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Resumo

Introdugdo. A tecnologia do DNA recombinante abre um horizonte ilimitado de inovagdes na drea de melhoramento vegetal, que
demanda a implementagdo desde a origem dessas inovagdes de uma metodologia interdisciplinar de anélise e avaliacdo de riscos e
beneficios. Usando o algoddo Bt como estudo de caso, abordaremos nesse resumo as seguintes questdes: (1) Por que as abelhas
devem ser consideradas como organismos nao-alvo nas andlises de risco ambiental (ARA) de plantas GM? (2) Como selecionar os
organismos ndo-alvo para ARA de plantas GM? (3) Quais e como os bioensaios devem ser conduzidos? Analise de risco ambiental
de plantas GM. Nos primeiros anos do desenvolvimento de plantas GM para resistencia a insetos (plantas Bt), as avaliagdes de risco
sobre organismos ndo-alvo e a diversidade bioldgica, de um modo geral, seguiram o modelo toxicologico usado para substancias
quimicas pesticidas. Nesse modelo, as mesmas espécies de organismos ndo-alvo sdo utilizadas nas andlises como espécies
indicadoras. Por exemplo, nas andlises de toxicidade realizadas em laboratorio, os organismos ndo-alvo podem incluir: aves
(codornas), animais aquaticos (Daphnia), invertebrados de solo (minhocas e Colembolas) e insetos terrestres (Apis mellifera,
joaninhas, Chrysopideos e vespas parasitdides). O modelo toxicolégico tem recebido criticas quando usado para organismos
geneticamente modificados (OGMs) por ndo considerar as caracteristicas da planta transformada, do transgene inserido e do
ambiente onde essa planta serd liberada quando da escolha das espécies de organismos-teste. Além disso, em geral, os diferentes
modos de exposi¢cdo dos organismos nao-alvo aos produtos do transgene ndo tem sido considerados no momento do planejamento
dos bioensaios de toxicidade. Assim, muitos foruns internacionais identificaram a necessidade de uma abordagem interdisciplinar
para conduzir as avaliagdes e manejo de risco, acessar e interpretar os conhecimentos existentes, bem como identificar e lidar com as
lacunas de informagdes sobre as plantas transgénicas para garantir assim o uso seguro e sustentdvel dessas plantas no meio ambiente
(CDB 2006a, 2006b). O Projeto GMO ERA (International Project on Genetically Modified Organisms Environmental Risk
Assessment Methodologies) (http://www.gmo-guidelines.info/) foi proposto para responder a essas demandas através do
desenvolvimento de metodologias cientificas para apoiar a ARA de culturas geneticamente modificadas. A metodologia e
ferramentas desenvolvidas pelo projeto em sua primeira fase (2002-2005) sao baseadas em estudos de casos reais para o Quénia,
Brasil e Vietna e estdo publicadas em trés livros (Hilbeck e Andow, 2004; Hilbeck et al. 2006; Andow et al. 2008). A metodologia
proposta por esse projeto estd fundamentada no conceito de que as andlises de risco devam ser conduzidas caso a caso levando-se em
conta o ambiente onde as plantas serdo liberadas. Tem-se observado uma mudanca na abordagem toxicoldgica (Garcia et al 2007;
Romeis et al. 2008). Recentemente, as principais empresas de biotecnologia, integrantes do Technical Advisory Group (TAG) of the
EuropaBio Plant Biotechnology Unit - http://www.europabio.org/TAG.htm, propuseram alteracdes nessa metodologia para a
conducdo das avaliagdes de risco de plantas GM sobre organismos ndo-alvo resultante de um consenso entre o que vinha sendo
utilizado pelas diferentes companhias (Garcia et al 2007). Nessa proposta, os organismos ndo-alvo potencialmente em risco serdo
escolhidos dentro de grupos ecoldgicos importantes de acordo com os efeitos toxicos da proteina expressa pela planta GM. Ainda
segundo essa proposta, o ideal é que as espécies selecionadas ocorram no ambiente onde a planta GM serd liberada e também que
sejam amplamente reconhecidas como representantes de grupos taxonomicos e grupos funcionais potencialmente expostos a planta
GM. Porém, a metodologia de escolha das espécies e as diferentes etapas do processo de andlise de risco continuam em debate
(Andow & Hilbeck, 2004; Andow & Zwahlen, 2006; Andow et al. 2006; Garcia et al 2007; Romeis et al. 2008). Utilizando a
metodologia proposta por Hilbeck et al (2006), a andlise de risco ambiental sobre organismos nao-alvo inicia-se com a identificacdo
de funcdes ecoldgicas importantes no sistema de producdo e nos ambientes naturais que poderdo ser afetadas pela introdugdo da
planta GM em analise (possiveis efeitos adversos). A defini¢do das fungdes ecoldgicas a serem avaliadas deve levar em consideracdo
as caracteristicas do transgene e da planta receptora e o ambiente onde a planta GM vai ser liberada. No caso do algodao, foram
selecionados quatro grupos ecoldgicos: inimigos naturais, herbivoros ndo-alvo da planta GM, polinizadores e microrganismos de
solo, além da questdo de fluxo de genes para espécies silvestres e asselvajadas. Dentro desse contexto, os visitantes florais foram
considerados um grupo ecoldgico importante para ARA por causa da possibilidade dos efeitos diretos das toxinas do algodao Bt
sobre os polinizadores, e também devido ao papel dos visitantes florais no transporte de pélen e conseqiiente fluxo de genes. Uma
vez definidas as funcgdes ecologicas, a avaliacdo de efeitos sobre os organismos ndo-alvo deve ser iniciada selecionando-se as
espécies que serdo utilizadas nos estudos, uma vez que ¢ praticamente impossivel a avaliagdo individual de todas as especies
presentes em cada sistema a ser analisado. Segundo Hilbeck et al. (2006), o processo de selecdo de espécies deve levar em conta os
critérios de: a) distribuicdo geografica das espécies; b) abundancia na cultura e ambientes do entorno; ¢) associa¢do com a cultura; d)
significancia como inimigo natural/ polinizador/ praga secundaria na cultura GM, em outras culturas e em 4reas naturais e também
levando-se em conta a probabilidade de exposi¢do direta e indireta a proteina expressa nas plantas GM . As proximas etapas na
avaliacdo de risco envolvem, a partir da identificacdo das vias de exposi¢do ao risco, a identificacdo de possiveis efeitos adversos
para o estabelecimento de hipdteses de risco e o planejamento de experimentos para testar estas hipoteses. Caracteristicas da proteina
expressa pelo transgene, o tecido da planta onde esse produto serd expresso e os niveis de expressdo determinardo os possiveis
efeitos negativos diretos e indiretos sobre os organismos ndo-alvo. Os experimentos para avalia¢do dos possiveis efeitos adversos sdo



realizados em conten¢do ou em campo, associados as liberagdes controladas. Alguns cuidados devem ser tomados no planejamento
desses estudos para que seja assegurada a exposi¢do adequada do organismo nao-alvo ao OGM e, assim, obter uma informagao
valida resultante do experimento conduzido: ¢ Conhecer o comportamento dos organismos ndo-alvo para o estabelecimento de
metodologias de amostragem e bioensaios adequados. * Estabelecer a duragdo dos experimentos levando em conta o ciclo de vida do
organismo a ser testado, o periodo de exposi¢ao do organismo a planta GM e o periodo de expressdao do produto transgene na planta.
* Quantificar e avaliar a proteina nos tecidos da planta que estdo sendo utilizados nos bioensaios, para a comprovagdo de que a
proteina estd sendo expressa em niveis toxicos. ¢ Avaliar os pardmetros a serem medidos. Esses devem incluir, dependendo da
hipotese de risco a ser testada: adaptabilidade (sobrevivéncia, periodo larval, longevidade dos adultos, fecundidade) e pardmetros
comportamentais. * Estabelecer desenhos experimentais e testes estatisticos adequados. O niimero de repetigdes determinara o poder
dos testes estatisticos usados nas andlises dos experimentos. * Nas avaliagdes de campo, comparar o efeito das plantas Bt com o
efeito de outro método de controle de pragas e também com areas sem a aplicagdo de inseticidas. Adicionalmente, o impacto das
plantas GM resistentes a insetos sobre a dindmica populacional dos inimigos naturais, por exemplo, vai depender da espécie da
planta transformada, da localizagdo geografica na qual a planta é cultivada e do manejo da cultura como um todo. Por exemplo,
plantas de milho e algoddo, que tém ciclos de vida e arquitetura diferentes, vao diferir nas comunidades de artropodes a elas
associadas. Conseqiientemente, o impacto da remogao de uma espécie-alvo sobre a fauna de espécies ndo-alvo vai diferir entre as
duas culturas. As avaliagcdes de risco subsidiardo a liberagdo em escala comercial de uma planta geneticamente modificada.
Entretanto, como alguns impactos das culturas GM podem ser dependentes da escala espacial e/ou temporal, o monitoramento pos-
liberagdo comercial é recomendado para que se possa identificar qualquer impacto ndo previsto ou ndo quantificado nos estudos em
contengdo. Estudo de caso: algoddo Bt e abelhas O primeiro passo para a aplicagdo da metodologia proposta por Hilbeck et al (2006)
foi a construcdo de listas de espécies considerando-se as diferentes regides produtoras, sistemas de produgdo e a importancia
econdmica, ecologica ou cultural dessas espécies (Arpaia et al. 2006). Listas oficiais de espécies ameagadas de extingdo podem
auxiliar nesse processo, mas publicagdes com levantamentos faunisticos sdo indispensaveis. Os dados de literatura sobre a
biodiversidade associada ao algodoeiro para a situacdo brasileira eram inicialmente incompletos. No caso especifico dos
polinizadores, espécies de abelhas que sequer ocorrem na regido neotropical estdo erroneamente citadas na literatura nacional como
polinizadoras do algodoeiro em nosso pais (Silveira, 2003). Assim, para selecionarmos espécies de polinizadores para as ARA,
inicialmente realizamos inventarios dos visitantes florais em Gossypium hirsutum var. latifolium em diferentes regides de produgio
durante os anos de 2003, 2004 e 2005 (Pires et al. 2006). Adicionalmente, realizamos coletas em 2003 nas espécies silvestres e/ou
asselvajadas G. barbadense, G. mustelinum e G. hirsutum var. marie-galante em um local na Paraiba e em G. barbadense no DF em
2005. As abelhas sdo os principais visitantes florais do algodoeiro cultivado e das espécies silvestres. Considerando todos os locais
amostrados, andlises preliminares mostram que, de 153 espécies de insetos coletados nas flores, 47,40% (72 espécies) pertencem a
quatro familias de abelhas e 49,78% (1.630) do niimero total de individuos coletados (3.274) sdo abelhas (Pires et al 2006). Foi
coletado um total de 71 espécies de abelhas silvestres no algoddo cultivado, Gossypium hirsutum var. latifolium, além da espécie
Apis mellifera, uma espécie domesticada introduzida ha quase 200 anos no pais com fins comerciais. Apis mellifera foi a espécie
mais abundante no algoddo cultivado em todas as areas amostradas, porém com baixa ocorréncia em espécies silvestres e/ou
asselvajadas, ndo sendo encontrada em G. mustelinum. Tomando como base os dados do inventario de 2003 no DF para o algodao
cultivado e utilizando, segundo Arpaia et al. (2006), os criterios acima citados, quatro espécies foram pré-selecionadas para avaliagao
quanto a probabilidade de exposigdo direta e indireta a toxina expressa nas plantas. Dessas quatro, uma espécie de abelha silvestre
(Trigona spinipes) além de Apis mellifera foram usadas para o desenvolvimento de metodologias de bioensaios para avaliagdo de
toxicidade aguda e efeitos sub-letais sobre o estagio larval de operarias em condi¢des controladas de laboratério (Siqueira, 2008;
veja Lima et al, resumo do trabalho apresentado neste congresso). No caso da espécie silvestre, o alimento natural coletado nos
ninhos foi usado nesses bioensaios. As concentragdes a serem testadas da toxina foram definidas, levando-se em conta a quantidade
de pélen contida no alimento larval e o nivel de expressdo da proteina CrylAc nos grios de pdlen. A atividade das toxinas apos
incorporagdo no alimento natural das abelhas foi comprovada em bioensaio desenvolvido para esse fim, utilizando larvas de
Lepidoptera que s@o susceptiveis a toxina em teste (Lima et al., 2007). O desenvolvimento larval tem foi monitorado até a
emergéncia dos adultos. O protocolo de criagdo de operarias obteve resultados satisfatorios (91% de sobrevivéncia no controle) e as
analises estatisticas ndo demonstraram diferencas significativas entre os tratamentos testados em relacdo a mortalidade, massa
corporal ou tempo de desenvolvimento das larvas. Estes resultados demonstram que a metodologia desenvolvida é adequada para a
realizagdo de testes de toxicidade de proteinas entomotdxicas sobre larvas de T. spinipes. Essa metodologia podera ser facilmente
adaptavel para larvas de outras espécies de meliponinas (abelhas indigenas sem ferrdo). Para complementar as informagdes basicas e
proceder com as avaliagdes de risco, estamos estudando em campo o comportamento de forrageamento das espécies de abelhas mais
freqiientes nas flores de G. hirsutum latifolium (algodoeiro cultivado) e G. barbadense (algodoeiro silvestre amplamente distribuido
no Brasil) e alguns aspectos da biologia floral. Esses estudos t€ém os objetivos de: a) confirmar quais recursos (néctar e/ou polen)
essas abelhas estdo buscando nas flores do algodoeiro cultivado e b) avaliar a agdo dessas espécies de abelhas no transporte de pélen
e conseqilente ocorréncia do fluxo génico. Esses conhecimentos, associados as informagdes sobre o nivel de expressdo das proteinas
inseticidas no polen e néctar sdo fundamentais nas analises de risco. Eventos de transformagdo que resultam em baixa ou nenhuma
expressao do gene no néctar e polen ndo constituem risco significativo as abelhas. As informagdes sobre o comportamento de
forrageamento também serdo uteis no desenvolvimento de estratégias para minimizar ou prevenir o fluxo de genes entre espécies de
algodoeiro e possivelmente garantir a coexisténcia entre os algodoeiros GM e os convencionais. Doze espécies de abelhas foram
comuns a G. hirsutum latifolium e G. barbadense (V. Pires, dados ndo publicados). A maioria das espécies de abelhas selvagens, tais
como Paratrigona lineata, além de A. mellifera, coletam preferencialmente néctar nas flores de algoddo cultivado, G. hirsutum
latifolium (Cardoso, 2008). Durante o comportamento de forrageamento A. mellifera raramente toca o estigma, mas toca as anteras e
carrega graos de polen na superficie do corpo, que pode ser transportado para os seus ninhos. Apesar de Melissodes nigroaenea e
Melissoptila cnecomala serem pouco freqiientes nas flores do algodoeiro cultivado, elas coletam pdlen em aproximadamente 100%
das visitas. Esse comportamento favorece a exposi¢do destas espécies as proteinas Bt contidas nos grios de pdlen. Contudo, estas
duas espécies silvestres foram mais comuns em areas de algoddo sem ou com baixa aplicag@o de inseticidas e em areas de plantio de



algodao proximas a vegetagdo natural, tais como os campos experimentais. Nas extensas areas de plantio comercial, onde a aplicago
de inseticidas € freqiiente, Melissodes nigroaenea e Melissoptila cnecomala praticamente ndo foram coletadas (Pires et. al. 2006). Os
experimentos de primeira visita mostraram que M. nigroaenea, M. cnecomala e A. mellifera sdo polinizadores igualmente eficientes
do algodoeiro cultivado. Melissodes nigroaenea tocou o estigma em aproximadamente 100% das visitas as flores do algodoeiro
cultivado e de G. barbadense (Cardoso, 2008; Pires et al. 2008). Apis mellifera, devido a elevada abundancia e a ampla distribuig¢ao
nas diferentes areas de produgdo de algoddo pode ser considerada a principal carreadora de poélen entre flores do algodoeiro
cultivado, G. hirsutum latifolium. No entanto, devido a sua quase auséncia nas flores de G. barbadense, as chances de A. mellifera
realizar o transporte de pdlen do algodoeiro cultivado para as espécies de algodoeiro silvestres € muito pequena (V. Pires dados néo
publicados). Estudos adicionais conduzidos em condi¢des de campo e em diferentes regides do Brasil, principalmente regides com
pequenas areas de produgdo, sdo necessarios para avaliar o papel das abelhas na polinizagdo cruzada natural e conseqiiente fluxo
génico dos algodoeiros cultivados para a espécie G. barbadense. Conclusdes. Apis mellifera ¢ um organismo ndo alvo a ser
considerado nas analises de risco de algodoeiros GM, tanto devido ao seu potencial de exposigdo aos transgenes, quanto ao seu papel
no transporte de pdlen entre variedades convencionais de algodoeiro cultivado. As espécies M. cneucomola e M. nigroaenea tem que
ser melhor avaliadas, pois essas abelhas além de coletarem polen nos algodoeiros convencionais, sdo provavelmente as maiores
responsaveise pelo transporte de polen dos algodoeiros cultivados para a espécie G. barbadense. Estudos adicionais para avaliagao
do papel das abelhas no transporte de polen necessitam ser realizados em regides de pequena producdo, onde geralmente os
algodoeiros estdo associados a outras culturas e em areas proximas a vegetacdo natural, o que favorece a diversidade de visitantes
florais e conseqiientemente a fecundag@o cruzada. Em geral, a nossa experiéncia mostrou que, para muitas culturas com potencial
para serem geneticamente modificadas, as informagdes necessarias para a avaliagdo do risco potencial aos organismos nao-alvo,
especialmente as abelhas, e aquelas necessarias para apoiar o desenvolvimento de estratégias de manejo de fluxo de genes, ainda ndo
estdo disponiveis para as condi¢des ambientais brasileiras. Além disso, para o desenvolvimento de uma analise de risco ambiental
solida e fundamentada em conhecimentos cientificos € necessario maior investimento de recursos e tempo, como também mais
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