modificadas. Este limite de plantio deverd ser avaliado regionalmente,
levando-se em consideracdo as caracteristicas do ecossistema (clima, culturas, irrigacao etc.). H4d muita
discussao relacionada ao tamanho e disposicdo de areas de refugio. Além disso, hd necessidade de avaliar se
uma mesma proteina (ou proteinas que apresentam resisténcia cruzada) ndo é utilizada em plantas distintas que
apresentam algumas pragas-alvo em comum. Caso isto ocorra, a pressao seletiva exercida sobre uma
determinada praga seria maior, favorecendo assim a evolucado de resisténcia a esta proteina expressa pelas duas
plantas geneticamente modificadas. Em suma, as estratégias de uso de plantas geneticamente modificadas serdo
fundamentais para avaliar a durabilidade desta nova tecnologia no controle de pragas. As plantas geneticamente
modificadas deverao ser consideradas como uma ferramenta adicional para os programas de MIP.

Recomendacdées préticas para implementacédo de estratégias de manejo de resisténcia

Foram levantadas inUmeras incertezas na elaboracdo da presente recomendacédo, principalmente devido a limitacao
de dados relativos aos aspectos bioecoldgicos das pragas alvo nas diferentes regides (p. ex. migracao, diapausa,
capacidade de dispersao, acasalamento etc.). Além disso, para a implementacao de estratégias de manejo de
resisténcia em algodao Bt, hd necessidade de uma melhor compreensao do sistema de cultivo em uma
determinada regido, principalmente com relacdo a possibilidade ou ndo de incorporacédo de genes de Bt em outros
cultivos. Apesar de todas as incertezas, no presente estudo de caso foram consideradas duas situacdes de
liberacao de algodao Bt expressando duas proteinas na presenca e auséncia de liberacdo simultanea de milho Bt,
uma vez que S. frugiperda é praga-chave das duas culturas. As seguintes recomendacdes foram sugeridas:

Situacao 1: Algodao Bt e sem Milho Bt
Componentes:
1. Incorporacédo de duas toxinas (Cry1Ac + Cry2Ab) no algodao
- alta dose para H. virescens, P. gossypiella, and A. argillacea
- baixa dose para S. frugiperda
2. Refugio estruturado em algodao
- 20% da area total de algodédo deve ser plantado com variedades convencionais (reftgio)
Campos de algodao Bt devem estar localizados a uma distancia de 1,5 Km das areas de refugio.
A largura das areas de refligio deve ter pelo menos 60 fileiras.
As areas de refligio podem ser pulverizadas (exceto com produtos a base de Bt)

Situacdo 2. Algodao Bt e Milho Bt
Componentes:
1. Incorporacdo de duas toxinas (Cry1Ac + Cry2Ab) no algodao
2. Incorporacdo de uma toxina no milho (3 possibilidades)
Cry1Ab -- baixa dose para S. frugiperda
Cry1F ou Vip3A - alta dose para S. frugiperda
3. Refugio estruturado em algodao
- Requerimento provisério de plantio de 20% da area total de algoddo com variedades convencionais
(refagio)
- Revisdo das recomendacdes de area de refligio baseado em:
e se a porcentagem total de cultivos Bt (algoddao e milho) em qualquer regido exceder 50% em
qualquer época de cultivo;
e informacdes relativas a producao de individuos suscetiveis em area de reflgio e outros hospedeiros
alternativos;
e informacdes relativas a sobrevivéncia de S. frugiperda em cultivos Bt.
- Campos de algodao Bt devem estar localizados a uma distancia de 1,5 Km das areas de reflgio.
A largura das areas de refligio deve ter pelo menos 60 fileiras.
- As éreas de refligio podem ser pulverizadas (exceto com produtos a base de Bt).
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Estas estratégias de resisténcia para algodao Bt devem ser implementadas dentro do contexto de MIP,
considerando-se principalmente os seguintes aspectos:

a. Levantamento da densidade populacional da praga e tomada de decisdo obedecendo-se o nivel
para o controle;

b. Estratégias para a conservacao de inimigos naturais;

C. Desenvolvimento e uso de variedades de algodao resistentes a agentes causais de doencas
transmitidas pelo pulgao;

d. Enfase no controle do bicudo, incluindo época de plantio, armadilhas de feroménio, destruicio de
restos de cultura etc.;

e. Conduzir estudos de linha-béasica de suscetibilidade das pragas-chave as toxinas de Bt para o
monitoramento da resisténcia;

f. Estabelecimento de grupos regionais de trabalho para avaliar as recomendacdes de estratégias de

manejo de resisténcia e tomar medidas de agao proativas;
g. Promover programas educacionais e incentivos a pesquisa.
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Comentarios e conclusoes

Deise M. F. Capalbo, Eliana M.G. Fontes, Angelika Hilbeck, David
Andow e colaboradores?

e O processo de Formulacao do Problema e Avaliacdo das Opcdes (FPAO) é util e deve ser implementada no
Brasil.

Inicialmente o grupo de trabalho ndo reconheceu o valor do processo FPAO como forma de resolver os conflitos
envolvidos com o tema das plantas GM. Ao final dos trabalhos, entretanto, os participantes aprovaram o processo
e discutiram formas de implementa-lo e institucionalisa-lo. O grupo decidiu que eles precisariam envolver um grupo
maior de representantes da sociedade organizada para rever e implementar o processo FPAO e desenvolver
procedimentos que assegurem a representatividade adequada dos setores da sociedade quando o FPOA for
conduzido. Eles também consideraram como intitucionalizar o processo de tal forma que o poder de controle do
mesmo esteja ao cargo dos diversos 6rgaos regulamentadores.

e E possivel analisar todos os aspectos da caracterizacéio do transgene (estrutura e expresséo do locus),
baseados em protocolos experimentais cientificamente estabelecidos.
Alguns dos pontos chave sao:

e A sequéncia do DNA do transgene e das regioes flanqueadoras, como ocorrem na planta, devem ser
relatadas.

e Alguns aspectos da caracterizacdo do transgene devem ser realizados utilizando métodos moleculares
e bioquimicos. Entretanto, alguns destes aspectos que ndo possam ser caracterizados com estes métodos, devem
ser feitos utilizando toda a planta em condi¢cGes de campo. Isto inclui pleiotropia, epistasia e interacdes genétipo x
ambiente.

e A transformacédo para pesquisa pode se basear em varios genes marcadores e o backbone do
plasmidio Ti , enquanto que a transformacao para fins comerciais deve tentar eliminar os genes marcadores e o
backbone do plasmidio Ti , além de selecionar eventos de transformacao simples com um Unico loci transgénico
para desenvolvimento.

e O impacto ambiental associado ao algoddo Bt no Brasil ird variar de acordo com as regides de plantio.
Apesar da avaliacdo de impacto nao ter sido completada, as discussdes durante o Workshop deixaram claro que os
impactos sobre os organismos nao alvo e a possibilidade de evolucao de resisténcia e fluxo génico serdo diferentes
em cada uma das regides — Nordeste, Centro-Oeste e Meridional. Apesar de haver variacao significativa entre as
regioes, e de alguns dos impactos estarem muito relacionados com o tamanho da propriedade e o manejo utilizado
na cultura, a estratificacdo da avaliacao de risco pelo tamanho da propriedade e pela forma de manejo muito
certamente resultard em uma avaliacdo de risco muito complexa, o que dificultard o manejo destes riscos.

Regido Nordeste — A expressao do transgene poderd ser desestabilizada nesta regido devido a
variabilidade ambiental e ao estresse fisico a que o algodao sera submetido. O risco de fluxo génico é significativo.
A raca local Marie galante, a espécie G. barbadense, e outras variedades de algodao localmente adaptadas estao
presentes nesta regido e poderao ser afetadas. A agricultura nesta regidao é de pequena escala e a produtividade é
baixa em relacdo a média brasileira. Um manejo eficiente da resisténcia pode ser dificil devido a escala de cultivo.
As espécies ndo alvo também sao Unicas nesta area e requerem uma avaliacdo especifica. O bicudo do algodoeiro,
em particular, requer avaliacdo cuidadosa uma vez que esta espécie é um fator chave para o sucesso da producao
de algodao nesta area, tanto em termos de area de producdo como de produtividade.

Regido Centro-Oeste — Nesta regidao predomina o plantio em larga escala e o rendimento é dos mais
elevados. Algumas éareas iniciaram o cultivo do algodao apenas nos Gltimos cinco anos. Os riscos de fluxo génico
estao associados a outras linhagens de algodao comercial, entretanto eles sdo menos significativos do que no
Nordeste. Um manejo de resisténcia, efetivo, podera ser mais facilmente realizado nesta regido, pois a escala de
producao é tdo grande que os produtores poderdo internalizar tanto os custos quanto os beneficios deste manejo.
A uniformidade do relevo do ecossistema de Cerrado e a “simplificacdo” oriunda do sistema em larga escala
resulta numa limitada, mas ndo menos caracteristica, fauna de organismos nédo alvo que também deve ser
analisada criteriosamente.

Regido Meridional — Nesta regido predomina a producao de media a larga escala, com elevados
rendimentos, porém nao tao altos quanto no Centro-Oeste. Os riscos de fluxo génico estao associados a outras
linhagens de algodao comercial, sendo portanto menos significativos do que na regiao Nordeste. Um manejo de
resisténcia eficiente também pode ser desenvolvido nesta regido, em parte devido a diversidade do sistema de

2 Todos os demais participantes do Workshop, listados no final deste relatério.
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producao, que prové reflgios adicionais para Spodoptera. Também porque a escala de producdo é ampla o
suficiente para que os produtores sejam capazes de implementar sistemas de manejo de resisténcia. A paisagem é
menos uniforme do que no Centro-Oeste, mas a fauna néo alvo existente nos campos de algoddo se assemelha
aquela.

Regido Amazoénica — Atualmente esta regidao nao produz algodao, assim os riscos de atingir organismos
nao alvo e de ocorrer evolucao de resisténcia de pragas sao irrelevantes aqui. Entretanto, a regido amazonica
conserva varias espécies selvagens aparentadas a G. hirsutum, que poderao ser afetadas, negativamente, por fluxo
génico.

e Foram identificados e priorizados riscos ambientais potenciais bem como alguns pontos que carecem de

informacodes; para estes aspectos foram desenvolvidos protocolos que permitirdo preencher estas lacunas.
Os resultados obtidos no Workshop podem ser incorporados ao sistema de regulamentacéo brasileiro e/ou
serem utilizados na obtencao de recursos para completar as andlises necessarias.

Este pode parecer uma conclusao trivial, mas o que ela significa, realmente, é que um grande nimero de cientistas

brasileiros sabe como utilizar seus conhecimentos para avaliar os riscos ambientais potenciais do algodao Bt e de

outros plantas GM. Uma de nossas conclusdes é que o sistema regulatério brasileiro poderia ser alterado de forma

a permitir avaliacOes em maiores areas experimentais (situacdo de campo) antes da autorizacao para

comercializacdo, porque a avaliagcdo de risco exige o estudo de muitos elementos cujos resultados sé serdo

significativos se obtidos em areas mais extensas do que as que vigoram atualmente.

e O processo utilizado no Workshop pode ser adotado para avaliar, com o rigor cientifico e a transparéncia
desejaveis, os riscos das plantas GV, como requerido pelo Protocolo de Biosseguranca.

Utilizando e desenvolvendo o processo aqui apresentado, um pais como o Brasil poderd cumprir suas obrigacdes
de avaliacado de risco como proposto no Protocolo de Biosseguranca. Foram desenvolvidos procedimentos
cientificos eficientes e transparentes para selecionar, dentre um elevado nimero e diversidade de espécies
possiveis, um nimero muito menor que sirva como organismo-teste numa avaliacado de risco para organismos nao
alvo (matrizes de selecdo). Isto demonstra que a avaliacdo de risco pode ser iniciada com base num sistema caso-
a-caso. Também foi desenvolvido um processo de avaliacdo em estagios, que corresponde aos estagios de
desenvolvimento de um organismo GM, desde a transformacédo de linhagens de células até a liberacdo do produto
comercial. Analisar o risco em etapas ou estagios, desta forma, permite que a andlise aconteca de uma forma
periédica, sem comprometer sua qualidade por questdoes de falta de tempo, e sem requerer mais trabalho do que o
necessario. Durante as anélises pré-comerciais, trés niveis de avaliacdao sdo necessarios:

e Laboratério e casa de vegetacao

e Testes de campo em pequena escala

e Testes de campo em larga escala

O Workshop foi uma experiéncia valiosa — muito trabalho, mas gratificante para todos — e esperamos continuar
esses trabalhos e esforcos no futuro.
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