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Introducéo

Maire GEOGHEGAN-QUINN
Comissaria para

Pesquisa, Inovacao e Ciéncia
Comisséo Europeia (CE)

A inovacdo cientifica e tecnolégica assim como o entendimento fundamental da
natureza estdo entre os maiores impulsionadores do progresso. A descoberta da
penicilina por Alexander Fleming em 1928 salvou a vida de inUmeras pessoas que
lutavam contra a causa niumero um de morte no ultimo século — infec¢do bacteriana.
Os avancos de hoje no tratamento das doencas humanas tornaram-se possiveis com
a descoberta da estrutura de dupla hélice do DNA por Watson e Crick em 1953. E a
Revolucdo Verde, um sindnimo dos avancos nas ciéncias agricolas e melhoramento
de plantas, salvou milhdes de pessoas da fome.

Os Programas Estruturais para pesquisa, desenvolvimento tecnolégico e atividades de
demonstracdo sdo 0s maiores projetos internacionais do mundo para a pesquisa
colaborativa basica e aplicada e, representam 0s nossos meios de inovar para
enfrentar os desafios globais.

Esses desafios estdo ligados principalmente a mudanca climética, seguranca e
garantia de alimentos, aos recursos limitados de combustiveis fosseis, a uma
populacdo em envelhecimento e as lutas contra a doenca, pobreza e excluséo social.
Aproveitando a notavel evolucdo da biologia como uma disciplina cientifica, o conceito
da Bioeconomia Baseada no Conhecimento fornece muitas soluc¢des cientificas e
técnicas para aumentar as eficiéncias dos recursos, ao mesmo tempo em que reduz
0s rastros ambientais de modo economicamente viavel e socialmente responséavel.

As biotecnologias podem dar ferramentas Uteis em setores como agricultura, pesca,
producdo de alimentos e indastria. A producdo de culturas tera que enfrentar a
demanda em rapido crescimento e a0 mesmo tempo garantir a sustentabilidade
ambiental. A preservacdo dos recursos naturais e a necessidade de amparar
produtores e populag@es rurais em todo 0 mundo sdo preocupacdes importantes. Para
alcancar as melhores solu¢des, devemos considerar todas as alternativas para
enfrentar esses desafios, usando métodos independentes, cientificamente validos.
Essas alternativas incluem organismos geneticamente modificados (OGM) e seu uso
potencial.

O aquecimento global e a diminuicdo dos recursos de combustiveis fésseis ja estao
em destaque nas agendas publicas e politicas. O desenvolvimento de matérias-primas
alternativas para aplicagfes industriais, tais como as renovaveis derivadas de plantas
e residuos, combinadas com as novas técnicas industriais para substituir processos
termoquimicos por processos bioldgicos, tornaram-se o foco de nossas atividades de
pesquisa.

A introducdo de tais processos e materiais avancados, baseados na biotecnologia e
OGMs, tem um enorme potencial, ndo apenas para melhorar a qualidade de vida e
simultaneamente reduzir os rastros ambientais, mas também para melhorar a
competitividade da industria europeia.

Assim como em todas as novas tecnologias, os riscos e beneficios potenciais devem
ser identificados e quantificados. Com base no principio da precaucdo, a UE
desenvolveu programas e praticas para avaliar os riscos e beneficios dos GMOs para




a saude animal e humana, bem como para o ambiente. Outras organizacfes
internacionais, tais como a OECD, seguem 0s mesmos principios, hdo apenas para
garantir a seguranga do consumidor, mas também para harmonizar as abordagens de
avaliacdo de risco e facilitar o comércio internacional de commodities agricolas e
produtos industriais.

Este é o segundo volume de resultados que analisa diferentes aspectos dos
organismos geneticamente modificados. E parte de uma iniciativa dos programas de
pesquisa e atividades iniciadas ha 25 anos em resposta as preocupacdes dos
dirigentes politicos e do publico com respeito a seguranca da tecnologia. O leitor
podera observar que os projetos recentes que tratam do desenvolvimento de novos
produtos e processos baseados na tecnologia OGM integram totalmente as avaliacdes
de seguranga em sua concepcao, experimentacdo e desenvolvimento.

Acreditamos que iniciativas como esta publicacdo estejam alinhadas com os principios
estabelecidos na Estratégia ‘Europa 2020’, em que construir a Bioeconomia é uma das
metas principais, visando “... refocalizar a politica de P&D e inovagdo nos desafios
gue afetam nossa sociedade, tais como mudanga climética, eficiéncia em energia e
recursos, saude e mudanca demogréfica. Cada elo deve ser reforcado na cadeia
inovadora da pesquisa ‘céu azul’ a comercializagdo.”

Esses principios capacitardo a Europa a prosperar em uma economia global ainda

mais competitiva e limitada em recursos, fornecendo educacéo, conhecimento, apoio a
saude e, acima de tudo, oportunidades de emprego para as geracdes vindouras.
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Prefécio

Maive RUTE

Diretora de Biotecnologias,

Agricultura e Alimentos

Diretoria-geral para a Pesquisa e Inovacao
Comisséo Europeia

A estratégia “Europa 2020”, adotada pelo Conselho Europeu em 17 de junho de 2010,
tem a missdo de dar & Unido Europeia uma economia inteligente, sustentavel e
inclusiva, para ajuda-la a emergir mais fortemente as dificuldades financeiras e
econdmicas do passado recente. A estratégia apresenta sete iniciativas principais,
uma das quais é a criacdo de uma “Uniao da Inovagcdo” com foco em “Construir a

Bioeconomia até 2020”.

A bioeconomia, como definida pela OECD, refere-se a atividades econbmicas
relacionadas a invencdo, ao desenvolvimento, & producdo e ao uso de produtos e
processos biolégicos. Aliado a expressivos avan¢gos nas ciéncias naturais e
biotecnologias, o conceito da bioeconomia aumentara a competitividade da Europa, a
eficiéncia da utilizacdo de recursos, reduzird o rastro ambiental dos produtivos e
processos produtivos e estimulara a criagdo de empregos baseados no conhecimento.

As estimativas indicam que a bioeconomia europeia vale 2 trilhGes de euros e
responde por cerca de 22 milhdes de empregados. A UE ja tem uma forte presenca de
pesquisa de campo, como nas biotecnologias farmacéutica e industrial e, inclui
significativo conhecimento sobre os aspectos relacionados a saude da bioeconomia.

Mas pesquisadores europeus e empresas tém que competir em nivel global. Paises
como EUA, China, india e o Brasil estdo planejando substanciais investimentos em
biotecnologia, intensificando a competicdo com os lideres europeus. Se a Europa
deseja manter-se na vanguarda da pesquisa e da inovagdo, iniciativas claras séo
necessdérias para apoiar o desenvolvimento dessa economia europeia inteligente,
sustentavel e inclusiva.

Para contrabalancar o aumento previsto na populacdo mundial até 9 bilhdes até 2050,
tendo em vista as implicagcfes relacionadas com a mudanca climatica, a ciéncia deve
desenvolver tecnologias que aumentem a producdo e produtividade de modo
sustentavel, ao mesmo tempo em gue diminua a demanda por fertilizantes e pesticidas
e adapte as culturas para enfrentar os efeitos da mudancga no ambiente.

Neste sentido, os principais desafios para a industria serdo aumentar a eficiéncia dos
recursos, substituir o uso de recursos finitos por renovaveis e desenvolver produtos e
ciclos de vida mais ecoeficientes.

A pesquisa em biotecnologia também pode contribuir para o desenvolvimento de
novas técnicas, tais como a valorizagdo dos biorresiduos em biorrefinarias para a
producdo de biomassa e bioenergia, e do desenvolvimento de fabricas para a
producdo de macro e micro-algas para o mesmo fim, explorando ao mesmo tempo
tecnologias emergentes, tais como a biologia sintética de um modo seguro e aceitavel.
A pressdo econdmica em um mundo globalizado, assim como a experiéncia com
biotecnologia na Europa, deve encorajar-nos a buscar o desenvolvimento e a
aplicacdo sem preconceito de todas as tecnologias disponiveis, sempre respeitando os
principios fundamentais de seguranca e ética.
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Esta publicacdo revisa os ultimos dez anos de projetos de pesquisa sob os Programas
Estruturais para pesquisa, desenvolvimento tecnoldgico e atividades de demonstracao,
focando os aspectos de seguranga dos OGMs, mas também levando em conta o
desenvolvimento no campo nesse periodo. Mais de 200 milhdes de euros foram
investidos por meio dos Programas Estruturais desde o ano de 2001, desenvolvendo
técnicas de manejo agricola para a coexisténcia, instrumentos de deteccdo na
constituicdo, andlises para alimentos e racbes e métodos para analise de risco dos
OGMs, respondendo assim a necessidade de fazendeiros, consumidores, industria e
dos responsaveis pelas politicas.

A boa politica, enquanto precisa levar em consideracdo uma ampla gama de pontos
de vista, deve ser baseada na boa ciéncia. De acordo com isso, continuaremos a
apoiar a ciéncia em biotecnologias, incluindo os OGMs, de modo a garantir que haja
evidéncias disponiveis para um debate construtivo em nossas sociedades.
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Uma década de pesquisa em OGM financiada pela UE (2001 - 2010)

loannis ECONOMIDIS,
Danuta CICHOCKA,
Jens HOGEL

Em 2001, a diretoria-geral para Pesquisa e Inovacdo publicou o primeiro apanhado
dos resultados acumulados da ‘Pesquisa Patrocinada pela UE sobre Seguranca dos
Organismos Geneticamente Modificados (OGMs)". Essa publicag&o incluiu o trabalho
apoiado nos 15 anos anteriores, do primeiro ao quinto Programas Estruturais para
pesquisa, desenvolvimento tecnoldgico e atividades de demonstracdo (FP). Ela
apresentou 81 projetos, envolvendo mais de 400 laboratorios e, os resultados cobriram
uma variedade de assuntos: transferéncia horizontal de genes, impacto ambiental de
plantas transgénicas, interacdes planta/micrébio, peixes transgénicos, vacinas
recombinantes, seguranca de alimentos e outros. A publicacdo de 2001 atraiu a
atencdo ndo apenas da comunidade cientifica, mas também de reguladores, servigcos
publicos, organizagfes ndo-governamentais e outros interessados.

A Comissédo Europeia fornece agora uma sequéncia a essa publicacdo, apresentando
os resultados e as conclusdes de estudos apoiados em Programas Estruturais
subsequentes. Além disso, o desenvolvimento do conceito de bioeconomia criou um
significativo interesse no acompanhamento e desenvolvimento do debate sobre
OGMs, ndo apenas tratando as preocupagfes publicas sobre a aplicagdo da
engenharia genética na producdo de commaodities agricolas e industriais, mas também
oferecendo respostas a desafios para os quais atualmente ndo ha solugéo disponivel.

Esta nova publicacéo apresenta os resultados de 50 projetos, envolvendo mais de 400
grupos de pesquisa e representando verbas europeias de pesquisa de cerca de 200
milhdes de euros. Essa quantia eleva o total de financiamentos da comissdo para
pesquisa em seguran¢ca de GMOs a mais de 300 milhdes de euros desde seu inicio
em 1982, no Programa de Engenharia Biomolecular. Além disso, muitos Estados-
membros também lancaram suas proprias iniciativas, complementando aquelas
coordenadas pelos esfor¢os europeus de pesquisa.

Os 50 projetos de pesquisa podem ser agrupados nas seguintes areas principais:

Impactos ambientais dos OGMs;

OGMs e alimentos seguros;

OGMs para biomateirais e biocombustiveis — tecnologias emergentes
Avaliacdo de riscos e manejo — apoio e comunicagao das politicas

E evidente desse agrupamento que muitos dos projetos de pesquisa foram lancados
para tratar do desconhecido cientifico, mas mais importante sdo as preocupacdes do
publico com o potencial impacto ambiental dos OGMs, com a seguranca dos
alimentos, com a coexisténcia das culturas GM e ndao-GM e com estratégias de
avaliacdo de risco. Com a publicacdo prévia este livro fornece informacdo de
background e descri¢cdes dos resultados dos projetos para cientistas e comunidades
de regulamentacao, assim como para o publico. Os resultados e as conclusfes desses
projetos aumentam nosso conhecimento acumulado, capacitando a comissdo e 0s
criadores de politicas em geral a contribuir para o debate internacional e a dar apoio
cientifico as estruturas de regulamentacéo e iniciativas.

1 Pesquisa sobre Seguranca em Organismos Geneticamente Modificados patrocinada pela CE, editada por Charles
Kessler e loannis Economidis, European Communities, 2001, EUR 19884. Ver também
http://ec.europa.eu/research/quality-of-life/gmo/
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A principal conclusdo a ser tirada dos esfor¢cos de mais de 130 projetos de pesquisa,
abrangendo um periodo de mais de 25 anos e envolvendo mais de 500 grupos
independentes, € que a biotecnologia e, em particular os OGMs, ndo sao, per se, de
maior risco do que, por exemplo, tecnhologias convencionais de melhoramento de
plantas. Outra conclusdo muito importante € que a pesquisa e as aplicacbes
biotecnol6gicas de hoje sao muito mais diversificadas do que eram ha 25 anos, o que
também é refletido pelo atual 7.° Programa Estrutural da UE.

Devido a sua grande diversidade, a biotecnologia tornou-se o componente-chave da
Bioeconomia Baseada em Conhecimento, um conceito aplicAvel em uma gama de
campos, estendendo-se da producédo primaria a aplicacdes industriais e farmacéuticas,
e envolvendo tecnologias emergentes, tais com a biologia sintética. O conhecimento
biol6gico moderno é usado para tratar de dificuldades sociais, incluindo a seguranca
de alimento e racdes, o desenvolvimento de plataformas de recursos renovaveis para
a producdo de biomateriais e bio-energia e, farmacos, ao mesmo tempo, para
melhorar a sustentabilidade ambiental. Prediz-se que, enquanto o século passado foi
transformado com a comercializagdo de computadores pessoais e o desenvolvimento
da internet, o 21.° século sera revolucionado pelo nosso crescente entendimento do
funcionamento e interacdo dos sistemas biolégicos, seja no nivel molecular ou nos
ecossistemas.

A biotecnologia ndo é puramente um exercicio académico. Suas descobertas e seus
desenvolvimentos serdo conduzidos a aplicagdes e produtos essenciais a sociedade.
Entretanto, somente um didlogo estruturado com os criadores de politicas,
interessados e o publico, baseado em ciéncia e evidéncia empirica, ira aplainar o
caminho para uma avaliacdo equilibrada dos beneficios e riscos da biotecnologia e
OGMs na estrutura da bioeconomia.

A pesquisa descrita neste volume esta centrada nos possiveis riscos associados com
o uso dos OGMs em diferentes aplicagcbes biotecnoldgicas. Baseado em um crescente
corpo de evidéncias de que a biotecnologia ndo apresenta maior risco do que as
tecnologias alternativas, os projetos de pesquisa de hoje financiados pelo FP7 estdo
agora mais integrados e visam o0s beneficios tecnolégicos potenciais, assim como aos
riscos. Um nimero de interessados, tais como o Grupo Europeu de Etica, facilitou
grandemente essa abordagem, fornecendo reflexfes e recomendacdes, como sobre a
ética da biologia sintética.

Os esforcos de pesquisa neste e em outros campos da biotecnologia continuardo

levando em conta as preocupagfes ambientais, sociais e éticas, a0 mesmo tempo em
gue procurardo solugdes para os atuais e futuros desafios.

14



Capitulo 1 — Impactos Ambientais dos OGMs
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INTRODUCAO

Inegavelmente, a tecnologia GM é uma importante ferramenta na luta contra a pobreza
global e a inseguranca alimentar. Produtores em todo o mundo enfrentam o desafio de
duplicar a producédo de alimentos para atender as necessidades de uma populacao
qgue deve alcancar 9 bilhdes de pessoas em meados do século — e tudo isso, enquanto
mantém a qualidade do solo, da 4gua e conserva a biodiversidade.

O desafio é particularmente amedrontador por precisar ser vencido com diminui¢éo de
terra agricultavel e lidar com os imprevisiveis efeitos da mudanca climatica. Neste
aspecto, a mitigacdo e adaptacdo de culturas para preparar a agricultura de hoje para
a mudanca climatica sdo questfes prementes. Nosso ambiente em evolugdo requer a
pronta e disseminada adogédo de préticas agricolas mais eficientes e sustentaveis para
melhorar a seguranca alimentar e, ao mesmo tempo, reduzir os efeitos negativos da
agricultura intensiva.

A tarefa de melhorar a produtividade pede maior inovagdo, ndo apenas a
disseminacédo de conhecimento e o desenvolvimento da infraestrutura, mas também a
geracdo de novas variedades de culturas mais adaptadas a ambientes locais
especificos. Ja as possibilidades oferecidas pela biotecnologia sao ilimitadas. As
culturas GM ndo apenas tém o potencial de assegurar suficiente disponibilidade de
alimento, como também podem ajudar a domesticar culturas de alta biomassa, de
rapido crescimento.

A producdo de matérias-primas renovaveis para uso industrial também representa
uma alternativa as tradicionais técnicas quimicas de manufaturas e tem o potencial de
desempenhar um importante papel no crescimento da renda agricola e reducédo da
pobreza nos paises em desenvolvimento. Culturas GM mais nutritivas podem ajudar a
saude do consumidor e trazer beneficios ambientais, como reduzir a necessidade de
pesticidas e reduzir a erosédo do solo.

Apesar dos beneficios potenciais, o desenvolvimento e uso de culturas GM enfrentou
oposi¢ao significativa, levantada por medo de implicacdes sociais adversas e riscos a
saude e ao ambiente. O mais recente ponto, que tem sido debatido extensivamente,
foca principalmente no conceito de biotecnologia moderna e as técnicas de engenharia
genética usadas para desenvolver essas culturas. O fato de que os humanos podem
“‘engenhar” um gene de uma espécie de um reino para produzir uma espécie de outro
estimulou o imaginario e amedrontou o publico.

A dispersao no ambiente de “genes estranhos” (por exemplo, os que codificam para a
resisténcia a antibiético) por meio de transferéncia horizontal de genes — por dispersao

z

de sementes, fluxo de pdélen ou simplesmente reproducdo vegetativa — é uma
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preocupacédo importante. O efeito adverso potencial sobre organismos nédo-alvo, e.g. a
borboleta monarca, no caso de culturas modificadas Bt-resistentes, é frequentemente
mencionado pelos ecologistas.

Mas pode uma cultura GM tornar-se uma “super erva daninha”, devastando nosso
habitat num instante? Sera que perturbamos o “equilibrio da biodiversidade natural”’
mais quando cultivamos culturas GM do que quando mantemos as culturas
tradicionais e monoculturas intensivas, onde sdo usadas grandes quantidades de
produtos quimicos? A disseminacdo involuntaria e irreversivel de genes representa tal
perigo e justifica um cenério alarmante?

Como geneticistas moleculares vegetais, fomos relutantes em investir tempo, financas
e energia na avaliacdo de implicagbes das culturas GM. Para nds, nosso planeta € um
grande conjunto genético natural onde todos o0s organismos vivos continuamente
ativam e desativam genomas em resposta a estresses ambientais percebidos. A
adaptacéo, sobrevivéncia e evolugdo das plantas dependem de sua habilidade de
alterar genomas por meio da transposicdo dos elementos moveis, acumulo de
delecdes, das inser¢cdes e amplificagbes génicas e mutagbes pontuais.

Estudos genbmicos da ultima década demonstraram que um genoma nao é uma
entidade estatica, mas uma estrutura dindmica que continuamente refina seu conjunto
de genes. Portanto, para um cientista em genética, o ato de transforma-lo para gerar
um organismo transgénico € um passo modesto quando comparado a todas as
mudanc¢as genOmicas induzidas pelos ‘cruzamentos’ e eventos do melhoramento
empregados na agricultura e na pecuaria. Os instrumentos da biologia molecular
apenas adicionam precisdo, velocidade e um novo alcance a esse indispensavel
processo de domesticacdo das espécies.

Foi, portanto, uma surpresa para muitos cientistas descobrir que a opinido publica ndo
“aderiu” a essa linha de raciocinio. Alguns grupos de interesse europeus até se
opuseram a ideia de culturas GM com zelo religioso. O Principio da Precaugédo — que
alguns interpretam como dizendo que, se uma linha de ag&o implica mesmo numa
remota chance de dano irreparavel, entdo nao se deve segui-la, ndo importando quao
grandes possam ser 0s beneficios — deu aos europeus uma firme base filoséfica para
dizer ndo aos OGMs. Lideres politicos e funcionarios publicos nos Estados-membros
e as instituicdes da UE foram mal preparados para esse apelo emocional.

Enfrentar o desafio para “provar que as culturas GM sdo seguras” ndo é tao facil.
Parece uma questéo cientifica, mas nao é. A ciéncia pode certificar a existéncia de
perigo, mas ndo a sua auséncia. Mais ainda, os cientistas continuardo a questionar
quaisquer resultados negativos que aparecam e certamente havera reconhecimento
para aqueles que identifiquem evidéncias de danos. A afirmacdo por um especialista
de que uma variedade 100% GM aprovada para comercializagdo ndo € nem mais nem
menos um problema ambiental ou de saude do que sua cultura parental nao
respondera a questao.

O mundo da ciéncia deixou de dar-se conta de que ndo era suficiente apenas dizer
gue a agricultura intensiva causa ruptura ambiental, independentemente da cultura ser
GM ou néo e, que de qualguer modo podemos desenvolver novas variedades GM que
sejam mais benéficas ao ambiente. A sociedade precisa de evidéncias de estudos que
apoiem tais afirmacgoes.

Agora, apos 25 anos de testes de campo sem evidéncia de dano, o medo continua a
acionar o Principio da Precaucdo. Mas, a Europa precisa abandonar essa postura
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reconhecidamente unilateral e chegar a um equilibrio entre as vantagens e
desvantagens da tecnologia com base em andlises de avaliacdo de risco
cientificamente corretas.

E por essa razdo que a diretoria-geral para Pesquisa e Inovacdo merece
congratulacdes por iniciar, apoiar e dirigir a pesquisa apresentada nesta publicacéo.
Identificar e motivar os grupos de pesquisa responsaveis por estes resultados ndo é
uma tarefa facil. Foi essencial assegurar que apenas a melhor metodologia cientifica
fosse aplicada, empregando pesquisa molecular conduzida em estreita colaboracdo
com experientes ecologistas de campo.

Estes projetos de pesquisa trataram de aspectos-chave do melhoramento de culturas,
tais como a resisténcia a patégenos - de fungos (EURICE) e virus (TRANSVIR) a
nematdides (NONEMA) — eficiéncia no uso de nitrogénio (SUSTAIN), e o uso de
microorganismos transgénicos como biofertilizantes (ECOSAFE) e como biossensores
para o monitoramento de biorremedia¢cdo (RHIZOREMEDIATION).

Além das inovagbes prova-de-conceito em biotecnologia, 0s cientistas usaram
abordagens multidisciplinares para entender a natureza e o impacto dos OGMs sobre
0 ambiente. Avaliaram uma ampla gama de culturas vegetais, assim como o0s
diferentes aspectos da Avaliacdo de Risco Ambiental (ERA), do fluxo de genes em um
centro de diversidade de uma cultura (POTATO TRAITS FOR AN) a transferéncia
horizontal de genes (CIMES) e efeitos sobre organismos ndo-alvo (BT-BioNoTa) e
ecologia do solo (ECOGEN, POTATOCONTROL).

Varios projetos focalizaram medidas para evitar o impacto ambiental e resultados
significativos foram obtidos em uma nova sele¢cdo que ndo usa genes para resisténcia
a antibiéticos (ECOTUB), na contencdo biolégica (CONFLOW) e em mudancas
epigenéticas induzidas ambientalmente (AENEAS). A coexisténcia de tipos diferentes
de culturas também foi investigada, com recomendagbes em medidas para
coexisténcias mais eficientes em custo (SIGMEA).

A qualidade dos resultados mostra que a iniciativa da diretoria-geral para Pesquisa e
Inovagéo alcancou seus objetivos. O que foi entregue, incluindo cerca de uma centena
de publicacGes com revisdo por seus pares, sera inestimavel para pesquisadores em
instituicdes publicas, assim como para especialistas em avaliagdo de risco e manejo
de risco, ndo apenas na Europa, mas em outros lugares, especialmente em paises em
desenvolvimento. Compilar e submeter dossiés de regulamentacdo colocaria uma
carga desnecessaria no setor publico com companhias iniciantes e, ironicamente,
favoreceria corporagbes multinacionais e atrasaria o avangco da ciéncia e da
tecnologia.

Atualmente, estudos como estes sobre o impacto ambiental sdo o Unico modo de
diminuir a carga regulatéria, restaurar a confianca na ciéncia e na tecnologia e
desenvolver aplicacdes praticas. Somente a ciéncia, usando dados confiaveis, pode
desarmar os detratores desta poderosa e inestimavel tecnologia, demonstrando que
as culturas GM néo s&o mais prejudiciais ao ambiente do que qualquer outra cultura.
Ao contrario, ha beneficios ecolégicos claros quando vistas dentro da perspectiva do
papel dos sistemas agricolas na manutencao da biodiversidade.

O atual foco na avaliagdo dos riscos ambientais de OGMs isoladamente de outras
praticas agricolas desafia a l6gica. Somente analises equilibradas de risco-beneficio e
estratégias proativas de mitigagdo de risco, se necessarias, podem levar a uma
construtiva tomada de decisdo. A pesquisa descrita nesta publicacdo representa
inestimavel insumo para a estrutura regulatéria e para as regras de coexisténcia.
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Neste sentido, os dados objetivos aqui apresentados ajudardo a reduzir os custos da
Avaliacdo de Riscos Ambientais na liberagdo futura de culturas GM e
microorganismos, assim como na identificagdo de prioridades para estudos
posteriores.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

A brusone do arroz é uma importante fonte de dano a cultura na Europa, causada pelo
fungo patogénico Magnaporthe grisea (M.oryzae). E um fungo altamente especializado
e extremamente virulento ao arroz, atacando a planta no estado vegetativo (podridao
da folha) assim como no estado reprodutivo (podridao do colo ou da panicula). Na
Europa, as variedades de arroz sdo geralmente obtidas aproveitando a O.sativa
temperada japonica ssp. €, em geral sdo sensiveis a moderadamente resistentes a
brusone. Além disso, o M.oryzae esta rapidamente evoluindo para novos patotipos e
variedades resistentes mostram rapidamente perda de resisténcia em poucos anos. A
protecdo quimica e a resisténcia genética sdo 0s instrumentos mais eficientes
disponiveis no combate ao patégeno.

A expressdo constitutiva de genes antifingicos em plantas transgénicas também tem
sido provada como estratégia util na producdo de plantas resistentes a doenca. O
resultado varia, mas a resisténcia obtida com genes antifingicos vegetais nao
contribuiu para a obtencéo de variedades resistentes a doenca. Entretanto, o uso de
genes de origem ndo vegetal resultou em maiores niveis de resisténcia e/ou prote¢éo
de amplo espectro e, genes promotores constitutivos para acionar a expressao de um
gene antifungico podem ser adequados para experimentos de prova-de-conceito para
avaliar a eficiéncia da expressao de transgenes.

Entretanto, essa abordagem apresenta um numero de desvantagens potenciais se
usada em culturas geneticamente melhoradas. Além da indutibilidade do patégeno, o
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promotor usado para acionar a expressao do transgene nao deve ser ativo em 6rgaos
comestiveis. Em vez disso, a produc¢do controlada do composto antifingico pelo
patégeno no sitio, onde e apenas quando o produto do transgene é necessario,
representa uma estratégia mais desejavel para a protecdo contra patdgenos.

O Projeto EURICE prop6s usar uma abordagem transgénica no controle do brusone
para melhorar e avaliar genes agindo como instrumentos antifungicos durante o
ataque de fungos, visando reduzir o uso de produtos quimicos na protecdo da cultura.
A abordagem foi identificada ou como um instrumento para a obtencdo avancada de
novas variedades ou como uma medida especifica dirigida para proteger variedades
de elite ja existentes que sado dificeis de cultivar sem pesado tratamento quimico. As
variedades de arroz escolhidas para este estudo eram representativas dos principais
produtores e arroz da Europa: Italia, Espanha, Grécia e Francga.

A abordagem tinha os seguintes objetivos gerais:
identificar e usar genes antifungicos eficientes de varias origens;
expressa-los apenas em condi¢des especiais sob promotores indutiveis;
validar sua eficiéncia contra M.oryzae;
usar plantas GM para monitorar o fluxo génico e distribuicdo no ambiente.

No geral, o projeto objetivou identificar uma estratégia GM valida e segura em termos
de protecado de culturas na Europa.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

Genes que se expressam apods ataque de fungos, caracterizados previamente e
clonados de diversos organismos, foram escolhidos com fonte potencial de resisténcia.
Os genes selecionados foram: o gene afp, isolado do fungo Aspergillus giganteus, o
gene de insetos antifiingico CecA que codifica a proteina antimicrobiana Cecropin A, e
um gene vegetal, o gene do milho b32 que codifica uma RIP (Proteina Inativadora de
Ribosoma), uma albumina de endosperma comumente presente na semente do milho.

Ensaios transitérios foram estabelecidos para testar a eficiéncia dos promotores
indutiveis em cassetes de expressao gus, para identificar os mais adequados. Os trés
genes foram primeiramente inseridos em vetores de expressdo de um modo
constitutivo para monitorar sua expressao in planta. Para esse fim, os promotores
CaMV 35S e Ubiquitina-1 foram usados e sua presenca foi verificada nos tecidos
verdes de todas as plantas transgénicas.

O passo seguinte foi a construcdo de vetores de expressdo nos quais 0s genes
antifingicos mais eficientes — o afp e | CecA — foram colocados sob o controle dos
promotores indutiveis derivados de genes de cevada e milho. Plantas transgénicas
foram subsequentemente regeneradas, caracterizadas no nivel molecular e, levadas a
homozigose em trés geragfes de autofecundacéo. Linhas transgénicas homozigoticas
foram testadas com inocula¢cbes de M.grisea (M.oryzae) sob condigbes controladas e
em ensaios com folhas destacadas. Genétipos parentais de arroz também foram
testados no campo para estabelecer as melhores condigdes para os testes finais de
campo. Plantas transgénicas de arroz, também portando o gene de resisténcia a
herbicida bar, permitindo uma selecao facil de manejar in vitro, foram usadas para
experimentos de campo para controlar o fluxo génico no ambiente. Os experimentos
foram conduzidos na Espanha e na Itélia, de acordo com a legislacao atual.
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PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

Foi constatada a protegcdo do arroz contra doencas fungicas causadas por
Magnaporthe grisea, usando genes sintéticos antifangicos codon-otimizados
expressos em altos niveis na planta: o gene (afp) da proteina antifingica originario do
bolor Aspergillus giganteus e o gene da Cecropina A (CecA) origindrio da mariposa
gigante da seda Hyalophora cecropia foram os mais eficientes, enquanto o gene b32
do milho foi ativo em menor extensdo. A possibilidade de modular a expressao do
gene para defesa por meio de promotores indutiveis, principalmente as sequéncias do
promotor indutivel do milho e da cevada, foi também constatada. O promotor de milho
ZmPR4 foi ativado nos sitios de invasdo do patdgeno na folha do arroz, mas esse
promotor ndo estava ativo no tecido do endosperma da semente madura do arroz.
Plantas de arroz que expressam o gene afp sob controle do promotor ZmPR4 do milho
apresentavam resisténcia a fungo do brusone, M. grisea. Ferramentas moleculares,
bioquimicas e histolégicas para rapido monitoramento e avaliagdo da resisténcia do
arroz e em arroz GM contra patégenos (bioensaios) também foram criadas.
Finalmente, o risco do fluxo génico entre o arroz GM e a variedade erva daninha de
arroz sob condi¢cdes de campo foi avaliado e, condigbes experimentais para um
experimento ambientalmente seguro foram criadas.

CONCLUSOES

O protejo atingiu os objetivos propostos e, os resultados obtidos podem proporcionar
insumos para o conhecimento sobre plantas GM, como base para regulamentacdes e
desenvolvimento de planos para uma coexisténcia nacional entre os Estados-
Membros. Também foi adquirido kow-how para uma futura exploracdo dos genes de
defesa nos programas de melhoramento europeus. A eficiéncia dos genes de defesa e
a disponibilidade de uma resposta acionada por promotores indutiveis representa o
principal resultado do projeto.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

Para garantir um suprimento constante, acessivel e de alta qualidade de alimento aos
cidadaos europeus é essencial uma agricultura em grande escala semi-industrial. Um
dos mais indesejaveis efeitos colaterais da producdo nessa escala é sua atracao ou —
visto por uma perspectiva diferente, sua vulnerabilidade — aos patégenos de vegetais.
As culturas exéticas sao as mais vulneraveis espécies de plantas que nao evoluiram
no continente europeu. Exemplos disso s@o a batata e o tomate que se originaram na
América do Sul; a beterraba acgucareira, que se originou no Mediterraneo, mas é
cultivada em toda a Europa; e o milho, uma espécie de planta importada da América
Central. Resumidamente, a produgdo agricola em larga escala € impossivel sem um
manejo adequado dos fatores bidticos que ameagam nossas culturas, tais como
fungos, oomicetos, nematdides e insetos.

Nematoides parasitas de plantas constituem uma categoria bastante problematica de
patégenos por viverem principalmente no solo. Assim, os nematbides ndo parasitas
gue constituem uma importante, se ndo essencial, parte da cadeia alimentar do solo.
Muitas culturas, incluindo a beterraba acgucareira e uma gama de hortalicas, incluindo
a batata, sdo atacadas pelos nematdides parasitas de plantas e, esses pequenos
organismos do solo causam dano primario substancial, viz baixas produtividades e
baixa qualidade do produto.

O controle quimico usando nematicidas € uma pratica comum para proteger as
culturas. Infelizmente, ndo existem nematicidas sensu stricto e, fumigantes usados
para controlar nematoides séo, de fato, biocidas. Portanto, o controle quimico de
nematoides é acompanhado de dano colateral substancial, viz., matar a vida do solo.
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No caso da acetilcolinesterase ser aplicada, esse dano é restrito a organismos com
um sistema nervoso que usa a acetilcolina como neurotransmissor. No caso de
fumigantes, ndo ha restricdo nenhuma; todos os organismos que entram em contato
com esses produtos quimicos sdo mortos. Em suma, o dano causado pelas tentativas
de controle de nematdides é pelo menos tdo sério quanto o dano primario causado por
esses patdgenos. Restringir 0 uso de nematicidas naturalmente reduziria os danos
secundarios causados por eles. Entretanto, os nematoides de cistos e nddulos de raiz
sdo parasitas altamente bem-sucedidos e, uma agricultura vidvel e competitiva requer
o controle de suas populacoes.

Uma das alternativas poderia ser o uso de genes de resisténcia naturais da planta;
varios genes de resisténcia relevantes (R) foram identificados nas ultimas décadas, e
uns poucos foram clonados recentemente. Entretanto, transferir a resisténcia de uma
espécie de planta para outra estd longe de ser direta e simples, porque isso
representa apenas um componente inicial de um longo caminho de transducdo de
sinais, na maioria dos casos resultando em uma resposta local de hipersensibilidade.

O objetivo do NONEMA, que se soma aos projetos EC-BIOTECH e EC-FAIR, tem sido
identificar elementos cruciais na interagdo compativel entre os nematoides parasitas
de plantas e as plantas e, construir resisténcia ampla e duravel contra nematdéides de
ndédulos e cistos de raiz. Bloqueando elementos especificos mdltiplos na interacédo da
planta e esses nematoéides, a resisténcia forte e duravel da planta hospedeira estara
disponivel como um resultado. Como a resisténcia sera baseada na ruptura de
elementos béasicos nas interacfes planta-nematdide, os resultados do NONEMA
também fornecerdo meios de criar resisténcia contra outros nematéides parasitas de
plantas.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

A ‘raison d’etre’ do projeto NONEMA era o fato de que a esterilizacdo quimica do solo
e 0 uso de pesticidas ndo seletivos para controlar nematéides parasitas de plantas sao
ainda préatica comum em muitos paises europeus, sem nenhuma alternativa realista
disponivel. A resisténcia duradoura do hospedeiro sera criada pelo bloqueio de um
namero de passos no ciclo de vida do nédulo de raiz (Meloidogyne spp) e nematéides
de cisto (Globodera e Heterodera spp). Experiéncias recentes com abordagens
biotecnoldgicas mostraram que a resisténcia a organismos tais como nematoides e
fungos é dificil de se obter usando um Unico fator de resisténcia. Em muitos casos a
interacdo é complexa e o patdgeno parece ter rota de escape inesperada. Neste
projeto, a resisténcia sera assegurada pela prevencdo da penetracdo na planta (“sem
acesso”) assim como da alimentacdo (“sem alimentacao”). Para cada um desses
estagios do ciclo de vida, multiplos alvos devem ser identificados e avaliados quanto a
sua eficiéncia em conferir resisténcia duravel.

Sem acesso. Sendo endoparasitas, formas jovens de ambos 0s nematoides de cisto e
nédulo necessitam entrar na raiz da planta e migrar para o ponto onde formam seu
sitio de alimentagdo. Os nematdides jovens estdo equipados com uma agulha oca
retratil — um estilete — que é usado para furar as paredes das células. Além disso, os
jovens secretam enzimas que degradam a parede celular, tais como as [-1,4-
endoglucanases. Consequentemente, anulando essas enzimas resultaria numa
incapacidade de penetrar na raiz de um hospedeiro potencial.

As primeiras celulases de um nematdéide (e mesmo de um animal) foram identificadas
e caracterizadas por Smant et al. (1998) em nematoides de cisto em batata e soja. A
descoberta dessas inesperadas enzimas enddgenas de degradacéo de parede celular
constituiu-se no ponto de partida para um levantamento entre muitos outros
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nematoides parasitas de plantas. Todos os principais nematoides parasitas de plantas
pareciam abrigar um espectro de genes que codificavam enzimas e proteinas de
degradacao de parede celular ou de afrouxamento da parede celular.

Apbs a penetracdo na rizoderme, 0os nematoéides de nddulos migram entre as células,
enquanto os nematdides de cisto migram por dentro das células até o feixe vascular.
Nesse estagio a planta inicia seu mecanismo de defesa, produzindo espécies ativas
de oxigénio (AOS) numa tentativa de matar o organismo invasor. Os nematoides
secretam enzimas protetoras de alimentacdo (peroxidases, superoxido dismutase)
para inativar os AOS. A migragdo do nematdide para no momento que uma célula é
encontrada e é adequada como ponto de partida para a formacdo do sitio de
alimentacéo.

Sem alimentacdo. O desenvolvimento e a reprodugéo do nematoide depende de uma
bem-sucedida formagédo de um sitio de alimentacdo. A degeneracdo dessa exclusiva
fonte de alimento é letal para o nematoide. A reativacdo do ciclo celular na célula
inicial de alimentacdo € uma parte integral da inducéo da célula. Os nematoides de
nédulo dependem da formacdo de 2-12 células gigantes, contendo cada uma 30-60
ndcleos. Este é o resultado da mitose acitocinética induzida pelo nematoide. Usando
inibidores do ciclo celular, demonstra-se que, tanto para o nematéide de n6dulo como
no de cisto, a reativacédo do ciclo celular ndo é um aspecto facultativo da formacgéo da
célula de alimentacdo, mas antes um elemento essencial nesse processo (de Almeida
Engler et al. 1999). A resisténcia baseada no conceito “sem alimentacdo” sera
baseada em uma expressao dirigida de inibidores do ciclo celular. Os nematoides de
cisto usam (ou abusam de) enzimas vegetais para fomentar a indugéo celular por uma
altamente coordenada ruptura local da parede celular. O resultado é um sinsticio, um
conglomerado de protoplastos fundidos.

Outra meta importante do NONEMA foi a identificacdo de enzimas de degradacgéo da
parede celular da planta e das chamadas expansinas - enzimas envolvidas na
desmontagem da parede celular induzida pelo nematéide. Uma vez que seja
conhecido quais enzimas sdo empregadas para a proliferagdo do sinsticio, a
resisténcia sera obtida pela inibicdo no nivel do RNA ou da proteina.

Direcionamento . Além da identificacdo do alvo, NONEMA visou identificar
promotores que sozinhos — ou mais provavelmente, em combinagdo — levariam ao
preciso local e a expressao direcionada dos genes antinematéides.

Tabela 1

Panorama dos genes que codificam as enzimas de degradacéo da parede celular
encontradas na espécie de nematoéide de nodulos de raiz do Sul, Meloidogyne
incognita, quando comparado com um nematoide bacterivoro, Caenorhabditis elegans.

Componente de Nematoide |M. incognita C.elegans
parede celular (parasita de plantas) | (bacterivoro)
Celulose GH5 (cel) 21 0
Xilanase GH5 (xil) 6 0
Arabinase GH43 2 0
Pectinase GH28 2 0
Pectato liase PL3 30 0
Expansina EXPN 20 0

(baseado em Abad et al (2008) Nature Biotechnology 26, 909 — 915).
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PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

Um grande esforgo de pesquisa foi empreendido na identificagdo e caracterizagéo
funcional de fatores de patogenicidade de nematdides de cisto e de nddulos de raiz.
Nematdides parasitas de plantas empregam enzimas degradadores da parede celular
para conseguir acesso a sua planta hospedeira. Apés o final do projeto NONEMA, um
dos parceiros, INRA Sophia-Antipolis da Franga, iniciou um projeto de sequenciamento
de genoma do nematdide de nddulo de raiz do sul, Meloidogyne incognita. Esse
importante passo para o entendimento da interacdo entre os nematéides de nédulos
da raiz e seus hospedeiros revelou o espectro completo das proteinas degradadoras e
modificadoras da parede celular (# = 81) usadas pelo nematéide de nédulo da raiz
para explorar seus hospedeiros (Tabela 1).

Além disso, padrbes de expressao de uma gama de genes de ciclo celular dentro e em
torno de estruturas de alimentacéo induzidas por nematoéides foram caracterizadas,
incluindo as endoglucanases B-1,4 e as expansinas de vegetais que sdo recrutadas
pelos nematéides de cisto durante a proliferacao dos sinsticios. No volume de trabalho
sobre direcionamento, estudos de dele¢do foram conduzidos em promotores que
haviam sido identificados em um projeto EC anterior (ARENA; BIO4-CT96-0318). Isso
resultou na identificacdo de fragmentos de promotores responsivos a hematoides que
podem ser usados para impulsionar a expressao da proteina ou construcdo de dsRNA
gue poderiam inibir a invasao ou o estabelecimento de nematbéides em um sitio de
alimentacéo.

Durante o projeto NONEMA, os esfor¢cos de pesquisa foram gradualmente mudando
da identificacdo de fatores de patogenicidade de nematéides de cisto e nddulo de raiz
para a determinacdo do seu papel bioldgico e avaliacdo de sua importancia relativa. A
interferéncia do RNA, a degradacdo de mRNAs especificos pela exposicdo a RNA de
dupla espiral homdlogo, sdo ferramentas Uteis para anular fatores individuais de
patogenicidade em nematéides.

Foi alcangado um progresso encorajador no desenvolvimento de um protocolo para
degradar mRNAs que estéo (principalmente) residindo nas glandulas do eséfago dos
nematdides infestantes. Para a geracao de plantas resistentes a nematoéides, o
silenciamento pés-transcricional de genes (PTGS) parece ser uma abordagem
prometedora, eficiente em tempo e trabalho. Os parceiros do projeto iniciaram
transformacgdo vegetal baseada em PTGS visando ou ao fator de patogenicidade do
nematodide ou aos genes da planta recrutados pelo nematoide invasor. Paralelamente,
um numero de promotores de Arabidopsis foi identificado e mostra padrbes de
expressao similares em tomate.

Finalmente a prova-de —conceito — que a anulacdo de fatores especificos de
patogenicidade resulta em resisténcia da planta hospedeira — foi apresentada. A
batata foi transformada com as chamadas constru¢gdes grampo que codificam RNA
contra dois fatores de patogenicidade produzidas por formas juvenis infestantes do
nematoide do cisto da batata, Globodera rostochiensis. Em ambos o0s casos, as
plantas transformadas pareciam normais e varias linhas foram selecionadas e que
eram resistentes de facto aos nematdides do cisto da batata. A resisténcia da planta
hospedeira foi criada pelo silenciamento de genes vegetais, viz. genes que eram
ativamente recrutados pelo nematéide invasor. Em duas abordagens diferentes, o
silenciamento de genes de ciclo celular e enzimas degradadoras da parede celular
(CWDE) resultou em um nivel significativo de resisténcia; no caso dos genes de ciclo
celular, a reducdo foi de cerca de 70%; no caso de CWDE, as fémeas em
desenvolvimento ndo continham ovos viadveis. Com isso, os esfor¢cos de pesquisa do
NONEMA identificaram alvos em nematdides e plantas especificos que se mostraram
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eficientes como instrumentos para criar resisténcia na planta hospedeira com limitados
ou nenhum efeito indesejavel na condicéo da planta hospedeira.

CONCLUSOES

Essencialmente, h& dois direcionamentos para o0 controle de nematoéides
endoparasitas mediado por engenharia genética: o nematdide ou seu sitio de
alimentacdo. A estratégia antinematdide visa interferir com sua fisiologia,
desenvolvimento ou comportamento para bloguear a invasdo da raiz da planta,
migragdo, formacgéo do sitio de alimentagcédo ou a alimentacdo. Até agora, uma gama
de componentes antinematéides foi testada, incluindo exotoxinas de Bacillus
thuringiensis, lectinas e peptideos com propriedades de inibi¢cdo da acetilcolinesterase.

No campo da engenharia de plantas para resisténcia a nematéides, o uso de
inibidores de protease tem recebido grande atencé&o. Inibidores de serina e cisteina
proteases serina e cisteina proteases (e seus derivados) produzidos em varias
plantas, se mostraram capazes de interferir com as proteinases digestivas dos
nematoides parasitas de plantas. Essa abordagem antialimentacdo bastante genérica
levantou preocupagfes sobre sua seguranca ambiental. Cowgill et al. (2002)
mostraram que o risco de cistatinas aos invertebrados néo-alvo depende do nivel de
expressdo. Embora experimentos de campo recentes nos Andes Centrais com a
batata transgénica nao tenham detectado dano a organismos nao-alvo, ocorreu o fluxo
génico a espécies silvestres da batata.

Nesta pesquisa identificamos proteinas expressas nas glandulas dorsais esofageanas
dos nematéides de cisto e nédulo de raiz. Essas glandulas sédo cruciais para a indugéo
do sitio de alimentacdo na raiz da planta. Mostramos que a inibigcdo baseada no RNA
de dupla espiral da biossintese de algumas dessas proteinas pode levar a resisténcia
da planta hospedeira.

Alternativamente, o desenvolvimento da célula de alimentacao pode ser obstruido pela
expressao de citotoxinas ou por impedir o recrutamento dos genes envolvidos na
inducao do sitio de alimentacao. Os nematdides sedentarios endoparasitas dependem
completamente de um sitio de alimentacéo para seu crescimento e desenvolvimento e,
no caso dos nematdides de cisto, o mau desenvolvimento do sinsticio resultara em
uma populagéo fortemente desequilibrada em favor de machos e com resisténcia da
planta. A inducgéo e proliferagéo da célula de alimentac&o sdo obtidas por uma drastica
mudanca local na expressdo dos genes da planta. Uma proporcédo substancial dos
chamados genes de suscetibilidade é essencial para a planta hospedeira (e.g. genes
envolvidos na reativacdo do ciclo celular) e a manipulacdo de tais genes ira
previsivelmente dar origem a efeitos ndo intencionados indesejaveis. Entretanto, a
manipulacdo de membros individuais de familias de genes ir4, em alguns casos, ter
pequeno ou nenhum efeito na adequacdo da planta. Demonstramos aqui a perda de
suscetibilidade de plantas de batata aos nematdides do cisto da batata, devido a
manipulacdo de duas endoglucanases que s&do aparentemente essenciais para a
inducao do sinsticio, na auséncia de um fendétipo aberrante da planta.

Portanto, mostra-se que o conhecimento detalhado sobre a interagdo molecular entre
a planta e o patégeno pode levar a identificagdo do seu calcanhar de Aquiles. O
silenciamento baseado no RNA de dupla espiral de genes da planta ou do nematdide
pode ter um drastico impacto no desenvolvimento do nematdéide. Essa abordagem
ilustra que o controle do patégeno pode ser obtido sem o0 uso de componentes téxicos
exoticos. Antecipamos que nossa abordagem interacdo-especifica possa facilitar a
aceitacdo do publico quanto a solu¢cbes baseadas em engenharia genética para

problemas de pragas e patdgenos.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

O Conselho Nuffield de Bioética sugeriu que a possivel introgressdo de material
genético estranho em espécies relacionadas em centros de biodiversidade de culturas
€ justificativa insuficiente para barrar a implementacdo de culturas GM em paises em
desenvolvimento. O conselho considera que aplicar a abordagem da precaucéao,
renunciando a possiveis beneficios, lembra a falacia de pensar que néo fazer nada
em si evita qualquer risco para os pobres. O projeto estudou clones de batata GM
resistente a nematoides que expressam o inibidor de cisteina proteinase (cistatina)
como um exemplo de uma caracteristica benéfica para os produtores de subsisténcia.
Parte do estudo considerou aspectos de biosseguranca ambiental para a batata GM
em seu centro de biodiversidade, os Andes Centrais. A meta do projeto era
desenvolver a base cientifica com a qual julgamentos pesando beneficios e
preocupacdes possam ser conduzidos.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

O projeto estudou os efeitos ambientais de cistatinas em organismos nao-alvo, mas
ndo as questdes de seguranca alimentar, porque um caso prima facie para a
seguranca alimentar das cistatinas ja havia sido estabelecido. Ele também considerou
0 risco ambiental particular do fluxo de genes da batata GM para as espécies
silvestres. Os Andes Centrais sdo um centro de diversidade para a cultura da batata
com cerca de 130 espécies silvestres de batata reconhecidas no Peru e na Bolivia.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

O estudo visou sustentar a biosseguranca dos futuros testes de campo com plantas de
batata GMNR-cistatina na América do Sul. Foi determinado o perfil fisiol6gico no nivel
da comunidade de bactérias da rizosfera na colheita, usando métodos que ja haviam
detectado tais efeitos para batata que expressava outro transgene. Cultivares de
batata GMNR-cistatina obtidos para uso futuro na Bolivia ndo impuseram mudancas
nesse perfil guando comparados com plantas ndo transformadas em testes de casa de
vegetacdo. Essa auséncia de efeito da cistatina contrasta com nossos resultados para
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o0 solo da rizosfera de diferentes culturas convencionais plantadas em um campo
experimental na Bolivia. A andlise de agrupamento determinou que tal solo era
associado aos cultivares nativos, mas distinto do qual a batata cultivar ‘Desiree’ ou
fava ou tremocgo estavam plantados.

Um teste de campo no Reino Unido também estabeleceu que a batata GMNR-cistatina
nao influencia a densidade ou o niumero de espécies de nematoides do solo sob a
cultura madura da batata. A batata GMNR-cistatina ndo perturbou o indice de
maturidade baseado na proporcdo entre as espécies colonizadora e persistente na
comunidade de nematdides do solo. Isso contrastou com o efeito da aplicacdo de
nematicida pré-plantio, o que favoreceu as espécies de crescimento rapido, varios
meses depois.

Isso sugere que as populacbes de organismos do solo ndo seriam prejudicadas em
um local de experimentos. Também sugere que o0s requisitos do principio da
precaucédo seriam atendidos com qualquer maior adogéo de plantas GM, uma vez que
ndo impdem maior impacto sobre o ambiente do que surge com as praticas agricolas
ja comuns.

Com relacdo ao risco de fluxo génico, seis espécies silvestres foram selecionadas
para determinar se o fluxo génico poderia ocorrer a partir dos testes de campo com a
GMNR-cistatina. A selecdo foi baseada em um levantamento preliminar em quatro
zonas agro-ecologicas no Peru, para definir exemplos de espécies de Solanum que
ocorrem proximo aos testes com batata. Primeiramente, foi confirmado que as
acessOes realmente se cruzavam como relatado previamente, em alguns casos
usando forga, polinizando-as & mao com variedades locais Andigenum, do grupo de
cultivares S. tuberosum e cultivares melhoradas. As plantulas das sementes
produzidas foram analisados com marcadores AFLP e foram identificados hibridos
envolvendo todas as seis espécies.

Como a polinizagdo & méo pode ndo representar a polinizagdo cruzada natural com
confianga, estabelecemos cinco testes de campo de polinizagdo aberta em diferentes
zonas agroecolégicas em Puno, Junin, Cajamarca e Cusco. Os resultados de AFLP
determinaram que a progénie de cada um dos trés parentes silvestres com acessoes
no teste incluiram umas pouca sementes que haviam sido fertilizadas p6é6 S.
tuberosum, grupo de cultivares Andigenum. Isso confirma o fluxo génico que ocorre de
uma batata cultivada para espécies silvestres no campo. Assumindo que a planta mais
proxima do parental masculino identificado por impressao digital AFLP foi o doador do
pélen, sua distancia média era de menos de trés plantas do receptor do poélen. Isso é
consistente com trabalho prévio em que somente 2% das plantulas foram transgénicas
guando a distancia de polinizacdo cruzada de fémeas nao transgénicas aos doadores
de pdlen transgénicos era de 3 metros, e 24% quando 0s pais cresceram juntos um do
outro.

O florescimento simultdneo das plantas de batata e S. acaule, S. bukasovii e S.
sparsipilum durou 52 dias. Mesmo o valor de 32 dias para o florescimento precoce de
S. megistacrolobum proporcionou ampla oportunidade para a polinizacdo cruzada por
insetos. Mamangavas e suas espécies proximas sao 0s principais polinizadores de
Solanum. O podlen é a Unica recompensa oferecida por Solanum spp., que € visitado
por abelhas meliferas procurando néctar apenas infrequentemente. As anteras dessas
plantas também requerem efeitos de som pelos insetos para liberar o poélen,
restringindo a gama de insetos polinizadores.

As mamangavas tipicamente se alimentam por 70-631m, mas o pdlen de uma flor é
geralmente depositado até um limitado nimero das que sao visitadas posteriormente.
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Isso e fatores como tempo de estadia em uma plantacdo favorecem a polinizacédo
cruzada localizada em plantas préximas da fonte de polen. De acordo com visitas de
insetos a flores em cinco locais no Peru, doze espécies de abelhas foram registradas,
mas com diferengas entre locais. Concluiu-se que a extenséo do fluxo de pdélen entre
as espécies de Solanum varia consideravelmente com o local nos Andes Centrais, e
com as densidades e espécies de mamangavas, sua alimentacdo e o local de
parentes silvestres dentro ou proximos das culturas de batata transgénica.

A introgressdo de um transgene da batata GMNR-cistatina pode conferir resisténcia ao
nematodide aos parentes silvestres que sao atualmente suscetiveis a essa importante
praga da batata Globodera spp. Descobrimos que esse nematbide de fato se
reproduz em cinco ou seis espécies silvestres de Solanum estudadas, mas em menor
extensdo do que ocorre no sistema radicular muito maior oferecido por uma planta de
batata cultivada. A possibilidade de um transgene para resisténcia a pragas
introgredido estavelmente beneficiar um parente silvestre crescendo préximo a uma
espécie cultivada requer um exame baseado em cada caso. A capacidade de invadir
tanto da espécie cultivada como da silvestre de Solanum também necessita ser
considerada. O principio da precaucéo requer que essa possibilidade seja excluida,
pelo menos até que essa questao seja avaliada.

A cultivar andina Revolucion é de particular interesse no atendimento a essa
necessidade transitoria. E uma das cultivares macho estéreis, originaria de
cruzamentos entre os grupos de cultivares S. tuberosum Andigenum e Tuberosum.
Portanto, ndo tem polen para fertilizar os évulos de outra planta compativel durante a
reproducdo sexual. A Revolucion ndo floresceu abundantemente e a queda de flores
ocorreu nos locais de teste, e seis linhas GMNR-cistatina foram transformadas e
desenvolvidas. Testes de contengéo no Reino Unido determinaram que eles conferiam
resisténcia parcial a G. pallida, relativamente a plantas ndo transformadas de cultura
de tecidos dessa cultivar. Esse nivel de resisténcia € similar ao relatado anteriormente
e é suficiente para evitar perda de produtividade devido ao nematéide, dentro da curta
rotacdo que prevalece entre os produtores de subsisténcia na Bolivia. Foi proposto
gue a cultivar transgénica Revolucion proporciona uma base para testes iniciais de
campo de resisténcia de nematoides ou outras caracteristicas de valor, sem o fluxo
génico da batata sob testes.

CONCLUSOES

Nenhuma base foi estabelecida para invocar o principio da precaucéo para barrar os
testes iniciais com a batata GMNR—cistatina por seus impactos sobre micrébios ou
fauna ndo-alvo ou associados com a folhagem da cultura. Também néo foi detectada
nenhuma base para danos e qualquer efeito seria local. Por outro lado, qualquer fluxo
génico da batata para espécies silvestres de Solanum nos Andes que cresgam perto
pode ndo permanecer localizado e isso requer mais estudos. Enquanto isso, uma
barreira para o cruzamento pode ser dado pela cultivar macho-estéril Revolucion.

Isso fornece a base para o suporte do desenvolvimento de regulamentacdo para
testes de campo geneticamente modificados biosseguros com batata nos Andes. O
plantio de transgénicos deveria ser limitado a cultivares macho estéreis, enquanto as
preocupacdes com a possivel introgressdo de qualquer caracteristica sdo avaliadas
por varias geracbes de cruzamentos ao acaso entre individuos de uma espécie
silvestre por métodos definidos. Quando tal informagédo estiver disponivel, a
biosseguranga de uma cultivar macho-fértil transgénica para aquela caracteristica
podera ser avaliada.
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Avaliar tanto beneficios como problemas fornece uma base cientifica informada. Desta
forma, é possivel que as necessidades conflitam com o principio da precau¢éo ou ndo
para a batata, em seus centros de diversidade.

Com relacdo ao impacto potencial das plantas GM sobre os organismos do solo, 0s
autores também sugerem que o principio da precaucao seria respeitado para qualquer
maior adocao subsequente de plantas GM pela prova de que elas ndo impdem maior
impacto sobre 0 ambiente do que as praticas agricolas comuns o fariam.

PRINCIPAIS PUBLICACOES

CELIS, C., SCURRAH, M., COWGILL, S.E., CHUMBIAUCA, S., FRANCO, J., MAIN, G., KEIZENBRINK,
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BACKGROUND E OBJETIVOS

O objetivo geral do projeto era realcar a capacidade das organizacfes de extensao
agricola e pesquisa chinesas, europeias e internacionais a levar em conta toda a gama
de impactos biologicos, econdmicos e sociais ao avaliarem a adequacgdo aos
pequenos proprietarios produtores de algodao das plantas geneticamente modificadas
para produzir a toxina inseticida Bt (Cry 1Ac do micrébio do solo Bacillus thuringiensis)
para o controle de lagartas que se alimentam dos frutos. A maior parte do trabalho
concentrou-se em fornecer as ferramentas que os proprios produtores necessitam
para tomar as decisGes apropriadas em relacdo ao manejo do algodéao transgénico Bt.
O projeto trabalhou estreitamente com o projeto da escola IPM Farmer Field de
algoddo asiatica, com seis paises da UE/FAO, para ajudar a estender sua
competéncia ao algodao Bt.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

Antes do projeto ndo havia nenhuma experiéncia na avaliacdo pelo pequeno
proprietério dos beneficios, das fraquezas e op¢bes de manejo para o algodao Bt. Foi
conduzida uma avaliacdo participativa rural (PRA) (Produto 1- Relatorio sobre as
percepcdes dos fazendeiros do papel econémico, social e ambiental do algodao Bt no
seu sistema de produc¢do). Isso identificou areas fortes e fracas do entendimento do
produtor sobre o manejo do algoddo Bt e uma apreciagdo de sua posi¢cdo econémica
na producdo de algoddo. Os produtores perceberam o controle da lagarta do capulho
(pelo menos nos primeiros dois tercos da estacao), e beneficios em mao de obra e no
custo, mas estavam incertos sobre o que esperar do algodao Bt e ainda pulverizavam
uma média de 12 inseticidas, a maior parte para controle da lagarta do cartucho.
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Desse melhor entendimento, foi desenvolvida uma série de exercicios participativos
para fazendeiros, em conjun¢do com o programa de desenvolvimento de curriculo do
EC IPM em algoddo no programa da Asia (2000 - 2004) e apresentado como um
manual de trabalho para uso na Escola de Campo para Fazendeiros e outros
treinamentos IPM em algoddo Bt na Asia e além (Produto 3 — Manual participativo
para fazendeiros para avaliar o algodao Bt). Os métodos usados formaram parte do
Produto 4 — Manual de avaliagdo ambiental e econémico do algodéo Bt para sistemas
de pequenos proprietarios.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

Melhorar o entendimento do impacto do algoddo Bt sobre outras partes do
agrossistema foi uma das importantes preocupacgfes. Métodos de laboratério e de
campo de aplicagdo global foram desenvolvidos para capacitar a anélise rigorosa dos
impactos sobre pragas alvo e ndo-alvo, parasitéides, predadores e organismos do solo
(relacionados em trabalhos publicados e como capitulos no Produto 4 — Manual de
avaliagdo ambiental e econb6mica para algoddo Bt para sistemas de pequeno
proprietario). O controle de lagarta do capulho foi satisfatério. Nao houve efeitos
significativos sobre lepidépteros, moscas brancas, pulgbes do algoddo ou
decompositores de solo colémbola ndo-alvo. A lagarta do capulho, lagartas da folha e
pulgbes do algod&o poderiam concentrar a toxina Bt em seus tecidos pela alimentagéo
e passa-la para os predadores. Nenhuma evidéncia, entretanto, foi encontrada de
ruptura no complexo predador generalista em algodéo Bt e, de fato, a diversidade de
aranhas foi maior no algodao Bt do que no ndo Bt. Nenhum efeito prejudicial foi visto
nas relacdes tritroficas em algodéao, incluindo em um sistema simulado de gaiola no
campo.

O risco de que o controle da lagarta do capulho pelo algoddo Bt se mostre
insustentavel em sistemas de produgdo, onde n&o havia nenhuma estratégia para
reduzir o risco da resisténcia a toxina evoluir, continua sendo uma preocupac¢do na
implementacdo desses materiais, especialmente na China, agora com 100 % de seu
algodao na area nordeste ser de cultivo do algodao Bt. Usando cepas Bt resistentes
a principal lagarta do capulho, Helicoverpa armigera, selecionadas em laborat6rio,
foram desenvolvidos métodos para detectar a presenca de genes de resisténcia em
populacdes de campo e avaliar sua frequéncia (um em mil em populacdes de campo),
dominéancia fenotipica (cerca de 0,27) no campo e 0S mecanismos envolvidos (uma
caderina truncada no revestimento do intestino da lagarta do capulho).

Estes parametros foram entdo usados em um modelo de simulacdo de
desenvolvimento de resisténcia para explorar as op¢des de manejo para o algodao Bt.
A resisténcia ainda ndo é um problema de controle de campo. A modelagem sugere
que impor (toxina ndo Bt) mortalidade adicional as lagartas do capulho sobreviventes
nos campos de algoddo Bt é sozinho o modo mais eficiente de atrasar o
desenvolvimento de resisténcia. Os resultados sdo apresentados em trabalhos e
Produto 4 — Manual de avaliagdo ambiental e econémica do algodédo Bt para sistemas
de pequenos proprietarios.

O projeto trabalhou estreitamente com o sistema nacional de extensdo da China (um
parceiro do projeto) para assegurar a utilidade pratica dos resultados e para
estabelecer uma rota de adog&o. Isso incluiu um dialogo sobre a biosseguranca da EU
e da China e processos de aprovacdo para o algoddao GM (Produto 2- Documento de
discusséo sobre a politica do algodéo Bt).

Um simpdésio final de disseminag¢do (Produto 5), para apresentar os resultados e
produtos, foi organizado em Beijing em marco de 2005. Compareceram
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representantes de todas as provincias que cultivam algoddo Bt, as organizacfes de
extensao e treinamento IPM e a comunidade cientifica de algoddo GM.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

Ha uma substancial preocupacdo publica em relgdo a disseminacao potencial de
genes de resisténcia a antibidticos a partir de plantas transgénicas no solo e nas
bactérias intestinais. Um sistema de selecdo para os melhoradores de plantas, a ser
usado durante a transformacdo de plantas, que é exclusivamente baseado na
informacdo genética ja presente na planta hospedeira e que ndo requer genes de
resisténcia a antibidticos, evitaria qualquer risco dessa natureza.

Este projeto visa explorar a variabilidade natural de tubulinas vegetais como
componentes essenciais do crescimento celular, divisdo celular e tolerancia a estresse
nas plantas. Existe um painel de promotores de tubulina que pode dirigir a expressao,
seja constitutivamente ou alternativamente, em diferentes tecidos ou em resposta a
sinais diferentes. Pode fundir-se com um painel de diferentes isotipos de tubulina com
aspectos fisioldgicos distintos para produzir um kit versatil de combinagfes que ird
conferir propriedades diferentes, tais como tolerancia a estresse ou herbicida a
especificados tecidos alvo. O resultado é entdo usado para construir um marcador
para selecdo, baseado em tubulinas alteradas, sem o sitio de ligacdo para herbicidas
de acrilcarbamato. A producdo de tubulinas defeituosas seré dirigida pelos seus
proprios promotores, em fragmentos de DNA sem sequéncias estranhas. A adequagéo
deste sistema de sele¢&o sera analisado usando o arroz como cereal modelo.

ABORDAGEM E METODOLOGIA
Um sistema ideal de selecédo deveria preencher os seguintes requisitos:
* risco minimo pela manipulacdo: efeitos colaterais indesejados para o0 ambiente e

para o consumidor sdo evitados pela eliminacdo de tudo o que seja supérfluo em
temos de funcéo;
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* uso otimizado de recursos naturais: somente o DNA ja presente na planta da cultura
€ usado e seu potencial € explorado pela simples recombinacdo de genes e
promotores de uma nova maneira.

Em combinacdo com as sequéncias codificadoras designadas para a tubulina da
planta que confere tolerancia a agentes seletivos direcionados aos microtubulos, deve
ser possivel obter um marcador para sele¢cdo que consista exclusivamente de DNA
gue ja esta presente na planta.

Em todo este trabalho, a abordagem sera baseada em tecnologia de “DNA limpo”, que
envolve evitar o uso de sequéncias de vetores e estruturas centrais estranhas,
culminando com a abordagem Eco Tub, indicando marcadores ecologicamente
seguros baseados em tubulinas da planta.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

A versatilidade das tubulinas vegetais, combinadas com o forte impacto que tem em
muitos aspectos da vida vegetal, sdo pré-condicbes ideais para manipulagbes
biotecnologicas, tdo sutis quanto poderosas. A resisténcia baseada em mutacdes na
porcdo terminal C das tubulinas, em que uma alta variabilidade natural é observada,
pode abrir um grande campo para a engenharia de novos marcadores para selecdo. O
aril clorprofame, que tem sido usado extensivamente como inibidor de brotagéo e
herbicida de pré-emergéncia, liga-se com o terminal C das alfa-tubulinas.

Além disso, é possivel discriminar entre subpopulagées de alfatubulinas com
diferentes afinidades para esses herbicidas. A presenca de uma tirosina
carboxiterminal que esta presente em todas as alfatubulinas é crucial para a afinidade
a esses herbicidas e, os 13 aminoacidos carboxiterminais podem conferir a afinidade
ao portador ovalbumina. Essas descobertas indicam que a resisténcia a aril
carbamatos pode ser gerada sem interferir com as func¢des essenciais da tubulina que
estao localizadas mais acima da molécula. De fato, o mutante de arroz ER31, que é
resistente a aril carbamatos, mostrou conter um isotipo de tubulina que reduziu a
afinidade para esses herbicidas devido ao truncamento do carboxitermino em
consequéncia de um codon de parada precoce. Quando a tubulina mutada é
transferida para os calos, esses calos irdo adquirir tolerAncia a doses de aril
carbamato fenil uretano que seriam normalmente inibidores. Os aril carbamatos e
outros produtos quimicos eliminadores de microtdbulos ligam-se aos alfa-beta-
heterodimeros e evitam sua incorporacao nos microtubulos.

Em uma situacdo na qual a tubulina do tipo selvagem (que se liga com o produto
quimico com alta afinidade) e a tubulina mutada (que nédo se liga ao produto)
coexistem, 0s microtibulos montados consistiriam preferencialmente de tubulina
mutada. De fato, a resisténcia a aril carbamatos tem sido demonstrada como uma
caracteristica dominante-negativa, indicando que a tubulina modificada é
progressivamente presa nos microtlbulos. E possivel, portanto, usar o marcador em
niveis moderados de expressao.

Promotores de tubulina podem fornecer uma grande variedade de perfis de expresséo
com potencial de modulacdo em amplitude e especificidade de tecidos ou em resposta
a estimulos diferentes. A funcdo moduladora de sequéncias de entrona permite mais
flexibilidade no uso biotecnolégico do promotores de tubulina para cada dado isotipo
de tubulina. Padrdo e amplitude de expressdo podem ser ajustados por simples
subtracao (ou adicao) de sua prépria ou sequéncia cognata de intron. Isso permitiria a
afinacdo da expressdo por uma ampla faixa, da mais fraca a alta, dependendo das
exigéncias da aplicacdo real. Novamente, deve-se notar que esse ajuste pode ser
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conseguido sem qualquer sequéncia de DNA que ja ndo esteja presente na planta de
interesse.

CONCLUSOES

Promotores, introns e sequéncias UTR de tubulinas vegetais presentes em qualquer
planta cultivavel de interesse s@o versateis o suficiente para qualquer padrdo de
expressdo desejado. Em combinacdo com as sequéncias codificadoras designhadas
para tubulina vegetal que confira tolerancia para agentes seletivos dirigidos a
microtubulos, deve ser possivel obter um marcador para selecdo que consista
exclusivamente de DNA gue ja esteja presente na planta.

Para preencher os principios ECO TUB, um sistema genético deve ter as funcdes
essenciais (permitir a selecdo apds a transformacado) e um alto grau de variabilidade
natural. Ambas pré-condicdes sdo satisfeitas pelo sistema de tubulinas vegetais.
Sequéncias codificadoras de tubulinas vegetais sdo modificadas para criar resisténcia
contra produtos quimicos eliminadores de tubulinas. Elas s&o fundidas com
promotores de tubulina adequados, da prépria planta hospedeira. A caracteristica
desejada pode ser obtida sem a introducéo de informacédo genética estranha (espécie
cruzada). Essa resisténcia é entdo usada para selecdo apos a transformacao. Para
definir exatamente este principio, quaisquer sequéncias de DNA de vetor séo evitadas
usando a tecnologia de DNA limpo, envolvendo transformagdo com o minimo de
unidades de expressao (promotor, sem genes de resisténcia a antibidticos, nem
origens bacterianas de repeti¢ao).

Promotores, introns e sequéncias UTR de tubulinas vegetais presentes em qualquer
planta cultivavel sdo versateis o suficiente para gerar quase qualquer padrdo de
expressao desejado. Em climas temperados, a produtividade das culturas é limitada
por baixas temperaturas. As plantas tém uma grande sensibilidade para o crescimento
a baixas temperaturas. Como conseqiiéncia, é o desdobrar retardado das folhas que
restringe a produtividade durante a estagdo da primavera. Entretanto, a sensibilidade
ao resfriamento é da mesma forma uma questdo importante fora das regibes
temperadas. De fato, em varias culturas, a estabilidade no frio dos microtibulos
mostrou ser correlacionada com a sensibilidade ao resfriamento, e observou-se que a
desmontagem dos microtibulos por compostos antimicrotubulares aumentou a
sensibilidade ao resfriamento.

Parece que a desmontagem dos microtibulos induzida pelo frio depende da regido
carboxiterminal. Além da resisténcia a arilcarbamato, espera-se que as mutagdes que
alteram o terminal C das tubulinas, produzam tolerancia ao frio nos microtabulos.
Planejamos no futuro, gerar plantas com tolerancia ao frio aumentada pela engenharia
no carboxi terminal de alfatubulinas.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

A questdo do desenvolvimento sustentavel, no que se relaciona com producdo de
alimentos e suprimento, se destaca a medida que avancamos no século 21. O rapido
crescimento da populacdo mundial, que se estima alcancar até 10 bilhdes de pessoas
até o ano de 2050, tera de ser pareada por um crescimento igualmente rapido na
capacidade de se produzir alimento em todo o0 mundo. Se realmente vamos parear a
populacdo em rapida expansao e crescentemente urbanizada, entdo melhoramentos
na producdo de alimentos terdo de ser encontrados. As préticas atuais, associadas
com o uso de maiores produtividades e protecdo de culturas, envolvem o uso de
insumos agroquimicos, tais como herbicidas e pesticidas.

Questbes Obvias de seguranca alimentar e saude humana levaram agora a
comunidade cientifica a focar-se no desenvolvimento de novas alternativas
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“ecocompativeis”. A biotecnologia vegetal, seja por melhoramento convencional ou
modificacdo genética, ofereceram novas variedades que exibem caracteristicas
favordveis como maior resisténcia a pragas e doencas e melhor valor nutritivo.
Entretanto, simplesmente focar-se na planta como entidade Unica ignora o importante
papel que as comunidades microbianas presentes na rizosfera tém na promocéo da
saude e produtividade de seu hospedeiro. Exemplos disso incluem o relacionamento
mutualistico entre as bactérias de fixacdo de nitrogénio e as raizes das plantas,
capacitando a planta a usar compostos nitrosos reduzidos que sdo supridos pelas
bactérias.

Mais recentemente, certas bactérias, na presenca de hormdnios vegetais,
apresentaram um aumento na massa da raiz da planta, permitindo com isso, aumentar
a absorcdo de nutrientes. Além de aumentar o suprimento de nutrientes, demonstrou-
se que 0s micrébios também conferiram um grau de protecdo contra patégenos
vegetais. Até agora, existe pouca informacgdo sobre como esses micrébios interagem
com a planta. Um maior entendimento disso, portanto, poderia fornecer novas
estratégias no melhoramento da saldde e produtividade da planta de uma maneira
ecocompativel.

O tema central do projeto ECO-SAFE foi a avaliacdo das consequéncias ecolégicas do
uso dos produtos da nova biotecnologia, baseados em plantas GM e inoculantes
microbianos, para atender ass metas da sustentabilidade da agricultura europeia.

Este projeto foi estabelecido como um grupo de dois projetos componentes
relacionados, baseados em uma parceria envolvendo a inddstria, uma ONG e 15
laboratérios académicos. Cada projeto componente tinha um objetivo principal e
tratava problemas importantes a serem resolvidos. Quando vistos juntos, estes
projetos ofereceram uma estratégia eficiente em fornecer informagfes cruciais
necessarias para a determinacdo do impacto ecolédgico e a seguranca das plantas GM
e inoculantes microbianos, bem como para predizer seu destino no ambiente.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

Embora inoculantes de Azospirillum sejam usados comercialmente, ha limitacGes
associadas com seu uso. Essas bactérias afetam o crescimento da raiz em resposta a
um horménio secretado pela planta - o &cido indol acético (IAA). Tirando vantagem
do conhecimento adquirido na regulacdo genética desse horménio, fomos capazes de
construir cepas do microrganismo geneticamente modificado (cepas GMM) com
capacidade aumentada de promover o crescimento da planta. A eficiéncia dessas
cepas foi testada, assim como o impacto potencial da biodiversidade local. Entretanto,
antes que quaisquer cepas GMM fossem testadas, ficou claro que efeitos basais da
inoculagcdo com o tipo selvagem de Azospirilum tinham que ser analisados.
Conduzimos extensivos ensaios de campo do inoculante tipo selvagem e testes com
contencao de inoculantes GM (moratéria da UE para aprovacdes para liberacdes
abertas de OGMs durante esse periodo) para gerar estes dados.

O segundo tema mais importante do ECO-SAFE tratou do fato de que microbios e
plantas em sistemas biolégicos nem sempre se comportam como esperado.
Complexas interagcdes entre hospedeiro e microbio acontecem em toda a regido do
solo sob a influéncia da planta. Essa “comunicacao” entre micrébio e planta € mediada
via sinais exudados pelas raizes da planta e por sinais secretados pelo microbio. Em
bactérias, esses eventos de sinalizacdo envolvem a producao de sinais extracelulares
(tais como homoserina lactonas -HSLSs)].
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Interessantemente, foi também demonstrado que as plantas podem interferir nesse
processo de sinalizagdo, produzindo moléculas HSL “mimicas”. Em vista disso. o
projeto ECO-SAFE utilizou técnicas modernas de genética para obter plantas
transgénicas que podem produzir sinais bacterianos. Demonstrou-se que estas plantas
modulam a expressdo génica e fendtipo das comunidades bacterianas residentes.
Estas plantas foram avaliadas usando uma gama de critérios, incluindo saude da
planta, protecdo contra doencas e impacto ecoldgico. Dada a importancia destes
sistemas de sinalizacdo, ndo é inesperado que alguns microrganismos (tanto fungos
como bactérias) tenham potencial para interferir com elas. Portanto, as bactérias que
degradam esses sinais foram identificadas e h& evidéncia de que fungos também
possam interferir com os sistemas de sinalizagdo. Por isso, conduzimos também
pesquisa fundamental para estabelecer a base molecular para os sistemas de
comunicacgdes célula-célula.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

As cepas fitoestimulatérias de Azospirillum modificadas trabalharam eficientemente no
estimulo de crescimento da raiz e na promogédo de absorcdo de nitrogénio. Estas
foram mais eficientes que as cepas originais do tipo selvagem. O projeto demonstrou a
importancia e o valor da pesquisa basica na determinacdo das bases bioldgicas
subjacentes dos fendbmenos aplicados. Projetos prévios UE (IMPACT I/ll) financiaram
alguns dos trabalhos que estabeleceram os passos moleculares para a producdo de
IAA por Azospirillum. Esse conhecimento foi aplicado em ECO-SAFE para re-regular
0S passos para gerar cepas melhoradas para aplicacdo. Usando cepas do tipo
selvagem no campo e cepas modificadas em condigbes controladas em casa de
vegetacdo, avaliamos os possiveis impactos negativos sobre a flora microbiana e
sobre a biodiversidade.

A descoberta mais importante foi que qualquer impacto de inoculantes sobre a
diversidade bacteriana foi menor que variacdes devidas a heterogeneidade natural do
solo e variabilidade planta a planta, efeitos sazonais e idade da planta. Os inoculantes
GM ndo causaram efeitos adicionais quando comparados com as cepas do tipo
selvagem.

O maior resultado do trabalho sobre a comunicagao célula-célula foi a geragdo de uma
grande massa de dados, enfatizando a importancia central da sinalizagdo mediada por
HSL para a funcéo ecoldgica e o papel de tal sinalizacdo na regulacao da fungéo
ecoldgica. Uma descoberta importante foi que as plantas geneticamente modificadas
ndo tiveram um impacto ecolégico negativo. Foi também estabelecido que outra
sinalizacdo, ndo HSL, também ocorre entre os microbios. Progresso significativo foi
feito no estudo de vérios outros sistemas de sinalizagédo célula-célula.

Em um trabalho subsequente, que utilizou técnicas genémicas, foi demosntrado que
sinais exudados de diferentes variedades de plantas tém efeitos diferenciais sobre a
expressao de genes bacterianos. Foi também demonstrado que um subgrupo desses
genes também tem um papel na capacidade das bactérias de colonizar a estrutura
raiz-planta. Pelo entendimento dos genes induzidos obteremos uma visdo
esclarecedora deles (e das caracteristicas que codificam) que influenciam a interacéo
das bactérias em seu ambiente.

CONCLUSOES

Na agricultura moderna, o uso de fertilizantes nitrogenados representa a principal fonte
de contaminacao por nitrogénio tanto da atmosfera (como 6xidos de nitrogénio) como
na agua de superficie e subterrdnea (como nitrato). A EU comprometeu-se com a
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reducdo de nitratos de fontes agricolas. O projeto ECO-SAFE mostrou que a
inoculacdo com Azospirillum demonstra que € factivel mudar da adubacdo pesada
com N para niveis mais sustentaveis de adubagdo com N. Pelo uso de cepas
geneticamente modificadas, a reducdo nas taxas de aplicacdo de fertilizante
nitrogenado de até 25%-30% pode ser compensada pela presenca de Azospirillum.

O efeito das cepas introduzidas nos micrébios locais é transitério, reversivel e mostrou
menos efeitos do que os causados pelas naturais flutuacbes sazonais, e podem,
portanto, ser considerados ndo prejudiciais ao ambiente. Esses avangos com
Azospirillum sdo o resultado a culminacéo de anos de pesquisa béasica da biologia do
sistema. A pesquisa que foi conduzida sobre a sinalizacdo célula-célula gerou uma
substancial massa de conhecimento basico que sustentara futuras aplicacdes no setor
de biotecnologia. A meta final desta pesquisa é produzir um novo biocontrole e
bactérias biofertilizantes que irdo reduzir nossas exigéncias da aplicacdo de
fertilizantes quimicos e fungicidas, aproveitando os produtos microbianos compativeis
com o ambiente.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

A transferéncia génica horizontal (ou lateral) de OGMs para organismos que vivem em
ambientes adjacentes foi vista como um risco potencial, uma vez que se demonstrou
anteriormente que o DNA estranho no trato intestinal de camundongos podem ser
absorvidos pelo organismo hospedeiro. Enquanto a transferéncia génica horizontal
(lateral) entre bactérias é bem conhecida e identificada como uma fonte importante de
inovacao evoluciondria entre os procariotos, virtualmente nada é sabido sobre as taxas
e mecanismos da transferéncia génica horizontal (lateral) em eucariotos. Essa falta de
informacédo inclui transferéncias potenciais bactéria e eucarioto, mas em particular
transferéncias potenciais de planta para animal.

Notavelmente, a presenca de cerca de cem genes “bacterianos” no genoma humano,
o que foi suspeitado apds uma analise inicial, ndo pode ser comprovada apos a
reandlise. Consequentemente, a transferéncia de um gene bacteriano para humanos é
extremamente rara. Isto, entretanto, ndo inclui a possibilidade de transferéncias
génicas horizontais mais frequentes para animais, em particular para organismos
eucariotos unicelulares vivendo no intestino.

Uma quantidade de ciliados — microrganismos eucariotos unicelulares, com uma
peculiar organizacdo do genoma — prospera no trato intestinal de varios animais.
Exemplos bem conhecidos séo os ciliados do rimen, que vivem no rimen dos animais
domésticos, como os bovinos, as ovelhas e cabras, mas também os Nyctotherus,
espécie no intestino posterior de baratas. Todos esses ciliados absorvem bactérias e,
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potencialmente, também DNA, algumas espécies de ciliados do rimen sao capazes
de ingerir e degradar material vegetal. Sua organizacao do genoma, i.e. a presenca de
um micronucleo limitado as linhagens germinativas e um macronucleo “somatico” (que
codifica 0s genes necessarios para o0 crescimento vegetativo) deveria permitir ndo
apenas uma identificacdo inequivoca de transgenes potenciais, mas também fornecer
evidéncia se esses genes sdo expressos ou ndo. Postulamos, portanto, que o0s
ciliados seriam monitores ideais para detectar a transferéncia génica lateral potencial
em tratos intestinais de animais.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

Qualquer julgamento de uma transferéncia génica horizontal de plantas GM para
eucariotos requer uma solida validacdo de transferéncias génicas horizontais que
ocorreram em ciliados intestinais em escala evolucionaria. Portanto, colecdes de
gDNA e cDNA foram construidas, sequenciadas ao acaso e analisadas através de
bioinformatica. Inicialmente, métodos convencionais (e.g. BLAST e analise
filogenética) foram usados para identificar genes que poderiam ter sido adquiridos por
transferéncia génica horizontal. Bibliotecas de expressdo também foram examinadas
para a presenca de genes fibroliticos, que sdo candidatos provaveis para a
transferéncia génica horizontal. Além disso, técnicas mais avancadas baseadas em
algoritmos para a identificacdo de transferéncia horizontal de genes e uma andlise
detalhada de uso de codon foram desenvolvidas para a confirmagdo da melhoria do
uso de cdédons de transgenes em tempos evolucionarios. Onde necessério, a biota
bacteriana nos varios ambientes do intestino foi analisada com base em bibliotecas de
16S rRNA para identificar fontes potenciais de transferéncia génica horizontal.

Para obter informacgdes sobre as dimensfes da escalas evolucionarias e a composi¢ao
das comunidades de ciliados em varios hospedeiros, foram geradas bibliotecas 18S
rRNA dos ciliados intestinais e analisadas filogeneticamente. Foram desenvolvidas
técnicas FISH (Hibridizacdo In Situ Fluorescéncia) para a identificacdo de ciliados
particulares em seus ambientes. Para identificar transferéncias génicas horizontais
potenciais em “tempo real”, ciliados intestinais foram testados, alimentando-os com
milho Bt176 aos organismos hospedeiros (e.g. vaca ou barata) ou alimentando folhas
pulverizadas de milho Bt176 para espécies selecionadas de ciliados do riamen que
eram mantidos in vitro por até dois anos.

A organizagdo do genoma macronuclear dos ciliados alvo foi analisada para permitir a
identificacdo inequivoca da potencial transferéncia génica horizontal em “tempo-real”
para ciliados intestinais. Finalmente, “ciliados modelo”, tais como Tetrahymena e
Euplotes, foram expostos ao DNA que codifica a proteina fluorescente verde (GFP) in
vitro para analisar as vias potenciais da transferéncia génica horizontal e para estudar
a dependéncia da concentracdo potencial de DNA em transferéncias potenciais de
DNA para ciliados. Alternativamente, ciliados Euplotes foram alimentados com células
de E. coli, portando o plasmideo pEGFP-N3.

Para testar se a presséo seletiva pode realcar LGTs em ciliados de rimen cultivados
in vitro, uma co-cultura de Entodinium caudatum e a bactéria resistente a mercurio
(rimen) foi estabelecida e mantida por 16 meses com a adicdo de sais de Hg2+ ao
meio de cultura.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS
Andlise de cerca de 5 mil ESTs (sequéncias de marcadores (tags) expressos)
confirmaram que ciliados do rumen, durante sua evolugdo, absorveram genes de

bactérias por transferéncia génica lateral a uma taxa que ndo tem precedentes em
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eucariotos. A taxa de transferéncia de bactérias para ciliados aproxima-se de niveis
até agora somente conhecidos para bactérias, i.e. mais de 4 %. Os dados corroboram
a hipdtese “vocé é o que come” de Ford Doolittle (1998); eles também mostram que
apenas genes com vantagem evolucionaria 6bvia foram mantidos. Mais ainda, os
dados analisados até agora ndo conseguiram provar qualquer evidéncia “firme” de que
um numero significativo de genes vegetais foi absorvido na escala evolucionaria.

Uma andlise comparavel do ciliado Nyctotherus ovalis do trato gastrointestinal de
baratas revelou um LGT muito mais baixo com um espectro completamente diferente
de genes adquiridos.

A andlise bioinformatica dos dados de ciliados do rimen mostrou que uma analise
escrutinadora é bastante demorada, uma vez que a validagdo de cada potencial
transferéncia génica horizontal evolucionaria requer uma analise filogenética
sofisticada e uma detalhada andlise do uso de codon. Os dados analisados até agora
mostram que genes adquiridos por transferéncia génica horizontal exibem uma
completa melhoria do uso de codon do ciliado recipiente. Esta observacéo indica que
essas aquisicdes de genes bacterianos por ciliados intestinais ocorreram ha milhbes
de anos, potencialmente como adaptacéo a vida no trato intestinal de seus particulares
hospedeiros, vertebrados ou invertebrados. Esta interpretacdo € apoiada pela
observacdo de que um numero significativo de genes envolvidos no metabolismo
anaerobico e, em particular a degradagédo de material vegetal é, de origem bacteriana.
Concordantemente, o ciliado bacterivoro Nyctotherus  ovalis reteve
predominantemente genes que favorecem sua adaptacdo a ambientes anaerdbicos e
nenhum envolvido em degradacdo de material vegetal.

Uma vez que a deteccao do potencial evolucionario das transferéncias eucarioto- (e.g.
planta)-para-eucarioto pode ser prejudicada por uma origem comum desses genes,
embora antiga, analisamos a estrutura génica dos macronucleos dos varios ciliados,
usando eletroforese de gel de carga pulsatil (PFGE), isolamento de macronucleos e
clonagem molecular. Embora o ciliado anaerdbico Nyctotherus ovalis possua
minicromossomos (ou micro) do tamanho de genes, os ciliados do rimen possuem
maiores “midicromossomos”, que sao, entretanto, muito menores que o0s
cromossomos macronucleares dos ciliados aerébicos modelo Tetrahymena ou
Paramecium. Mais ainda, o conteddo AT de Nyctotherus e ciliados do rimen é
bastante diferente, assim como a presenca e o0 tamanho dos introns. A analise
detalhada desses introns poderd permitir a identificagdo de potenciais organismos
eucariotos doadores.

A andlise de células de Nyctotherus do intestino posterior de baratas alimentadas com
folhas pulverizadas de milho Bt176 por trés anos néo fornece evidéncia da aquisicdo
de DNA-OGM do milho Bt176. Os experimentos com ciliados aerébicos confrontados
com FP-DNA também né&o revelaram absor¢cdo e expressdo de genes GFP. Além
disso, os experimentos visando a identificar a transferéncia de um gene de resisténcia
a mercurio sob presséo seletiva ndo foram bem-sucedidos.

CONCLUSOES

A transferéncia génica horizontal histérica teve um papel importante na evolugéo de
ciliados anaerdbicos simbiéticos, que prosperam no trato intestinal de grandes
herbivoros mamiferos e baratas. Muitas das transferéncias génicas pareceram ser
relacionadas a processos de adaptacdo dos ciliados simbio6ticos, melhorando seu
desempenho metabdlico nos ambientes anaerébicos intestinal proporcionado por seus
hospedeiros em coevolugdo. A incidéncia extremamente alta da transferéncia génica
horizontal histérica em ciliados do rimen confirma o postulado que ciliados intestinais
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podem ser usados como poderosos monitores para a deteccdo de transferéncia
génica horizontal potencial de OGMs para eucariotos.

Até agora, nenhuma evidéncia foi encontrada sobre a aquisicdo evolucionaria de
genes “toxicos” por ciliados, os quais, potencialmente, poderiam prejudicar seus
hospedeiros. A incidéncia de aquisicdo de genes derivados de plantas na evolugéo
também parece ser extremamente baixa — se é que ocorre. A analise dos ciliados
tratados com milho Btl176 in vitro por dois anos, e de Nyctotherus ovalis que foi
exposto a Bt176 por trés anos, nao foi capaz de fornecer evidéncias para a absorcao
de genes relacionados com Bt176.

Os dados gerados para Nyctotherus ovalis também contribuiram para melhor
entendimento da evolucao de organelas das células: o hidrogenosoma de Nyctotherus
ovalis pareceu ser o “elo perdido” no nivel celular. A andlise filogenética de genes
hidrogenosomais revelou que a maioria deles tinha uma origem mitocondrial ciliada;
apenas um punhado foi obtido por LGT de fontes bacterianas. Especialmente para o
gene da hidrogenase, que foi montado em tempos evolucionarios a partir de duas
fontes bacterianas, uma aquisicdo por transferéncia génica horizontal poderia ser
inequivocamente estabelecida.

Foi mostrado que a transferéncia génica horizontal é um fenbmeno que ocorre
naturalmente entre os ciliados simbioticos eucariotos, permitindo a coevolugdo com
seus hospedeiros e uma adaptagcéo a seu ambiente anaerdbico. No nivel de organela,
a aquisicao evoluciondria de genes de varias fontes € uma importante fonte de
inovacgado. A aquisicao potencial de genes que sdo desfavoraveis para a organela, para
0 simbionte ou para os hospedeiros, parece levar a sua rapida eliminagéo.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

Bt-BioNoTa é um projeto de P&D, que procurou tratar de importantes questfes
relacionadas com a seguranga ambiental de plantas de culturas resistentes a insetos
transgénicas que expressam toxinas de Bacillus thuringiensis. Mais especificamente,
os efeitos de tais culturas na biodiversidade de insetos ndo-alvo investigados em uma
abordagem multidisciplinar.

Embora as culturas resistentes a insetos que expressam toxinas Bt continuem a
crescer em importancia em paises fora da UE, ha grande preocupacgdo em relagédo a
seguranca ambiental de tais culturas. Especificamente, relatos de possiveis efeitos
negativos na biodiversidade de insetos ndo-alvo e em campos circundantes de
culturas Bt alimentaram davidas publicas e politicas. Enquanto a redugéo esperada em
insumos em inseticidas quimicos em culturas Bt possa contribuir para a politica da UE
de desenvolver protecdo de plantas segura e ndo hostil ao ambiente. Neste sentido,
mais dados cientificos sdo necessarios para entender os riscos ambientais associados
para apoiar a tomada de decisdo baseada na ciéncia.

Os principais objetivos gerais do projeto foram:

aumentar a massa de dados em experimentos de campo comparando culturas Bt e
nao Bt;

identificar possiveis efeitos das culturas Bt sobre insetos ndo-alvo em experimentos
de laboratorio e casas de vegetacéao;

aumentar o entendimento dos mecanismos dos efeitos observados;

melhorar a previsdo e o monitoramento de efeitos sobre a biodiversidade de insetos
nao-alvo no campo.
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Experimentos de campo, assim como experimentos de laboratério, usando varias
plantas de culturas transgénicas contendo diferentes genes para toxinas Bt, foram
conduzidos para estudar o impacto de plantas transgénicas na biodiversidade. A
experiéncia ganha contribuira para o estabelecimento de protocolos de monitoramento
para uso futuro. Os experimentos de laboratério irdo destacar onde os efeitos
negativos potenciais sobre a biodiversidade poder&o ocorrer, apoiando processos
regulamentadores no estabelecimento de testes de campo e monitoramento de
protocolos. Também contribuira para o entendimento dos mecanismos e a
previsibilidade de um efeito letal observado da toxina Bt sobre um inseto predador
importante, a crisopa verde. Uma ferramenta molecular para o monitoramento e a
protecdo de tais efeitos foi desenvolvida e aumentara a velocidade e eficacia do
monitoramento.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

O plano de trabalho do projeto foi originalmente dividido em seis blocos de trabalho,
consistindo no total de 19 “sub-blocos de trabalho”:

WP1: modo de agéo do Bt sobre a crisopa verde;

WP2: cDNA microconjuntos para medicao de efeitos de toxinas;

WP3: efeitos de transgenes Bt sobre interacgdes tritréficas: biodiversidade parasitoide;
WP4: efeitos de transgenes Bt sobre a biodiversidade de polinizadores;

WP5: efeitos de transgenes Bt sobre interacdes tritréficass: biodiversidade de
predadores;

WP6: efeitos de culturas transgénicas Bt sobre a biodiversidade de insetos ndo-alvo
no campo.

Todos os experimentos e blocos de trabalho aqui descritos fizeram uso das mesmas
quatro culturas/combinacdes do gene Bt, com suas respectivas pragas alvo:

* milho expressando a toxina Cry1Ab, para resisténcia a broca europeia do colmo;

* berinjela expressando a toxina Cry3B, para resisténcia a besouro da batata do
Colorado;

* batata expressando a toxina Cry1Ab, para resisténcia a mariposa do tubérculo da
batata;

* canola expressando a toxina Cry1Acn, para resisténcia a mariposa diamondback e a
larvas da borboleta branca do repolho.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS
Modo de acdo datoxina Bt sobre o predador ndo-alvo Chrysoperla carnea (crisopa verde)

A interacdo milho Bt/lagarta da folha do algodéao/larva de crisopa verde foi investigada,
com os seguintes resultados:

toxinas Bt CrylAb (encontradas em milho Bt) e CrylAc (encontradas em algodao Bt)
ndo mostraram ligagdo com as membranas ciliadas da borda do intestino larval;

a quantidade de toxina CrylAb ingerida pelas larvas de crisopa atraves da lagarta da
folha do algoddo, que estivera se alimentando de milho Bt, € apenas 1% da
concentracdo determinada como tendo efeitos deletérios em experimentos de
alimentacéo direta;

a expressao génica em larvas de crisopa, e alteragfes na resposta a exposicao
direta ou indireta da toxina Bt, foram investigadas usando um microconjunto de cDNA
consistindo de 1.440 spots de DNA de crisopa: embora alimentacdo direta com a
toxina tenha um efeito mensuravel sobre a expressao génica em larvas de crisopa, a
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exposicdo indireta (através da presa) tem um efeito muito menor e ha pouca
sobreposicao entre os dois tipos de resposta;

baseados nessas observagfes com diferentes técnicas, concluimos que é improvavel
gue as larvas de crisopa verde sejam diretamente afetadas por CrylAb em milho Bt.

Efeitos de transgene Bt em interagdes tritréficas:
Biodiversidade de parasitoides

Vérios sistemas de culturas/herbivoro/sistemas de parasitdides foram estudados
gquanto a efeitos de transgenes Bt sobre este tipo de interacdes tritréficas.

Nossas descobertas foram:

nenhuma diferenca comportamental e nenhum efeito adverso de plantas milho Bt
sobre a eficiéncia na alimentagcdo e no desenvolvimento do parasitéide Aphidius
rhopalosiphi;

nenhuma influéncia comportamental e nenhum efeito adverso de plantas de canola
Bt sobre a eficiéncia na alimentagdo e no desenvolvimento do parasitéide Diaeretiella
rapae;

nenhum efeito adverso de plantas de berinjela na eficiéncia de alimentacdo e na
longevidade do parasitdide Aphidiuservi. A frequéncia de parasitismo foi maior em
plantas Bt;

nenhuma influéncia comportamental e nenhum efeito de plantas de berinjela na
eficiéncia alimentar e no desenvolvimento do parasitéide Encarsia formosa;

culturas diferentes mostraram consideraveis diferencas na quantidade de vbos
detectaveis de parasitéides entre plantas Bt e linhas isogénicas;

uma vez que poucas diferencas foram encontradas nos parasitdides, aparentemente
existe uma consideravel flexibilidade em seu comportamento quanto a sinais olfatérios.

Efeitos de transgenes Bt sobre biodiversidade de polinizadores

A polinizacéo por insetos € um passo essencial na formacao de frutos e sementes em
muitas culturas, sendo importante, portanto, entender o impacto de transgenes a
esses processos. Para contribuir no entendimento dos efeitos dos transgenes sobre os
polinizadores, a atividade e a alimentacdo dos polinizadores foi estudada em duas das
culturas usadas no projeto: canola e berinjela. De modo geral, nossos resultados
indicam que os efeitos sobre polinizadores de plantas transgénicas, pelo menos
aguelas que sao fontes importantes de alimentos e/ou sdo dependentes de insetos
como polinizadores, merecem maiores atengées. Os exemplos estudados indicam que
o comportamento do polinizador pode ser afetado e também foi aparente que fatores
externos, tais como local (por exemplo, distancia de colénias comerciais de abelhas)
podem afetar fortemente a composi¢do da sociedade do polinizador e dai o resultado
de estudo de comportamento.

Efeitos de transgenes Bt sobre interagdes tritroficas — biodiversidade do predador

Uma analise rigorosa foi feita de redes de alimentos (especificamente para artropodes
associados com culturas) em campos de batatas e berinjelas. Um numero de
interagBes bitréficas e tritréficas em ambas as culturas foram recomendadas como
objeto de estudo ecologicamente significativo. Os efeitos das plantas de culturas Bt
sobre diferentes insetos herbivoros ndo-alvo nessas culturas levaram as seguintes
conclusdes:

a lagarta da folha do algodéo teve maior mortalidade e tempo de desenvolvimento
mais longo em dois tipos de milho Bt (MON810, Bt11);

49



a mortalidade e o tempo de desenvolvimento do besouro da batata do Colorado
podem ser negativamente afetados pela batata Bt;

nenhum efeito estatisticamente significativo da berinjela Bt sobre a mortalidade ou
desenvolvimento da mariposa do tubérculo da batata sob condi¢gbes de laboratério ou
de campo;
* acaros aranhas mostraram preferéncia por berinjela Bt.

Diferentes espécies de predadores foram alimentados com toxinas Bt ativadas ou um
controle livre de Bt em experimentos bitréficos ou com presas herbivoras criadas com
plantas transgénicas Bt ou plantas controle ndo Bt em experimentos tritréficos:

larvas dos predadores crisopa verde e duas espécies de joaninha (Adalia bipunctata;
Hippodamia variegata) foram afetadas negativamente em varios experimentos quando
alimentadas com as proteinas ativadas Cry1Ab ou Cry3Bb;

o desenvolvimento das larvas de crisopa verde em um complexo herbivoro natural
em berinjelas Bt em gaiolas foi mais lento;

nenhum efeito significativo sobre joaninhas especialistas (Stethorus punctillum)
alimentando-se de &caros aranha sobre berinjela Bt ou milho Bt: entretanto a
densidade de presas de acaros aranha era maior em berinjela Bt;

acaros predatérios tém preferéncia por acaros aranha de berinjela ndo Bt, mas nao
mostraram efeitos em milho Bt ou nédo Bt.

O milho Bt ndo afeta negativamente uma espécie de aranha predadora, Theridion
impressum;

a sensibilidade a toxina e o nivel de frequéncia da exposicdo desses predadores a
toxinas Bt terdo que ser levados em conta na condugdo de avaliacdo de risco de
culturas Bt.

Efeitos de culturas transgénicas Bt sobre a biodiversidade de insetos nao-alvo no
campo:

testes de campo com berinjela Cry3Bb: trés estacfes de testes de campo com
berinjela resultaram nas seguintes conclusdes: a berinjela Bt ndo afetou a
biodiversidade geral de artrépodes, embora, como esperado, a densidade do besouro
da batata do Colorado fosse mais baixa nas parcelas Bt e, curiosamente, a dindmica
da populacéo de afideos foi diferente entre as parcelas.

testes de campo com batata CrylAb: duas estacfes de testes de campo levaram a
conclusao de que a batata Bt ndo afetou a biodiversidade geral dos artropodes.

testes de campo com canola CrylAc: duas estacles de testes de campo produziram
as seguintes conclusGes: a canola Bt ndo afetou a biodiversidade geral dos
artrépodes. Um importante herbivoro ndo-alvo (bicho mineiro) ndo foi negativamente
afetado pela canola Bt.

testes de campo com milho CrylAb: trés estacdes de testes de campo com milho
resultaram nas seguintes conclusdes: o milho Bt ndo afetou a biodiversidade geral dos
artropodes por duas estacbes, enquanto, na terceira, a biodiversidade foi menor nas
parcelas transgénicas. A lagarta do capulho do algoddo € uma praga secundaria
significativa e apenas parcialmente controlada pelo milho Bt e, portanto, deveria ser
levada em consideracdo no manejo de resisténcia de plantas. Outras espécies de
herbivoros e predadores especificos testados ndo foram afetadas pelo milho Bt.

De modo geral, em testes de campo por varias estacfes, poucos efeitos negativos na
biodiversidade de artrépodes foram encontrados para as culturas Bt testadas.
Naturalmente os testes e experimentos tinham suas limitagbes em objetivo, tamanho e
duragdo. O nivel de certeza requerido determinarq se mais experimentacdo e testes
S840 necessarios para a avaliacdo de risco ou nao. O relatério final do projeto contém
uma proposta para uma nova estrutura de avaliacdo de risco ambiental (ERA) para
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plantas transgénicas e tentativas para solucionar as falhas dos procedimentos de
testes derivados de produtos quimicos que foram usados para plantas transgénicas no
passado.

CONCLUSOES

A interacdo da toxina expressa no milho Bt tem sido estudada de vérias formas. Todos
os dados apresentados aqui sugerem que, embora CrylAb em doses relativamente
altas e exposi¢ao continua possa afetar negativamente as lavas de crisopa verde, nao
€ provavel que a acdo toxica da proteina seja responsavel pelo efeito negativo do
milho Bt em uma interacao tritréfica. Mais provavelmente, é a reduzida qualidade da
presa (lagarta da folha do algoddo exposta a CrylAb) ou outra interacdo ainda néo
caracterizada entre a dieta e a toxina que afeta negativamente as larvas de crisopa
nessas circunstancias. Se o efeito negativo observado exerce papel significativo no
campo, é necessario determinar em testes de campo.

Em resumo, com uma excec¢do, nenhuma diferenca importante no comportamento de
parasitéides, taxa de parasitismo e longevidade de adultos foi observada entre as
culturas Bt e suas linhas isogénicas. Naturalmente estes resultados devem ser
julgados no contexto de seus limitados objetivo e duragdo, o que pode deixar de
detectar diferencas menores ou que somente irdo aparecer apos varias geracoes, ou
com outras espécies. Nao obstante, a Unica interacdo afetada que foi detectada
mostra a utilidade destes experimentos para identificar riscos putativos.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

Fitopatdgenos bacterianos, em particular aqueles que causam as podriddes marrom e
mole, s&o uma imensa ameaga a cultura da batata na Europa, com severas perdas
econdmicas relatadas em varios Estados-membros. Nos anos recentes, varias
abordagens ndo quimicas para controlar esses fitopatbgenos foram propostas e
desenvolvidas. Estas incluem a linhagens de batata transgénica que produzem a
lisozima fago T4 e, portanto, afastam fitopatdgenos; as linhagens de batata
transgénica que produzem as enzimas liticas cecropina e/ou atacina; e 0 uso de
mutantes avirulentos do patdégeno, que compete com o tipo selvagem na rizosfera e
eficientemente interfere em sua acdo. Nenhuma dessas abordagens alcancou a
comercializacdo até agora, e seus efeitos putativos sobre o ambiente permanecem
desconhecidos. Particularmente, h& preocupacgfes relacionadas com seus impactos,
por exemplo, sobre as populacdes microbianas indigenas presentes nos campos
agricolas ou associadas com a cultura da batata.

Este projeto objetivou explorar os efeitos de estratégias biotecnoldgicas selecionadas
para proteger plantas de batata do ataque de patdgenos sobre a diversidade
microbiana da fitosfera. Os patdgenos estudados foram Ralstonia solanacearum e
Erwinia carotovora ssp. Atroseptica, que sao o0s principais patdgenos bacterianos da
batata. Os objetivos principais do estudo foram:

avaliar os efeitos de trés estratégias para controle de patégenos bacterianos em
batata sobre a biodiversidade estrutural e funcional da microflora associada com a
batata;

avaliar os efeitos de estratégias selecionadas de biocontrole sobre a diversidade
genética das populacdes de patdégenos visadas na rizosfera da batata;

avaliar a factibilidade das estratégias selecionadas reduzirem a ameaca dos
patdégenos bacterianos a cultura da batata; e
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recomendar, com base em conhecimento profundo sobre o impacto ecolégico, a
estratégia mais vidvel para o controle ndo quimico dos fitopatbgenos bacterianos
visados.

Para atingir essas metas, foram necessarios extensivos testes em microcosmos, na
casa de vegetacdo e no campo. Para todos os objetivos, um conjunto de métodos
moleculares na vanguarda do desenvolvimento tecnoldgico teve que ser desenvolvido
e empregado, em combina¢cdo com uma gama de métodos tradicionais disponiveis.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

As trés estratégias selecionadas foram o uso de: (1) plantas de batata contendo
lisozima T4, (2) plantas contendo determinantes cecropina e atacina e (3) formas
avirulentas de R.solanacearum como “bloqueadoras de nicho”. Em uma primeira fase,
0s instrumentos necessarios para avaliar os efeitos esperados foram desenvolvidos e
validados. Foram desenvolvidos métodos de detecgdo para patdégenos e agentes de
biocontrole, e.g. tecnologias do gene marcador de proteina fluorescente verde (GFP) e
um sistema iniciador especifico visando ao R. solanacearum (fliC). Além disso, foram
desenvolvidos ou avaliados instrumentos moleculares de “fingerprinting” gerais e
grupos especificos para a comunidade microbiana para demonstrar efeitos eventuais
relacionados com causadores liberados pelas plantas transgénicas. Foram construidas
bibliotecas de clones a partir de reunido de amostras de DNA do solo, para determinar
as espécies mais dominantes associadas com a batata em ambas as localizagbes,
Espanha e Holanda.

Métodos baseados em atividade foram avaliados para explorar as frag6es microbianas
em conjunto e solos da rizosfera de parcelas de campo com plantas transgénicas. A
seguir, a “melhor” estratégia para proteger a batata do ataque de patégenos foi
avaliada em experimentos em casa de vegetacdo. Infelizmente, permissbes para
aplicar formas modificadas (avirulentas) de patégenos nao puderam ser obtidas das
autoridades competentes dos Estados-membros, impedindo o teste de campo com
agentes microbianos. Apoés a selecao da melhor estratégia, estudos de campo foram
conduzidos em dois Estados-membros, Espanha e Holanda.

PRICIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

Os mutantes avirulentos de R. solanacearum proporcionaram protecdo contra a
invasdo das plantas de batata por R. solanacearum em verificacdes iniciais, mas
falharam em fazer isso em experimentos subsequentes em microcosmo de solo. Uma
linhagem de batata lisozima T4, DL-12, mostrou ter étima prote¢do tanto contra R.
solanacearum como contra E. carotovora. Outras linhagens de batata transgénica néo
conferiram resisténcia similar aos patégenos aplicados, portanto esta tecnologia (i.e. a
linhagem DL-12) foi selecionada para teste de campo.

Primeiramente, um estudo bésico executado no campo em dois Estados-membros
avaliou a dindmica em microflora natural associada com a batata silvestre. Foi
encontrada uma variacdo consideravel com o tempo, i.e. a fase de crescimento da
batata era o determinante chave para a microflora associada a planta. Mais ainda, o
local (Espanha versus Holanda) e a variedade da batata afetaram a diversidade
microbiana ao redor das plantas. Consideraveis nimeros de benéficos, a maioria
identificada como tipos de Lysobacter spp., foram detectados e isolados nas plantas
de batata cultivadas no campo, tanto da rizosfera como da endosfera. Em uma
segunda e ultima fase, foi feito o teste de campo da linhagem transgénica DL12 versus
tipo selvagem (Desiree) nos mesmos dois Estados-membros. Infelizmente, o
experimento da Holanda foi destruido por ativistas; entretanto, parte deste
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experimento pdde ser salva, até mesmo produzindo dados Uteis. Conjuntamente,
ambos o0s experimentos novamente indicaram que a fase de crescimento da planta e
do local (Espanha versus Holanda) foram os mais importantes determinantes das
estruturas microbianas associadas as plantas.

Uma diferenca pequena e efémera entre a diversidade microbiana associada a DL12 e
o tipo selvagem foi notada mais especialmente no campo da Espanha. Entretanto, o
efeito foi mindsculo e ndo pode ser atribuido & modificacdo genética per se, uma vez
gue as duas linhagens ndo eram estritamente isogénicas e revelaram diferencas em
crescimento. Outros fatores importantes que controlam estas comunidades associadas
a batata podem também ser responsaveis pelos efeitos observados, por exemplo, a
origem e idade das batatas semente. Um efeito da linhagem transgénica sobre a
diversidade de benéficos potenciais néo foi notada.

As estratégias biotecnoldgicas selecionadas para controlar dois principais patdégenos
bacterianos tém claras desvantagens em sua aplicagdo. As cepas avirulentas
aplicadas como agentes biocontroladores mostrou promessas, mas demonstrar
protecdo total foi problematico e maior exploragdo dessa abordagem torna-se
necessaria. Mais ainda, sua competéncia ecolégica pode ser afetada pela
modificagdo genética. Também neste estudo, a expressdo da lisozima T4 em DL12
nao forneceu protegao total contra R. solanacearum e deve-se portanto concluir que a
populacédo de R. solanacearum que infecta as plantas da batata ndo € completamente
afetada pela lisozima T4. Possivelmente, as células de R. solanacearum que
invadiram o tecido da planta estéo protegidas do produto transgénico, ou a expressao
da lisozima T4 € baixa demais para evitar a penetracdo de R. solanacearum nas
raizes. A expressdo génica da lisozima T4 melhorada e controlada para tecido
especifico nas linhagens de batata transgénica pode ser necessaria para melhorar
ainda mais o biocontrole em linhagens transgénicas com lisozima T4.

CONCLUSOES

Concluindo, apenas a linhagem de batata transgénica com o a lisozima do
bacteri6fago T4 mostrou promessa limitada como controladora dos patégenos
bacterianos. Expressédo aumentada e controle da expressao em tecido especifico nas
linhagens de batata transgénica podem representar um melhoramento importante para
a supressao mais efetiva dos patégenos alvo.

Entretanto, todas as trés estratégias propostas que visam a controlar os patégenos
selecionados na batata mostraram sérias desvantagens para as aplicagfes. A
modificagdo genética em batata com um proposto forte efeito na estrutura da
comunidade microbiana (lisozima T4) ndo revelou mudancas drasticas na comunidade
indigena do solo e associada a planta. Outros fatores ambientais como local e fase de
crescimento causaram efeitos mais fortes a estrutura da comunidade microbiana
dessas plantas. Pequenos efeitos observados nas estruturas da comunidade
associadas a planta podem nao estar relacionados com a modificacéo genética per se,
mas serem atribuidos a pequenas diferencas em batatas semente. Batatas semente
devem ser estritamente isogénicas e derivadas da mesma fonte quando se determina
diferencas em estruturas de comunidades associadas as plantas entre plantas
transgénicas e do tipo selvagem.

Derivados avirulentos de patégenos importantes geneticamente modificados podem
ser bem sucedidos no combate as doencas, mas preocupacdes sobre a possivel
conversao para a viruléncia e competéncia ecolégica reduzida limitam ainda mais a
exploracdo desse tipo de abordagem. Mais ainda, esta tecnologia ndo pode ser
submetida a testes completos devido a limitagcdes regulamentares. A modificacdo
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genética das plantas pela insercdo de genes antagonistas a patdgenos pode ser
promissora, embora ndo possa ser excluido que a atividade de largo espectro do
produto transgénico pode causar efeito sobre as comunidades antagonistas em
plantas préximas.

Depois dos novos sistemas de deteccdo desenvolvidos por este projeto, as
recomendacdes para as autoridades dos Estados-membros da UE sobre os efeitos
das plantas transgénicas sobre a microbiota do solo representam o resultado mais
importante deste projeto. A verificagcdo da diversidade microbiana e de populacdes
antagonistas em ou préximo as plantas transgénicas via uma abordagem
independente da cultura foi desenvolvida e aplicada com sucesso. E, portanto,
recomendado que essa verificagdo (polifasica) microbiana independente de cultura
para testar efeitos de novas construcfes transgénicas em comunidades associadas a
plantas seja aceita como procedimento de rotina nas regulamentacbes de
biosseguranca.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

Rizorremediacao é a aplicacdo combinada de plantas e bactérias da zona da raiz para
a limpeza de solo poluido. O primeiro objetivo deste projeto era desenvolver bactérias
multifuncionais modificadas para degradacdo PCB in situ, para sinalizar a
biodisponibilidade do poluente, a eficacia da cepa de biorremediacao, a formacao do
produto intermediario clorobenzoatos (CBA), e a determinagdo dos pontos de medida
da degradacéao.

O segundo objetivo era desenvolver métodos moleculares de deteccéo para rastrear
as bactérias degradadoras no ambiente para quantificar as cepas de OGMs sob
condi¢cdes ambientais e, monitorar efeitos na comunidade microbiana em solo poluido.
O objetivo final era conduzir modelagem ambiental mateméatica do processo e preparar
uma detalhada avaliacdo de risco (e diretrizes) do organismo geneticamente
modificado (OGM) e da biorremediacéo.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

Fusdes do promotor Gfp foram usadas para gerar cepas biossensoras que pudessem
monitorar o produto final do processo de biorremediacdo, clorobenzoatos. Foram
construidas cepas com expressao realgcada da marcha de degradagdo PCB usando
promotores nod box e circuitos reguladores nodD. Metodologias de Cadeia de Reacéo
de Polimerase (PCR) de tempo real foram usadas para identificar e quantificar os
OGMs. O impacto dos OGMs introduzidos sobre populagbes bacterianas foi
monitorado por meio de métodos moleculares de ecologia microbiana, tais como
Eletroforese de Gel de Gradiente Termal (TGGE) e verificando grupos de genotecas
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especificas. Culturas de tecidos vegetais foram avaliadas para degradacéo de PCBs e
seus produtos finais. Os OGMs foram testados em mesocosmos realistas usando
solos reais contaminados com PCBs. Os dados gerados foram usados em
experimentos de modelagem para predizer a reducéo do risco do processo conduzido
pelos OGMs.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

Um dos mais entusiasmantes aspectos do projeto foi o desenvolvimento de cepas
biossensoras integradas facilitando in situ o0 monitoramento da remediacdo PCB. O
sistema desenvolvido permitiu a deteccdo dos PCBs biodisponiveis em niveis tdo
baixos quanto 100 nM. Em particular, esses instrumentos permitirdo um
monitoramento da eficacia dos inoculantes de biorremediacdo em situacdes reais. As
descobertas irdo levar a melhor entendimento dessas medidas para serem aplicadas
para a otimizag&o de tecnologias de biorremediacao.

Instrumentos moleculares foram desenvolvidos para a identificacdo e quantificagdo
nao ambigua de cepas de bactérias geneticamente maodificadas no ambiente. O OGM
pode ser quantificado no nivel de 1 a 10 células por grama de solo em
aproximadamente 90 minutos. Demonstrou-se que o impacto do inoculante sobre a
composi¢ao da comunidade microbiana afeta apenas a rizosfera da planta inoculada e
nao se dissemina significativamente além disso.

Extensivos testes do sistema em plantas de alamos e outras espécies de plantas
indicaram que o OGM aumentou significativamente a remocao total dos PCBs na
presenca das plantas, em contraste com plantas com micrébios autéctones
(indigenas).

A modelagem matematica confirma os dados de laboratério e sugere que o uso do
processo OGM encurtaria significativamente o tempo de limpeza de solos
contaminados. Foi conduzida uma avaliacdo detalhada do impacto sobre o uso de
cepas OGM. Em geral, a reducao de risco seria esperada se o processo fosse usado
em situacbes reais. Um conjunto de diretrizes foi proposto sobre o uso seguro, as
vantagens e limitactes desta tecnologia de biorremediacdo baseada em OGM.

CONCLUSOES

Embora trabalhando com um sistema modelo, o projeto trouxe resultados de interesse
geral que podem ser aplicados na biorremediagéo e protegdo ambiental. Incluem:
rizoasera caracterizada/cepa(s) do solo para degradar PCB: o principio pode ser
estendido para outros compostos alvo;
tecnologias de inoculacdo para introduzir cepas ao ambiente contaminado
solo/rizosfera;
funcionalidade de biossensoras das cepas para monitoracdo de atividade in situ: isso
poderia ser estendido a outros compostos;
sistemas de expressdo génica de alto nivel para Pseuddmonas (baseado em
Sinorhizobium nod Box);
avaliacao de risco — OGMs, produtos finais metabdlicos e modelagem matematica.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

A eficiéncia no uso de nitrogénio (NUE) € um novo impulsionador do melhoramento de
trigo em resposta as preocupacdes com 0 uso excessivo de fertilizantes quimicos,
custos econdmicos e poluicdo ambiental. E do interesse publico apoiar os esforcos de
melhoramento para selecionar variedades capazes de usar o0 nitrogénio mais
eficientemente, proporcionando a ciéncia de plantas que os sustentam. A diversidade
genética é o material basico do melhoramento de plantas. Neste sentido, explorar a
variagdo natural e a transgénica para obter cultivares com desempenho agrondémico
melhorado com enfoque no metabolismo do nitrogénio é um projeto de alta relevancia.

Sd0 necessarios marcadores na planta para caracteristicas-chave que possam ser
usados em selecdo molecular para aumentar tanto o nivel quanto a estabilidade de
eficiéncia para apoiar a agricultura sustentavel. Estes marcadores podem entdo ser
incorporados em variedades de alta produtividade, usando instrumentos convencionais
ou biotecnoldgicos, no médio ao longo prazo. Este projeto propds uma abordagem
com dois caminhos para desenvolver novos genétipos de trigo usando modificacao
genética e desenvolver genética molecular para selecionar variacdo alélica e novas
caracteristicas moleculares.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

Uma abordagem de genética quantitativa foi usada para estudar o uso de nitrogénio
(NU) em trigo porque € uma caracteristica multigénica complexa. A analise de ligacdo
fatorial foi usada para dissecar caracteristicas componentes, identificar novas
caracteristicas e posicionar genes candidatos sob loci - o primeiro estudo de NU em
trigo para panificacdo. Usamos uma populacdo de mapeamento de trigo para
panificacdo e estabelecemos fendtipos e loci de caracteristicas quantitativas (QTL)
relacionadas com caracteristicas fisiolégicas, de desenvolvimento, relacionadas com
produtividade e bioquimicas. Para comparar loci e dados com os de arroz e milho, a
gendmica comparativa foi usada e a enzima do metabolismo primario do nitrogénio, a
glutamina sintetase (GS), foi mapeada nessa populacéo.
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Foi usada a tecnologia mais moderna de modificacdo genética (GM) para produzir
novos transgénicos de trigo para testar a importancia da GS para a NU do trigo. Um
namero de linhagens transformadas independentemente em Vvarios genétipos,
linhagens homozigéticas duplo-haploide foram produzidas, transformando um cultivar
com uma construcdo de super-expressdo de GS1 da soja, sem o marcador de
transformacgdo ampicilina. A aquisi¢do primaria de nitrogénio foi estudada, transporte
de aménia, status do nitrogénio inorganico, metabolismo do nitrogénio e fotossintese
de trigo selecionado DHL e linhagens transgénicas. A selecado subsequente de novos
transgénicos de trigo para uso de nitrogénio e produtividade foi feita em testes de
campo na Espanha.

A familia do gene GS de trigo foi clonada e seu resultado foi comparado ao arroz e
milho. A expresséo e o perfil de proteina da familia do gene GS do trigo durante o
desenvolvimento da planta foram estudados em diferentes tecidos, durante jejum de N
e alimentacdo, em plantas no campo, correlacionando com crescimento. Localizamos
alguns dos genes GS usando as mais novas técnicas de imunolocaliza¢cdo em trigo e
milho. Estudamos a fungdo de GS citosdlico em milho usando linhagens mutantes
especiais.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

Os estudos genéticos da populacdo de mapeamento de trigo de panificacao
demonstraram a importancia da enzima glutamina sintetase no controle de aspectos
do uso de nitrogénio no trigo. O conjunto de dados QTL de 21 caracteristicas
representa um valioso recurso para comparar com estudos similares em arroz e milho
e nos capacitar a descobrir fatores de regulacdo genéricos ou especificos para
espécies que governam o uso de nitrogénio. Nossos resultados demonstraram
variacdo genética em NU, particularmente contetdo e atividade de GS, no
germoplasma e cultivares e, isso forma a base do teste para variacdo alélica em
futuros programas de melhoramento.

Este projeto destacou a complexidade de modificar geneticamente enzimas do
metabolismo primario em trigo com a finalidade de modificar uma caracteristica
guantitativa complexa. Embora tivéssemos produzido varias linhagens transgénicas,
as expressbes dos transgenes eram complexas e impediram-nos de usar essa
tecnologia para produzir linhagens de trigo com NU mais alto. Infelizmente, a
destruicao dos testes de campo GM no verdo de 2004, o primeiro incidente desse tipo
na Espanha, incapacitou-nos para estabelecer qualquer fendtipo definitivo para nossas
linhagens transgénicas no ambiente de campo.

Um importante produto para o projeto e para a comunidade cientifica é a clonagem, o
mapeamento e estudo da expressdo do gene GS em trigo. ISso representa o primeiro
estudo dessa enzima do trigo e produzimos o primeiro perfil detalhado em uma matriz
de desenvolvimento, tecido, estagio de desenvolvimento e ambiente. A comparagéo
com estudos similares em arroz e milho permite formular um modelo genérico para NU
em cereais.

CONCLUSOES

Este projeto destacou a forca em usar abordagens genéticas complementares para
criar e testar o conhecimento cientifico em ciéncia de culturas. O uso de tecnologia
transgénica ndo foi promissor em modificar nossa enzima candidata do metabolismo
priméario - glutamina sintetase e em criar germoplasma com NU melhorado. Isso foi
ainda mais exacerbado pela destruicdo de nossos testes de campo com transgénicos
experimentais no verdo de 2004 na Espanha. A andlise genética de ligacao foi bem-
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sucedida como um estudo complementar para identificar novas regibes gendmicas
que regulam aspectos do metabolismo, assimilacdo e remobilizacdo de N. Isso deve
ajudar os melhoradores de plantas em selecdo assistida por marcadores e na busca
de variagdo alélica em caracteristicas que melhorem o uso do nitrogénio em trigo.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto foi contribuir para uma estrutura para avaliacdo da
seguranca da introducdo de organismos geneticamente modificados (OGMs) pelo
estabelecimento dos riscos primarios de escape e suas consequéncias para o
ambiente natural. Plantas transgénicas tém um alto potencial para melhorar tanto a
agricultura como o ambiente, mas sua introducdo levou a sérias preocupacdes
publicas sobre os riscos que as acompanham, entre outros, as consequéncias para o
ambiente natural. Possiveis impactos relacionam-se com o0 escape de plantas
transgénicas através do cruzamento com parentes selvagens. O medo € que o escape
resultara no desenvolvimento de ervas daninhas perigosas que causem ruptura nos
sistemas agricolas ou em ecossistemas naturais vulneraveis.

Uma série de estudos apareceu sobre culturas como colza oleaginosa, enquanto este
projeto se prop6s estudar duas culturas modelo da familia da aster, chicéria e alface,
em ambas das quais pouco havia sido publicado. A chicéria € um exemplo de uma
planta de fecundagéo cruzada obrigatdria. A alface é tida como de autofecundagéo,
mas sabe-se que a fecundacdo cruzada ocorre, embora sua intensidade e
variabilidade tenham sido pouco estudadas. A forma selvagem da alface, a alface
espinhosa, poderia também servir de espécie modelo (para aumento de caracteristica
de erva daninha), uma vez que expandiu sua distribuicdo enormemente na Europa em
décadas recentes.

A pesquisa deste projeto tinha os seguintes objetivos:
* estabelecer o grau de fecundacao cruzada sob circunstancias de campo em chicoria
e alface;

* rastrear evidéncias de introgress@o de chicoéria cultivada para selvagem e de alface
cultivada para alface selvagem;
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» estudar as consequéncias do fluxo génico de cultivada para forma selvagem,
avaliando os efeitos na aptiddo em testes de campo e por monitoramento
demografico tanto das popula¢des naturais como das de hibridos cultura-selvagem;

* obter insight na expanséo recente da forma selvagem da alface pela caracterizagédo
da diversidade genética de populacBes através da Europa e pela comparacdo de
dados de vegetacédo histéricos com recentes para mudangas nos habitats nos quais
ocorre a alface selvagem;

* integrar os resultados em um modelo a partir do qual recomendacdes possam ser
derivadas para manejar aspectos ecoldgicos em procedimentos para avaliar a
biosseguranca de culturas GM.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

O grau de fecundacéo cruzada e o fluxo génico em populacdes selvagens de alface e
chicoria foram determinados usando o método de microssatélites de marcadores
moleculares co-dominantes em alface e o sistema marcador dominante multilocus de
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) em chicéria. Além disso, o
cruzamento da cultura para o selvagem foi estudado em testes de campo em chicoria,
avaliando um marcador de cor na progénie e, em alface, pela avaliacdo da morfologia
da progénie e subsequentemente verificacdo ou por RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) ou um marcador PCR em tempo real PCR (Polymerase Chain
Reaction) designado por um locus SSR (Simple Sequence Repeats).

Para rastrear a evidéncia de introgressdo da cultura para as formas selvagens,
populacdes naturais foram verificadas com AFLP e SSAP (Stage- Specific Activator
Protein), ambos tendo a vantagem de gerar eficientemente um grande namero de
marcadores por todo o genoma. Para assegurar uma amostra representativa do
genoma, resultaram informagdes sobre o mapa de ligagdo gendmica, de modo que a
introgressdo de partes especificas do genoma pudessem ser rastreadas. O SSAP é
um método PCR inovador baseado em elemento transponivel. Para rastrear a
introgressdo de caracteristicas possivelmente relacionadas com aptiddo, foi
implementado um método PCR inovador, qual seja o NBS (Sitio de Ligacdo de
Nucleotideos)- que acessa a variacdo em torno de genes de resisténcia a doencas
gue séo intensivamente usados no melhoramento.

Foram estudadas possiveis influéncias de introgress@o na aptiddo pela determinagéo
de parametros relacionados com a aptiddo em hibridos criados experimentalmente e
populagcbes de retrocruzamentos sob condi¢cdes de campo e casas de vegetacao, e
combinando esses dados com avaliagbes de marcadores moleculares nas plantas
sobreviventes. Para colocar esses parametros em perspectiva, ambas as populacdes
hibridas experimentais e as popula¢cfes naturais de alface também foram monitoradas
demograficamente, levando a modelos de projecdo de matriz. Esses modelos
possibilitam a identificacdo de estagios cruciais no ciclo de vida da espécie, onde as
mudangas em desempenho terdo o maior impacto no crescimento e aptiddo da
populacgéo.

Em uma tentativa de reconstruir o recente aumento da alface selvagem no Noroeste
da Europa, a variagdo genética foi verificada seguindo linhas norte-sul e leste-oeste
cruzando a Europa, usando microssatélites codominantes e marcadores de DNA de
cloroplastos herdados maternalmente. Amostras histéricas e recentes da vegetacao
tiradas de bancos de dados foram comparadas para determinar se a alface selvagem
também esté invadindo novos tipos de vegetacao.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS
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Em campos experimentais de chicoria, as taxas de fecundacéo cruzada seguiram os
padrBes usuais para distancia: maxima nos primeiros 20 m e caindo abruptamente a
menos de 1% em 60-90 m. Com a alface, basicamente de autofecundacéo, as taxas
de fecundacéo cruzada foram significativas, mas na maioria em nivel ndo mais alto do
gue 5%, mas com mais avaliacbes fora desses limites em um dos anos estudados.
Com populagdes naturais de alface, muito pouca heterozigosidade foi encontrada para
estudar o fluxo génico pelo pdlen. Portanto, o fluxo de sementes foi testado para
autocorrelacdo, o que mostrou a maior parte da dispersdo dentro de 10 metros, mas
evidéncia para dispersdo pode ser encontrada até a mais de 100 m. Em popula¢des
naturais de chicéria, o fluxo de pélen pode ser determinado nos primeiros poucos
metros, mas alguns eram da ordem de 100 metros, a maior distancia testada.

O método novo SSAP baseado em retrotransposon e o de marcador de
estabelecimento de perfis NBS baseado em genes foram desenvolvidos com sucesso,
e juntamente com o método de marcador AFLP ja estabelecido, foram aplicaveis na
confeccdo de mapas gendmicos em cruzamentos de culturas e selvagens feitos para
estudos de campo. Em chicéria, foram encontradas amplas indica¢des de introgressao
entre a cultura e a selvagem, com quantidade variando entre plantas. Autofecundando
a alface, a introgresséo pode ser baixa, dificultando o rastreamento. De fato, analises
de haplotipos para rastrear evidéncia de introgressdo da cultura para a alface
selvagem, com a busca por segmentos gendmicos combinando marcadores
especificos para cultivares, provaram-se probleméaticas. O problema principal com
haplotipos supostamente especificos da cultura é fazer a distingdo entre uma
introgressédo recente da alface cultivada e uma originaria baseada na ancestralidade
comum antes ou aproximadamente ao mesmo tempo da domesticagdo da alface. A
comparacao de grandes conjuntos de dados de microssatélites, tanto na cultura como
na alface selvagem, ndo conseguiu melhorar essa dificuldade de modo significativo,
embora raras indica¢des de introgresséo fossem encontradas no sul da Europa.

Em chicéria, o monitoramento das populacdes existentes consistindo de uma mistura
de chicoria cultivada e selvagem e, experimentos de campo com linhagens hibridas
produzidas experimentalmente, mostrou que nao ha aparentemente barreiras a
hibridizacdo (retrocruzamento) além da geracdo F1 e, que os hibridos séo, pelo
menos, tdo capazes de sobreviver quanto os tipos selvagens, dependendo das
condicbes ambientais. Em alface, o monitoramento demografico de populacdes
naturais e testes de campo com linhagens hibridas criadas experimentalmente
também mostraram boa sobrevivéncia de linhagens hibridas no campo, embora haja
uma clara diminuicdo no vigor nas subsequentes geracdes hibridas. Entretanto, a
modelagem dos resultados indicou uma clara possibilidade de deslocamento da alface
selvagem ou desenvolvimento hibrido enxame, dependendo das condi¢cbes ambientais
e estocasticidade.

Um inventario intensivo de dados floristicos e de herbarios mostrou que, durante o
século XX, a alface espinhosa estendeu sua distribuicdo por toda a Europa, exceto na
parte norte do Reino Unido e da Escandindvia. Uma associagdo dessa expansdo com
0 aquecimento climético pode ser encontrada, mas ainda ndo é claro até que ponto
outros fatores podem estar envolvidos, tais como perturbacdo crescente dos habitats
por humanos ou introgressao por parte da cultura. Tanto os polimorfismos de DNA dos
cloroplastos como a diversidade dos microssatélites nucleares indicaram Varios
eventos iniciadores da dispersdo da alface espinhosa através da Europa, mas ndo um
padrao geografico claro na distribuicdo de sua diversidade genética. Isso é consistente
com a dispersdo ser em parte relacionada a atividade humana, em que migracdes de
curta e longa distancia sdo possiveis, além de uma difusédo histérica mais gradual.
Andlises de bancos de dados de vegetacdo mostram claramente um aumento na
amplitude ecoldgica da alface espinhosa em dire¢cdo a habitats mais sombrios. Isso
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poderia estar indiretamente relacionado com o aquecimento do clima, ou ao fato de
que grandes aumentos nos habitats normais de crescimento em areas perturbadas
poderiam aumentar a pressao de sementes em outros habitats

CONCLUSOES

Os resultados de chicoria mostram evidéncia da ocorréncia de introgressédo entre a
cultura e as formas selvagens e, que hibridos sdo capazes de sobreviver e reproduzir,
e, portanto, persistem no campo. Os resultados de alface mostram a possibilidade
tanto de cruzamentos da cultura com formas selvagens como a persisténcia de
hibridos no campo. Entretanto, nessa espécie, principalmente de autofecundacao, a
evidéncia de introgressédo que na realidade ocorre no campo foi rara e dificil de obter
até agora. A factibilidade de modelagem para o beneficio da avaliacao de risco foi
demonstrada com a ajuda da analise de projecdo de matriz de resultados de
monitoramento geografico. O aumento da amplitude geografica e ecoldgica da alface
(espinhosa) na Europa poderia ao menos ser relacionada em parte com o
aguecimento do clima. Entretanto, outros fatores poderiam ainda ser relevantes, tais
como aumentos em areas perturbadas pelo homem com crescimento de plantas ou
microevolucao, possivelmente influenciadas pela introgresséo da cultura.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

As metas do projeto TRANSBAC incluiram a avaliagdo do fluxo génico de plantas
transgénicas para bactérias do ambiente e o desenvolvimento de tecnologia para
regularizar esse fluxo de genes. A planta transgénica era transplastdmica, em que o
transgene estd no genoma do cloroplasto. O interesse nesse tipo de planta
transgénica é devido a baixa probabilidade de que o pélen contera o transgene e o
grande numero de transgenes na planta. Considera-se que o pdlen da planta
transplastbmica ndo apresenta risco de fluxo génico através da polinizacdo cruzada.O
alto nimero de genomas do cloroplasto relativo a genomas nucleares é parte da razao
pela qual plantas transplastbmicas podem ter quantidades maiores da proteina
associada. Portanto, a atividade seleta das plantas transplastbmicas pode exceder
aquela das plantas transgénicas nucleares. Ainda, essas caracteristicas das plantas
transplastbmicas podem realgar o fluxo génico para bactérias ambientais devido ao
maior nimero de transgenes e sua presenca em genomas do cloroplasto, que tém
maior similaridade com bactérias do que com genomas nucleares.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

O projeto TRANSBAC avaliou as barreiras contra o fluxo génico (ou transferéncia de
genes) para bactérias ambientais pelo exame de véarios aspectos diferentes do fluxo
génico. Primeiramente, foi avaliado o destino dos transgenes na plantas morrendo e
apodrecendo. O destino dos transgenes que chegam ao solo também foi explorado.
Entéo, varios modelos biolégicos de recipientes de transgenes foram estudados. Por
exemplo, foi considerada a possibilidade de patégenos de plantas (e.g., Ralstonia
solanacearum), que invadem a planta e degradam as células, serem expostos aos
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transgenes e poderiam possivelmente incorpora-los em seus genomas. Além disso,
outra bactéria modelo, Acinetobacter sp., que anormalmente tem altas frequéncias de
transformacéo, foi usada para aumentar a probabilidade de transferéncia. Em ambos
0S casos, em que organismos modelo foram usados, foram implementados
construcdes genéticas especiais usadas para fornecer sequéncias homélogas ao
genoma do cloroplasto com essas bactérias recipientes. Estas sequéncias homoélogas
aumentaram as frequéncias de transferéncia génica.

Finalmente, duas abordagens mais naturais foram tentadas usando bactérias
indigenas com recipientes para o transgenes. Uma era sobre condi¢Bes de planta sob
apodrecimento como descrito acima com Ralstonia solanacearum, e a outra era em
solo sujeito a raios. Além dos diferentes modelos e sistemas usados para avaliar o
potencial para transferéncia génica de plantas transplastbmicas para bactérias,
também foi conduzido trabalho sobre o desenvolvimento de biotecnologia que pudesse
ajudar a reduzir ou eliminar este potencial.

Para poder monitorar o fluxo génico de plantas transplastdmicas para bactérias, foram
construidas plantas que tinham os transgenes apropriados no genoma do cloroplasto.
Essas constru¢des tinham varias combinacdes diferentes de genes resistentes a
antibiéticos e genes degradadores de lindane entre dois genes do cloroplasto (rbcL e
accD). Os genes de resisténcia a antibiéticos usados foram aadA e nptll. O gene
degradador de lindane (pesticida) era linA. A vantagem de acrescentar o gene
degradador de lindane é sua raridade na maioria dos sistemas de solo. Os genes
resistentes a antibidticos j4 existem em relativamente altas concentragbes na
comunidade microbiana do solo. Finalmente, também foi executada alguma
exploracdo do marcador de fluorescéncia gfp.

Todos esses genes necessitavam expressar-se em uma ampla faixa de recipientes e
serem relativamente seletivos para reduzir o limite de detec¢@o de transferéncia de
genes. Um possivel ramo biotecnolégico dessas construcdes de plantas é a planta
contendo linA e que é capaz de degradar lindane. Essas plantas transplastémicas
foram usadas para a série de experimentos sobre fluxo génico. O resultado deste
trabalho provavelmente se aplica a uma faixa muito mais larga de transgenes
potenciais do que os genes modelo usados neste projeto.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

Experimentos subsequentes trataram do destino imediato dos transgenes in planta e
depois no solo. A possivel degradacdo do transgene in planta foi estudada com
apenas as nucleases da planta sendo responsaveis pela degradacédo do transgene e
uma série de condicdes patogénicas simuladas incluindo a presenca de pectinases e
celulases, e a invasdo de Ralstonia solanacearum. Em geral, cerca de 98% do
transgene foi degradado antes de chegar ao solo; entretanto, durante a invasédo de
Ralstonia solanacearum, muitas bactérias do solo foram capazes de coinfectar a
planta, e dai ficaram em contato com o DNA da planta. Na avaliagcdo da possibilidade
da transferéncia génica in planta, a transferéncia entre Ralstonia solanacearum e
Acinetobacter foi demonstrada, assim como aquela entre a planta e Acinetobacter
apés a infeccdo da planta por Ralstonia solanacearum e quando o recipiente
Acinetobacter continha sequéncia homologa a rbcL e accD que foram inseridos
artificialmente. A falta dessas sequéncias homoélogas levou a auséncia de
transformantes mensuraveis contendo o transgene.
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Tabela 1.
De Kay et al 2002 AEM.

Transformacao in vitro 1 (frequéncias) Transformacao in planta
2
(nimero de
transformantes)
Cepas do Plasmide | Puro Planta Planta
recipiente 0 pLEPO1 | DNA Transgénic | Transgénic
vegeta a Nuclear a Plastidio
I
Acinetobacte | <10® <10® 0 0
rsp.BD 413 °
Acinetobacte | 6 (£3.4) x | 4.1 0 31
rsp. 103 (x2.3)
BD 413 + X
pBAB2 10°®

1 Expresso como frequéncias de transformacéo: nimero de transformantes por célula de
recipiente.

2 Expresso como o numero total de transformantes. Para a combinagdo plantas transplastdmicas
— Acinetobacter sp. BD413 + pBAB2 — os experimentos foram conduzidos cinco vezes e
independentemente. Trés das cinco plantas produziram transformantes.

Das 21 veias centrais da folha independentes colhidas de 3 plantas, 8 produziram 31
transformantes.

3 Acinetobacter sp. BD413 (sem qualquer sequéncia para promover recombinacdo homologa
com o DNA da planta).

4 Acinetobacter sp. BD413 + pBAB2 (contendo sequéncias portadas por plastidios nas quais a
recombinacdo homologa poderia ocorrer).

5 Plasmideo pLEPO1 néo pode se duplicar em Acinetobacter sp. BD413. Os transformantes
resultaram apenas de eventos de integracao baseada em recombinacdo homologas.

6 Baseado no uso de plantas transgénicas nucleares de tomate, pKHG3 e Acinetobacter sp.
BD413 contendo ou néo o plasmideo pFG4Anptll, recombinagdo homdloga ocorrendo em
sequéncias nptll.

Uma vez que o DNA da planta contendo 2% do transgene que sobreviveu a morte da
planta chegou ao solo, as nucleases microbianas do solo foram capazes de degradar
ainda mais o transgene. Entretanto, o transgene foi em parte protegido pela sua
adsorcao em superficies minerais do solo e em parte pelo movimento descendente da
agua da chuva, que levou o transgene para fora da camada superior do solo
microbianamente ativo. O destino de longo prazo do transgene é desconhecido, mas
experimentos com duragédo de quatro anos ainda encontraram sinais do transgene no
solo, e isso torna-se suscetivel de incorporacdo por bactérias indigenas e ingestédo
pela macrofauna do solo.

Estes experimentos subsequentes com DNA de plantas transplastbmicas
demonstraram a baixa probabilidade de fluxo génico de plantas para as bactérias do
solo. Por outro lado, uma afirmacdo de resultados negativos é dificil. Bactérias
indigenas contendo sequéncias que nao sao tdo distantemente relacionadas das
sequéncias que flanqueiam o cloroplasto, rbcL e accD, de modo a permitir
recombinagdo homologa foram selecionadas, mas existiam muito poucas, e, para
aguelas que existiam, o mecanismo de transferéncia cénica é desconhecido. No solo
contaminado com DNA transplastémico, foram usados outros modelos para determinar
se a transferéncia génica poderia ocorrer mesmo sob condi¢Bes artificialmente
favoraveis. Novamente, a existéncia de sequéncias homdlogas foi necessaria para
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observar qualquer transferéncia génica. Uma vez que essas sequéncias eram sempre
inseridas artificialmente na bactéria recipiente, foi feita uma selecdo de bactérias
indigenas contendo essas sequéncias. O numero de hibridizacdes positivas foi
limitado, mas n&o zero. A probabilidade de transferéncia néo foi avaliada além disso.

A dependéncia aparente da transferéncia génica de plantas transplastdmicas para
bactérias do ambiente e sequéncias homdlogas levou a possibilidade de que a sele¢éo
metagendmica de sequéncias poderia identificar as sequéncia do cloroplasto com a
menor e também a maior probabilidade de homologos bacterianos. A selecdo poderia
entdo fornecer informacdes criticas para a constru¢cdo de plantas transplastémicas,
dependendo se o objetivo seria aumentar ou diminuir a probabilidade de transferéncia
génica. No caso em que a transferéncia génica seria minimizada, as sequéncias do
cloroplasto com o menor niumero de sequéncias homélogas nas bactérias do solo
seriam escolhidas para o sitio de insercdo do transgene.

Como mencionado acima, muitos genes marcadores de resisténcia a antibioticos
contém genes relativamente comuns no ambiente. Como resultado, os experimentos
destinados a examinar a comunidade microbiana do solo apés a transferéncia do gene
deixaram de observar quaisquer diferengas resultantes dos transgenes. Por outro lado,
0 uso de linA é significativo, pois ele ndo apenas degrada lindane, mas também
acrescenta acido na forma de HCI (o CI-), que vem da descloracdo do lindane. Essa
transferéncia génica poderia levar a diferencas significativas na estrutura da
comunidade microbiana.

CONCLUSOES

Este trabalho levou a uma série de conclusbes relacionadas com o potencial de
transferéncia génica de plantas transplastbmicas para bactérias do ambiente. As
muitas barreiras a essa transferéncia génica foram bem elucidadas durante este
projeto, mas, mesmo assim, uma resposta definitiva € impossivel. De qualquer modo,
a presenca ou auséncia de sequéncias homoélogas parece ser um fator importante na
probabilidade de transferéncia génica.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

A introduc&o do milho transgénico Bt no mercado da UE oferece muitos beneficios no
aumento do controle de pragas ao mesmo tempo em que reduz o uso de inseticidas.
Esses beneficios poderiam ser perdidos se as pragas visadas, as brocas do colmo
Europeia (BEC, Ostrinia nubilalis) e Mediterranea (BMC, Sesamia nonagrioides),
desenvolverem resisténcia a toxina Bt produzida por esta cultura transgénica. Para
estender os beneficios do milho Bt, este projeto coletivo da UE desenvolveu resultados
gerais com a determinacdo de niveis de suscetibilidades e frequéncias iniciais de
alelos para resisténcia em populacbes de BEC e BMC coletados pelos parceiros
envolvidos neste projeto, e resultados especificos de investigacdes direcionadas a
aspectos da genética de resisténcia a Bt de BEC/BMC. Os resultados fornecem dados
sélidos para o manejo sustentavel do milho Bt para reduzir o risco de evolugdo de
resisténcia ao Bt em BEC e BMC.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

Como a evolugao da resisténcia ao Bt resulta em um grande declinio e suscetibilidade
as toxinas Bt, a suscetibilidade basica a toxina Bt em BEC e BMC antes do cultivo do
milho Bt deveria ser medida. Essa base foi medida em véarias populagcdes
geograficamente distintas. Foram padronizados bioensaios usando a mesma cepas de
referéncia de BEC e BMC e a mesma fonte de toxina Bt.
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A evolucdo da resisténcia a Bt é significativamente influenciada pelo movimento em
pequena escala e longa distancia das pragas alvo. Para cada praga, estudos de
genética de populacbes forneceram estimativas indiretas do movimento em uma
ampla escala geogréfica e experimentos de captura mediram o movimento em
pequena escala.

Um dos pardmetros mais criticos, mas mais dificeis de estimar é a frequéncia dos
alelos de resisténcia antes da selecdo, quando ainda séo raros. O consorcio conduziu
selecbes F2 para estimar essa frequéncia tanto em populacbes de BEC como de
BMC.

Este esforgco em escala europeia forneceu uma oportunidade sem precedentes para
estabelecer amostras de arquivo que podem ser usadas na analise retrospectiva da
evolugdo da resisténcia quando os genes de resisténcia a Bt forem clonados. Tal
clonagem ir4 permitir o desenvolvimento de sistemas moleculares de detec¢do. As
amostras podem ser usadas para fornecer um “alarme precoce” do aumento da
resisténcia bem antes dos fracassos no campo, 0 que pode proporcionar tempo
suficiente para alterar a estratégia de manejo da resisténcia e prolongar o uso do milho
Bt.

Experimentos de sele¢cdo em laboratério de cepas resistentes tém sido feitos usando
doses discriminatorias da toxina Bt.

Populacdes de BEC e BMC podem e irdo desenvolver resisténcia a novas solicitagdes,
como o milho Bt. Felizmente, os instrumentos genéticos e moleculares disponiveis
podem ser usados para elucidar os complexos mecanismos de resisténcia e fornecer a
informagcdo necessaria para o desenvolvimento de estratégias de manejo de
resisténcia realistas e eficientes.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

Genética de populagdes: usando seletivamente marcadores “neutros”, mostramos
que as populacdes de BEB e BMC eram levemente diferenciadas tanto dentro de
paises (Alemanha, BEC; Espanha, BMC) como dentro da Europa (Alemanha, Italia,
Franca, Eslovaquia, Espanha, Austria, Bulgaria, Roménia e Grécia). Isso sugere um
alto nivel de fluxo génico e movimento entre populacdes em pequena e larga escala, 0
que pode possibilitar a estratégia de manejo de maior dosagem e refagio (HDR) a
efetivamente atrasar a evolugéo da resisténcia ao Bt.

Dispersdo em pequena escala de BEC: foi estimada na Alemanha, Franca e
Republica Eslovaca. A distribuicdo espacial das mariposas recapturadas em volta do
ponto de liberacdo sugere que as mariposas provavelmente faziam dois tipos de
movimento. Algumas delas se moviam apenas numa escala muito local, enquanto
outras provavelmente deixavam a area em um tipo diferente de disperséo, de longa
distdncia. Em uma escala local, as fémeas residentes se acasalavam ao acaso, i.e.
independentemente se os machos haviam passado por um prévio evento de dispersao
ou ndo. Os resultados também indicaram que algumas mariposas (~20% para as
fémeas) acasalavam antes de envolver-se em uma disperséo de longa distancia.

Influéncia da infeccdo com microsporidia (Nosema pyrausta) na suscetibilidade
a toxina Bt: em estudos de campo, ndo encontramos relacdo entre o nivel de
infestacdo causado por BEC e o nivel de infec¢ao de larvas de BEC por microsporidia.
Sob condicbes de laboratério, as populagcdes ndo mostraram diferencas em
suscetibilidade a toxina Bt Cry 1Ab coletada em locais infectados ou néo infectados.
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Suscetibilidade béasica a toxina CrylAb: isso foi determinado para populagbes de
BEC coletadas na Espanha, Franca, Italia, Alemanha, Eslovaquia e Grécia, e para
populacdes BMC amostradas na Espanha e na Grécia. Usando sobreposicédo, a CL50
(ng/cm2) para populacbes de BEC variou de 5,7 (ha Espanha) a 473,06 (ha
Eslovaquia). O nivel de suscetibilidade ndo foi significativamente diferente entre
populacdes com respeito a cepa de referéncia (lab cepa Aachen), exceto para aquelas
coletadas na Espanha; a Ultima tinha suscetibilidade maior do que a cepa de
referéncia alema. Usando o método de incorporagao a dieta, os valores da CL50 (ug
por ml de dieta) variaram de 8,5 (na Franga) a 43,50 (na Itdlia), mas ndo eram
significativamente diferentes entre populacdes, nem significativamente mais altos ou
mais baixos do que a cepa de referéncia. A CL50 para BMC variou de 16,1 ng/cm2 (ha
Espanha) a 28,02 ng/cm2 (na Grécia).

Selegcao F2: populagbes de BEC foram coletadas na Alemanha, Eslovaquia e Itélia, e
de BMC na Espanha e na Grécia. Cerca de 1.345 linhagens de BEC e 160 linhagens
de BMC foram selecionadas e tecidos de milho Bt. Nenhum alelo importante de
resisténcia ao milho Bt foi detectado. Isso implica que os alelos recessivos de
resisténcia sdo suficientemente raros nas populacdes europeias para que a estratégia
HDR efetivamente funcione.

Amostragem de campo de larvas em diapausa sobreviventes no milho Bt: trés
estratégias de monitoramento principais para detectar resisténcia ao Bt foram
exploradas dentro do objetivo do projeto ProBenBt: a) comparar popula¢cbes com um
historico de alta versus uma de baixa exposi¢cdo a toxina (Espanha); b) gaiolas de
armadilha de luz que atraem adultos e larvas selecionadas (Alemanha); e c) selecionar
entre as larvas sobreviventes para estabelecer populagfes resistentes em laborat6rio
(Eslovaquia e Republica Checa). Nenhum inseto coletado no campo foi capaz de
sobreviver com plantas de milho Bt.

Selecdo em laboratorio de cepas resistentes a toxina Cry1Ab: isso foi feito usando
doses discriminatérias da toxina CrylAb (estratégias de dose alta e baixa). Com uma
dose baixa para BEC, a suscetibilidade apés 23 geracdes de selecao declinou em
nove vezes (tratamento de superficie) e 16 vezes (método de incorporacédo). Com a
alta dose para BEC, a suscetibilidade declinou, dentro de 4 e 8 geracdo até 4- e 10-
vezes.

Desenvolvimento de instrumentos genéticos para detectar genes de resisténcia
a Bt: um mapa genético de ligacdo de BEC foi construido e usado para 1) localizar
genes de resisténcia a Bt que ja haviam sido identificados em outras espécies; 2)
posicionar os genes de resisténcia candidatos mais provaveis baseado no
conhecimento do modo de acdo; e 3) identificar grupos de ligacdo homologos com
aqueles identificados em outras espécies que portam genes de resisténcia mapeados,
mas desconhecidos. O mapa foi baseado em um cruzamento entre duas linhagens da
area de Bonn, Alemanha, uma coletada em milho e a outra coletada em artemisa. A
estrutura do mapa consistiu de mais de 200 marcadores AFLP, cobrindo todos os 31
grupos de ligagdo com um comprimento genético total de 1.872 cM. Genes de
proteinas ribosomais foram mapeados para fornecer uma loci ancora para
correspondéncia com outros genomas de lepidépteros. O mapa de ligagéo fatorial
esta agora disponivel como um recurso valioso para a analise rapida e identificacdo de
genes de resisténcia a Bt de BEC, se e quando eles aparecerem em campo.

Diversidade de tripsinas em BMC e sua interacdo com a toxina CrylAb: foram
purificadas quatro tripsinas da luz do intestino médio de larvas de BMC, e uma
diversidade dos genes para similares a tripsina foi identificada. As quatro tripsinas
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purificadas em BMC pertencem aos trés grupos filogenéticos bem definidos de
sequéncias similares a tripsina detectadas. Mudancas na suscetibilidade da atividade
similar a tripsina dos extratos do intestino médio de larvas de diferentes instars aos
inibidores de protease especificos do tipo tripsina sugerem que a proporcédo relativa
das enzimas purificadas varia com o desenvolvimento das larvas de BMC. Essas
mudancas seriam relevantes primariamente para a resisténcia mediada por protease
ao milho Bt, se isso se desenvolvesse.

Andlise de sitios de ligacdo das toxinas Bt ativas contra BMC: estudos de ligagao
foram feitos com as toxinas Bt CrylAb, CrylAc, CrylCa, e CrylFa, consideradas
como ativas contra BMC. Ensaios de ligacao foram feitos com toxinas marcadas com |
125 ou biotina e vesiculas da borda ciliada da membrana de larvas (BBMV).
Experimentos de competi¢do indicaram que essas toxinas se ligam especificamente as
BBMV e que CrylAa, CrylAb, e CrylAc compartilham seu sitio de liga¢do. CrylCa e
CrylFa ligam-se a sitios diferentes. Além disso, CrylFa liga-se a sitio de ligacdo de
CrylA com muito baixa afinidade e vice-versa (Fig 1.). A presenca de sitios diferentes
de ligacédo para CrylAb e CrylFa sugere que, acumulando essas duas toxinas na
mesma planta de milho Bt, pode proporcionar um controle de longo prazo de BMC
com um risco minimo de resisténcia cruzada.

Toxinas ativas Bt Cryl formam um poro e interagem com 0 cotransporte de
leucina no BBMV do intestino médio de BEC e BMC: a atividade de formacao de
poro das toxinas CrylAb, CrylFa e CrylDa e sua associacdo com o transporte de
leucina mediado pelo cotransportador aminoacido neutro K+/ foi estudada nas
vesiculas da borda ciliada de membrana (BBMV) isoladas do intestino médio de BEC e
BMC. As toxinas CrylAb em BEC-BBMV e CrylAb e CrylFa em BMC-BBMV
reduziram a absorcdo de um modo dependente de dosagem, independentemente da
presenca de K+, enquanto nenhum efeito foi visto com a toxina inativa CrylDa.
Portanto, a inibicdo do transporte de aminoacido estava estritamente conectado ao
efeito toxico in vivo e ndo estava relacionado com o canal formado pelas toxinas.

Andlise de ligacao de toxinas CrylA em BEC resistentes e suscetiveis: a analise
de ligacéo da toxina CrylAb foi conduzida para determinar se a resisténcia em BEC
selecionada em laboratorio esta associada com alteracdo do sitio visado. Vesiculas da
borda ciliada de membrana (BBMV) foram preparadas usando intestino médio
dissecado por instares tardios de linhagens suscetiveis e resistentes (Europa-R e
RSTT) de BEC (Kansas State University). As andlises por immunoblot indicaram trés
proteinas diferentes ligadas a toxina CrylAb e foram reconhecidas com um soro
anticaderina. Em uma comparacgéo de linhagens resistentes e suscetiveis, a reducéo
da ligacdo de CrylAb foi aparente para todas as trés bandas correspondendo a
proteinas do tipo caderina na linhagem Europe-R, enquanto a reducéo de ligacéo foi
aparente em apenas uma banda para a linhagem RSTT. Combinados, os resultados
do presente trabalho sugerem que diferencas em suscetibilidade as toxinas CrylA na
linhagem Europe-R de BEC estdo associadas a alteracdo na ligacdo ao receptor,
embora a natureza exata desse mecanismo ainda ndo esteja clara.

CONCLUSOES

Os estudos ProBenBt forneceram elementos-chave para proteger os beneficios das
toxinas Bt contra o desenvolvimento de resisténcia na Europa. Um mapa de ligacéo
fatorial esta agora disponivel como um valioso recurso para analise réapida de
identificacdo de genes de resisténcia a Bt em BEC, se e quando eles aparecerem no
campo. Foi identificada uma diversidade de proteases similares a tripsina expressada
no intestino médio de BMC.
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Experimentos de competicdo de diferentes toxinas Bt indicam que elas se ligam
especificamente as vesiculas das bordas ciliadas de membranas (BBMV). A
acumulacdo de CrylAb com CrylFa na mesma planta pode proporcionar controle no
longo prazo de brocas do colmo do milho. A inibicdo de transporte de aminoécido na
BBMYV esta estritamente conectada com o efeito toxico in vivo e ndo esta relacionada
com o canal formado pelas toxinas.

A analise de linhagens resistentes de BEC indica que a resisténcia as toxinas Bt pode
evoluir como um resultado de diferentes mecanismos. Uma linhagem mostrou ligacao
alterada ao receptor alvo, que € o mecanismo mais comum de alto nivel de
resisténcia. .

As populagbes de BEC e BMC tém um baixo nivel de diferenciagdo genética tanto
dentro de um pais como entre paises da Europa. Isso sugere um alto nivel de
migragao entre populagfes, um aspecto que pode favorecer a eficacia da estratégia de
manejo de resisténcia alta-dose/refugio (HDR) . Ainda assim, estudos de captura-
recaptura marcadas mostram que uma fragdo das mariposas BEC poderia acasalar-se
localmente, um comportamento que pode reduzir a eficacia da estratégia HDR.

Devido ao baixo nivel de diferenciacdo genética, somente poucas populacdes de BEC
por pais/regido geograficamente similar poderia ser necessaria como populagdes
representativas para a selegdo/monitoramento da suscetibilidade.

Nenhum alelo de resisténcia importante ao milho Bt foi detectado neste estudo. I1sso
tanto implica as frequéncias de alelos de resisténcia serem provavelmente abaixo de
10 nas populacdes europeias como ajuda a eficacia da estratégia HDR.

Amostras de diferentes populacdes de BEC e BMC foram preservadas a -130°C em
um banco de espécimes para investigadores futuros.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

Anteriormente a 2004, havia pelo menos 300.000 sitios contaminados identificados na
EU15 e muitos mais nos paises em acesso a UE. Esses sitios foram contaminados
com uma gama de poluentes que incluiam hidrocarbonetos, metais pesados, solventes
clorados, pesticidas, explosivos e varias combinagfes dos citados. Limpar esses sitios
é justificado puramente em termos de anular sua ecotoxidade e ameaga a saude
humana; mas frequentemente sao também de importancia econbmica para
redesenvolvimento, particularmente no interior de areas urbanas. Avaliagdo dos locais
e remediacdo sdo portanto consideradas como industrias em crescimento na Europa,
e ha muito mais presséo para empregar métodos rapidos e eficientes, particularmente
para monitoramento, deteccdo e analise. A andlise quimica convencional, embora
precisa, pressupde conhecimento dos contaminantes presentes e é demorada e cara.

Biossensores estdo ganhando crescente importdncia para analise ambiental,
fornecendo resultados analiticos rapidos Uteis em avaliacdes de toxidade de solos e
operacbes de remediacdo. Uma abordagem comum € usar bactérias
bioluminescentes, que indicam o nivel de toxidez biodisponivel em uma amostra pela
reducdo na emissdo de luz. Uma série de bios-sensores especificos para poluentes
pode proporcionar um teste rapido feito no campo para uma gama de toxinas, para
identificar pontos criticos de toxidez e excluir areas limpas de maiores investigagoes.

Na ultima década, numerosos grupos de pesquisa em todo o mundo modificaram
bactérias isoladas do solo para expressar o sistema de luciferase lux, que produz
bioluminescéncia quantificavel que pode ser induzida ou inibida na presenca de
toxinas especificas, incluindo fenodis, metais pesados e hidrocarbonetos. Entretanto,
bactérias Geneticamente Modificadas (GM) ndo podem, atualmente, ser usadas em
biossensores baseados no campo devido a riscos da liberacédo e contaminacdo GM do
ambiente. Para que essa tecnologia seja de real valor para a industria, devem ser
desenvolvidos sistemas para capacitar bactérias a serem usadas no local. Essas
medicbes em tempo real oferecem imensa economia de tempo e custos para a
industria.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

Foram desenvolvidos dentro do projeto BIOGEM véarios métodos fisicos e bioldgicos
para assegurar a contencdo das bactérias bioluminescentes geneticamente
modificadas para permitir seu uso seguro no campo. Varias abordagens paralelas
foram avaliadas com o objetivo de assegura um alto nivel de contencdo de bactérias
GM:

* projetar um involucro para o biossensor com componentes autosselantes, para
permitir a introducdo de extratos de amostras de solo aquoso para teste, mas ndo
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liberacdo acidental de bactérias, e também suportar quebra sob qualquer circunstancia
no campo;

» modificar célula para morrer, de modo que as bactérias ndo possam sobreviver fora
da unidade;

* imobilizacao das bactérias em uma matriz de polivinil alcool.

Com relacdo ao projeto do biossensor, os parceiros do BIOGEM desenvolveram e
fabricaram uma unidade selada multicAmaras para assegurar eficazmente a
contencdo de bactérias GM, mesmo quando a camara for aberta para adicdo de
amostras. O projeto do biossensor é diagramado na Fig 1. Essencialmente, bactérias
GM inertes dessecadas por congelamento sdo contidas na camara mais baixa, com
paredes separando-as do meio de reidratacdo que requerem para ativacdo. A camara
superior recebe a amostra, mas, mesmo quando a tampa da camara superior esta
aberta, paredes ainda impedem o acesso das bactérias ao ambiente. A tampa da
unidade contém um selo irreversivel, de modo que, quando um operador acrescenta
sua amostra, ele sela toda a unidade irreversivelmente. A unidade entdo gira 90° de
modo que o meio de reidratagdo entra em contato com as bactérias.

Apo6s um periodo de incubacdo, uma outra rotacdo permite que a amostra da toxina
acesse as agora regeneradas bactérias e a luminescéncia pode ser observada e
quantificada por aparelhos sensiveis a luz tais como ROTAS (Sistema Local de
Auditoria de Toxidez).

O biossensor foi testado com sucesso no campo na Austria e na Espanha em
cooperagdo com as instituicbes europeias de regulamentagéo e interessados. O novo
biossensor permite rapidas analises locais de alto desempenho com risco desprezivel
de contaminacgdo GM.

Com relacdo a modificacdo de células para morrer, uma estratégia adicional de
contencao foi desenvolvida baseada na dele¢é&o do gene dapB em sensor relevante de
bactérias. O gene dapB é necessario para a expressao do acido diaminopimélico, um
componente essencial da parede celular bacteriana. Quando as células sao cultivadas
na presenca de um suplemento, as células sem dapB crescem eficazmente, mas, na
auséncia do acido diamino pimélico, as células morrem rapidamente. Portanto, a
adicdo de uma pequena quantidade de &cido diaminopimélico ao meio de reidratacéo
efetivamente reidrata as bactérias sem o gene dapB, que produzem luz ao
reidratarem, mas morrem em questao de minutos.

O projeto também previu a imobilizacdo de células em polivinil &lcool como um campo
em rapido desenvolvimento e como um dos mais versateis materiais capazes de
formar uma variedade de estruturas, tendo sido usado previamente em biossensores
de célula inteira. Entretanto, filmes de PVA sé&o hidréfilos e, portanto, andlises de
elementos hidréfilos como os PAH séo largamente incapazes de difundir-se na matriz.

Um importante objetivo do projeto foi a otimizacdo da producao do gel de PVA por um
crio-congelamento e procedimento de seca por congelamento para encapsular
bactérias. Na eventualidade de quebra, nenhuma bactéria ira dispersar por uma
grande area, mas ira, efetivamente, aderir a unidade do biossensor. O método €
também adequado para armazenar bactérias no estado de seca por congelamento,
prolongando a vida util e otimizando as condi¢fes de armazenamento. Uma variedade
de géis de PVA foi testada quanto a sua capacidade de permitir acesso de toxinas aos
biosensores, como sinalizado por mudancas na emissao de luz. A pesquisa sugere
que a vida util de vérias linhagens de sensores pode ser aumentada de dias a varias
semanas.
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PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

No projeto BIOGEM uma combinacdo de métodos de contencdo foi utilizada néo
apenas para minimizar o risco de liberacdo deliberada de microrganismos
geneticamente modificados, mas também para fornecer um alto grau de confianca
para o0 usudrio e as autoridades de regulamentagcdo. O progresso tem sido positivo,
com o invélucro da unidade do biossensor comprovadamente capacitando uma
reidratacao eficiente e reativacdo das bactérias dormentes quando expostas ao meio
de reidratacdo. Maior confianga foi conseguida com o uso das linhagens bacterianas
com delecdo do gene DapB, que morrem rapidamente quando o suplemento minimo
contido no meio de reidratacdo se esgota. Um dos mais significativos fatores
enfrentados pelos biossensores € a sua vida Ut e seu desempenho apés
armazenamento prolongado. Se um usuério ndo pode ter confian¢a de que o produto
irA fornecer um desempenho consistente e de alto nivel, ele ndo ira utilizar a
tecnologia. Passos foram dados para aumentar a vida Util de biossensores
bacterianos por sua imobilizacdo em matizes de PVA. Uma variedade de condi¢des foi
testada e a vida uatil de véarias linhagens de biossensores foi aumentada
significativamente. Estdo em andamento outros estudos para maximizar o
desempenho e 0 armazenamento conveniente para as bactérias, de modo que faca
Seu uso no campo mais pratico.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

A resisténcia a virus em culturas transgénicas tem sido um importante avanco na
aplicacdo bem sucedida de biotecnologia a agricultura. A resisténcia a virus pode ser
desenvolvida com a introducdo de construcbes génicas derivadas de virus, como o
gene da Proteina da Capa (CP), em culturas suscetiveis, seguida da selecdo para o
fendtipo desejado e caracteristicas horticolas.

Entretanto, uma vez que a maioria das plantas convencionais ndo contem genes
derivados de virus, preocupac¢des com a seguranca ambiental foram expressas com a
liberacdo de culturas transgénicas resistentes a virus. Uma preocupacao importante é
o resultado da recombinacao entre transcritos de transgenes virais e RNAs de virus do
campo que infectam plantas transgénicas. Virus recombinantes resultantes podem ter
novas propriedades biolégicas tais como mudancas na especificidade do vetor, maior
faixa de hospedeiros e patogenicidade aumentada. A evidéncia de recombinacéo entre
transcritos de transgenes e virus infectantes foi obtida com plantas modelo em casa de
vegetacdo. Limitada informacéao é disponivel sobre o potencial de plantas transgénicas
de importancia agrondmica na mediacdo do desenvolvimento de virus em condiges
de campo. O projeto tratou dessa importante questdo com videiras e ameixeiras que
expressam o gene CP, estabelecidas no campo em 1996.
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O objetivo era: 1) analisar e comparar a dinAmica e a variabilidade de popula¢des de
virus em plantas transgénicas versus ndo transgénicas; 2) monitorar a emergéncia de
espécies de virus recombinantes; 3) examinar se as videiras e ameixeiras
transgénicas expressando genes virais CP aumentavam a probabilidade de
emergéncia de virus recombinantes além dos eventos naturais do background; 4)
determinar a estabilidade do silenciamento do gene pos-transcricional em ameixeiras
transgénicas sob multipla infec¢do por virus; e 5) avaliar a translocacdo dos produtos
derivados do transgene da raiz da videira aos brotos ndo transgénicos.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

O material de teste consistiu de videiras transgénicas expressando o gene CP de Virus
fanleaf da videira (GFLV), Virus A da videira (GVA) ou Virus b da videira B (GVB), e
ameixeiras transgénicas expressando o gene do Virus pox da ameixa (PPV). Videiras
e ameixeiras convencionais foram usadas como controle. Os locais do vinhedo e do
pomar com plantas transgénicas foram na Franca, Roménia e Espanha, e plantas
convencionais infectadas com virus de interesse foram selecionadas na Alemanha,
Italia, Eslovénia e outras partes da Europa.

A abordagem experimental foi baseada em uma caracterizagdo comparativa das
propriedades biol6gicas, sorolégicas e moleculares de virus em plantas transgénicas e
nao transgénicas. O gene CP e outros isolados de genes de virus infectantes foram
amplificados de plantas de teste reacdo de cadeia de polimerase de imunocaptura e
transcricdo reversa (IC-RT-PCR) ou RT-PCR, usando os anticorpos e iniciadores
apropriados, e caracterizado por polimorfismos de comprimento de fragmentos de
restricdo (RFLP) ou confirmagcdo de polimorfismo de cadeia Unica, (SSCP), e
sequenciamento de nucleotideos.

PRICIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

Para videiras que expressam o gene CP de GFLV, algumas linhagens transgénicas
mostraram resisténcia a transmissdo mediada por Xiphinema index de GFLV durante
um teste de campo em 1996 - 1999.

Nenhuma caracteristica similar a linhagem F13, que forneceu o transgene CP, e
nenhuma diferenca estatisticamente significativa em variabilidade molecular foi
encontrada para a maioria dos isolados de plantas transgénicas e néo transgénicas.
Estes resultados foram consistentes com o fato de que as videiras transgénicas nao
tiveram a emergéncia de recombinantes GFLV viaveis em niveis detectaveis, nem
afetaram a diversidade molecular de popula¢cdées GFLV indigenas durante o periodo de
teste. Analises de isolados GFLV de diferentes cultivares de videiras e varias origens
geograficas forneceram o nivel basico da variabilidade molecular.

Interessantemente, recombinantes GFLV foram identificados em plantas
convencionais que estavam localizadas fora dos locais no campo onde as plantas
transgénicas foram testadas. Um desses isolados recombinantes GFLV tinha
propriedades biol6gicas similares a isolados ndo recombinantes. Além disso, nenhuma
evidéncia convincente foi encontrada para a translocagédo dos transcritos de transgene
derivados de GFLV e siRNA de raizes de videira expressando o gene CP de GFLV
aos brotos de videira ndo transgénicos. Também foi avaliado se a infecgdo com virus
pode deflagrar tal transferéncia de produtos derivados do transgene e subsequente
movimento célula a célula e de longa distancia. Pela andlise da variabilidade genética
de populacdes de virus em videiras convencionais que tem protecdo cruzada com
isolados atenuados de GFLV e virus Arabis do mosaicos, os estudos foram
expandidos. Assim, descobriu-se que as linhagens de virus atenuados protetores nao
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contribuiram para o desenvolvimento de recombinantes, mas as linhagens atenuadas
protetoras eram, elas préprias, recombinantes interespécies GFLV/ArMV.

O impacto de videiras transgénicas expressando o gene CP de GFLV sobre a
variabilidade do virus | associado a enrolamento da folha da Videira (GLRaV-1) foi
investigado usando a diversidade de isolamentos de GLRaV-1 de videiras
convencionais como referéncia; os resultados foram consistentes com auséncia de
diferenca na diversidade da populacdo de GLRaV-1 em convencional e GFLV em
videiras transgénicas. Da mesma forma, o genoma de GLRaV-7 era determinado
quase totalmente e a variabilidade de isolados de GVA e GVB que infectam videiras
convencionais foi examinada. Videiras transgénicas expressando o gene CP de GVA
ou GVB foram inoculadas por enxertia, transmissdo cochonilha e heteroenxertia com
Nicotiana species. Informacdes primarias de sequéncia ndo parecem revelar qualquer
impacto significativo de videiras transgénicas sobre a variabilidade genética de
populacdes de GVA e GVB.

Para ameixeiras expressando o gene PPV CP, arvores transgénicas C5, que exibem o
silenciamento pés-transcricional do gene, foram altamente resistentes a infecgdo com
PPV através de enxertia, € mediada por afideos durante o teste de campo de 1996 -
2006. Arvores transgénicas C4 mostraram algum atraso no estabelecimento dos
sintomas, enquanto outros clones e arvores nao transgénicas foram suscetiveis. Estes
dados foram obtidos em diferentes locais de campo sob véarias condi¢cdes ambientais.
Além disso, nenhuma diferenca estatisticamente significativa soroldgica ou molecular
na regido terminal 3’ do RNA viral, i.e. os genes NIb e CP, foi encontrada entre a
maioria dos isolados de PPV que infectavam ameixeiras convencionais ou
transgénicas. Portanto, ameixeiras transgénicas ndo alteraram a diversidade e
dindmica das populagbes de PPV em niveis detectaveis, nem deflagraram a
emergéncia de PPV recombinantes durante o periodo do teste.

Populacdes de afideos e outros insetos foram quantificadas e comparadas em
ameixeiras transgénicas e nado transgénicas e nenhuma diferengca significativa foi
registrada. Para testar o efeito dos virus heterdlogos na estabilidade do silenciamento
transcricional do gene contra PPV, alguns galhos de arvores transgénicas C5 foram
inoculadas por enxertia com Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) e PPV, ou Apple
chlorotic leaf spot (ACLSV) e PPV, ou Prune dwarf virus (PDV) e PPV no campo e na
casa de vegetacdo. Em todos os testes, a resisténcia modificada ao PPV em
ameixeiras transgénicas foi estavel na presenca de virus heterélogos.

CONCLUSOES

Os experimentos de campo forneceram uma avaliacdo direta do impacto da videira e
ameixeira transgénicas expressando 0s genes virais sobre a diversidade e dindmica
de populagbes de virus, em particular sobre a emergéncia de virus recombinantes.
Eles também forneceram novos insights do impacto ambiental de videiras e ameixeiras
transgénicas expressando os genes virais CP. Em conjunto, 0os estudos sugeriram
que as videiras e ameixeiras transgénicas ndo sdo apenas altamente resistentes a
GFLV e PPV, respectivamente, por um largo tempo (3 e 10 anos, respectivamente),
mas também nao tém efeito adverso, além de eventos de background naturais, sobre
a diversidade e dindmica de populagdes de virus via recombinacéo.

A resisténcia a virus devastadores é de grande interesse para a indUstria europeia de
videiras e frutas de caroco. Dada a necessidade premente de estratégias de controle
para virus eficientes e compativeis com o ambiente, as descobertas devem auxiliar as
autoridades nacionais e internacionais a tomar decisfes regulatérias cientificamente
baseadas quanto a liberagdo de videiras e ameixeiras resistentes a virus, assim com
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quanto a culturas transgénicas que contenham genes derivados de virus e sdo de
importancia agrondémica.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

No verdo de 2000 o projeto financiado pela UE, CONFLOW, reuniu dez parceiros (oito
cientificos e dois comerciais) com o objetivo de desenvolver ferramentas genéticas de
larga aplicagdo que permitisse o controle genético do florescimento. A finalidade é a
contencdo dos transgenes por meio do controle do tempo de florescimento, assim
como do ajuste fino do tempo de florescimento em culturas e arvores agriculturalmente
importantes.

A contencao bioldgica via controle do florescimento é dirigida a culturas em que as
partes vegetativas sao colhidas, por exemplo, gramineas forrageiras e algumas
hortalicas. O ajuste fino do florescimento, ou acelerando ou atrasando, permite as
variedades de culturas existentes serem colhidas no tempo 6timo e exploradas em
novas areas geograficas ou em resposta a mudancas de longo prazo das condicfes
climéticas e politicas do uso da terra. O desenvolvimento de novas ferramentas de
melhoramento para a industria de silvicultura e fruteiras, baseadas em linhagens
melhoradas de ciclo rapido, com uma fase juvenil encurtada, acelera o melhoramento
de espécies lenhosas. ApGs o término do programa de melhoramento, o transgene
dominante pode ser eliminado, seja por fecundacdo cruzada ou por estratégias de
recombinagdo controlada, usando um sistema comprovado de recombinase
sitioespecifica.

As tecnologias desenvolvidas foram dirigidas para serem aplicaveis a uma larga
variedade de plantas, incluindo tanto dicotiledébneas como monocotileddneas,
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angiospermas e gimnospermas, e foram testadas inicialmente no projeto nos
seguintes exemplos de aplicacdo: contenc¢éo biologica visando a impedir o escape de
transgenes da principal forrageira europeia, 0 azevem perene (Lolium perenne); ajuste
fino de tempo de florescimento focando em arroz (Lolium) e aceleragcdo do
melhoramento de espécies lenhosas, usando como modelos alamo, vidoeiro e citrus.

Os objetivos especificos foram:

Contencdo biolégica: o desenvolvimento de métodos para o controle do
florescimento tanto em dicotileddoneas com em monocotiledéneas conferindo uma
completa contencédo bioldgica. Plantas que nao florescem serdo desenvolvidas com o
controle dos genes para o tempo de florescimento em combinagdo com um sistema
para reversao induzida do fenétipo de nao florescimento para a finalidade de producéo
de sementes. O desenvolvimento de tecnologias visa a culturas em que as partes
vegetativas sdo colhidas, por exemplo, gramineas forrageiras e algumas hortalicas.

Ajuste fino do tempo de florescimento: o desenvolvimento de ferramentas para o
controle positivo e a otimizagdo do tempo de florescimento de culturas e arvores
importantes agriculturalmente para facilitar uma agricultura e silvicultura flexiveis e
sustentaveis. Pequenas mudancas no tempo de florescimento, aceleracao ou atraso,
para otimizar o tempo da produgcdo de sementes, irdo permitir que as variedades
existentes das culturas sejam colhidas no tempo 6timo e exploradas em novas areas
geograficas ou em resposta a mudancgas de longo prazo nas condi¢des climaticas e
politica de uso da terra.

Melhoramento acelerado de espécies lenhosas: o desenvolvimento de novas e
revolucionarias ferramentas de melhoramento para a industria de silvicultura e
fruticultura baseadas em linhagens para melhoramento de ciclo rapido com a fase
juvenil encurtada. Ao completar o programa de melhoramento, o transgene dominante
sera eliminado ou por fecundagdo cruzada ou por estratégias de recombinacdo
controlada usando um comprovado sistema de recombinase sitioespecifica. As novas
ferramentas de melhoramento para a conversao temporaria de variedades de fruteiras
e arvores de maturacao vagarosa em linhagens para melhoramento de ciclo rapido
irdo revolucionar a capacidade de melhorar espécies lenhosas por meio de técnicas
convencionais de melhoramento.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

A. Bloco de trabalho 1 — Contencéao bioldgica

A riqueza de dados disponiveis do trabalho com o controle do tempo de florescimento
em Arabidopsis sera explorada para manipular as rotas genéticas e fisioldgicas que
controlam o florescimento em outras espécies, tais como Lolium perenne.
Especificamente, a principal rota de represséo de florescimento (devido aos genes FRI
e FLC)

Sera fortalecida por superexpressao transgénica enquanto uma rota que normalmente
reduz essa repressdo, em resposta a um periodo de inverno de temperaturas baixas
(a rota de vernalizacdo), sera enfraquecida pela expressao antisenso de genes
regulatorios importantes (VRN1 and VRN2). Isso resultard em plantas que né&o
florescem. Para as finalidades de produgdo de sementes, um sistema indutivel de
expressao sera empregado par obter plantas com florescimento quando desejado.
Finalmente, um componente critico para esse objetivo serd uma andlise de avaliacédo
de risco da eficcia e estabilidade da contencédo biolégica por meio de experimentos
controlados em populacdes de plantas sem florescimento sob diferentes condi¢bes
experimentais.
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B. Bloco de trabalho 2 — Ajuste fino do tempo de florescimento

O objetivo serd conseguido por meio de duas estratégias usando genes reguladores
conhecidos do arroz (OsMADS47 e OsMADS18) para manipular o tempo de
florescimento do arroz, e pelo uso de abordagens gendmicas com Lolium para
descobrir novos genes envolvidos no processo de vernalizac&o. A utilidade dos novos
genes para a manipulacdo de tempo de florescimento serd primeiramente avaliada
suando o sistema bem caracterizado de Arabidopsis. Genes conhecidos e novos
genes de juventude serdo entdo usados em vidoeiros para atrasar o florescimento.
Genes candidatos serédo entdo testados no arroz, Lolium, e vidoeiro como exemplos
de aplicacéao.

C. Bloco de trabalho 3 — Melhoramento acelerado de espécies lenhosas — novas
ferramentas de melhoramento

Estratégias complementares seréo usadas para conseguir o objetivo:

Abordagem de conservacgio funcional: 0 estudo examinard a capacidade de genes de
tempo de florescimento de Arabidopsis (LFY, APl, FT e SOC1) de suprimir a
juventude (idade da planta quando floresce). Em citrus transgénico com juventude
suprimida, genes que sao regulados para cima e para baixo seréo isolados com o0 uso
de apresentacao diferencial (DD) e testados para sua funcionalidade na supressdo da
fase juvenil em Arabidopsis e citrus. Os ortologos desses genes serdo isolados e
testados quanto a sua conservacéao funcional pela expressao em Arabidopsis, citrus (e
vidoeiro quando apropriado).

Abordagem gendmica: a descoberta de novos genes envolvidos no processo de
florescimento sera tratada usando tecnologia de microarranjo. Ativadores e
repressores da transicdo floral em &lamo e citrus serdo identificados via sele¢éo
diferencial de uma colecdo EST de hibridos de alamos (microarranjo). A funcéo de
genes isolados sera testada como descrito acima. Genes que foram identificados
acima, e cuja expressao da origem ao florescimento precoce e flores férteis que
podem ser usadas em cruzamentos, serdo entdo testados como ferramentas em
programas de melhoramento. Ao completar o programa de melhoramento, o transgene
dominante serd eliminado ou por fecundacdo cruzada ou por estratégias de
recombinagdo controlada usando um comprovado sistema de recombinase
sitioespecifica. Isso resultara em uma éarvore ndo transgénica que simplesmente foi
submetida a um programa de melhoramento acelerado. Uma importante parte do
trabalho conduzido é assegurar que o conhecimento bioldgico basico ganho nesta
pesquisa seja explorado para produzir produtos para 0 mundo real e solu¢cdes que
beneficiem as companhias europeias, consumidores e o ambiente. O projeto visa a
conseguir isso por meio de exemplos de aplicacdo e andlise de avaliagédo de risco.

D. Bloco de trabalho 4 — Avaliac&o de risco ambiental

Finalmente, a eficacia e estabilidade da contencdo biolégica em Lolium serdo
submetidas a uma rigorosa andlise de avaliacé@o de risco.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS
Contencéo bioldgica

A meta era trabalhar no sentido de obter uma graminea forrageira criando azevem
sem florescimento que nado respondesse a mudancas em fotoperiodo ou vernalizacéo.
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Para atingir a contencdo bioldgica em Lolium, foi usado o conhecimento gerado por
plantas modelo como Arabidopsis para identificar ortologos de genes conhecidos de
florescimento em Arabidopsis e testar diferentes instrumentos genéticos para controlar
o florescimento em Arabidopsis assim como em gramineas. Um resultado importante
deste estudo foi que genes de diferentes espécies de plantas apresentando fortes
homologias de sequéncia possam ter efeitos bastante diferentes — e, as vezes, mesmo
opostos — no florescimento, como visto em plantas modelo. Mais ainda, para alguns
genes de florescimento ndo era possivel encontrar genes correspondentes na cultura
investigada por meio da homologia de sequéncia.

Trabalho com Arabidopsis e Lolium por parceiros neste bloco de trabalho, rapidamente
estabeleceu que manipular o tempo de florescimento via fatores que controlam FLC
ndo era ideal para cereais, e uma nova abordagem foi adotada. Isso continuou a
mostrar que h& genes (tanto enddégenos com de Arabidopsis) cuja superexpressao em
monocotileddneas pode atrasar significativamente o florescimento. Além disso, o
demonstrou-se que o0 homoélogo de Lolium de Arabidopsis CO, LpCO, era funcional em
Arabidopsis e na monocotiledénea cevada.

Afinal, as ferramentas genéticas necessarias para controlar o florescimento em
monocotileddneas foram identificadas e gramineas sem florescimento foram geradas
com um comutador ndo quimico indutivel para induzir o florescimento sob comando
para a finalidade de producdo de sementes. Paralelamente, uma analise de avaliagdo
de risco foi conduzida sobre a eficcia e estabilidade da contencao biologica por meio
de experimentos em populacbes de plantas sem florescimento sob diferentes
condigbes ambientais.

Ajuste fino do tempo de florescimento

As tentativas de modificar os niveis de expressao de genes MADS-box especificos de
florescimento em arroz resultaram apenas em pequenas mudancas fenotipicas. Uma
explicacdo para esse padrdo poderia ser o conhecido efeito de redundancia agindo
nessa grande familia de fatores de transcricdo. Os resultados obtidos com genes de
arroz na planta modelo Arabidopsis ndo sdo sempre transferiveis para a planta da
cultura.

Enquanto as investigacbes de ajuste fino do tempo de florescimento em arroz néo
deram resultados claros com respeito a fenétipos com florescimento tardio ou precoce,
resultados excepcionais foram conseguidos com vidoeiro com a geracao de linhagens
transgénicas tanto precoces como tardias quanto ao florescimento. Mais ainda,
experimentos de hibridizacdo em microarray unigénico desenvolvido em Lolium com
mais de 1.500 sequéncias, assim como a geragao e uso de um microarranjo contendo
24.000 sequéncias Unicas de alamo, identificaram novos genes importantes envolvidos
no florescimento e processos de desenvolvimento nesses organismos.

A expresséo do repressor de florescimento FLC de Arabidopsis em vidoeiro resultou
exatamente no fenétipo oposto nessa espécie lenhosa (florescimento precoce),
enquanto a expressdo antisenso de um indutor de florescimento em vidoeiro ou a
superexpressao de um repressor de florescimento em Populus teve o efeito esperado
e atrasou o florescimento em vidoeiro. A aceleracdo do florescimento de vidoeiro pela
superexpressdo de indutores de florescimento de vidoeiro produziu os melhores
resultados em termos de ajuste fino ou aceleracéo do florescimento.

Melhoramento acelerado de espécies lenhosas — Novos instrumentos de
melhoramento
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Abordagem da conservacgao funcional: o objetivo de desenvolver instrumentos para
ciclo rdpido em citrus e laranja doce pela superexpressao de genes de florescimento
de Arabidopsis foi muito positivamente atingido com os resultados em citrange (hibrido
de laranja doce com laranja trifoliada). Enquanto os genes especificos para
florescimento demonstraram diferentes capacidades na aceleracdo de florescimento
em citrange, o efeito positivo do gene nédo pode ser transferido para Citrus sinensis,
pelo menos ndo durante o projeto CONFLOW.

Em mais detalhes, o efeito de FT e SOCL1 foi demonstrado em citrange e mostrou que
FT é muito mais eficiente que SOC1 na supressdo da juvenilidade. FT também
acelerou o inicio do florescimento tdo eficientemente quanto AP1, mas ndo é tdo
efetivo na supressdo das caracteristicas juvenis. Além disso, materiais genéticos
foram gerados para testar o efeito da eliminacdo de APl ap6s a supressdo da fase
juvenil em citrange.

Em Citrus sinensis, arvores transgénicas foram geradas mas sem um efeito claro de
AP1 na supressdo da juvenilidade e promocdo do florescimento. Finalmente, um
conjunto de genes foi identificado, cuja expressdo é aumentada em citrange como
uma consequéncia da super-expressdo de AP1. Seu papel na supressdo da
juvenilidade e/ou promocdao floral permanece para ser testado.

Abordagem gendmica: essa abordagem foi bem-sucedida em gerar arvores de
alamos com florescimento precoce que floresciam apds poucas semanas ou meses
em vez do normal de 12 a 15 anos. O florescimento induzido € préximo do normal,
formando inflorescéncias em vez de flores isoladas anormais. Isso representa uma
melhora significativa, comparada com resultados anteriores. A técnica provou trabalhar
tanto para plantas masculinas como femininas. Mais ainda, o florescimento pode ser
induzido a vontade, usando constru¢des indutoras. Isso nunca havia sido demonstrado
para arvores. Finalmente, o trabalho, pela primeira vez, caracterizou os perfis de
expressao de genes para quase todos os genes de alamo durante a transicdo
juventude a maturidade. Este trabalho, que identificou centenas de genes de alamo
que sdo reguladores putativos dessa transi¢cdo, ir4 constituir-se em uma base
importante para futuros trabalhos sobre a regulacéo de florescimento e maturidade em
arvores.

CONCLUSOES

Uma importante descoberta deste projeto é que é possivel transferir o conhecimento e
0s genes de plantas modelo como Arabidopsis para plantas de culturas, mas o
resultado em diferentes culturas ndo é sempre previsivel. Uma vez que o projeto
envolvia espécies lenhosas assim como culturas com tempos longos de regeneracgéo e
transformacdo, ndo tem sido possivel alcancar conclusGes finais em todas as

estratégias dentro da duragdo de trés anos do projeto.

A eliminacdo do florescimento em culturas e &rvores florestais transgénicas
(contencéao biolégica) é geralmente considerada como sendo a mais importante meta
para 0 uso com vantagens da biotecnologia na agricultura e na silvicultura. A
contencao biolégica provavelmente serd um pré-requisito para a futura introdugéo de
plantacdes de arvores geneticamente modificadas e pode facilitar a coexisténcia entre
culturas geneticamente modificadas e convencionais nos campos. O desenvolvimento
de plantas melhoradas biotecnologicamente pode levar a culturas com produtividade e
gualidade drasticamente melhoradas e producdo de madeiras, beneficiando os
fazendeiros europeus e induastrias florestais, ajudando a aliviar a pressédo sobre
florestas naturais.
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Arvores com florescimento precoce serdo importantes para o melhoramento de
arvores florestais e citrus. Isso resolve um importante problema em melhoramento de
arvores, i.e. o fato de que muitas arvores europeias comercialmente interessantes nao
florescem antes de 5-20 anos de idade. Isso tem prejudicado severamente o
desenvolvimento do melhoramento de arvores na Europa. Arvores superiores,
altamente melhoradas, aumentardo significativamente a produtividade e a qualidade
das florestas.

As ferramentas desenvolvidas no ajuste fino do tempo de florescimento ajudara a
tornar previsivel, mesmo em flutua¢des imprevisiveis do ambiente (e.g. condicées do
tempo), e ajudardo a adaptar variedades novas e ja existentes, e culturas, a sua
localizacdo e condicbes de crescimento. Esses beneficios permitirdo as variedades
“elite” existentes serem cultivadas onde atualmente ndo o sdo, e aumentar a
produtividade e competitividade da agricultura europeia em geral.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

O ambiente do solo é afetado pelas atividades agricolas, incluindo os elementos das
praticas convencionais de producdo, como pesticidas, aracdo e tipos de culturas. A
introducéo de culturas geneticamente modificadas (GM) ao ambiente do solo pede
uma avaliacdo ecolégica e econdmica, especialmente porque as consequéncias dessa
nova tecnologia ndo podiam ser previstas pela experiéncia anterior. A biodiversidade
do solo inclui uma ampla gama de grupos taxondmicos, cada um pedindo uma
especializagdo e experiéncia. Estes organismos desempenham mudltiplas funcdes que,
juntas, criam um ecossistema complexo. O projeto ECOGEN incluiu os principais
grupos taxondmicos e a decomposi¢do de matéria organica como o foco principal de
sua investigacéo ecoldgica de sistemas de cultivo GM.

Uma avaliacdo de risco ecologico de sistemas de cultivo GM e sistema de cultivo
convencional com relacdo a ecossistemas do solo foi baseada com testes de uma
Unica espécie e investigacbes de campo de longo prazo (quatro anos). Protocolos de
primeira linha de ecotoxidez para testar produtos quimicos foram modificados para a
exposicdo a material vegetal GM e validados em um sistema escalonado de avaliagdo
de risco.

Quando conduzindo avaliagdes de risco ecoldgico, tornou-se préatica estabelecida
analisar o risco em passos ou niveis sucessivos. Devido ao seu custo mais baixo, um
teste de poucos niveis permite uma série mais ampla de questdes (i.e. a inclusdo de
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muito mais fatores) do que testes de muitos niveis. ECOGEN abordou a avaliacdo de
risco com uma perspectiva similar, mas sem requerer resultados de um este com
poucos niveis antes de deflagrar um teste de mais niveis. Em vez disso, trés niveis
foram empregados, usando resultados de menor numero de niveis para corroborar a
interpretacdo das observacdes com mais niveis (nivel de campo).

O objetivo de avaliar o impacto ecoldgico e econdmico dos sistemas de cultivo GM foi
atingido com o estabelecimento uma infraestrutura experimental de campo em trés
locais incluindo sistemas de cultivo GM e ndo-GM. Foram localizados em trés zonas
geograficas europeias correspondentes aquelas em peso pela autorizagdo de produtos
para protecdo de plantas:

Zona A — Norte (Dinamarca), Zona B — Centro (aproximado por um local no Norte da
Franga), Zona C — Sul (Sul Mediterraneo da Franga). Mudangas na biodiversidade do
solo foram medidas principalmente em relacdo a préaticas de aracao, tipos de solo e
histéria, pesticidas e variedade de milho.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

A abordagem feita quanto a avaliacao de custos e beneficios da introducéo de culturas
GM na Europa foi distinguir entre custos e beneficios que seriam temporarios
(reversiveis) e aqueles que seriam de natureza de longo prazo (irreversiveis). No
contexto das culturas transgénicas, em que as preocupacdes estdo mais focadas em
custos potencialmente irreversiveis da tecnologia, informagfes uteis podem ser
obtidas de valores limite que indicam o0s custos irreversiveis maximos sociais
incrementais (MISTICs) que um individuo ou sociedade quer tolerar em troca dos
beneficios da tecnologia. O estudo, portanto, também investigou o ponto em que
custos irreversiveis incrementais excederiam o MISTICs nos niveis nacionais, do
produtor ou per capita UE.

Para enfrentar o problema de tomar uma deciséo baseada no conhecimento originado
em circulos cientificos discrepantes, um modelo de suporte de decisdo multiatributos é
atilb, uma vez que intrinsecamente ndo tem restricbes quanto a natureza do
conhecimento que integra 0 modelo — desde que o conhecimento sobre o sistema
possa ser quebrado em atributos e a esses possam ser dados valores simbdlicos
qualitativos que influenciam propriedades agregadas. A avaliacdo de sistemas de
cultivo é passivel de modelagem multiatributo, porque trata de cenérios que precisam
ser avaliados, analisados e comparados uns com 0s outros. E um sistema de cultivo
pode ser dividido em elementos menores, menos complexos, em que as relagbes
entre os fatores podem afetar a avaliacdo dos cenarios. O conhecimento ecolégico
com testes de espécie Unica, testes multiespécies, investigacbes de campo e
informac&o econdmica sobre praticas de cultivo foi levado via especialistas da area
aos cientistas em computacéo, construindo o modelo baseado em norma a ser usado
para a predi¢cdo de processos econdmicos de tomada de deciséo.

A organizacdo do projeto ECOGEN mostrou ser bem-sucedida, provavelmente por que
0s elementos na organizacdo refletiam as principais metas, como divididas entre os
blocos de trabalho. O modelo conceitual da organizacdo do projeto combinou
abordagens de economia, agronomia e avaliacdo de risco ecotoxicolégico com um
empreendimento de modelagem que usou busca de dados e apoio para decisdes. Os
estudos de campo subjacentes foram concebidos com base e infraestrutura do mundo
real, sobre as quais as andlises e interpretacdes foram construidas.
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O projeto ECOGEN tratou das questbes ecoldgicas e econbmicas do solo
relacionadas com a introducdo de culturas GM na agricultura europeia. Isso se
constituiu de:

avaliacBes ecoldgicas do solo em sistemas de producéo de milho GM em trés niveis
de organizagBes biologicas: espécie Unica, comunidades modelo e ecossistema de
campo;

avaliacdo socioecondmica dos beneficios e custos do milho Bt e milho HT no nivel da
fazenda e nivel nacional para Estados-membros da UE;

apoio a decisdo para ajudar na avaliacdo de fatores econémicos e ecoldgicos
concomitantes pelo emprego de uma ferramenta de apoio a decisdo multiatributo.

Uma infraestrutura experimental foi estabelecida para dar aos participantes do projeto
dados de gerenciamento agricola, comparacdes delineadas experimentalmente sobre
sistemas de cultivo e dados econémicos. Os estudos de campo foram localizados em
cada uma das trés zonas geograficas europeias como usadas para a autorizagdo de
produtos de protecdo de plantas: Zona A — Norte (Dinamarca), Zona B — Centro
(aproximado por um local no Norte da Franga), Zona C — Sul (Sul Mediterraneo da
Franca).

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

Os protocolos de excitoxicidade usados para o teste de produtos quimicos foram
modificados para ajustarem-se a exposicdo ao material vegetal GM. Uma ampla gama
de grupos taxondmicos de organismos do solo, incluindo Acari, Oligochaeta,
Collembola, Protozoa, Nematoda e Mollusca, foi investigada quanto a sensibilidade
direta a toxina Bt, tanto na forma quimica pura quanto como parte da biomassa de
milho em testes de laboratério. Estes testes ndo revelaram efeitos da toxina Bt e milho
Bt, enquanto os inseticidas selecionados entre os pesticidas usados em locais de
estudos de campo do ECOGEN teriam efeitos sobre os invertebrados do solo. A
microfauna ndo foi, portanto, afetada pelos pesticidas nos niveis das doses de
aplicacdo no campo e a conclusédo geral é de esperar maior impacto sobre os

invertebrados do solo de aplicacéo de inseticidas do que de milho Bt.

Sistemas modelo mesocosmo foram empregados visando incluir a complexidade
ecoldgica do solo e o controle das condi¢cbes experimentais da casa de vegetacao.
Foram estudados fatores de campo relevantes tais como tipo de solo, pesticidas e
uma gama de variedades de milho Bt, comparados com seu quase isogénico ndo B.
Os maiores efeitos observados foram do tipo de solo e estagio de crescimento da
planta. A variedade de GM testada tinha efeitos sobre popula¢des de solo e processos
gue eram menos pronunciados que os efeitos do pesticida. A comparacdo entre o
milho Bt e o milho Bt quase isogénico ndo revelaram tendéncias gerais indicando
efeitos adversos ou benéficos do milho Bt sobre organismos do solo. Em particular,
guando se comparou a gama de variedades de milho Bt e milho Bt quase isogénico,
demonstrou-se que nao havia diferencas detectaveis na concentracdo da toxina Bt na
planta ou no solo com quaisquer das variedades expressando Bt. Embora os
nematdides do solo e a estrutura da comunidade microbiana diferirem entre as
variedades de milho, as diferencas ndo poderiam ser relacionadas com a
caracteristica Bt.

Um programa ecoldgico extensivo de amostragem de campo de solo esteve em
andamento por toda a vida do projeto, para microrganismos do solo (Bacteria),
microfauna (Protozoa e nematdides), mesofauna (Collembola, &caros, enquitreideos) e
macrofauna (minhocas). Para todos os principais grupos de organismos do solo
nenhuma diferenca foi observada com milho Bt que fossem maiores do que as
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diferencas causadas pela estacao, pelo tipo de solo, pela préatica de aracéo ou cultivar.
Efeitos observados no milho tolerante ao herbicida glufosinato de amonio foram
interpretados como vindos da aplicagdo do herbicida Basta, que foi observado para
Collembola e minhocas. Com relagcdo a decomposicao da matéria organica, o milho Bt
nao teve efeito negativo na decomposi¢cdo em qualquer das trés localidades.

Com culturas tolerantes a herbicidas (HT), a redugcdo da aracdo tornou-se
agronomicamente mais aceitavel porque a eficiéncia do herbicida de amplo espectro
ndo requer a assisténcia da aracdo para o controle de ervas daninhas. Maior
abundancia de fauna foi encontrada em aracédo reduzida tanto em milho Bt como no
milho HT; entretanto, esse resultado depende de especificidades do sistema de aracéo
reduzida usado. Reducdes drasticas em minhocas foram encontradas quando o
sistema consistia em omitir a aragdo de outono, mas mantendo um vigoroso solo
superficial na primavera.

O complexo de fatores econémicos e ecoldgicos envolvidos na avaliagdo de sistemas
de cultivo, incluindo as novas tecnologias como culturas GM, foi manejado e integrado
por um modelo qualitativo multiatributos. O modelo foi baseado no conhecimento
especifico da area dos especialistas do ECOGEN e foi usado para avaliagdo, no nivel
da fazenda, de culturas de milho GM e ndo-GM. Sistemas de cultivo foram definidos
por quatro grupos de aspectos: (1) subtipo de cultura; (2) contexto regional e no nivel
de fazenda; (3) protecdo de culturas e estratégias de manejo de culturas; e (4)
caracteristicas esperadas na colheita. A avaliacdo do impacto dos sistemas de cultivo
foi baseada em quatro grupos de indicadores ecoldgicos e dois grupos de indicadores
econdmicos: biodiversidade, biodiversidade do solo, qualidade da agua, gases da casa
de vegetacdo, custos variaveis e valor da produgdo. A avaliagdo dos sistemas de
cultivo foi governada por normas definidas pelos especialistas da area e usada por
modeladores para construir um modelo baseado em normas, ajudando 0s processos
econbmicos de tomada de deciséo e na previsdo do comportamento do ecossistema.

Quando o conhecimento ecoldgico de testes de uma espécie, testes multiespécies e
investigacbes de campo de sistemas de cultivo de milho foram levados pelos
especialistas da area aos cientistas de computacao, ficou 6bvio que a perturbacao
quimica, a fertilizacdo do solo, e o estresse fisico eram predominantes na
determinacdo da biodiversidade do solo. Em uma avaliacdo prética e geral dos
resultados ecoldgicos e econbmicos, o0 modelo ordenou os sistemas de cultivo na
seguinte ordem: organicamente manejado > sistemas GM incluindo as caracteristicas
Bt e HT> milho manejado convencionalmente.

CONCLUSOES

As avaliagbes ecoldgicas do solo em trés niveis de organizacdes bioldgicas, i.e.
espécie Unica, comunidades modelo mesocosmo e ecossistemas de campo,
produziram conclus@es especificas em cada nivel de complexidade:

organismos do solo mantidos s6s em culturas de laboratério ndo responderam
negativamente a toxina pura Bt ou material de planta de melhor contendo a toxina Bt;

sistemas de teste experimentais mesocosmo responderam principalmente a
propriedades de variedades de milho em vez de a toxina Bt e a pesticidas; e

as respostas de campo da biodiversidade de solo foram detectadas principalmente
para as praticas de aracao, tipo de solo, tipo e histérico de cultura, pesticidas e
variedade de milho.

Os dois niveis superiores ndo corresponderam bem com o primeiro nivel, de modo que
uma estratégia de triplo nivel é sugerida quando avaliando o impacto de plantas GM
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para também se beneficiar da forca de cada nivel no entendimento e na previsdo dos
efeitos no nivel de campo.

A avaliacdo socioecondmica dos beneficios e custos do milho Bt e do milho HT no
nivel da fazenda e no nivel nacional para Estados-membros selecionados da EU
resultou em conclusdes cruciais importantes para a politica agricola da UE:

a analise econbmica indica que os fazendeiros produtores de milho da UE perderiam

beneficios econbmicos diretos da ordem de 150 milhdes de euros por ano pelo
adiamento da introducéo total do milho Bt. Com base na analise de impactos do
ECOGEN do milho Bt e milho HT sobre a biodiversidade do solo, concluimos que os
beneficios econbmicos diretos sdo provavelmente suficientemente altos para
compensar possiveis custos irreversiveis da introdugcao completa: maiores adiamentos
sdo, portanto, injustificaveis;

a decisdo da Comissao Europeia de adiar mais aprovacdes de culturas GM até que
sistemas de rotulagem e rastreamento para os OGMs estejam em vigor e regras de
coexisténcia estabelecidas pode ser considerada sabia, embora essa decisdo tenha
um alto custo econdémico;

de uma perspectiva puramente econémica, poderia ter havido um ganho social com a
espera de adotar o milho Bt até que mais informac¢des fossem reunidas para reduzir a
incerteza associada com os beneficios liquidos reversiveis de consumidores privados;
e beneficios econdmicos pequenos no nivel per capita: isso pode contribuir para a
relutdncia dos consumidores da EU a favorecer mais as culturas GM.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

A regulamentacdo da UE sobre modificacdo genética permitiu até agora que apenas
uma cultura transgénica seja cultivada nos campos europeus. Entretanto, a possivel
liberacéo de plantas GM foi acompanhada por uma crescente preocupagéo publica (e
cientifica) de que os transgenes fossem transferidos para cultura ndo-GM ou mesmo
parentes selvagens, onde existem. Essa preocupacdo levou a uma forte demanda
para a implementacdo de tecnologia que reduza a exposicdo tanto por razdes
ambientais (e.g. fluxo génico entre culturas GM e parentes selvagens) como razfes
econbmicas (e.g. fluxo génico entre culturas GM e ndo-GM).

A coexisténcia de culturas GM e ndo-GM poderia ser facilitada pela implementagéo de
estratégias de contencado biolégica que reduzissem o fluxo de transgenes. O projeto
TransContainer, que compreendeu 13 parceiros de universidades, pesquisa e
institutos do governo, SMEs e industria, visou a facilitar a coexisténcia da agricultura
GM e ndo-GM (incluindo a orgéanica).

Os principais objetivos do projeto eram:
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desenvolver estratégias de contencdo estaveis, ambientalmente seguras e
comercialmente viaveis em culturas relevantes para a Europa,;

investigar os impactos socioecondmicos, ambientais e sobre o consumidor da
implementacéo dessas estratégias na Europa;

aumentar o entendimento e aceitacao, pelos interessados e 0 publico em geral, da
coexisténcia por meio de estratégias de contencdo bioldgica, pela iniciativa de dialogar
com e entre esses grupos, e por intermediar politicas informadas e debates puablicos
sobre suas consequéncias de medidas de coexisténcia.

ABORDAGEM E METODOLOGIA
O projeto foi dividido em seis ‘Blocos de Trabalho’ (WPs):

WP1 Gerenciamento e coordenacao.
WP2-4 Desenvolvimento de estratégias de contencao biologica.
WP5 Avaliagdo da tecnologia ambiental e econémica.

Blocos de Trabalho 2-4: Estratégias de Contencao Bioldgica

A meta destes WPs movidos a tecnologia foi desenvolver um nimero de estratégias
para a contencao bioldgica dos transgenes. Onde necessario, essas estratégias foram
complementadas com comutadores reversiveis para restaurar a fertilidade. Foram
desenvolvidas e testadas técnicas para bloquear o florescimento ou a fecundacao
cruzada de modo reversivel em espécies que dependem do florescimento para
propagacdo e/ou para producdo de semente (hibrida). As culturas usadas eram
representativas de culturas plantadas por suas sementes (colza oleaginosa), por seus
frutos (tomate e berinjela), ou por suas partes vegetativas (beterraba acucareira,
azevem, festuca vermelha, alamo e vidoeiro). Para algumas dessas culturas varias
estratégias foram testadas.

Em WP2, “Transformacao de Cloroplasto”, os objetivos eram o desenvolvimento de
protocolos eficientes de transformacéo de plastidios para colza e beterraba agucareira,
gue seriam usados para gerar plantas resistentes a herbicida livres de marcadores de
selecdo antibidticos. A abordagem incluia a identificacdo das melhores variedades e
condigBes de cultura de tecido para ambas as espécies, a producdo de vetores de
transformacdo modelados para o plastoma de cada espécie, e a selecdo e
caracterizacdo molecular das plantas transplastdmicas.

Em WP3, “Florescimento Controlavel”’, o principal objetivo era desenvolver beterraba
acucareira, gramineas e arvores sem florescimento. O segundo objetivo principal era
desenvolver sistemas para a restauracédo do florescimento em beterraba acucareira e
gramineas com florescimento reprimido. Estratégias de contencdo dependentes de
repressao do florescimento sdo adequadas para plantas que sdo cultivadas por suas
partes vegetativas.

Em WP4, “Fertilidade Controlavel”, o objetivo era estabelecer estratégias de contengéo
biol6gica baseadas em mitigacdo de transgenes em pdélen por meio de privacao
nutricional (colza oleaginosa, tomate [sem sementes]), mitigacdo de transgene em
pélen através da interferéncia em fatores de transcricdo basal (colza oleaginosa,
berinjela), e mitigacado de transgenes no pdlen e na semente por ablagado de células
(gramineas e colza oleaginosa). O trabalho em mitigacdo de transgenes através da
privacdo nutricional em colza oleaginosa foi substituido no fim do segundo ano por um
projeto de mitigacdo de transgenes por meio da apomixia (producdo clonal de
sementes).

Bloco de Trabalho 5: Impacto da Tecnologia
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Este WP avaliou o impacto econdmico, ambiental e sobre o consumidor associado
com as estratégias de contencgdo bioldégica na Europa, com o objetivo de fornecer
recomendacdes de uso pratico das culturas transgénicas na agricultura europeia. A
avaliacdo econOmica considerou primeiramente os beneficios e custos econémicos
incrementais a serem esperados da estratégia de contencdo e, em segundo lugar,
analisou as implicacbes da adocéo de culturas transgénicas sob diferentes regras e
regulamentacdes que governam a coexisténcia. A avaliacdo do risco de culturas GM
contidas biologicamente foi conduzida em conformidade com os principios diretores de
avaliacbes ambientais e sanitarios publicados pela Administracdo Europeia de
Seguranca de Alimentos (EFSA).

Bloco de Trabalho 6: Disseminacéao

O objetivo deste WP foi comunicar os resultados do projeto TransContainer ao publico
e interessados para intermediar politicas informadas e debate politico sobre o
potencial de culturas GM contidas biologicamente para adoc¢ao pelo mercado europeu.
Vérias atividades de comunicacéo publica foram executadas, incluindo:

1. organizagdo de trés reunides de trabalho em diferentes localizagbes na UE;

2. entrevistas com mais de 40 representantes de organizacfes interessadas nha
Europa Ocidental e Oriental,

3. producgdo de um DVD com seis relatos filmados de interessados e uma impresséo
da reunido final de trabalho dos interessados europeus; e

4. provisdo de informagbes em seguida a questdes de organizacdes nao-
governamentais e a jornalistas.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS
Transformacéo de cloroplasto

Duas culturas foram escolhidas para o desenvolvimento de protocolos de
transformacdo de cloroplastos: beterraba acucareira e colza oleaginosa. Para a
beterraba acgucareira, foi desenvolvido um protocolo baseado em bombardeamento
com particula (método biolistico) de peciolos de beterraba agucareira, que resultou na
geragdo de um numero de plantas resistentes a herbicida (De Marchis et al., 2008).
Foram inseridos dois transgenes, um marcador para selecdo, e o gene para proteina
fluorescente (GFP) para a sele¢do visual de plastidios transformantes (Fig 1.). Para
colza oleaginosa, foi tentada tanto a transformacéo de cloroplasto por via biolistica
como a mediada por PEG. O ultimo método produziu com sucesso tecido
transformado homoplastico, entretanto a capacidade regenerativa da colza oleaginosa
é altamente dependente da variedade e, nesse respeito, as plantas transplastémicas
ainda ndo foram regeneradas com esta variedade.

Represséo floral

Estratégias parcialmente sobrepostas para reducdo da expressdo de genes
conhecidos ativadores de florescimento ou para expressdo aumentada de genes
conhecidos inibidores de florescimento foram empregadas para bloquear o
florescimento em beterraba acucareira , gramineas e arvores de madeira dura. A
maior parte das estratégias foi implementada com sucesso, embora em alguns casos
os testes ainda estejam em andamento. Linhagens transgénicas que ndo florescem
foram obtidas para beterraba acucareira, azevem perene, festuca alta, &lamo hibrido e
choupo. Para beterraba acucareira e gramineas, quando o florescimento é necessario
para permitir o melhoramento de propagacéo por sementes, outros trabalhos foram
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feitos para estabelecer um sistema de restauracdo indutivel do florescimento usando
um promotor indutivel por etanol. Demonstrou-se que o0 principio funciona em
Arabidopsis e festuca alta (Fig 2.), e também foi introduzido em beterraba agucareira,
mas requer mais testes e otimizacio em todos esses sistemas.

Fertilidade controlavel

Vérias estratégias foram testadas para tratar da transmisséo de transgenes através do
pdélen ou semente em tomate, berinjela, colza oleaginosa, e gramineas. Esterilidade
masculina reversivel através de privacdo nutricional funcionou bem em tabaco
(Ribarits et al., 2007), mas néao tdo bem em tomate. A esterilidade pela regulagem para
baixo dos fatores da transcricdo basal funcionou bem para berinjela e podia ser
revertida usando um sistema indutivel por etanol. A prevencdo de disseminacdo do
transgene através de sementes foi obtida pela modificacdo da expressédo do fator de
transcricdo requerido para a biogénese do cloroplasto durante o desenvolvimento do
embrido (Colombo et al., 2008). Essa abordagem chamada “Bloqueio Recuperavel de
Funcao” foi usada com sucesso para a recuperacao indutivel de sementes viaveis.
Apomixia, a producdo assexual de sementes, foi estudada como um modo potencial
de assegurar producdo de sementes com 0 mesmo genétipo parental em plantas
machoestéreis, mas a pesquisa ainda esta no estagio fundamental.

Impacto da Tecnologia

O impacto potencial da implementagcédo de estratégias de contencao bioldgica para a
coexisténcia na agricultura europeia e na saude do consumidor foi avaliado. Concluiu-
se que, para muitas culturas, a contencdo pode ndo ser necessaria sob as atuais
condigbes de cultivo, uma vez que as medidas de coexisténcia seriam suficientes
(Ansink and Wesseler, 2009). Entretanto, contencéo biolégica pode ser valiosa como
um nivel extra de prote¢do para culturas com usos como alimento ou racéo, tais como
plantas industriais ou que produzem insumos farmacéuticos. Como nao se espera que
nenhuma estratégia seja 100% eficiente, uma combinacdo de estratégias é
aconselhavel em tais casos. Efeitos adversos sobre a saude humana ou ao ambiente
resultantes de contencdes bioldgicas especificas desenvolvidas neste projeto foram
considerados como improvaveis, mas serdo necessarias analises mais detalhadas,
especialmente para as novas abordagens para as quais ndo ha precedentes na
literatura (Koziolek, 2009).

Disseminacéo

Comunicacédo adequada ao publico e envolvimento dos interessados sdo importantes
metas deste projeto. Para essa finalidade, trés reunides de trabalho de um dia foram
organizadas e entrevistas com interessados, assim como um DVD com relatos
filmados foram produzidos para fornecer material de background para discussdes.
Todos o0s resultados estdo sendo publicados em um site publico
(www.transcontainer.org) e os relatos filmados estdo acessiveis através de
www.youtube.com.

CONCLUSOES

O projeto Transcontainer foi bem-sucedido em atingir muitos de seus objetivos. Um
namero de estratégias, tais como inibicdo de florescimento, transformacdo de
cloroplastos e macho- esterilidade foram mais desenvolvidas e implementadas em
varias culturas importantes, estendendo consideravelmente com isso as possibilidades
para obter a contencdo biolégica. As plantas transgénicas desenvolvidas neste projeto
podem ser usadas para testar a eficiéncia da contengédo sob condi¢cdes de casa de
vegetacdo ou em experimentos de campo. Estudos sobre impactos socioecondmicos
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potenciais e as atividades de disseminacédo revelaram que nossa pesquisa chega a um
estagio bastante precoce na introducdo de culturas GM na Europa, e que varios
grupos de interessados ndo estdo alertados das diferentes opcdes para contencdo
biol6gica. Quanto a esse respeito, nossas atividades de disseminacdo contribuiram
para a crescente conscientizacdo deste topico.

Tem havido controvérsias em torno deste projeto, pois certos grupos olham as
estratégias de contencdo bioldgica estudadas no projeto como Tecnologias Genéticas
de Restricdo de Uso (GURTs), também conhecidas como “tecnologia do
exterminador”. A modificacdo das propriedades reprodutivas da planta é inevitavel em
uma estratégia de contencao biolégica e esse aspecto da contencao bioldgica, seja ele
conseguido através de abordagens GM ou ndo-GM, permanecera uma questao a ser
tratada. De certo modo, portanto, este projeto foi bem atualizado com relacdo a
levantar interesse quanto a estas questoes.
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Joaquima MESSEGUER

BACKGROUND E OBJETIVOS

O Projeto de Pesquisa multidisciplinar europeu SIGMEA foi estabelecido para criar
uma estrutura baseada na ciéncia para informar os tomadores de decisdo sobre a
coexisténcia apropriada e as medidas de rastreamento que seriam necessarias para o
cultivo de culturas GM. Para informar a sustentabilidade das culturas GM, SIGMEA
tem: (i) ordenado e analisado todos os dados europeus sobre fluxo génico e os
impactos ambientais das principais espécies relacionadas com OGMs (milho, colza,
beterraba agucareira, arroz, trigo); (ii) projetado modelos de previsao de fluxo génico
no nivel do panorama; (iii) analisado a exequibilidade técnica e a pertinéncia
econdmica da coexisténcia nas principais regides de cultivo da Europa; (iv)
desenvolvido novos métodos de deteccdo de OGMs; (v) tratado de questdes legais
relacionadas com a coexisténcia; e (vi) proposto instrumentos de tomada de deciséo
publicos e privados, assim com diretrizes racionadas com a administracdo e
governabilidade.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

SIGMEA reuniu as principais equipes e principais programas que estudavam o fluxo
génico em varios paises europeus e uma ampla gama de sistemas agricolas, incluindo
cultivo orgénico. Sete estudos de caso regionais foram conduzidos para projetar e
avaliar cenarios para coexisténcia

O projeto ordenou e sintetizou dados experimentais sobre fluxo génico, identificou
lacunas no conhecimento projetando e conduzindo novas avalia¢des, particularmente
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em escala ambiental ou por varios anos de sequéncia de cultivo. Milho e colza
oleaginosa foram as principais culturas visadas neste estudo — outras culturas sob
consideracdo foram beterraba agucareira, arroz e trigo.

A informacao disponivel sobre estudos de campo passados ou em andamento sobre
polinizagdo cruzada, tigueras, asselvajados e parentes selvagens foram reunidos de
22 parceiros SIGMEA baseado em um rigoroso processo de controle de qualidade. O
banco de dados tinha mais de cem conjuntos de dados, constituindo-se em mais de
150 “experimentos-anos”. Cerca de dois tergos dos dados séo para colza oleaginosa e
parentes proximos; ha também informacgbes sobre beterraba e milho e uns poucos
conjuntos de dados para trigo e arroz. Dados sobre culturas e tigueras constituem
cada cerca de 35%, parentes selvagens 16% e asselvajados 6%. Dados sobre
impactos ecologicos — distintos de fluxo génico pela semente ou pélen — formam uma
pequena parte do total.

Os conjuntos de dados cobrem a maior parte das informacdes recentes relevantes
sobre essas culturas na Europa (ver Fig 1.), especialmente pesquisa na escala de
“‘campo” ou “panorama”’. Para colza oleaginosa, os conjuntos de dados sobre
polinizacdo cruzada, tigueras e asselvajados compreendem todos menos um dos
principais experimentos de campo conduzidos pelos parceiros do SIGMEA (e aquele
estd incluido na sinteses). Para milho, embora dois conjuntos adicionais principais
realmente existam, esses dados ndo estavam disponiveis para inclusdao, mas
investigacbes baseadas nesses conjuntos de dados foram publicados e suas
descobertas foram incluidas nas conclusfes aqui fornecidas.

A maioria dos conjuntos de dados fornece muito mais detalhes do que aparece nas
publicagbes de referéncia e foram extensivamente usados para proporcionar valor
agregado através de meta-andlise e busca de dados. Devido a alta repeticao
conseguida pela combinag¢éo de dados de diferentes locais, as conclusdes especificas
para a cultura em SIGMEA sobre fecundacgéo cruzada e persisténcia de sementes (ver
segundo capitulo abaixo) apresentam na maioria significacdo estatistica muito alta e
torna possivel tirar conclusdes gerais sobre certos topicos, tais como dispersao de

pélen no caso do milho.

Em resumo, o banco de dados, juntamente com a informacéo ja publicada, forneceu
uma base solida para capacitar o SIGMEA a alcancar um conjunto de conclusdes
especificas individualmente para o milho,a colza oleaginosa e beterraba, como
resumido abaixo. Adicionalmente, o banco de dados permitiu uma avaliagdo de trés
questdes sobre a capacidade de transferéncia da informacao: qQuéo consistentes sao
as medicBes em escalas espaciais (ou temporais) diferentes; quao consistentes elas
sdo entre as regides agricolas da Europa que tém climas e solos diferentes; e quéo
consistentes elas séo entre espécies.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

1. Estudos de fluxo génico informam a coexisténcia em milho, colza oleaginosa,
beterraba acucareira, trigo e arroz

Milho. Os estudos sdo consistentes em numerosos locais e indicam (a) um forte
declinio na polinizacao cruzada de trés ordens de magnitude (um fator de mil vezes)
com as distancias de até 100 m da borda e um campo; (b) um forte efeito da direcao
do vento e fatores meteoroldgicos relacionados na porcentagem de polinizacdo; e (c)
uma geralmente consistente dependéncia de distancia em escala de parcela e campo.
Esta ultima consisténcia foi encontrada onde o campo doador e o receptor estdo bem
dispersos na ambiente e a uma geralmente baixa densidade.
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Resumindo, o potencial da introducdo da presenca adventicia de material GM na
producao de milho ndo-GM é:

moderado para polinizagdo cruzada entre campos, que podem ser manejados via
separacao, descartes ou tampdes onde as culturas estado muito proximas;

baixo através de tigueras, e mesmo assim no sul da Europa;

baixo por introgressao de variedades locais por variedades modernas da cultura;
zero através de parentes selvagens (ndo ha nenhum na Europa).

Colza oleaginosa. A transferéncia por semente pode ser muito alta, uma vez que
grandes quantidades de sementes podem sobreviver por varios anos produzindo
tigueras. A semente pode dispersar em maquinaria agricola e transporte. Uma gama
de préticas agrondémicas é executada para limitar tigueras, mas a contribuicdo para a
produtividade é ainda altamente imprevisivel e pode variar de <0.01 % a mais de 10 %
para a mesma variedade da cultura em diferentes manejos, solo e clima. O pdélen é
carregado pelo vento e por abelhas de colmeias e mamangavas e uma variedade de
outros insetos, e a polinizagdo cruzada é tanto maior quanto menos direcionada do
gue em milho. O cruzamento entre campos comerciais pode permanecer até em 0,1 %
mesmo em distancias entre 100m e 1 000m. A abundancia de parentes selvagens e
plantas asselvajadas difere entre regibes, mas em geral a fertilidade mais baixa e
aptiddo dos asselvajados e parentes selvagens significam que ndo constituem uma
rota importante de transmissao de caracteristicas de volta as culturas.

O potencial para a introducéo de impurezas GM é:

» moderado para polinizagao cruzada entre campos de colza oleaginosa, que podem
ser manejados através de separacao espacial e uso de tampdes ou descartes onde as
culturas estdo muito proximas;
+ alto através de semente remanescentes no campo, resultando em populacdes de
tigueras que se misturam com e polinizam culturas ndo-GM - tigueras sédo ubiquas,
moveis e comumente em grande abundancia e sdo da maxima importancia a
coexisténcia com o tempo e, em menor grau, N0 espaco;
» moderado no caso de parentes selvagens em areas localizadas da Europa onde elas
ocorrem em abundancia nos campos (e.g., B. rapa na Dinamarca);
* moderado a baixa através de asselvajados (com algumas excegdes locais) por causa
de sua baixa densidade geral comparada com culturas e tigueras no ambiente;
» além disso, o potencial para baixos niveis de polinizagdo cruzada entre culturas,
tigueras, asselvajados e parentes selvagens por insetos e vento, até uma longa
distancia no ambiente pode potencialmente levar a niveis de background significativos
para aumentar impurezas de outras fontes. Problemas de coexisténcia durante os
primeiros anos de comercializagdo podem ser reduzidos pelo manejo da polinizagédo
cruzada (através de separacdo,etc.) e pureza de semente, mas grandes incertezas
continuam sobre a capacidade de cultivar administrando o movimento e amplificacao
cumulativos e de longo prazo de tigueras e parentes selvagens.

Beterraba. A principal fonte de impureza estda na semente reunida para plantio
comercial. Para impedir a polinizagdo cruzada, os campos de semente GM e ndo-GM
a serem reunidos precisam ser plantados a consideravel distancia, possivelmente em
diferentes regides. A forma selvagem, beterraba do mar, é central ao movimento
génico no complexo Beta, e é importante na preservacdo da diversidade da beterraba
do mar para a conservagdo de recursos genéticos e estudos por seus proprios
meéritos. Avaliacdes genéticas no SIGMEA, a partir de plantas que crescem ao longo
da costa do Baltico e do Adridtico, confirmaram que as populagdes continuam
altamente diversificadas e distintas das variedades culturais. Apds a caracteristica
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anual ser transferida da beterraba do mar para os campos de producdo de sementes,
ela aparece nos campos de beterraba acucareira como plantas que florescem no
primeiro ano, enquanto as plantas puras da cultura de beterraba acgucareira sé&o
colhidas antes que floresgcam. Se for permtida a maturagdo, essas beterrabas anuais
ervas daninhas dao origem a uma quantidade de sementes que ir4 durar por muitos
anos, e durante o florescimento irdo trocar material genético com beterrabas ervas
daninhas em outros campos. Caracteristicas, GM ou nao, tém o potencial de espalhar-
se em areas de producdo comercial, mas as beterrabas ervas daninhas sao
controlaveis com a melhor préatica agricola. A disseminacdo de tais caracteristicas
constitui um problema potencial para o controle de ervas daninhas, mas néo
estritamente para a coexisténcia, desde que nada de seu material de raiz seja colhido
junto com a beterraba acucareira.

O potencial para a introducao de impurezas GM é:

* baixo através da polinizagcédo cruzada entre as culturas de beterraba agucareira uma
vez que a colheita é vegetativa,;

* baixo através de populacdes de tigueras (beterraba erva daninha) que surgem de
impurezas na semente usada — o melhor manejo deve impedir que qualquer material
de raiz seja colhido dessas beterrabas;

* moderado a alto, embora localizado, através de asselvajados e parentes selvagens
pelo movimento génico para culturas de producdo de semente, especialmente
guando as plantas fémeas machoestéreis (prontamente fecundadas por polinizacédo
cruzada) sao frequentemente cultivadas para producéo de sementes F1.

» potencialmente alto entre culturas para sementes de beterrabas que florescem,
especialmente quando as plantas fémeas machoestéreis sdo frequentemente
cultivadas para producéo de sementes F1 (embora haja pouca evidéncia direta sobre
qual a forma do declinio na polinizagdo cruzada com a distancia entre tais culturas).

A coexisténcia deve ser atingivel pelo melhor manejo, especialmente de cultivos para
producdo de sementes. Na producdo comercial de sementes GM as areas precisam
ser suficientemente isoladas de areas ndo-GM e de beterrabas selvagens ou erva
daninha para manter a semente ndo-GM pura e reduzir a disseminagéo dos genes.

Trigo. O potencial de introducéo de impurezas é provavel de ser:

* baixo através da polinizacéo cruzada entre as culturas;
* baixo através da hibridizagdo com parentes selvagens nos locais onde eles ocorrem.

A contribuicdo de tigueras precisa ser esclarecida, mas sua importancia para a
coexisténcia temporal é provavelmente baixa ou moderada sob as condicbes
europeias;

Maiores investigacdes em todos os aspectos da polinizacdo cruzada e dinamica de
ciclos de vida sdo necessérias antes que firmes recomendacfes possam ser feitas
sobre 0 manejo da coexisténcia em trigo.

Rice. O potencial para a introducdo de impurezas € provavelmente:

* baixo através de polinizagao cruzada entre culturas;

* baixo através de tigueras;

+ baixo a moderado através da erva daninha arroz vermelho, em areas de locais onde
ele ocorre, desde que praticas agricolas para controlar essa erva daninha sejam
aplicadas.
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A coexisténcia deve ser atingivel através da separacdo de culturas, controle de
parentes ervas daninhas e usando semente de alta pureza.

2. Impactos ambientais de culturas GM no contexto dos sistemas de cultivo
europeus

As conclusdes para as principais culturas estudadas séo as seguintes:

* Milho (Variedades Bt, visando a brocas do milho). Nao héa razdo, sob o aspecto da
biosseguranga, para restringir a escala de plantio. A descoberta mais consistente é
gue o milho Bt em testes de campo na Europa até hoje nado teve nenhum efeito
sistematico e reprodutivel sob quaisquer invertebrados ou organismos do solo
estudados por varios anos onde, por periodo similar, outros fatores agronémicos
tiveram grandes e mensuraveis efeitos. O desenvolvimento de resisténcia em brocas
do milho deve ser monitorado, assim como os efeitos potenciais sobre certos grupos
bidticos ndo-alvo.

» Colza oleaginosa (Variedades HT, tolerantes a glufosinato de aménio ou glifosato)
Impactos adversos ocorreram onde a) o herbicida usado em cultivos HT causou uma
sistematica diminuicdo da flora de ervas daninhas e invertebrados dependentes,
resultando na reducdo na biodiversidade nos campos; e b) a presenca de tigueras HT
limitou opg¢Bes futuras para usar herbicidas e cultivar certas culturas como soja, (nas
quais as tigUeras sao dificeis de controlar). Efeitos positivos podem ocorrer, como 0s
herbicidas em cultivos HT serem menos téxicos para organismos nao erva daninha do
gue a maioria dos herbicidas e produtos quimicos para protecdo de culturas.
Entretanto, os efeitos ecoldgicos das culturas HT no mesmo sistema de produgéo sdo
menores do que aqueles resultantes de diferencas entre espécie de cultura, época de
semeadura e praticas agronémicas.

» Beterraba. Os varios tipos de beterraba — cultura, erva daninha, asselvajada,
selvagem — estdo em contato genético através da semente e do polen. A beterraba
selvagem precisa de conservagdo proativa, uma vez que € uma forma de planta
biologicamente interessante, de habitat restrito, uma fonte de genes para o futuro
melhoramento da beterraba e uma fonte de impurezas anuais para as beterrabas de
cultivo. O cultivo de beterrabas HT também poderia exaurir a biodiversidade nos
campos pelas mesmas razfes discutidas para a colza oleaginosa, mas a maioria dos
efeitos seria menor deido as operac¢des agrondmicas em geral.

Ha um aumento do consenso de que a avaliacdo futura das culturas GM deveria
considerar tanto os impactos negativos como os positivos do cultivo GM de um modo
mais holistico. Padrdes e critérios para sistemas de cultivo ambientalmente resilientes
sdo necessarios, contra 0os quais o cultivo GM e a sua comparacdo ndao-GM possam
ser avaliados. Estabelecer tais padrdes ambientais é agora uma prioridade.

3. Andlise de exequibilidade de coexisténcia e custos em varios cendérios
agricolas europeus

Gerenciar a coexisténcia na pratica tem sido estudado no nivel regional pela avaliagéo
do impacto do cultivo de culturas GM sobre o fluxo génico sob varios cenarios.
Estudos de caso regionais foram conduzidos em trés escalas: regies inteiras;
pequenas regides agricolas correspondendo a sistemas de cultivo homogéneo; e
pequenas areas de poucos km?.

Sete estudos de caso foram escolhidos, mas a metodologia completa foi
implementada apenas para dois deles. O trabalho executado em Aragon, Aquitaine e
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Fife e visou a comparar o efeito de variaveis estruturais sobre fluxo génico e 0 manejo
de pontos criticos entre estudos de caso. Foram conduzidas simulacdes na Suica e
Schleswig Holstein para ilustrar problemas especificos ou fenémenos, tais como o
manejo de fronteiras (Suica/Frangca) ou efeitos de diluicdo (Schleswig Holstein).
Embora Beauce e Alsacia fossem o0s principais estudos, conclusdes genéricas foram
tiradas também para outras regifes.

O trabalho executado sugeriu uma estrutura para identificar e organizar os principais
fatores que poderiam determinar a implementacdo da coexisténcia em contexos
especificos:

1. Variaveis estruturais descrevendo as caracteristicas do agroecossistema
(sistemas de cultivo, panoramas, meteorologia, manejo de culturas) influenciando o
fluxo génico.

2. Variaveis organizacionais de operacdes de cultivo e colheita de graos,
armazenamento e distribuigdo, explicando como eles se adaptam a certas restricbes e
areas de manobra.

3. Caracteristicas da introducdo dos OGMs. A implementacdo da coexisténcia
também depende das condigbes do mercado (precgos relativos de produtos GM e néo-
GM), dos limites considerados (que podem diferir do que € exigido pela
regulamentacao, e.g., exigéncias especificas do mercado) e das caracteristicas (e.qg.
caracteristicas Bt que requerem areas de reflgios — podem facilitar ou restringir certos
tipos de medidas de coexisténcia).

Baseado em resultados de simulacdo obtidos em estudos de casos regionais, 0
projeto identificou quatro situagbes principais, assim chamadas pré-cenarios®, com os
guais os interessados locais terdo de tratar:

1. Segregacdo no nivel do silo € exequivel sem medidas especificas no nivel do
campo;

2. Medidas curativas na colheita (selecdo de campos ndo-GM ou partes de campos)
permite atender a exigéncias do mercado em termos de limites estabelecidos;

3. Medidas preventivas no nivel da cultura (e.g., datas de semeadura) ou no nivel do
sistema (rotacao, arranjo espacial das culturas);

4. A coexisténcia ndo é possivel porque gquaisquer que sejam as medidas agrondmicas
tomadas no nivel da cultura ou do sistema, o limite visado ndo pode ser atendido ou
requer medidas irrealistas.

Trés processos determinam como 0s pré-cenarios podem ser embutidos em cenarios
de manejo global:

1. O sistema e as regras para ordenar e compartilhar informag8es no nivel do territorio;
2. A estrutura e os procedimentos descrevendo a coordenacéo entre agentes;

3. E processos de aprendizagem (tanto individual como coletiva).

Com base nessas descobertas, contrastar cenarios globais pode ser definido
considerando diferentes abordagens regulamentadoras:

* Uma abordagem “do comego”, que permite livremente os agentes privados
(coletores, fazendeiros) escolherem o melhor modo de atingir os objetivos da

coexisténcia e cumprir as exigéncias regulamentares ou limites baseados no mercado;
A palavra “pré-cenario” € usada por que os pré-cenarios apenas cobrem um componente do quadro
geral e devem entdo ser integrados no manejo geral de cenarios, levando em consideracdo outros
fatores que néo os que afetam a coexisténcia na fazenda (ver abaixo).
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* Uma abordagem “de cima”, baseada na forte intervengdo das autoridades publicas
com a implementacdo de medidas uniformes e compulsérias (e.g., isolamento,
distancias);

* e uma abordagem “terceira via”, que proporciona uma resposta focada das
autoridades em levantar certas restricbes da informacéo e coordenacdo entre agentes
privados e permite alguma flexibilidade nas medidas.

Cada abordagem tem vantagens e desvantagens: a abordagem “do comego” permite
maior flexibilidade e custos menores e pode ajudar a lidar com problemas de manejo,
além do objetivo das regulamentacfes GM, tais como exigéncias especificas para o
mercado de Identidade Preservada (IP), mas pode ndo impedir a desconfianca do
publico e ndo resolve todas as questdes de responsabilidade. A “terceira via” tira
vantagem tanto do conhecimento local de interessados individuais como da
capacidade das autoridades publicas de coletar e compartilhar informacdes em larga
escala, para enfrentar problemas praticos levantados pela implementacao de medidas
de coexisténcia.

4. Custos da coexisténcia

A perspectiva econdmica da coexisténcia de culturas GM e ndo-GM até a porteira da
fazenda com aplicabilidade especifica a colza oleaginosa (OSR) e milho em diferentes
regides da EU foi investigada pelo SIGMEA. Trés niveis de custos de coexisténcia
foram considerados:

* custos de cumprimento com as medidas de coexisténcia desenvolvidas para impedir
a presenca adventicia de material GM como resultado de polinizagéo cruzada;
» monitorar custos (testando para a presenga adventicia em culturas ndo-GM);

» custos devidos a falha do sistema (perdas devidas a contaminacdo de culturas
convencionais).

Os custos de coexisténcia foram calculados com modelos espaciais de simulacao,
levando em consideracdo os incentivos econémicos a coexisténcia. Um conjunto de
simulacdes de coexisténcia realista foi obtido usando um grupo de dados Sistema de
Informacgdes Geograficas (GIS) e software Arcview®. Os resultados mostraram que 0s
custos da coexisténcia dependem do contexto da agricultura (ambientes, sistemas de
cultivo, clima, praticas), a participagdo da cultura GM (milho e colza oleaginosa) na
Area Usada na Agricultura(AUA) e a vontade de produtores GM e ndo-GM em
cooperar. Regras uniformes nao flexiveis de coexisténcia podem impor um grave 6nus
a producdo de culturas GM nas regides europeias investigadas neste estudo. De fato,
a polinizacdo depende grandemente de fatores estruturais como padrdes de campo do
ambiente, préticas agrondmicas, e condi¢cdes climéaticas e, na maioria dos casos,
pequenas distancias de isolamento seriam suficientes para atender ao limite oficial de
0,9%. Distancias grandes e uniformes de isolamento, como implementadas na maioria
dos paises europeus, ndo sao flexiveis e, portanto, ndo proporcionais ao real risco da
presenca adventicia. Além disso, exigéncias de grandes e/ou fixas distancias de
isolamento podem levar ao “efeito domind”, de modo que os produtores teriam
poucos’, se alguns, campos que cumprissem essas distancias de isolamento e seriam
incapazes de cultivar culturas GM.

® O “efeito domind” é um efeito dinamico “respingando” da decisdo dos fazendeiros induzida pela
obrigatoriedade de grandes distancias de isolamento sobre os adotantes potenciais de culturas GM. Ele
consiste em um processo interativo de fazendeiros mudando suas intengdes de plantio de ‘GM’ para
culturas ‘IP’ para cumprir as distancias de isolamento e dai restringindo as opg¢bes de plantio dos
fazendeiros vizinhos.
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O efeito domind exacerba a desproporcionalidade de grandes distancias de isolamento
com a reducédo das opc¢des de plantio de culturas GM no ambiente e aumentando os
custos de oportunidade para os que adotam as culturas GM.

Medidas flexiveis baseadas em zonas tampdao ou zonas de descarte requerem um alto
nivel de coordenagéo entre produtores, resultando em custos adicionais de transacdes
e riscos financeiros. A média dos custos do manejo da coexisténcia por hectare,
embora variavel, foi relativamente independente da taxa de ado¢do de GM em éareas
moderadamente densas tais como Aragon (milho) ou Escoécia (colza oleaginosa). Ha,
entretanto, grandes diferencas nos custos de monitoramento relacionados com a taxa
de adocdo das culturas GM: quanto maior a taxa de ado¢do de GM, menores 0s
custos adicionais por hectare da coexisténcia®.

Baseado na experiéncia de cultivo de milho Bt na Espanha, um levantamento face a
face foi conduzido entre fazendeiros espanhdéis produtores comerciais de milho, com o
objetivo tanto de obter dados sobre o desempenho agronémico e econémico do milho
Bt durante trés safras (2002—2004) como de comparar o perfil socioeconémico dos
fazendeiros que adotaram o milho Bt versus aqueles que ndo o fizeram. O
levantamento foi conduzido em trés regibes lideres em cultivo de milho Bt (Aragon,
Catalunha e Castilla-La Mancha), e uma provincia foi selecionada em cada regido com
base na presenca de fazendeiros que cultivavam milho Bt (as provincias de Zaragoza
em Aragon, Albacete em Castilla-La Mancha e Lleida em Catal6nia).

Descobriu-se que o milho Bt produziu impactos variaveis sobre os campos de milho
em diferentes provincias, variando de neutro a 11.8% de aumento de produtividade. A
variabilidade regional depende principalmente da variacdo local de pressdo e danos de
pragas. As sementes de milho Bt foram mais caras do que as sementes
convencionais, mas os fazendeiros reduziram o uso de inseticidas e custos. Ganhos
em produtividade para os produtores de milho Bt foram traduzidos em aumento de
renda e o impacto da adocdo do milho Bt em margem bruta variou de neutro a 122
Euros/ha por ano. No levantamento, a razdo mais citada pelos fazendeiros para adotar
o milho Bt foi “diminuir o risco do dano pela broca do milho” seguido de “obter melhor
produtividade”.

O SIGMEA também conduziu um grande levantamento para estimar a adocao
potencial por fazendeiros de trés culturas GM néo ainda autorizadas na UE: colza
oleaginosa Tolerante a Herbicida (HT), milho HT e milho Bt/HT (combinando tolerancia
a herbicida e resisténcia a insetos). Analises preliminares das respostas dos
fazendeiros mostram que ha um alto potencial de adog&o de colza oleaginosa HT e
milho HT, assim como milho Bt/HT. Na média, 41% dos fazendeiros no levantamento
em seis paises estédo preparados para plantar essas culturas GM. Esse ndmero, nao
obstante, depende em grande parte das medidas de coexisténcia colocadas em vigor
pelos Estados-membros da UE.

5. Regimes regulatorios atuais da UE e Estados-membros, responsabilidade e
guestdes de reparacado

Nenhum problema novo apresenta-se no presente pelos OGMs em relacdo a
responsabilidade e reparacdo. H4& uma gama de instrumentos legais estabelecidos
disponiveis para regular os OGMs. Regimes civis, regimes baseados em seguros e
regimes estatais baseados em compensacdes, todos foram estudados e nenhum

mostra quaisquer problemas técnicos particulares.
® Custos de monitoramento de campos nao-GM poderiam aumentar, mas seriam custeados por uma
maior area de GM.
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H4, naturalmente, a questdo do modelo de seguro se um mercado pode estabelecer-
se para fazer deste um regime viavel.

A questdo da responsabilidade claramente necessita de resolugdo antes que a
escolha do regime regulador possa ser feita. Pareceria l6gico que aqueles que
encorajam o desenvolvimento da tecnologia, seja ele o Estado ou o consumidor, ativa
ou passivamente, tenha niveis de responsabilidade pelas consequéncias dessas
escolhas. Nao h& garantia de que os custos adicionais de um sistema que requer
investigacdo da prova e culpa seja mais eficiente do que um esquema de
compensacao.

Questdes transfronteiras relacionadas com OGMs fazem com que o desejo de um
regime legal Unico para a UE toda seja muito forte, o que poderia eliminar a
probabilidade de conflitos dispendiosos ou problema legais entre Estados-membros.
Entretanto esse grau de concordancia sobre OGMs é atualmente improvavel.

CONCLUSOES

A coexisténcia entre diferentes tipos de culturas é uma importante questao que deve
ser tratada uma vez que as culturas GM sejam aprovadas pela UE. O SIGMEA
produziu uma caixa de ferramentas para tratar do impacto de GM e essas ferramentas
e resultados podem ser combinadas para avaliar a coexisténcia em varias escalas
espaciais (campo, fazenda ou regido) e varios niveis de tomada de decisao
(fazendeiros, cerealistas, Estados-membros, UE).

Foi realcado que regimes de coexisténcia baseados em “distancias uniformes de
isolamento”, como implementadas em varios Estados-membros, ndo sdo otimizados,
nao sdo proporcionais e podem levar a custos adicionais desnecessarios ou tornar a
coexisténcia impossivel.

O SIGMEA recomenda que as medidas de coexisténcia devem ser téo flexiveis quanto
possivel e depender de fatores locais climaticos, agrondmicos e ambientais. Tal
abordagem levaria a medidas mais eficientes em custos. Entretanto, a estrutura atual
de regulamentacéo para apoiar tal abordagem ainda teria que ser desenvolvida.

Para assistir a avaliagdo de medidas de coexisténcia, 0 SIGMEA desenvolveu uma
série de instrumentos praticos: LandSFACTS, um gerador de ambientes simulando
ambientes agricolas; LandFlow-Gene, uma plataforma pratica e dinamica de
modelagem genérica de fluxo génico; o Grignon, modelo qualitativo multiatributos para
avaliagcdo de impactos ecolégicos e econdmicos; o SMAC Advisor, que fornece
conselhos a fazendeiros e outros tomadores de decisdo, e um método pré-colheita
para estimar o conteldo GM de campos de milho convencional.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

O século XX presenciou um exprssivo aumento de produtividade de -culturas,
principalmente devido a mudancas no potencial genético da cultura e a avangos nas
praticas agricolas. A crescente capacidade de produtividade das culturas obtidas no
altimo século foi devida principalmente ao uso de melhoramento genético para
aumentar a tolerancia a estresse bibtico e abidtico, somado a manutencao da
capacidade de maximizar a produtividade por planta sob condi¢cdes de cultivo sem
estresse. Considerando a evidéncia de mudanca climatica global, fica claro que
melhorar a capacidade da cultura de crescer em condigbes ambientais adversas
permanece como o0 maior desafio para assegurar que o lado da demanda por produtos
agricolas seja atendido pelo lado da oferta.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

O projeto “Avangos Epigenéticos Ambientais Adquiridos: de Arabidopsis ao milho”
(AENEAS) explora a fonte de variabilidade induzida ambientalmente e relacionada
com epigenética como uma nova, largamente subestimada, fonte de variabilidade para
o melhoramento de culturas. Como o Aeneas classico, esta proposta visa a explorar
mudancas epigenéticas ambientalmente induzidas como uma nova fronteira de
variabilidade natural e artificial. O estudo ira focar em particular a exploracdo dessa
fonte de variabilidade em milho, uma cultura de alta relevancia agronébmica para a
Europa (11 Mha de solo sob cultivo de milho) e no mundo todo (145 Mha).

Estimulos ambientais, particularmente estresses e choques, afetam seriamente o gene
e a atividade gendmica. O ambiente, além de induzir variabilidade genética devido a
mutacdo na sequéncia de nucleotideos do DNA, provoca a formacdo de epialelos
herdados estavelmente, com efeitos relevantes no fenoétipo. Isso ocorre pela ativacao
de mecanismos epigenéticos especificos que, agindo sobre a cromatina, acrescentam
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marcas (metilacdo do DNA, modificacbes de histona, etc.) e alteram os padrdes
espaciais e temporais da expressao génica.

Uma grande parte da informacgé&o sobre as formagdes de epialelos relacionadas com o
ambiente vem de estudos conduzidos na planta modelo Arabidopsis, mas pouco se
conhece sobre culturas agricolas. Além disso, o preciso mecanismo da formacdo dos
epialelos induzidos ambientalmente e, particularmente, de sua manutencdo durante
geracbes, permanece largamente obscuro. O primeiro objetivo da proposta, portanto, €
esclarecer esses fenbmenos em Arabidopsis e usar indicacfes preexistentes para
milho, sugerindo que mecanismos comuns a Arabidopsis regulam as formac¢fes dos
epialelos relacionados ao ambiente e constituem a chamada plataforma “epigenética
ambiental do milho”. Esta plataforma representara o passo inicial em diregdo a
geracdo de sistemas epigenéticos no milho que realgam e otimizam a formacéo e
exploracdo de epialelos induzidos ambientalmente.

Os instrumentos dentro da plataforma “epigenética ambiental do milho” representarao
a base para novas tecnologias para sustentar a competitividade da Unido Europeia na
producdo de milhos hibridos superiores com desempenho agronémico melhorado
gquando cultivados em ambientes adversos. Os produtos do projeto AENEAS serdo os
progenitores da proxima geracdo de programas de melhoramento, baseados na
exploracdo da variabilidade epigenética induzida ambientalmente. A analise genémica
comparativa permitird melhor entendimento das semelhancgas e diferencas entre duas
espécies de plantas evolucionariamente distintas nos mecanismos da resposta do
epigenoma a estimulos ambientais.
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INTRODUCAO

A Comissdo Europeia logo reconheceu a importancia do desenvolvimento de novas
abordagens biotecnoldgicas no contexto de politicas alimentares e prote¢cdo ao
consumidor. De 1985 até o presente, a comissdo tomou iniciativas importantes e
forneceu substancial apoio para a pesquisa sobre aspectos de biosseguranca e
seguranca de alimentos/ragdes dos organismos geneticamente modificados (OGMs),
através de uma série de programas de pesquisa copatrocinados pela CE. Este
capitulo focaliza os projetos conduzidos na area de seguranca alimentar sob o Quinto,
Sexto e Sétimo Programas Estruturais da CE para Pesquisa.

AVALIACAO E SEGURANCA

Varios projetos (ENTRANSFOOD, GMO CARE, SAFOTEST, NOFORISK, e
GMOBILITY) focalizaram o desenvolvimento das abordagens de avaliagdo de
seguranca para alimentos/racbes GM. E uma questédo de grande importancia cientifica
e também de interesse do publico em geral: examinar se o0s produtos de
alimentos/racbes derivados de OGMs constituem-se em riscos particulares para os
humanos, animais e ao ambiente com longo tempo de exposi¢cdo e consumo.

A Rede Tematica ENTRANSFOOD, que consistiu de diferentes interessados, através
da Europa, especializados em desenvolvimento e producdo de culturas GM e
alimentos derivados, em estratégias de avaliacdo, manejo e comunicagcado de riscos,
delineou um procedimento detalhado, passo a passo, para a avaliagdo de risco de
alimentos e racdes derivados de culturas GM. O procedimento proposto foi um
importante passo a frente na avaliagdo de risco da nova categoria de alimentos, uma
vez que acrescentou um nivel significativo de detalhes as exigéncias para a real
avaliacdo da seguranca. A abordagem de avaliacdo de risco como desenvolvida no
ENTRANSFOOD também foi embutida na estratégia de avaliacdo de risco mais
recentemente desenvolvida pela Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar e, esta
alinhada com diretrizes internacionais elaboradas pela FAO/WHO.

A possivel ocorréncia de alteracdes ndo desejadas na composicdo das culturas
alimentares GM como resultado da modificagdo genética foi uma das questées-chave
tratadas por ENTRANSFOOD. A deteccdo de efeitos inesperados em culturas
alimentares GM depende primeiramente de uma abordagem direcionada, i.e.
determinacdo comparativa em produtos GM e nao-GM de niveis de macro e
micronutrientes, antinutrientes selecionados e toxinas conhecidas. Para aumentar a
probabilidade de detectar efeitos ndo desejados, técnicas de “obter perfil’- ou “émica’™
foram também desenvolvidas no projeto GMOCARE. Estas tecnologias e evolucdo
incluem transcriptdmica, proteébmica e metaboldmica e possibilitam a medi¢cdo de
milhares de compostos em plantas modificadas e ndo modificadas, que ndo séo
definidas antes da analise (abordagem né&o direcionada). A pesquisa concentrou-se
em varias linhagens de batata transgénica modificadas em seu metabolismo de amido,
amino&cidos ou glicoalcaléide, em linhagens de tomate transgénico com conteudo
elevado de fitosterol e isoprenoides e, em varias linhagens de Arabidopsis GM, com
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regulagem diminuida em sua rota bioquimica de flavondides. A aplicacdo de métodos
de obtencdo de perfis € promissora uma vez que extensiva informacédo é fornecida
sobre a fisiologia do OGMs e seus parceiros ndo modificados, mas mais
desenvolvimento e validacdo sdo necessarios antes que possam ser usados no
procedimento formal de avaliacdo de risco. A andlise direcionada classica da
composicdo do OGM e seus correspondentes convencionais n&o modificados,
juntamente com a informacgéo da caracterizacdo molecular e andlise de propriedades
agrondémicas dos OGMs, é um caminho correto e robusto para determinar se efeitos
nao intencionados possam ter ocorrido no OGM possivelmente devido a
transformacéo genética.

Testes toxicolégicos de novas proteinas expressas e dos alimentos GM completos
foram examinados pelo projeto SAFOTEST. Uma combinacdo de modelos animais,
sistemas toxicologicos in vivo e métodos selecionados de obtencao de perfis foi usada
para caracterizar linhagens de arroz contendo lectinas, ou proteina Bt. Estudos de
doses repetidas em ratos foram feitos com dietas contendo as proteinas alvo, ou o
arroz GM acrescentado ou ndo com lectina. Os resultados demonstraram que a
especificidade e sensibilidade do estudo de alimentacdo de 90 dias com ratos para
detectar efeitos especificos relacionados com compostos e efeitos secundarios ndo
desejados é adequado para o objetivo, 0 que capacita o estabelecimento da
seguranca do alimento GM. Essa abordagem fornece diretriz relevante para
abordagens futuras no estabelecimento da seguranca para os consumidores.

Um crescente niumero de novos alimentos é comercializado com alegacdes de
beneficios para os consumidores (alimentos funcionais), mas essas alegacdes séo
geralmente mal sustentadas. No projeto NOFORISK, uma abordagem interessante foi
desenvolvida para avaliar a seguranca, adequacao nutricional e eficacia de tais novos
alimentos. Trés alimentos/ingredientes modelos foram testados: geneticamente
modificados e tubérculos de batata melhorada com teores de glicoalcalbides alterados;
um arroz melhorado convencionalmente baixo em &cido fitico; e ingredientes de
alimentos funcionais de origem natural, fitosterol e esteres de fitosterol.

Um compreensivo conjunto de estudos foi conduzido, principalmente quimicos,
estudos animais in vitro e in vivo, expressao génica e perfis de metabolitos, estudos de
cenarios de exposicdo humana baseados em estudos probabilisticos de consumo.
Dados de um estudo de alimentagdo de hamsters de 90 dias sugeriram que a batata
GM era tdo segura como a batata ndo-GM. Descobertas de estudos que investigaram
atitudes de consumidores quanto a novos alimentos mostraram que 0os consumidores
tendiam a ver apenas poucos riscos e bheneficios em trés novos exemplos de
alimentos, indicando que os novos alimentos estdo hoje em baixa nas agendas da
maioria dos consumidores.

A transferéncia génica horizontal (HGT) de DNA recombinante de alimentos derivados
de culturas GM para humanos e suas consequéncias para a saude humana é uma
importante questdo a ser avaliada. Em especial, foram levantadas duvidas sobre o uso
de genes marcadores resistentes a antibiéticos em plantas GM. A preocupacédo é a
transferéncia potencial desses genes de material vegetal para microrganismos que
podem levar a um maior nivel de resisténcia de microrganismos a antibibticos,
comprometendo o tratamento terapéutico de microrganismos patogénicos. O projeto
GMOBILITY estudou os efeitos de alimentos e ambientes do trato gastrointestinal (Gl)
sobre a integridade do DNA usando varios modelos animais e um recém-desenvolvido
modelo de simulagdo gastrointestinal controlado por computador. O processo de
digestdo no trato Gl afeta rapidamente a disponibilidade do DNA transformacéo, e a
HGT poderia ser demonstrada via transformacdo, aplicando um sistema de
recuperacao de marcadores sob condi¢cdes 6timas, mas ndo poderia ser mostrado em
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uma situacao natural. Entretanto, a transformacédo de bactérias na cadeia alimentar
nao pode ser excluida, em particular quando sequéncias homologas estao presentes.

ESTUDOS DE QUALIDADE DE MICRORGANISMOS USADOS EM FERMENTACAO
DE ALIMENTOS

H& uma busca continua para novas cepas de bactérias a serem usadas na
fermentacdo de alimentos para melhorar a qualidade, incluindo paladar, textura,
conservacao e possivelmente o valor nutritivo e efeitos de promotores de salude de
seus produtos. O projeto EXPRESS FINGERPRINTS focalizou a andlise de perfil de
expressdo de proteoma e transcriptoma de diferentes cepas de Lactococcus lactis,
incluindo cepas naturais e derivadas construidas por tecnologia classica ou genética.
Um importante foco do trabalho foi definir os efeitos da modificacdo genética sobre a
expressao génica geral, e avaliar se 0s métodos usados para obter as varias cepas
tém impacto em seu comportamento. Os resultados sugerem que a modificagdo
génica induzida por biologia molecular tende a produzir menos eventos inesperados
do que métodos classicos.

DETECCAO DE OGMS

O intenso debate publico sobre a aplicagcdo de tecnologia do DNA recombinante para a
producdo de alimentos/racfes levou a regulamentacdes rigorosas sobre deteccéo,
rastreabilidade e rotulagem de alimentos e racdes GM. Mais e mais OGMs foram
aprovados nos ultimos anos na UE e muitos novos OGMs estdo disponiveis em
diferentes partes do mundo, destacando a importancia de termos métodos de
deteccdo para OGMs confiaveis, especificos, sensiveis, rapidos e eficientes em custo.
Neste sentido, alguns projetos RTD (QPCRGMOFOOD, GMOCHIPS, IMAGEMO)
concentraram-se no desenvolvimento de métodos de detecgdo para alimentos GM,
alimentos derivados de culturas GM com o desafio de projetar métodos capazes de
detectar tantos quantos OGMs for possivel em um Unico ensaio.

O projeto QPCRGMOFOOD focalizou o desenvolvimento de métodos quantitativos
para culturas alimentares GM, assim como as novas estratégias para o
desenvolvimento de métodos e validagdo, em particular de métodos multiplex e
especificos de PCR em tempo real. Também foi incluida a identificacdo de genes de
referéncia especificos como parte essencial da quantificacdo do OGM para as mais
importantes culturas alimentares GM. Mais ainda, foi dada atencéo para até que ponto
o melhoramento de métodos de deteccdo de OGMs pode influenciar a confianca do
consumidor na seguranca alimentar, na ciéncia e nos reguladores de risco. Os
resultados dessas atividades formaram uma fundac&o para trabalhos sucessivos pela
European Network of GMO Laboratories (http://engl.jrc.ec.europa.eu) de documentos
de orientagcdo publicados pela European Commission GMO Community Reference
Laboratory (http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu).

No projeto GMO CHIPS, um microarray foi desenvolvido para a selecdo de OGMs
presentes naquela época no mercado da UE, com uma sensibilidade do limite de
deteccdo abaixo de 0,9 %. Desenvolvimentos posteriores levaram a um ensaio que
permite a deteccdo e identificacdo de mdultiplos elementos genéticos potencialmente
presentes em alimentos em uma Unica operacao de deteccdo (DualChip® GMO,
desenvolvido por Eppendorf Array Technologies, projeto UE CO-EXTRA, FP 6).

No projeto IMAGEMO foi desenvolvida uma abordagem alternativa para a deteccéo de
OGMs, um analisador de imunodetencdo para as proteinas relacionadas com o0s
OGMs. Um analisador foi desenvolvido baseado na Quartz Crystal Microbalance
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(QCM) capaz de monitorar a hibridizacéo entre as espirais complementares de acidos
nucleicos.

MONITORAMENTO POS-MERCADO DE ALIMENTOS DERIVADOS DE OGMS

O monitoramento pés-mercado (PMM) para alimentos GM pode ser considerado sob
certas circunstancias como respostas a perguntas como: o uso do produto esta de
acordo com o previsto? Os efeitos conhecidos e os efeitos colaterais sdo como
previstos? Este produto induz efeitos colaterais inesperados? Os objetivos do projeto
GMSAFOOD sao: identificar e qualificar biomarcadores para um prot6tipo alergénico
OGM para uso com ferramenta para o monitoramento pos-mercado; relacionar esses
perfis de biomarcadores com varios estagios em desenvolvimento de animais de teste;
usar biomarcadores para identificar o movimento e os efeitos dos OGMs na cadeia
alimentar; e estabelecer biomarcadores para imunogenicidade e alergenicidade
induzidas por OGMs em animais e humanos. Este projeto estd ainda em andamento.
Deve ser destacado, entretanto, que PMM n&o substitui a avaliagdo de segurancga pré-
mercado, mas pode complementéa-la.

ATITUDES DOS CONSUMIDORES EM RELACAO AOS ALIMENTOS GM

Respostas da sociedade a aplicagbes de inovacdes tecnolégicas podem, além de
preocupacdes sobre possiveis efeitos adversos sobre o ambiente e a saude humana,
ser impulsionados por preocupacdes sobre o impacto da tecnologia na sociedade.
Para entender como atitudes e valores das pessoas influenciam sua aceitagdo ou
rejeicdo de alimentos GM, sua atitude com relagdo a ciéncia e tecnologia foi analisada
no ENTRANSFOOD.

Resultados de levantamentos feitos em 2000 na UE indicam que o0s europeus
parecem ter atitude neutra com relagéo a alimentos GM como uma tecnologia. Quando
comparado com o levantamento anterior feito em 1996, as atitudes dos consumidores
com relagéo aos alimentos GM tornaram-se mais negativas em termos de utilidade e
aceitabilidade moral, mas permaneceu constante quanto a percepg¢do de risco. O
projeto concluiu que, se a confianga do publico € para ser reconquistada, € importante
explicitamente incorporar as preocupacdes do publico no processo de tomada de
decisBes. Uma vez que as preocupacdes do publico e os valores sobre os quais elas
se baseiam sejam entendidos, elas podem ser mais efetivamente tratadas por praticas
apropriadas de manejo de risco.

CONCLUSAO

Extensiva pesquisa sobre OGMs, cofinanciada pela Comissdo Europeia nas Ultimas
duas décadas, tem contribuido significativamente com a capacidade de identificar e
caracterizar possiveis riscos associados com alimentos/racdes derivados de OGMs.
Uma particular e exclusiva forca da pesquisa financiada pela UE ¢é a
multidisciplinariedade dos projetos, necessaria para tratar as questfes de pesquisa
multifacetadas. Os projetos sob os Programas de Estrutura de Pesquisa tém
significativamente contribuido com o desenvolvimento de uma robusta estrutura para a
avaliagdo de seguranca de alimentos/racbes GM. Essas atividades fornecem pelo
menos garantia igual de seguranca desses alimentos comparados com seu
correspondente convencional, desde que esses produtos GM tenham sido aprovados
pela UE e os procedimentos nacionais de seguranca de alimentos. Mais ainda, em
apoio as exigéncias legais da UE, métodos sensiveis e especificos de deteccao para
OGMs foram desenvolvidos, possibilitando o rastreamento de produtos derivados de
OGMs e cumprimento dos niveis limite estabelecidos através de toda a cadeia
alimentar. Isso proporciona uma base adequada para a tomada de decisGes quanto a
autorizacdo de comercializacdo de alimentos/racbes derivados de OGM.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

As Diretrizes Europeias 90/220/EEC e mais particularmente a dUltima Diretriz
2001/18/EC, ‘Novo Alimento’ e as Regulamentagbes relacionadas com alimentos e
ragbes GM (258/97/EC, 1139/98/EC, 49/2000/ EC, 50/2000/EC, 1829/03/EC,
1830/03/EC, etc.), implicam controlar a presenca de OGMs, para fins de rotulagem e
rastreamento. No contexto de um mercado aberto europeu e mais generalizadamente
de um mercado global, as autoridades nacionais competentes europeias expressam
uma necessidade clara de padronizagéo de técnicas de deteccdo de OGMs facilmente
acessiveis aos laboratorios.

Um objetivo do projeto GMOCHIPS e parte do projeto CO-EXTRA foi fornecer um
ensaio para cobrir todos os OGMs aprovados na UE e pelo menos alguns néo
aprovados na UE, mas liberados em outros paises, mais particularmente na América
do Norte. A deteccdo de OGMs nado aprovados na UE foi baseada na “Abordagem
Matriz”. Esta estratégia de decisdo esta atualmente em uso nos laboratérios europeus
encarregados do cumprimento da regulamentacdo (ver o Grupo de Trabalho ENGL
sobre deteccdo de GMOs néo aprovados). O desafio é ser capaz de detectar um
painel de OGMs tdo grande quanto possivel em um Unico ensaio, uma vez que mais e
mais OGMs foram aprovados nos ultimos anos no mercado da UE e muitos novos
OGMs estéo disponiveis em varias partes do mundo (aprovagdes assincronas).

O projeto de pesquisa europeu (Projeto G6RD-CT-2000-00419) intitulado “Nova
tecnologia de ciéncia de alimentos enfrentando a multiplicidade OGMs recém-
liberados”, Acrénimo: GMOCHIPS foi conduzido de 2000 a 2005 como parte do
programa FP5. Durante este projeto, um microarray GMOCHIPS foi desenvolvido para
a selecdo de nove OGMs presentes no mercado da UE naquele tempo. O ensaio
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permitiu a identificacdo de Btll, Bt176, CBH351, GA21, Mon810, RRS, T25, T45 e
Topasl9/2. A sensitividade da deteccdo foi suficientemente alta para conseguir
detectar amostras de referéncia abaixo de 0.9 %. A conclusdo do projeto foi que
biochips sdo adequados como um instrumento de deteccdo para ensaio pos-PCR de
diferentes OGMs.

Um novo ensaio baseado no uso do array foi desenvolvido por Eppendorf Array
Technologies (EAT) que foi baseado na Abordagem Matriz para a determinacédo de
OGMs. O ensaio foi entdo incorporado no projeto CO-EXTRA UE para validacdo no
nivel da UE (Enquadramento FP6 frame, contrato 007158, 2005 - 2009).

Este ensaio, DualChip® GMO desenvolvido por EAT, permite a detec¢cdo de multiplos
elementos genéticos potencialmente presentes em eventos GM em uma Unica
execucgdo de detecgdo. Os ensaios podem identificar 30 OGMs, incluindo os 24 OGMs
plantas que foram aceitos para comercializacdo na UE em 2006. Igualmente, o0 método
indica a presenca de OGMs n&o aprovados na UE, assim como identifica os taxa da
planta.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

A meta do trabalho conduzido sob o programa CO-EXTRA foi finalizar o instrumento
de deteccdo e validar o método de acordo com o padréo ISO 5725. Isso foi um
exemplo inédito de validacé@o interlaboratérios de um ensaio para OGMs multiplex,
baseado em microarray. A validagdo foi avaliar o desempenho do DualChip® GMO
como um método de microarray para a deteccdo de OGMs aprovados na UE.

A validacao foi coordenada pelo Joint Research Centre (JRC) da Comissao Europeia e
organizada por Eppendorf Array Technologies (EAT) como parte do projeto europeu
CO-EXTRA. A validacao foi feita de acordo com as normas internacionais SO 5725 e
17 025. A tecnologia é baseada na identificacdo dos elementos genéticos
primeiramente amplificados por PCR, seguido da hibridizacdo em um microarray preé-
definido, marcacgéo, detecgdo, aquisicdo de dados e andlise dos dados.

O ensaio € um método multiplex baseado em:

» a deteccao de 12 elementos de selecdo p35S, tNos, pat, crylAb (3 variedades de
genes), cry3Bbl, EPSPS (3 variedades de genes), bar, pNos-nptll, usado na
Abordagem de Matriz;

» sete sistemas de espécies vegetais de referéncia: milho, soja, colza oleaginosa,
algodao, arroz, batata, beterraba agucareira;

* Onze marcadores especificos para eventos de transformacédo: Btll, Bt176, GA21,
GT73, MON531, MON810, MON863, MON1445, MON15985, RRS, T45;

* um controle de contaminagdo por virus CaMV também estava presente para
determinar a presenca do virus do mosaico da couve-flor, que pode induzir falsos
resultados positivos com o elemento de selegdo P35S.

Os resultados, incorporados no software para identificacdo de OGMs séo baseados na
comparacéo de diferentes elementos genéticos encontrados como positivos no ensaio
e em sua presenca nos OGMs. O software usa os diferentes elementos que
constituem os OGMs, aprovados de acordo com a Regulamentacdo (EC) No
1829/2003 de janeiro de 2007, para indicar a presenca putativa de OGMs néo
aprovados ao analista.

A validacdo do método foi baseada em critérios pré-definidos de aceitacdo. As
amostras para teste foram fornecidas por EAT a 12 laboratorios de validacdo da UE,
com as amostras cegas consistindo de amostras de referéncia de DNA
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especificamente adaptadas para cada elemento GM. Para os ensaios de sensitividade,
as amostras continham concentracdes de GM (expressas como % de copias do
genoma do DNA GM-especifico e espécie-especifico, como recomendado na
Recomendacdo da Comissdo (EC) 2004/787, de 0.045, 0.1, 0.5 e 1 %. O teste
envolveu laboratérios de oito paises da Unido Europeia, a maior parte deles membros
do ENGL e do projeto CO-EXTRA. O JRC conduziu a analise dos dados e testou a
nova abordagem fuzzy-based (software) para a validacdo de ensaios multiplex.

A validacao foi conduzida em 36 amostras de DNA. Um total de 3.360 reacdes de PCR
e 840 hibridizacGes foram feitas para a validagdo. Os dados foram identificados como
de fora se sua probabilidade de pertencer & mesma populag¢éo binomial fosse menor
que 0,01, de acordo com os critérios da ISO 5725 (1994). A taxa de precisdo do
critério foi estabelecida em 95 %, que é também o limite usado no ENGL “Definicdo da
Exigéncia de Desempenho Minimo para Métodos Analiticos do Teste de OGM” (2005).
Foi usado um indicador, baseado no principio de um sistema especializado fuzzy-logic,
para fins de uma avaliacdo compreensiva para abranger a capacidade do método de
detectar todo o conjunto de alvos.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

A validagdo foi conduzida para avaliar se o desempenho geral esperado estava
alinhado com os critérios de especificidade e sensitividade. Os dados mostram que o
método foi especifico e atendeu ao critério de 95% de confianga com a concentracao
GM em 0,1% para os elementos alvos GM e 1% para as plantas alvo. O método,
portanto, foi considerado como preenchendo as exigéncias do ENGL em termos de
precisdo e limite de deteccao.

A deteccdo de elementos alvo GM mostrou uma precisdo acima de 95% até a 0,1% de
concentracdo de OGM para todos os alvos GM (0,1% corresponde ao nivel de corte
para sensitividade estabelecido para o microarranjo). Sete elementos alvo GM entre
nove mostraram taxa de precisao acima de 95%, também a 0,045%.

Para os controles, o CaMV detectou acima da taxa de precisdo de 95% em todas as
concentracdes, variando de 500 a 20 copias. A taxa de falsos positivos foi de 0% no
extrato ndo vegetal na auséncia de qualquer planta ou evento GM, como proposto nos
critérios de aceitacao.

A andlise de agregacao baseada em fuzzy-logic confirmou o atendimento aos critérios
de aceitagdo esperados até 0,1% GM de concentracédo e 1% para os alvos vegetais.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

A transferéncia génica horizontal (HGT) como uma questdo de biosseguranga tem sido
tratada em varios estudos que focalizaram principalmente a transferéncia da
resisténcia a antibiéticos de plantas geneticamente modificadas (GM) para o solo e
para microrganismos relacionados com as plantas. A HGT para bactérias foi mostrada
nesses ambientes por experimento de recuperacdo de marcadores via recombinagéo
homologa. Entretanto, a HGT via transformacéo bacteriana na cadeia alimentar néo
pode ser excluida. O DNA livre persiste em alguns materiais por semanas se, além do
mais, algumas bactérias desenvolvem competéncia natural/quimica para absorver
DNA do ambiente. Além disso, o DNA pode permanecer estavel por algum tempo no
trato gastrointestinal do homem de animais domésticos, particularmente no colo.

O principal objetivo deste projeto € quantificar o risco da HGT de organismos
geneticamente modificados (OGMs), e alimentos deles derivados, a microflora da
cadeia alimentar e ao intestino humano. Além da andlise das frequéncias de
transferéncias génicas, serdo identificados os riscos, coletados dados de exposicéo a
alimento OGM, e o impacto sera discutido para quantificar e definir precisamente os
riscos da HGT. Condi¢cBes seletivas sdo particularmente relevantes para os genes
marcadores de resisténcia a antibidticos, dai a relevancia de um antibiético em
especial como agente terapéutico ser usado na avaliacdo de risco. Este projeto
também visa a avaliar modelos que possam ser usados para estudar esses eventos
HGT.

ABORDAGEM E METODOLOGIA
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Para coletar dados para uma avaliacdo de HGT para produtos alimentares
transgénicos in vivo e in vitro sistemas modelo do trato gastrointestinal seréo
estudados, avaliados e validados. Uma vez que a transferéncia génica pode ocorrer
via diferentes mecanismos, dependendo do background genético, diferentes sistemas
doador/recipiente serdo estudados.. Além de examinar esses mecanismos, outros
parametros relacionados com a frequéncia da HGT serdo analisados, tais como a
sobrevivéncia de bactérias, estabilidade do DNA, desenvolvimento da competéncia
para transformacéo, possibilidade de recombinacdo e pressdo seletiva. Os dados
serdo avaliados para quantificar o risco de HGT baseado no background genético,
consumo diario de DNA transgénico, formulagdo do produto alimenticio e a natureza
dos genes marcadores.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

Integridade do DNA em alimentos. O processamento tem efeito sobre a integridade
do DNA da cultura. Condic¢des acidicas, calor e irradiagdo aumentam a taxa de danos
no DNA. A despurinacao catalizada por acido néo foi afetada pela matriz do alimento.
Os componentes do alimento tém efeito na degradacdo enziméatica do DNA do
plasmideos pela D. Compostos como a putrescina e a espermina e outras poliaminas
protegem o DNA contra a atividade da DNase I.

Integridade do DNA no trato GI de mamiferos. O DNA pode ser detectado em
material derivado de estbmagos mesmo uma hora apés a introducdo. Na pasta do
intestino delgado de rato e porcos, o DNA foi rapidamente degradado a um nivel no
gual ndo pode ser detectado por PCR. Isso pode ser imitado in vitro no modelo
intestinal TIM de TNO. Em pasta do ceco de rato, 0 DNA permanece notavelmente
integro. Apesar da rapida degradacdo do DNA no intestino delgado, demonstrou-se
gue algum DNA estava provisoriamente presente no trato intestinal de ratos apds o
consumo de DNA livre. Parece haver meios para uma pequena quantidade de DNA
escapar da acdo das nucleases, mesmo em um estado em que nao esta recoberto por
uma membrana celular. Os ruminantes tém uma organizacgao diferente do seu trato Gl,
comparado com os mamiferos monogastricos. Nesse grupo de mamiferos, o DNA
liberado de material vegetal ingerido esta em contato direto com a complexa flora do
rimen. Nessa flora o DNA é degradado pelas bactérias. No modelo de ramen usado,
o0 estudo detectou DNA por PCR até duas horas apos a introducao.

Transformacdo na cadeia alimentar. Para estudar a transferéncia de genes de
OGMs para bactérias associadas com alimentos e/ou trato gastrointestinal, um
sistema de recuperagcdo de marcador para bactérias grampositivas foi construido e
estabelecido em B. subtilis e S gordonii. Este sistema de recupera¢do de marcador €
baseado no gene nptll contendo uma pequena delecdo da open reading frame, a qual
pode ser restaurada por recombinacdo homodloga com um gene nptll funcional
completo. Foi demonstrado que o sucesso da recuperacdo do marcador é altamente
dependente do tamanho do doador em B. subtilis. Quanto mais longa a sequéncia de
borda, mais provavel é a ocorréncia da restauracdo. Entretanto, DNA n&o visado
demais presente na planta GM prejudicou a recuperagdo do marcador. Usando o
sistema de recuperacdo de marcador em B. subtilis, nenhuma transformacdo com o
DNA gendmicos de batata GM foi observada. Mesmo sob condigdes otimizadas de
laboratério, o marcador ndo foi observado. Acinetobacter também foi usada como
hospedeiro para experimentos de recuperacdo de marcadores. Usando DNA de uma
batata GM transgénica, a transformacdo do marcador para recuperacdo em alimentos
foi observada apenas quando a matriz de alimentos permitiu o crescimento do
recipiente.
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Mais abaixo da cadeia alimentar, o destino de possiveis transformantes ingeridos via
alimento foi considerado no trato Gl. As bactérias ingeridas sobrevivem até certo ponto
as condi¢bes no trato Gl, como foi monitorado com TIM. A transformacao no trato Gl
foi estudada no rato, modelo de rumen e TIM. Embora E. coli mostrou um
comportamento bom no intestino delgado e é um microrganismo naturalmente
presente no trato Gl de mamiferos, ndo puderam ser obtidos transformantes com este
organismo no ambiente do trato Gl. A transformagé&o de S. gordonii foi extensivamente
testada sob condicdes do trato Gl. Aquelas presentes na cavidade oral, colo e rimen
mostraram um efeito negativo na alta eficiéncia de transformacdo encontrada sob
condi¢Bes Otimas in vitro. Uma vez que a cavidade oral € o ambiente natural de S.
gordonii, foram conduzidos calculos de risco baseados nas eficiéncias de
transformacdo neste ambiente em comparacdo com a transformacéo de B. subtilis no
ambiente de alimentos.. Foi mostrado que S. gordonii € um organismo recipiente que
pode ser transformado mais facilmente do que B. subtilis. Sob condi¢cdes otimizadas,
foi mostrado que a transformacgéo streptococica tem um desempenho 105 vezes
melhor.

N&o obstante, sob condi¢des imitando a cavidade oral esperam-se os transformantes
de recuperacdo de marcadores em uma freqiéncia de  10-17
transformantes/recipientes com DNA de batatas GM processada e 3.2 x 10-
9/recipiente para batatas GM nado processada. Com numeros mais realistas na
auséncia de recombinacdo homologa, i.e. recombinacao ilegitima, a hipotese é que
essas frequéncias caiam por um fator de 1.4 x 10-9, e foi determinado para
Acinetobacter. Mais abaixo no trato Gl, a transformacédo de S. gordonii ndo pode nem
ser detectado no ramen nem no colo. Mesmo na presenga de altos niumeros de DNA
plasmidico para recuperacdo de marcadores, os transformantes ndo podiam ser
detectados.

Conjugacao no trato Gl. Bactérias recombinantes sdo atualmente desenvolvidas para
liberagdo intencional no ambiente com vacinas orais ou em alimentos fermentados.
Lactococcus lactis como um representante do LAB é agora a primeira bactéria a ser
explorada desse modo. Mais ainda, as bactérias que adquiriram genes de plantas GM
ou bactérias podem também ser consideradas com bactérias recombinantes e podem
transferir a nova informagéo genética a outra bactéria na cadeia alimentar, incluindo o
intestino de mamiferos. Este mecanismo de transferéncia génica horizontal (HGT) foi
estudado com plasmideos e transposons. Os sistemas modelo usados mostram
apenas HGT se as fungbes de transferéncia e mobilizacdo estiverem presentes. Um
recipiente acessivel bom parece também ser importante para conjugacdo bem-
sucedida.

CONCLUSOES

E geralmente aceito que a HGT contribuiu para a criacdo de diversidade bacteriana. A
HGT tem sido descrita como acontecendo via mecanismos de transformacéo,
conjugacéo e transducdo. Visivelmente, a evidéncia vem da analise da dispersao da
resisténcia a antibidticos nas Ultimas décadas como consequéncia do uso de
antibiéticos. Mostrou-se que a transferéncia conjuga € um mecanismo que funciona no
trato GI de mamiferos, quando as moléculas de DNA, o organismo doador e o
recipiente mostram as caracteristicas adequadas. A transformacédo, por outro lado,
com DNA de plamideo ou via recuperacdo de marcador foi demonstrada sob
condi¢cbes otimizadas. Entretanto, quando as condicbes pioram como consequéncia
do baixo numero de copias no genoma da planta GM, a degradacdo do DNA,
componentes do alimento no trato GIl, a populacdo microbiana concorrente, a
transformacédo via recuperacdo de marcadores torna-se um evento raro. Mesmo sob
condicdes seletivas, os transformantes poderiam ndo ser enriquecidos pelas plantas
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GM. Uma reducdo maior na frequéncia de transformacéo leva ao fato de que a
recombinacdo ilegitima € de longe muito mais ineficiente do que a recombinacéo
homdloga encontrada em nossa comida e sistemas modelo de trato GIl. A
disseminacdo dos genes de resisténcia a antibidticos € portanto altamente improvavel
de ocorrer via HGT de plantas GM usadas como alimento e racao.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

Abordagens da avaliacdo de seguranca de alimentos derivados de culturas
geneticamente modificadas (GM) foram desenvolvidas nas Ultimas duas décadas por
varias organizagfes intergovernamentais, e a Comissédo Europeia fez contribuicbes
para a pesquisa e as deliberacbes entre especialistas da area (ver Review of Results
of EC-sponsored Research on Safety of Genetically Modified Organisms, 2001,
http://europa.eu.int/comm/research/quality-of-life/gmo).

Apesar desses intensivos esforcos em pesquisa, as culturas alimentares GM néo
foram largamente aceitas pelo consumidor europeu. Consumidores e organizagfes
ambientais expressaram suas preocupacdes sobre a seguranga dessas culturas, com
respeito a efeitos de longo prazo sobre o ambiente e a saide humana, e liberdade de
escolha entre alimentos contendo GM e alimentos “livres de GM”, e o impacto que a
tecnologia da producéo do novo alimento possa ter sobre a sociedade.

A rede tematica “Rede Europeia para a Avaliacdo da Seguranca de Culturas
Alimentares Geneticamente Modificadas(GM)” (ENTRANSFOOD) foi estabelecida
para tratar de questBes cientificas e sociais relacionadas com a introducdo das
culturas GM. A rede consiste de projetos de grupos de trabalho focando o
desenvolvimento de métodos e estratégias para teste de seguranca, deteccdo e
rastreabilidade de culturas alimentares GM, e sobre aspectos sociais da introducéo de
alimentos GM. Ela comecou suas atividades em fevereiro de 2000.

Os objetivos da Rede Tematica séo:
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* avaliar a adequacédo atual de métodos e estratégias de avaliagcdo da seguranca de
alimentos, e identificar as possiveis necessidades de adaptacdo para alimentos
derivados de culturas GM,;

* projetar e avaliar novos métodos alternativos de teste (in vitro) para a avaliacdo de
seguranca de alimentos derivados de culturas GM;

« fornecer orientacdo detalhada a observadores e avaliadores de risco sobre como
conduzir avaliagdes de alimentos derivados de culturas GM;

* avaliar o risco de transferéncia de DNA recombinante de culturas GM a microbios e
células humanas;

* examinar o destino das matérias-primas e processadas GM através da cadeia de
producao (rastreamento);

e examinar novas estratégias para a deteccdo de matérias-primas, produtos
processados e ingredientes de alimentos GM,;

* examinar aspectos sociais e atitudes de consumidores relacionados com a
introducéo de Alimentos derivados de culturas GM.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

Participantes do consércio ENTRANSFOOD foram recrutados da area académica,
centros de pesquisa, companhias e biotecnologia e melhoramento de plantas,
indastrias de alimentos, varejistas de alimentos, agéncias de regulamentagéo e grupos
de consumidores da Europa. No total, 45 centros de pesquisa participaram dos
projetos RTD, e 62 especialistas nos grupos de trabalho. Muitos membros dos grupos
de trabalho estdo também envolvidos nos projetos de pesquisa.

A pesquisa foi conduzida no contexto de cinco projetos financiados pela UE e de
custos partilhados:

1. novos métodos para teste de seguranga de alimentos transgénicos (SAFOTEST);

2. nova metodologias para avaliar o potencial de efeitos n&o intencionados em culturas
alimentares geneticamente modificadas (GMOCARE);

3. avaliagdo de seguranca da transferéncia génica horizontal de organismos

geneticamente modificados para a microflora de a cadeia alimentar e intestino

humano (GMOBILITY);

4. deteccdo quantitativa confiavel, padronizada e especifica de alimentos

geneticamente modificados (QPCRGMOFOOD);

5. nova tecnologia em ciéncia de alimentos enfrentando a multiplicidade de recém-

liberados OGMs (GMOCHIPS).

Atividades de avaliacdo e revisdo foram conduzidas nos seguintes cinco grupos de
trabalho:

1. Projeto de estratégias de avaliagdo da segurancga para alimentos transgénicos;

2. Projeto e estratégias para a deteccao de alterac6es nao intencionadas em culturas

alimentares GM devido ao processo de modificacdo genética;

3. Avaliacao de risco de transferéncia de genes de alimentos GM a microrganismos no

trato digestivo ou em células humanas;

4. Avaliacao e projeto de estratégias para a deteccdo e rastreabilidade de alimentos e
componentes de alimentos GM,;

5. Entender as respostas da sociedade aos alimentos GM.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

Cada grupo de trabalho do ENTRANSFOOD gerou uma revisado cientifica para a sua
tarefa particular. As revisdes de todos os grupos de trabalho foram agrupadas em uma
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edicdo especial do Food Chemical and Toxicology (Volume 42, nimero 7, Julho 2004).
Esta publicacdo deve contribuir para as atuais atividades de avaliacdo de risco e
percepcdo de consumidores. Ela deve apoiar a politica da Europa sobre culturas GM e
formar a base de mais discussdes e atividades de pequisa na Europa e também em
todo o mundo.

Além disso, foi publicado um trabalho de cobertura financiado pela Comisséo
Europeia, escrito pelos participantes do ENTRANSFOOD, que resume as principais
descobertas dos grupos de trabalho para informar os interessados, responsaveis pelas
politicas, grupos de consumidores e do publico interessado’.

Um panorama das principais conclusdes dos grupos de trabalho é fornecido abaixo:

Teste de Seguranca de Alimentos Transgénicos (Grupo de Trabalho 1)

A avaliagdo de seguranca de alimentos derivados de culturas GM é conduzido de
modo comparativo, i.e. as diferenga entre a cultura GM e da nova ou diferentemente
cultivada cultura séo identificadas e investigadas com respeito ao seu impacto sobre a
saude humana ou animal (Conceito de Equivaléncia Substancial). A idéia basica por
tras dessa abordagem é que alimentos convencionais tém uma longa histéria de uso
seguro.

O grupo de trabalho 1 do ENTRANSFOOD delineou procedimento escalonado e
detalhado para conduzir a avaliacdo de alimentos derivados de culturas GM no
método caso a caso. A abordagem compreende quatro passos: caracterizacdo da
cultura paternal, que foi geneticamente modificada; caracterizagdo do processo de
modificagdo genética; avaliacao toxicologica e alergénica dos novos produtos génicos
(proteinas e metabdlitos); e avaliagdo da seguranca da cultura alimentar GM inteira.

Uma combinacdo de métodos de teste existentes fornece um robusto regime de teste
e assegura que os alimentos GM passaram pelo procedimento de teste e séo tdo
seguros e nutritivos quanto os alimentos derivados de plantas atualmente consumidos.
A abordagem delineada também € aplicavel as novas geracfes de culturas GM com
mudancas compaosicionais extensivas.

Deteccéo de Efeitos néo Intencionais (Grupo de Trabalho 2)

A alteracdo ndo intencional na composicdo de plantas é um fenbmeno comum que
ocorre quando se muda a informacao genética de uma planta, seja por métodos de
melhoramento classico ou por tecnologia GM. Nao ha indicacdo que efeitos nao
intencionais sejam mais provaveis de ocorrer em culturas GM.

A deteccdo de efeitos inesperados em plantas que foram desenvolvidas por
tecnologia GM depende principalmente da andlise comparativa dos niveis de
nutrientes-chave selecionados e compostos téxicos presentes na cultura GM e sua
contrapartida tradicional ndo modificada. As alteragcbes modificadas na composicao
podem estar dentro da faixa natural de variacbes e, portanto, ndo ser uma
preocupacdo toxicologica, ou estar fora dessa faixa e necessitar de maiores
investigacdes toxicoldgicas e nutricionais. Essa abordagem direcionada mostrou-se
eficaz no melhoramento de plantas convencional para a identificacdo de alteracdes na
COMpOSIcao.

! Konig A., Kleter G., Hammes W., Knudsen |., Kuiper H. (Eds.). Genetically Modified Crops in the EU:
Food Safety Assessment, Regulation, and Public Concerns — Overarching Report. The European Network
on Safety Assessment of Genetically Modified Food Crops. Office for Official Publications of the European
Communities, Luxembourg, 2004.
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Para aumentar a probabilidade de detectar efeitos inesperados, técnicas de obtencéo
do perfil estdo em desenvolvimento. Estes métodos, baseados em genémica moderna,
e técnicas de deteccdo de proteinas e metabdlitos sdo capazes de fornecer um
panorama “global” da expressao génica e composigdo quimica da cultura GM e nao-
GM (abordagem néo direcionada).

Transferéncia Génica (Grupo de Trabalho 3)

Transferéncia génica horizontal estd na origem da variabilidade da prépria vida. O
impacto da transferéncia génica horizontal dependerda, entre outras coisas, da
vantagem seletiva para a populacdo de bactérias. H& pouca razdo cientifica para
considerar que o consumo de alimentos derivados de culturas GM constitui-se em um
risco especifico.

Embora a incorporacdo de DNA recombinante (estranho) ingerido pelas células
soméaticas e mamiferos tenha sido demonstrada, ndo ha evidéncia de que o DNA
“consumido” ira para as células germinativas. A transferéncia de genes marcadores de
resisténcia de antibiéticos de variedades de plantas GM para a microflora do intestino
humano e sua expressdo é com toda probabilidade um evento raro, dadas as baixas
quantidades ingeridas e condi¢des degradativas no trato gastrintestinal.

Entretanto, uma vez que a transferéncia de genes néo pode ser completamente
excluida, o ENTRANSFOOD classificou 0s genes marcadores resistentes a
antibiéticos baseado em sua distribuicdo e importancia terapéutica. Esta classificacao
de risco visa a contribuir com o debate atual na EU relacionado com a eliminacéo
desses genes marcadores que apresentam risco para o ambiente ou a saude humana
(Diretriz da EU 2001/18/EC).

Rastreabilidade e Garantia de Qualidade (Grupo de Trabalho 4)

As regulamentagfBes recentemente introduzidas pela UE impdem exigéncias de
rotulagem de alimentos e racdes contendo ingredientes derivados de culturas GM para
alimentos ou ragdes ou contendo tragos de culturas GM acima de certo limite (>0.9%).

Para facilitar o controle e verificar as alegacdes do rétulo, e para facilitar o
recolhimento do produto quando necessario, sistemas confiaveis de documentagéo
tém que ser desenvolvidos, remontando as origens dos ingredientes (sistema de
rastreamento) e métodos analiticos para detectar e quantificar ingredientes derivados.

E recomendado disponibilizar métodos de deteccéo e/ou identificacdo as autoridades
reguladoras e laboratérios de controle de alimentos. Com mais organismos
geneticamente modificados (OGMs) sendo desenvolvidos em todo o mundo, mais
métodos eficientes de deteccédo e identificacdo, baseados nos mais recentes métodos
de biologia molecular, precisam ser desenvolvidos. Além disso, 0 uso de sistemas de
rastreamento para aplicacdes pds-venda requer novos sistemas de rotulagem que
passam todas as informacdes necessarias sobre a presenca de variedades OGM
individuais ao leitor.

Aspectos Sociais (Grupo de Trabalho 5)

A avaliagdo de risco de alimentos GM focalizou os efeitos adversos a saude para
humanos e ao ambiente, mas a preocupacdo do publico e muito mais ampla,
focalizando ndo apenas os riscos, mas também quem se beneficia, quais sdo as
necessidades e como os OGMs contribuem para a agricultura sustentavel. E
importante explicitamente lidar com as preocupag¢fes do publico e desenvolver novos
métodos para o envolvimento dos interessados e consulta publica.
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Para futuros projetos de pesquisa, € recomendado tratar de modos de formalizar o
engajamento e consulta publicos nos procedimentos dos trabalhos, assim como o
impacto sobre o processo de analise de risco, procedimentos regulatorios e
instituicdes envolvidas.

Além disso, este grupo de trabalho considera que h& necessidade de uma estrutura
geral para andlise de risco de todos os tipos de novos alimentos produzidos por
diferentes métodos de melhoramento e producdo, levando em conta aspectos
cientificos, econdmicos e sociais.

CONCLUSOES

ENTRANSFOOD foi primeiro designado para tratar de seguranca de alimentos e
preocupacédo dos consumidores relacionadas com a introducéo de alimentos derivados
de culturas GM. Entretanto, discussGes durante as reunides realcaram que as
preocupagdes dos consumidores relacionadas com o possivel impacto negativo do
cultivo em larga escala de culturas GM no ambiente tém igual peso. Uma andlise
global de risco da inovagéo tecnoldgica na agricultura deve incluir esses aspectos.

O consércio tem sido uma experiéncia Unica, com participantes de disciplinas e
afiliacdes diferentes. Isso tornou possivel examinar uma ampla gama de questfes
relacionadas com avaliacdo de risco, manejo e comunicacdo de alimentos derivados
de culturas GM, e acrescentar um significativo nivel de detalhe as atuais diretrizes
para as estratégias cientificas de avaliagdo de pré-comercializagdo para alimentos
derivados de culturas GM. Foi alcancado um consenso de que uma avaliagdo de risco
rigorosa, baseada na ciéncia, do impacto ambiental, e de possiveis efeitos sobre a
saude humana de alimentos derivados de culturas GM apenas, ndo é suficiente para
ganhar o apoio publico para a introducdo de novas tecnologias de producdo de
alimentos na sociedade. Medidas apropriadas de manejo de risco e aspectos como
sustentabilidade, beneficios e impacto sobre a sociedade devem ser levados em
consideragéo.

O consoércio examinou 0s métodos existentes e em desenvolvimento para detectar a
possivel ocorréncia de efeitos ndo-intencionais na composi¢éo de culturas alimentares
GM como resultado da modificacdo genética. A deteccdo de tais efeitos deveria
principalmente depender de abordagens direcionadas, medindo componentes isolados
em plantas GM e ndo-GM que representam importantes rotas bioquimicas
metabdlicas. Isso deveria continuar sendo um principio lider nos procedimentos
regulatérios de avaliacdo de risco para culturas GM e alimentos e racdes delas
derivados.

ENTRANSFOOD examinou se genes que codificam a resisténcia a antibiéticos podem
ser usados como marcadores no evento de transformacdo. O debate publico esta
focalizado nos riscos de transferéncia desses genes presentes nos alimentos
derivados de culturas GM para micrébios residindo no intestino humano ou células
humanas. Embora o risco real de transferéncia e subsequente disseminacdo da
resisténcia seja desprezivel, recomendamos uma abordagem cautelosa quanto ao uso
desses genes marcadores, uma vez que ainda ha falta de conhecimento das
condicBes especificas sobre onde a transferéncia génica pode ser possivel. O
consorcio dividiu os genes marcadores hoje disponiveis em trés grupos, de acordo
com sua presenca no ambiente e importédncia do antibidtico para uso clinico. Isso
implica que a presenca de certos genes marcadores, como nptll e hpt, em alimentos
derivados de culturas GM nao apresentam riscos adicionais ao ambiente ou a saude
humana, portanto o uso desses genes como marcadores pode continuar.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

Métodos disponiveis de avaliagdo para a deteccdo de materiais geneticamente
modificados (GM) somente podem ser usados para verificar a presenca material GM
potencial, ou detectar e identificar material GM conhecido. Consequentemente, 0
perigo potencial surge da falha em detectar organismos GM né&o aprovados (OGMs). A
aprovagdo do GMO cobre uma modificagdo genética especifica (produto da
transformacédo). Como a construcao genética pode ser usada em mais de um OGM,
esses elementos ndo sao identificadores confiaveis de transformacgdes especificas.

A necessidade reguladora de métodos de detec¢do que possam distinguir entre OGMs
aprovados e ndo aprovados, e quantificar o conteiddo de OGM, motivou este projeto.
Métodos de deteccdo especifico para cada evento de transformacéo (usando a jungéo
entre o DNA modificado e a parte do genoma do hospedeiro onde o DNA esti

130



integrado) foram considerados necessarios (ver Fig 1.). Muito poucos genes
especificos para espécies vegetais que possam ser usados como referéncia para a
quantificagdo de contetdo OGM foram identificados. Uma analise quantitativa que
possa detectar e identificar mais e um Unico OGM em uma Unica reagdo tem um claro
potencial de eficiéncia em custo. Mais ainda, os métodos de extracdo de DNA que
possam influenciar a sensitividade e confiabilidade de ensaios de deteccdo baseados
na reacdo em cadeia de polimerase (PCR) devem ser otimizados. Finalmente, a
validacado desses métodos é critica para avaliar sua confiabilidade. H4 também uma
necessidade crescente e urgente de padrdes europeus e internacionais para detec¢ao
de OGMs.

As principais metas deste projeto foram, primeiro, desenvolver testes confiaveis e
especificos para cada evento de transformacdo para deteccdo qualitativa e
quantitativa de modificag6es genéticas em alimentos para pelo menos 12 OGMs; em
segundo lugar, desenvolver testes multiplex confiaveis e especificos para cada evento
de transformagdo, da diversidade de modificacbes genéticas em alimentos.
Finalmente, investigar como os métodos melhorados para a deteccao de alimentos
geneticamente modificados poderiam influenciar a confianga na seguranca dos
alimentos, na ciéncia e nos reguladores do risco.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

Este projeto constituiu-se de seis blocos de trabalho. O primeiro envolveu a
identificacdo da aplicacdo e limitagbes de um protocolo padrdo para a extragdo do
SNA. Os efeitos de varias modificacdes no protocolo de extragdo foram examinados
em uma variedade de tipos de produtos. A quantificacdo de OGMs baseada em PCR
determina o numero relativo de um OGM para um gene de cOpia Unica especifico para
a espécie hospedeira GM.

O segundo bloco de trabalho identificou e caracterizou genes de referéncia adequados
especificos para a espécie, e desenvolveu conjuntos de iniciador/sonda de referéncia
especificos para a espécie para PCR qualitativa e quantitativa. Isso envolve
verificacdo da literatura e bancos de dados de DNA, sequenciar genes candidatos néo
caracterizados, testes empiricos de iniciadores e sondas. O namero visado de cOpias
por genoma foi examinado por técnicas padrdo de hibridizacdo de DNA.

O terceiro bloco de trabalho envolveu caracterizacdo de sequéncias de eventos de
transformacdo. Dados de sequéncias foram requisitados por companhias de
biotecnologia ou outras fontes em uma base colaborativa, mas geralmente essas
requisicbes nao tiveram sucesso. Consequentemente, os fragmentos de DNA
contendo as regides da juncao foram, em vez disso, isolados e sequenciados a partir
de qualquer material de referéncia que estivesse disponivel.

No quarto bloco, foram desenvolvidos e testados conjuntos de iniciador/sonda
especificos para cada evento de transformacdo. Iniciadores e sondas PCR-
especificos foram desenvolvidos para deteccdo qualitativa de OGMs em ensaios de
OGM Uunico e ensaios multiplex, assim como para deteccao quantitativa com PCR
tempo real.

No quinto bloco, os métodos desenvolvidos foram validados em testes colaborativos e
multi-laboratorios.

O bloco final de trabalho examinou o impacto socioecondmico da regulamentacao e
deteccdo do OGM. Um levantamento por questionario no Reino Unido, na Noruega e
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Itdlia forneceu informacdo do impacto sobre a confianca do consumidor nos métodos
analiticos melhorados para OGMs.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

No bloco 1 métodos de extracdo do DNA para matrizes derivadas de milho e de soja
foram comparados, modificados e avaliados, e protocolos sucessivamente
selecionados foram submetidos a validacdo por experimentos colaborativos e de
multilaboratérios no bloco 5. O relatério fina do bloco de trabalho esta publicado em
http://www.vetinst.no/eng/content/download/645/5811/file/Deliverablel.pdf

No bloco 2 genes de referéncia candidatos para milho, soja, trigo, arroz, colza
oleaginosa (canola), tomate, batata, beterraba acucareira e girassol foram
examinados, caracterizados, avaliados e, para a maioria das espécies, pelo menos um
método PCR tempo real quantitativa foi desenvolvido para ser usado como um sistema
confiavel de gene referéncia para quantificagdo de OGMs. O relatorio final do bloco de
trabalho esta publicado em:
http://www.vetinst.no/eng/content/download/644/5807/file/Deliverable2.pdf.

No bloco de trabalho 3 a insercdo e/ou juncdo entre o genoma do hospedeiro e a
insercdo foi caracterizada para soja GTS 40-3-2 (Roundup Ready),Btll, Btl176,
Mon810, CBH 351 (Starlink), GA21, DBT418 E milho T25, e para MS8, Rf3 e GT73
colza oleaginosa. Esforgos foram feitos para obter material para eventos adicionais,
sem sucesso. Para aproximadamente metade dos eventos, sequéncias inferidas
estavam conflitando com dados fornecidos pelos notificadores dos eventos nos
dossiés oficiais. Os mapas genéticos atualizados consequentemente corrigiram a
informacéo disponivel aos avaliadores de risco. O relatério final do bloco de trabalho
esta publicado em:
http://www.vetinst.no/eng/content/download/643/5803/file/Deliverable3.pdf.

No Bloco de Trabalho 4, os dados da sequéncia do bloco 2 e em particular do bloco 3
foram usados para desenvolver métodos Unicos e multiplex de verificagéo, construgéo,
deteccdo evento-especifica e quantificacdo de OGMs e material derivado. Métodos
selecionados foram submetidos a teste de validacdo colaborativo e multilaboratérios
no bloco 5. O relatério final do bloco de trabalho esta publicado em:
http://www.vetinst.no/eng/content/download/642/5799/file/Deliverables4to6. pdf

No bloco 5 os métodos desenvolvidos nos blocos 1,2 e 4 foram submetidos a testes de
validagdo colaborativo e multilaboratoérios, e os métodos validados com sucesso em
testes colaborativos foram sucessivamente encaminhados ao CEN/TC 275/WG 11
COmMOo anexos propostos aos padrdes europeus e internacionais (1ISO). Os critérios
para a avaliacdo,as caracteristicas de desempenho e aceitacdo dos métodos foram
discutidos, incluindo materiais de referéncia alternativos e validacdo e implementagéo
modular do método. Os resultados das atividades do bloco de trabalho formaram um
fundamento para trabalho sucessivo pela Rede Europeia de Laboratorios de OGM
(http://engl.jrc.ec.europa.eu) e documentos de orientacdo publicados pelo Laboratério
de Referéncia de OGM da Comunidade da Comissdo Europeia (http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu). O relatério final do bloco de trabalho esta publicado em:
http://www.vetinst.no/eng/content/download/641/5795/file/Deliverable?.pdf

No bloco de trabalho 6, os levantamentos por questionario foram infelizmente
conduzidos antes que a maioria do trabalho de desenvolvimento do método tivesse
sido feita, e na realidade a ligacdo entre as atividades de pesquisa molecular e a
socioecondmica nédo foi explorada tanto quanto originalmente previsto. Entretanto, o
didlogo préximo durante todo o projeto assegurou que as informacdes relevantes
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fossem trocadas, e a contribuicdo das atividades moleculares podem ser exploradas
mais efetivamente nos estudos socioecondmicos no futuro, O relatério final deste
bloco esta publicado em:
http://www.vetinst.no/eng/content/download/653/5851/file/Deliverable8a.pdf;
http://www.vetinst.no/eng/content/download/640/5791/file/Deliverable8b.pdf.

Além das atividades descritas acima, foram feitas outras cobrindo varios blocos de
trabalho, incluindo um numero de revisdes e trabalhos de discussdo. A maioria dos
resultados obtidos diretamente dos blocos de trabalho esta publicada em revistas
cientificas com revisao por pares e outras referéncias.

CONCLUSOES

Este projeto forneceu informagcdes e métodos essenciais para a deteccdo de OGMs e
contribuiu para a formacédo do Laboratério de Referéncia de OGM da Comunidade da
EU (CRL), incluindo o método de critérios de aceitacdo e abordagem para o método
de validacdo do CRL. Também contribuiu para um melhor entendimento do impacto do
conhecimento sobre métodos de deteccdo disponiveis sobre a confianga do
consumidor e interessados envolvidos em produgdo e controle de alimentos ,e a
confiancga na estrutura de regulamentacédo e seguranga de alimentos.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

Em 1997, o Comité Cientifico da Unido Europeia sobre Alimentos (SCF) emitiu um
conjunto de recomendacles para a avaliagdo da seguranca de novos alimentos,
incluindo os que foram preparados com Organismos Geneticamente Modificados
(GM). O SCF sugeriu uma abordagem por arvore de decisdo que, na parte
toxicoldgica, pode incluir uma demanda por estudos separados com animais para
fornecer a informacao faltante. Entretanto, o SCF nao deu conselhos especificos sobre
como conduzir esses estudos, mas declarou que o delineamento deve ser feito com
base em cada caso. Como consequiéncia, na Europa, ndo hd harmonizagéo precisa
para avaliar a seguranca de produtos alimentares transgénicos, e tem sido dificil usar
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os estudos tradicionais de alimentacdo animal para avaliagcdes toxicologicas. Isso
claramente cria questdes de biosseguranca para o uso de produtos GM em alimentos.
Procedimentos de teste nutricionais e toxicolégicos in vivo e in vitro validados séo
exigidos urgentemente.

O objetivo geral deste projeto foi desenvolver e validar a metodologia cientifica que é
necessaria para a avaliacdo da seguranca de plantas GM, de acordo com o
regulamento 258/97 de 27 de janeiro de 1997 da Unido Europeia, relacionado com
novos alimentos e novos ingredientes de alimentos. O projeto foi designado para
atender a necessidade imediata de uma estratégia de teste especifica para alimentos
GM de um modo cientificamente valido e economicamente exequivel.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

O projeto, subdividido em sete diferentes estagios, examinou o procedimento de teste
da seguranca para alimentos derivados de plantas GM. No estagio 1, trés linhagens de
arroz GM contendo genes introduzidos foram desenvolvidas e caracterizadas. Os
genes introduzidos codificam trés proteinas potencialmente inseticidas: a lectina GNA
do galanto (que ndo tem toxidez conhecida para mamiferos, mas que interage com o
intestino); a lectina PHA-E do feijao comum (que tem alta toxicidade para mamiferos);
e uma toxina bacteriana de Bacillus thuringiensis, que n&o tem nenhuma toxidez
conhecida para mamiferos. Além disso, proteinas recombinantes foram expressas e
purificadas para uso posterior como “materiais de ‘spiking”’para os estudos in vivo e
material de teste para os estudos in vitro.

No estagio Il, as trés linhagens do arroz transgénico foram cultivadas em quantidades
suficientes para testes in vivo e, sua identidade e estabilidade genética foram
asseguradas. O estagio lll envolveu identificacdes e medicbes de nutrientes criticos,
0S agentes toxicos criticos e outras mudancas quimicas criticas nas linhagens
transgénicas de arroz. No estagio IV, um estudo baseado nas diretrizes do teste de 28
dias da OECD foi conduzido para assegurar uma composi¢cdo Otima da dieta e para
medir a lectina ou pardmetros sensitivos a Bt para aplicacdes no estéagio VI. O estégio
V envolveu medicdes dos efeitos de lectinas e toxina Bt em um nimero de sistemas in
vitro, para ajustar a sensitividade e especificidade de parametros que foram
investigados no estudo animal com as espécies de arroz transgénico no estagio VI.
Mecanistica suplementar e estudos de resposta a dosagem também foram conduzidos
in vivo para a avaliacéo final de risco. No estagio VI, um estudo de toxidez da OECD,
de 90 dias, em ratos foi conduzido com as trés linhagens transgénicas de arroz, com e
sem a proteina teste relevante. Neste estudo, as medicdes da lectina e parametros
sensiveis a Bt otimizados nos estagios IV e V foram incorporados.

No estégio final, os resultados, assim como o conhecimento adquirido dos primeiros
seis estagios, foram avaliados para estimar a sensitividade, especificidade e eficacia
da abordagem de teste.

Os resultados obtidos deste projeto foram apresentados em reunibes de trabalho,
publicados em revistas internacionais (Knudsen e Poulsen, 2007; Poulsen et al.,
2007a+b; Schroder et al., 2007; Kroghsbo et al., 2008) e discutidos em féruns
internacionais, fornecendo, portanto, uma plataforma sobre a qual metodologias e
recomendacdes baseadas neste projeto podem ser transformadas em testes modelo
aceitos internacionalmente para avaliar a seguranca de alimentos GM.

Os resultados do SAFOTEST do estudo de 90 dias de alimentacdo de ratos com 60 %
de PHA-E de arroz misturado na dieta purificada demonstraram que os efeitos
biol6gicos/toxicologicos de PHA-E herdada na PHA-E de arroz correspondendo a uma

135



dose de 30 mg de PHA-E/kg de peso corporal/dia podem ser identificados no estudo
de 90 dias, especialmente quando os resultados sdo comparados com os efeitos
compostos especificos encontrados no grupo de teste adicional “spiked” com 70 mg
PHA-E/kg de peso corporal/dia (Poulsen et al., 2007a). Os resultados demonstraram,
de acordo com o esperado, tanto a especificidade do estudo de 90 dias com ratos para
detectar efeitos relacionados com compostos especificos, como a sensitividade do
delineamento do teste para detectar a PHA-E biodisponivel, intrinsecamente formada
no arroz (Poulsen et al., 2007a). Dessa maneira os resultados também permitiram a
distincdo biolégica entre o efeito primario causado pelo novo produto génico e os
efeitos de mudancas secundarias.

O conjunto completo de dados que apareceu com a abordagem SAFOTEST
compreende os dados sobre as plantas parentais, as construcdes, os produtos
génicos, os dados da andlise da composicao, os dados dos estudos in vitro/ex vivo, e
os dados dos estudos de 28 dias de toxidez com ratos sobre o produto génico,
resumido nos dados do estudo de 90 dias de alimentacdo de roedores com a propria
planta intacta. A caracterizac&o do risco baseada neste conjunto de dados tratou muito
precisamente as questdes de seguranca e menos precisamente as propriedades
nutricionais do alimento GM baseadas na comparacdo com seu parental
correspondente. As experiéncias ganhas com o SAFOTEST indicaram que o elemento
nutricional pode ser coberto tdo precisamente quanto a questdo de seguranca em
estudos futuros, mas que é dificil distinguir entre efeitos nutricionais e de seguranca.

CONCLUSOES

E importante que a abordagem SAFOTEST seja vista como um estudo de 90 dias de
toxidez confirmando a seguranca de novo produto génico produzido, dando énfase no
estudo comparativo de seguranca, que estabelece a seguranca relativa entre o
alimento GM e seu tradicional correspondente conduzindo uma verificacdo de efeitos
na saude de mudangas intencionais e ndo-intencionais. Na abordagem SAFOTEST,
este estudo é a realizacdo final em uma cadeia de coleta de informacéo. A avaliacao
de seguranca no SAFOTEST baseia-se na identidade da mudanca genética, assim
como nos dados de composicdo do alimento GM e o estudo de 90 dias de toxidez no
alimento GM com ou sem o material “spiked”, antes da caracterizacdo do risco estar
concluida. Ao usar os dados anteriores relativos a toxidez do novo produto génico e ao
“spiking” do novo produto génico no alimento GM, o estudo de 90 dias no SAFOTEST
€ capaz de separar aspectos nao-intencionais de seguranca do novo produto génico
intrinsecamente produzido no alimento GM a partir de aspectos de seguranca nao-
intencionais derivados da regeneragéo da planta GM ap0s a transformacdo genética.
A deteccdo bioldgica dos disturbios nutricionais ndo-intencionais é refinada através de
modificacBes direcionadas a compostos da dieta purificada para os grupos GM, de
modo que sua ragdo se torna nutritivamente equivalente a ragdo do grupo parental
com respeito a diferencas previamente identificadas (Poulsen et al., 2007a).

Interpretamos as descobertas cientificas do projeto SAFOTEST com foco no estudo de
90 dias com PHA-E, como sendo fortes o suficiente para concluir que:

os dados do projetado estudo de alimentacdo de roedores de 90 dias, juntamente
com dados que cobrem a insercdo génica, a analise da composicdo e a toxidez do
novo produto génico, formam a base 6tima para uma avaliacdo comparativa da
seguranca do alimento GM e seu correspondente convencional na situacdo pré-
comercializacéo;

o estudo de alimentag&o de roedores de 90 dias com um nivel de dosagem alta e um

delineamento dietario baseado sobre dados de composicdo do alimento GM e dados
de toxidez do produto génico é sensitivo e especifico o suficiente para verificar a
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presenca/auséncia de efeitos biolégicos/nutricionais/toxicolégicos da nova insercao
génica no nivel de consumo definido no teste e dentro da remissao do teste;

o estudo de alimentagédo de roedores de 90 dias, com o uso de “spiking” com base
em caso a caso e com um nivel de dosagem alta e um delineamento dietario definido
acima , é sensitivo e especifico o suficiente para verificar a presenca/auséncia de
efeitos biologicos/nutricionais/toxicoldégicos de efeitos secundarios de mudancas
genéticas nos niveis de consumo definidos no teste e dentro da remisséo do teste;

0 conjunto completo de dados gerados na abordagem SAFOTEST sera combinado
com cendrios adequados para 0 consumo humano potencial para permitir a avaliacdo
da seguranca de alimentos GM cobrindo tanto as questdes de seguranga com as
nutricionais normalmente levantadas na situacéo pré-comercializacao.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

A introducdo de culturas produzidas por métodos de engenharia genética (culturas
GM) no mercado estdo na Regulamentacdo de Novos Alimentos (EC 258/97) que
requer uma rigorosa avaliacdo de seguranca pré-comercializacdo. O processo de
avaliagdo presta particular atencdo aos efeitos adversos potenciais que poderiam
comprometer a salde humana e animal e a bio-seguranca ambiental. Este ndo € uma
exigéncia para a introducdo de novas variedades de sementes obtidas por
melhoramento convencional, embora efeitos ndo-intencionais, i.e. efeitos que vao além
da modificag&@o original e que poderiam impactar primariamente a saldde, podem, na
verdade, estar presentes nessas culturas tradicionais.

A seguranca de culturas melhoradas convencionalmente € baseada em uma histéria
de uso seguro. Entretanto, alguns casos extremamente raros foram relatados em que
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efeitos ndo- intencionais (rearranjos do DNA) deram origem a preocupacfes com a
seguranca. Esses casos foram identificados quando a cultura ja estava no mercado. A
caracterizacao de culturas GM €, entretanto, uma exigéncia legal. Como resultado, as
culturas GM séo mais bem caracterizadas do que nunca no caso das culturas obtidas
por melhoramento convencional, incluindo conhecimento sobre o sitio e natureza da
modificac@o genética.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

Atualmente, a caracterizagdo de seguranca de culturas GM inclui experimentos de
alimentacdo de animais com o alimento inteiro e/ou analise da composi¢cdo de
nutrientes pré-selecionados e toxinas conhecidas, e uma comparacdo € feita
relativamente & composicdo de culturas convencionais (andlise direcionada). Esta
abordagem envolve o conceito de equivaléncia substancial. Criticas a esta atual
estratégia de teste “analisado — Unico” e “alimento inteiro” & que esta aberta a vicios e
detectara efeitos ndo intencionais somente por sorte ou se antecipados. Relacionado
com isto, h& lacunas, tais como a disponibilidade de (i) conhecimento suficiente da
biologia da planta e integragdo das rotas metabolicas e interconectividade; (i) uma
comparagao com um background genético similar; e (iii) compostos “miraculosos” para
descrever a complexidade (redes metabdlicas) de plantas de culturas.

Foi, portanto, formulada a hipotese de que as técnicas de obtencdo de perfis,
baseadas nas inovagfes na area da gendmica, poderiam ajudar no tratamento dessas
limitacdes potenciais. Os novos métodos cogitados poderiam ser necessarios para
futuros OGMs, nos quais as modificacdes serdo muito mais complexas, e para 0s
quais a metodologia atual estabelece limites para os testes de seguranca. Mas o
objetivo geral focaliza a demonstracdo de que a cultura GM é tdo segura quanto seu
correspondente convencional, em que existe um, e, como tal, ndo introduz nenhum
risco adicional ou novos riscos para a salde do homem ou animais. Além disso, este
desafio cientifico proporciona grandes vantagens para todos os tipos de programas de
melhoramento, independentemente de terem suas raizes no cultivo tradicional, gene-
biotecnol6gico ou organico.

Para essa finalidade, foi pesquisado o valor potencial de aplicar instrumentos de
“‘obtencdo de perfis” ou “6émica” como abordagens assim chamadas de né&o-
direcionadas, sele¢cdo ndo tendenciosa, para detectar efeitos n&o-intencionados
devidos ao processo de mutagénese da insercdo. Essas tecnologias incluem
metabolémica (analise paralela de uma gama de metabolitos primarios e secundarios),
protebmica (analise de complemento de polipeptidios), e transcriptbmica (analise
paralela da expressdo génica). As descobertas relacionadas com os procedimentos
“Gmicos” foram comparados com os resultados obtidos pela abordagem analitica
convencional “direcionada”. Esta comparacio holistica, aumentada, molda a base na

qual focalizar testes toxicolGgicos posteriores, se necessarios.

O trabalho concentrou-se em uma gama de mais de 135 (pré-comercializagéo)
Linhagens GM em experimentos autocontidos, tais como casas de vegetacdo, redes
Tygan e testes politineis com, por exemplo, linhagens de batata transgénica
modificada em sua composicdo de amido, (deficiente) processamento de
glicoproteina, poliamine- acucar-, glicoalcaldide ou lisina e treonina amino
acidmetabolismo; linhagens de tomate transgénico com elevado teor de fitosteroéis e/ou
isoprendides (carotendides) e, linhagens de Arabidopsis transgénicas deficientes em
teores de flavonoides. Algumas linhagens eram evidentemente diferentes
fenotipicamente (e.g. Mall, SamPAT (superexpressdo) em batata). As culturas foram
continuamente caracterizadas pelo tamanho de T-DNA, integracéo do vetor backbone,
namero de copias e niveis de expressdo. O fenotipo morfolégico (i.e. crescimento,
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arquitetura de planta, numero, forma e cor das folhas e tubérculos, precocidade) foi
verificado e comparado com observacdes de culturas anteriores. As culturas foram
cultivadas em quantidades que permitem as varia¢des intra e inter serem avaliadas.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

Os resultados da andlise quimica direcionada nao revelaram efeito significativo ndo-
intencional inesperado associado com construcdes especificas (caracteristicas). De
modo similar, quando linhagens individuais foram examinadas, ficou claro que desvios
significativos dos valores do tipo selvagem controle também ocorrem com controles
transformados apenas com o vetor (sem gene alvo) e também com linhagens que
foram desenvolvidas usando apenas regeneracao de culturas de tecido. Isso levanta
a possibiidade de que a variacho somaclonal (conhecida por ocorrer
significativamente em, por exemplo, batata, dependendo do gendtipo) também
introduz desvios significativos dos niveis de metabolitos do tipo selvagem com base
em linha por linha, caso a caso.

Técnicas de obtencao de perfis e fingerprinting tais como gendmica (e.g. microarray de
batata, altamente enriquecido por genes relacionados a estresse; e um array de
tomate com genes em diferentes estadgios de desenvolvimento) e metaboldmica
fornecem um panorama “global” da expressdo génica e composicdo quimica na
cultura, sejam elas GM ou nao-GM. Por outro lado, a protebmica 2D-SDSPAGE,
incluindo a verificacdo para determinantes IgE e andlise de N-glicanos presentes na
manchas de proteina (glicomica), oferecem um meio de revelar diferencas em perfis
de proteinas. Esta deteccdo de mudancas em proteinas também melhora a
capacidade de fazer uma adequada avaliacdo de risco por (i) indicar mudangas em
proteinas alergénicas e/ou toxicas; e (i) sugerir mudancas no padrdo de alguns
metabdlitos que ndo seriam reveladas de outra forma. Entretanto, os resultados
também sugerem que condigbes ambientais e diferengas genéticas tém um grande
impacto na expressao de muitas proteinas, e isso pode ser a causa de muitas
variaces observadas em plantas cultivadas em condigcBes de campos. Mais ainda, a
identificacdo de proteinas de, por exemplo, batata e tomate, é hoje prejudicada pela
limitada disponibilidade de dados de sequéncias e o desempenho da confirmagéo
estrutural pelo espectrémetro de massa.

N&o houve observacdes de efeitos deletérios sobre a fisiologia das plantas de tomate
GM, que foi modificado na sua biossintese de carotendides, na qual os perfis de
carotendides (fitosterol) foram alterados significativamente. Mas as técnicas
metabolbmicas demonstraram que a engenharia metabdlica pleiotrépica de rotas
bioquimicas revelam ligagdes metabdlicas desconhecidas (i.e. diferengas significantes
dos tomates controle do tipo selvagem) e, linhagens de tomate GM modificadas em
carotendides, tocoferol (vitamina E), flavondides ou fitosterois, os quais podem ser
explorados no delineamento de experimentacdo em engenharia ou melhoramento
convencional para caracteristicas qualitativas. Além disso, o grau de fen6tipo exibido
pode mudar de uma progénie para outra.

Enormes quantidades de dados puderam ser geradas com essas metodologias
holisticas. Entretanto, a subsequente interpretacdo dos dados na atual velocidade é
limitante. Por exemplo, andlise de microarray de vérias linhagens de Arabidopsis GM,
com regulagem para baixo da sua rota bioquimica de flavondides, indicam genes que
sdo diferentemente expressados, mas que sao todos identificados como genes
induzidos por estresse que variam enormemente, mesmo quando as plantas séo
cultivadas quase sob as mesmas condi¢Oes. Esta descoberta mostra que nem todos
0S genes podem ser de valor para uma andlise comparativa de seguranca. Também
indica que muito mais conhecimento sobre a variacdo natural de genes individuais &
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necessario antes que qualquer conclusdo possa ser alcancada no contexto de
impactos a salude. Mais ainda, uma variacdo genotipica natural existe em niveis de
metabolitos, tais como sédo encontrados entre os perfis de &cidos graxos da variedade
Desiree e Record. A capacidade de diferenciar o risco associado com eventos
transgénicos especificos deve, portanto, depender de um detalhado conhecimento
(banco d e dados) da variagdo natural nos genes, proteinas e metabolitos medidos,
provavelmente também sob uma gama de condi¢cdes ambientais (padronizadas).

Idealmente, somente aqueles parametros que ficam fora da faixa de variacdo natural
continuardo sendo considerados em uma avaliagdo de seguranca. Entretanto, ha uma
falta de informacbes sobre a variacdo natural entre e dentro dos cultivares vegetais
para todos os parametros que podem ser medidos agora ou no futuro. Mais pesquisas
sdo necessérias para validar as metodologias de obtencédo de perfis desenvolvidas.

CONCLUSOES

O bésico esta pronto para produzir novos instrumentos que sao de natureza genética
e, portanto, podem provar-se valiosos também para o melhoramento convencional e
organico. Por agora, as avaliagdes de culturas GM devem focalizar principalmente as
novas caracteristicas intencionadas — gene(s) e produto(s) direcionado(s). Efeitos néo-
intencionais ocorrem tanto nas culturas GM como nas ndo-GM, entretanto, as culturas
GM séo mais bem caracterizadas. Possivelmente as duas deveriam ser tratadas do
mesmo modo em avaliagdes de seguranca, tendo em mente que essas avaliacdes ndo
sdo exigidas para as culturas ndo-GM. A aplicacdo da abordagem direcionada ainda
tem um grande valor e resultado em um saudavel e relativamente seguro volume de
alimentos e ragdes. Com relacao ao estagio de maturacao das técnicas “6micas” como
DNA microarrays, estas deveriam ainda ser o principio lider quando da avaliacdo das
culturas GM.

Embora os estudos das técnicas de obtencdo de perfis ndo deveria ser ainda uma
exigéncia oficial, sua aplicacdo , por exemplo, a linhagens de tomate GM demonstrou
que:

* a perturbacdo de um componente de uma rota bioquimica pode ter efeitos no
equilibrio dos metabdlitos por toda a rota;

* perturbagbes em uma rota bioquimica especifica podem resultar em efeitos
inesperados sobre rotas relacionadas e ndo-relacionadas;

* 0 processo de transformacdo pode resultar em efeitos ndo-intencionais que parecem
ser herdaveis;

* a expressdo de uma proteina latente nao-funcional pode resultar em efeitos nao-
intencionais;

* € importante conduzir experimentacao sobre variedades homozigéticas estaveis com
controles azigo6ticos apropriados, como em linhagens estaveis homozigéticas o
namero de insercdes transgénicas parece ter pequeno efeito na contribuicdo a efeitos
nao-intencionais.

As novas técnicas visam a ndo serem tendenciosas em relagdo a escolha de
analisados com perfil a ser obtido, sejam eles genes, proteinas ou metabdlitos. De um
lado, essas metodologias estdo ainda em sua infancia, mas estdo se desenvolvendo
rapidamente. Do outro lado, elas n&o estdo validadas e sdo ainda (e podem nunca ser)
compreendidas. Todas as abordagens atuais de obtencdo de perfis sdo baseadas na
comparagdo de materiais GM com controles selecionados em experimentos
autocontidos. Os dados gerados tém um grande potencial de aumentar nosso
conhecimento da fisiologia da planta e redes metabdlicas e irdo melhorar as analises
direcionadas pela descoberta de componentes-chave adicionais. No caso de novas

141



linhagens de de plantas GM sem comparacdo adequada ou histéria de uso (seguro), a
aplicacdo das novas técnicas de obtencdo de perfil sdo de grande valor para a
caracterizacao de sua composicao bioquimica e fungdes.

Acima de tudo, os instrumentos de bioinformatica precisam ser desenvolvidos para
extrair informacgdes relevantes dos conjuntos de dados béasicos. O desenvolvimento de
bancos de dados publicamente disponiveis sobre composicdo de culturas e perfis é
uma necessidade absoluta, para determinar a variacdo natural dos compostos dentro
e dentre dadas espécies de planta. A medida que a informacdo é coletada, uma
referéncia (em expans&o) com quem comparar as novas culturas pode ser avistada.
Estes bancos de dados também realcariam grandemente a robustez da analise
direcionada.

Finalmente, a nova metodologia, baseada em avangada tecnologia “célula fabrica” ou
“Omicas” e usada neste projeto, contribuiu para o desenvolvimento do projeto de
pesquisa SAFE FOOD do sexto Programa Estrutural, em que uma maior combinagéo
de conhecimento complementar foi estabelecido em toda a UE.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

As bactérias do acido latico sdo largamente usadas para a produgédo de alimentos
fermentados, por exemplo, queijo, embutidos e vinho. Produtores de alimentos
fermentados estdo continuamente a procura de novas cepas para manter ou melhorar
a qualidade de seus produtos.

A Tabela 1 apresenta fontes potenciais de novas cepas e seus principais aspectos.
Uma série de projetos de pesquisa foi conduzida para decifrar caracteristicas
genéticas importantes para a qualidade e o0s processos de alimentos. Estas
descobertas poderiam melhorar a qualidade de produtos, incluindo paladar, textura,
conservagao e possivelmente, no futuro, valor nutritivo e efeitos na saude. Entretanto,
estas aplicagbes ndo sdo desenvolvidas na UE devido as suspeitas que o0s
consumidores abrigam sobre organismos geneticamente modificados.

Tabela 1.
Fonte e propriedades de microrganismos usados na industria de fermentacéo de alimentos.

Fontes Caracteristicas genéticas Aceitabilidade e alimentos
Isolado de um produto Definido como pertencendo a
alimentar ou uma fonte espécie alimentar ja usada.
o | ambiental. Conteldo génico varia
a g Historia desconhecida até o tipicamente 5%-25 % entre
g = | isolamento. individuos da mesma espécie
oz
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Selecionado em P&D Contelido génico modificado
laboratérios de cepas de modo néo controlado (eg
j& em uso em processos mutagénese quimica). Mais
§ § alimentares. frequentemente isso implica
S @ mutacdes pontuais, delecdes
5w e eventualmente extensivos
>0 rearranjos cromossomicos.
Construido em P&D Conteudo génico modificado
@ Laboratérios de cepas ja de um modo definido, mas
T usadas em processos ndo contendo DNA originado
% alimentares, com técnicas de | de espécie diferente.
S biologia molecular que podem
o envolver passos realizados
§ em diferentes bactérias e o
s uso provisorio de informagao
= genética.
>
Como “variante de Conteudo génico modificado
§ construgao”, mas com a de um modo definido, e
‘£ | introducéo de DNA de contendo DNA originado de
i) ‘é’-, diferentes organismos. espécie diferente
Q
Qg
O =5

OGMs levantam varias questbes de seguranca, tais como disseminagcdo de novos
genes no ambiente, possivel impacto desses genes na salude dos consumidores (por
exemplo aumentando potencialmente a alergenicidade), e possivelmente questdes
ainda desconhecidas devido a novidade da técnica. Foi, por exemplo, alegado que
nenhum teste poderia realmente garantir a seguranga dos OGMs, por causa da
complexidade dos organismos vivos, prejudicando qualquer predicdo confiavel. Esta
guestdo estd ligada a possivel retirada da regulamentacdo do metabolismo e
expressao génica, em seguida a introducéo de novos genes. O presente trabalho trata
dessa questéao.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

Nos ultimos anos, um progresso consideravel foi realizado em tecnologia de alta
produtividade, permitindo medicfes globais da expressdo génica na célula, por
exemplo, por abordagens de protedmica e transcriptbmica. Mais ainda, os sistemas de
informag&o agora disponiveis para o trabalho com organismos vivos permitem a
exploracdo de uma crescente quantidade de dados produzidos por tecnologia de alta
produtividade e, mais amplamente, por toda a comunidade cientifica. Neste contexto,
0S microrganismos sdo 0s organismos de escolha para o desenvolvimento de
modelos, por causa de sua simplicidade quando comparados aos organismos
superiores, tais como plantas e animais. L. lactis, um microrganismo presente em
alimentos amplamente utilizados na industria de laticinios foi escolhido como modelo
para este programa. A disposicdo do teste de avaliacdo durante este trabalho usou
tecnologia de alta produtividade para desenvolver uma metodologia aplicavel a
resolucdo de questdes de seguranca que podem resultar da retirada da
regulamentacdo do organismo pela introdugc&o de um novo gene.

Mais geralmente, o objetivo do consércio Express-Fingerprint é fornecer a comunidade
da UE um novo instrumento para avaliagdo da seguranca de novas cepas iniciantes
obtidas por métodos classicos ou técnicas de biotecnologia (frequentemente
chamados de OGMs). Nesse respeito, o consorcio desenvolveu:

« perfis de expresséo (proteoma e transcriptoma) de diferentes cepas de Lactococcus
lactis, Incluindo cepas naturais e derivadas desses, construidas por genética ou
tecnologia classica
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um conjunto de instrumentos de bioinformatica para comparar globalmente os
resultados e avaliar sua equivaléncia substancial ou néo;
um conhecimento biolégico sobre os efeitos potenciais da modificacdo genética,
especialmente os que foram inesperados pro modelos preexistentes;
uma primeira proposta para um instrumento de avaliagdo de risco baseado em
padrdes de expressao.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

Cepas naturais e bactérias avaliadas no programa:

Uma colecdo de 30 diferentes cepas de L. lactis natural foi constituida de cepas
provenientes de diferentes produtos e paises. Nenhuma dessas cepas tinha um
padréo similar na eletroforese de gel, sugerindo que as cepas coletadas apresentavam
uma ampla diversidade genética. Entre as cepas naturais estavam derivados de L.
lactis cepa IL594 (isolada em queijo Comte em 1955) que perdeu alguns de seus sete
plasmideos naturais. Estes plasmideos foram todos sequenciados para melhor
caracterizacao de seu conteudo genético, uma vez que plasmideos sdo naturalmente
transmitidos entre bactérias vivendo nos mesmos ambientes (incluindo cepas da
mesma ou outra espécie de bactéria). Sob alguns pontos de vista, sua introdugéo
poderia ser considerada um modo natural de produzir bactérias geneticamente
diferentes.

Mais ainda, trés tipos de cepas modificadas foram construidas:

O primeiro conjunto de cepas compreende variantes derivadas de uma cepa industrial
de L. lactis subsp. diacetylactis produzindo um aroma que contribui para o paladar de
produtos de leite fermentados frescos, tais como leitelho, creme fermentado e queijos
cottage. Foram desenvolvidas variantes dessa cepa inativada para o gene aldB e
codificando alfa-acetolactato decarboxilase. As cepas modificadas produzem mais
diacetil, permitindo a producéo do leitelho com um sabor mais pronunciado.

O segundo conjunto de cepas compreende mutantes resistentes a fagos. O OGM foi
construido com a insercdo de quatro bases extras no gene que codifica a proteina de
infeccdo do fago (pip). Essas cepas sdo menos sensiveis ao ataque do fago do que
seus parentais, 0 que assegura processos mais confiaveis e qualidade do produto.

O terceiro conjunto de cepas contém um sistema de clonagem baseado em tRNA
padrao alimentar. A base desse sistema é a restauracdo do potencial de biossintese
de pirimidina em cepas modificadas pela introducao de um cédon de parada no gene
pyrF. A sintese de pyrF é restaurada pela expressdo de um gene tRNA modificado
supD, que pode ser usado como um marcador para selecdo. A expressdo bem-
sucedida de diferentes genes transporatdos por um vetor contendo supD foi obtida. O
sistema foi inicialmente designado para plasmideos, mantidos estavelmente em
producao de células no leite, uma vez que o meio ndo contém pirimidina.

Dois tipos de técnicas foram usadas para construir essas cepas:

mutagénese quimica, que é uma técnica classica, ndo se enquadrando na legislacéao
da UE sobre liberacdo de OGMs ou alimentos/ragdes GM, ndo requerendo, portanto,
uma avaliagdo profunda; e

técnicas GM (como definidas pela legislacdo da UE: “organismos nos quais o
material genético foi alterado de um modo que nao ocorre naturalmente por
cruzamento ou recombinagdo natural’). Essas cepas, se usadas para producao,
levariam a “rotulagem OGM’ especifica, por que DNA estranho foi introduzido em um
estagio da construcdo.
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Foi feita a comparacdo detalhada fenotipica e genotipica dos OGMs, mutantes
guimicos e suas respectivas cepas parentais, incluindo o sequenciamento das
mutacdes nos genes alvo.

Foram obtidos os perfis de expressao por andlise protedbmica e transcriptbmica. Para
essa finalidade, condigbes padronizadas de experimentagdo foram organizadas pelos
parceiros para obterem dados comparaveis em todos os laboratérios. Para
desenvolver um conceito de prova, a maioria dos experimentos foi conduzida fora das
células, em um meio definido quimicamente. Entretanto, foi desenvolvido um
procedimento para medir perfis de expressao de células crescendo em leite, meio
natural para a fermentacédo com L. lactis.

Foram delineados DNA microarrays contendo mais de 2.000 PCR sondas,
correspondendo a genes anotados de L. lactis IL1403 e DNA microarrays produzidos
com o mesmo conjunto de amplicons estdo agora disponiveis comercialmente. Foi
desenvolvido um software para permitir (i) busca de dados; e (ii) processamento de
alta velocidade dos extensivos dados obtidos dos perfis de expressdo e comparacao
paralela da transcricdo e analise estatistica dos dados.

Comparacdao de techologias tradicionais e GM para produzir variantes:

Um importante foco do trabalho foi melhor definir os efeitos das modificagcdes
genéticas sobre a expressdo génica em geral e, avaliar se 0s meios usados para obter
cepas tém impacto no seu futuro comportamento. Perfis proteémico e transcrptémico
foram obtidos dos trés conjuntos de cepas descritos acima.

Os resultados de nosso trabalho mostram que:

a extensdo da modificagdo dos perfis protedmicos e transcriptdmicos € sempre t&o
ou mais importante em “mutantes classicos” do que em seus correspondentes GM. O
resultado sugere fortemente que o modo pelo qual a modificacdo foi feita pode
influenciar o padréo de transcricdo e, que as técnicas de biologia molecular estéo
produzindo menos efeitos colaterais do que as técnicas classicamente usadas;

as mutacdes geradas por ambas as técnicas ndo produzem sistematicamente
perturbagbes na expressdo dos outros genes da célula. Em particular, nenhuma
mudanca significativa foi observada nos padrdes de expressdo dos mutantes aldB e
pip. Em tais casos, pode ser proposto que as cepas modificadas obtidas por quaisquer
das duas técnicas sdo substancialmente equivalentes, embora a legislacdo da UE ndo
permita a aplicacdo deste conceito para cepas obtidas com técnicas moleculares;

a modificacdo da expressao do gene em seguida a mudancas genéticas pode
frequentemente ser explicada por bom conhecimento de biologia. Este é o caso de (a)
um dos dois mutantes quimicos para os quais o metabolismo do ferro foi modificado, e
(b) cepas pyrF contendo apenas uma copia do supressor sem sentido supD ou nas
guais o sistema de expressao nao foi inteiramente restaurado.

Tomados conjuntamente, esses dados corroboram com a ideia de que as técnicas de
biologia molecular sdo ferramentas valiosas para obter variantes simples de cepas
naturais e nao apresentam risco quando comparadas com as metodologias classicas.

Avaliacédo do efeito da troca natural de genes nos perfis de expresséo:

Os perfis de expressdo da cepa natural IL594 foram comparados com aqueles de seus
derivados sem plasmideos IL1403. Entre genes plasmideos, caracterizamos genes
potencialmente herdados de transferéncia génica horizontal de bactérias vivendo no
mesmo nicho ecoldgico, tais como Lactobacilli e Enterococci. Os perfis de expressao
mostraram que metade dos 151 genes plasmidicos foram expressos na IL594. Mais
ainda, um namero significativo de genes cromossémicos foi reprimido ou induzido, tais
como o0s genes envolvidos no metabolismo do acucar, catabolismo de aminoacidos e
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profagos. Estes resultados mostram que a introducdo de genes por meios naturais
pode mudar significativamente a expressdo de genes celulares e, portanto, o
metabolismo da célula.

Diversidade natural de perfis de expresséao:

O ultimo foco foi na comparacdo da variabilidade da expressdo génica em cepas
naturais usadas em alimentos, comparada com aquela obtida por modificacbes
genéticas. Perfis protedmicos e transcriptdmicos de 12 cepas naturais foram
comparados entre si e depois com os perfis das variantes previamente estudadas. Os
resultados deste trabalho mostraram que os perfis de cepas naturais diferem
substancialmente um do outro e que, na maioria dos casos, o conhecimento biolégico
ndo pode dar explicacdes simples para as diferencas observadas. Esses dados foram
mais bem analisados para periciar o nivel de equivaléncia das variantes obtidas pelas
diferentes tecnologias e cepas naturais. ISsto mostrou que, independentemente da
técnica usada para sua construcdo, os perfis das variantes estdo muito mais préximos
da respectiva cepa-mae do que elas estdo de qualquer outra cepa natural ou do que a
maioria das cepas naturais estdo uma da outra.

CONCLUSOES

Neste trabalho desenvolvemos um conceito de prova para a avaliagdo de risco de
novas cepas, com L. lactis como modelo. Este instrumento é baseado na medida das
mudancas de expressdo induzidas pelas modificagbes genéticas produzidas por
guaisquer meios em um conjunto de cepas. Ele gerou listas de genes cuja expressao
€ modificada e liga genes a bancos de dados especializados. Isto permite ligar
mudangas genéticas a fungbBes celulares que podem ser perturbadas e entdo
direcionar a pericia para melhor avaliacdo de seguranca, Se necessario.
Procedimentos similares podem ser organizados para qualguer microrganismo cuja
sequéncia seja conhecida. Os resultados cientificos obtidos em estudos de casos reais
sugerem que as modificacdes génicas feitas por biologia molecular tendem a produzir
menos eventos inesperados do que os métodos classicos. A esse respeito, a
legislacdo da UE, que enfatiza o modo pelos quais os organismos devem ser
construidos para classifica-los como OGM, pode parecer cientificamente irrelevante e
potencialmente enganosa para a escolha do consumidor.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

O intenso debate publico sobre a aplicacao de engenharia genética na producao de
alimentos resultou em elevada controvérsia entre consumidores e industrias. Ha hoje
dois métodos em uso comercial geral para detectar OGMs em culturas de campo. Um
método envolve a deteccdo de proteinas que foram produzidas através da
biotecnologia na cultura; a outra est4 baseada na deteccao de sequéncias de DNA
inseridas na cultura. O ELISA e Ensaio de Fluxo Lateral sédo usados para o ensaio de
proteina e a PCR (Reacgéo de Cadeia de Polimerase) e Southern Blot para DNA.

A meta deste projeto foi desenvolver um analisador genérico de imunodeteccao
baseado em capacitancia para proteinas relacionadas com OGMs. As CP4 EPSPS
(CP4-sintase) e Cryl(A)b-proteina foram usadas como alvos modelo relevantes,
correspondendo aos “Roundup Ready (RR)-Soja” e “Milho Bt OGMs,
respectivamente. Para alcancar o objetivo geral, a producdo de anticorpos
monoclonais (MAbs) especificos para as proteinas alvo, o projeto e fabricagcdo de um
analisador portatili capaz de monitorar interagbes entre biomoléculas e, o
desenvolvimento de arquiteturas de eletrodos impedimétricos diferentes foram
conduzidos em paralelo.

Considerando os problemas associados com a deteccdo de proteinas alvo em
alimentos altamente processados (e.g. extensivas mudancas na confirmacdo dos
antigenos), o desenvolvimento de anticorpos para sequéncias de peptideos
caracteristicas — bem como o desenvolvimento de um analisador baseado na
Microbalanca de Cristal de Quartzo (QCM) capaz de monitorar a hibridizagéo entre as
fitas complementares de acidos nucleicos — também foram incluidos durante as
primeiras reunides do projeto. Além disso, estudos de métodos baseados em PCR e o
uso de novos iniciadores foram incluidos nos objetivos do projeto.

ABORDAGEM E METODOLOGIA
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Para atingir esses objetivos, o projeto se concentrou nos diferentes tipos de imuno-
sensores capacitivos baseados em eletrodos de 6xido metal/metal e, monocamadas
auto-montéveis mistos e, eletrodos de ouro e filmes Langmuir-Blodgett depositados na
superficie hidr6foba de 1-octadecanotiol (ODT) de eletrodos de prata modificados. O
desenvolvimento de MAbs especificos para as proteinas alvo foi tentado seguindo
diferentes estratégias de imunizacgao:

antigenos foram extraidos e purificados do material bruto da planta contendo os
antigenos CP4 EPSPS e CrylAb, com a aplicacdo de consecutivos esquemas de
purificacdo que consistiam e troca de ions e cromatografia de exclusdo de tamanho;

peptideos especificos, que descrevem diferentes familias de toxinas Cry e sintase
CP4, foram sintetizadas e acopladas a neutravidin como uma proteina transportadora;

adicionalmente, a sintese de anticorpos recombinantes contra peptideos de OGM foi
empreendida. A razdo por tras dessa Ultima abordagem foi a disponibilidade de
bibliotecas e, nenhum procedimento de imunizacdo era necesséario, 0 que
essencialmente economizou tempo.

Também foram desenvolvidos o projeto, a construgdo e otimizacdo de um aparelho
eletrbnico auto-suficiente, de baixo custo e capaz de monitorar interacdes entre
biomoléculas que podem mudar a capacitancia de um eletrodo. Atencéo particular foi
dada a reduzir ou eliminar o componente constante (dc) da corrente ndo capacitiva
fluindo através da célula, o que foi observado nos eletrodos caracterizados por uma
camada dielétrica de resisténcia relativamente baixa.

Para o desenvolvimento de um método baseado em uma QCM para sondar a
interacdo do DNA, um analisador comercial QCM, p-Libra, foi usado e o método
introduziu o gene CrylA(b). Usando a sequéncia de Bt-176 DNA como molde, um
fragmento de 200-pb do gene CrylA(b) foi amplificado e purificado. O produto do
fragmento de PCR foi clonado ainda mais, usando o pGEM®-T Easy Vector System.
Ap6s a digestdo do vetor (EcoRl) e purificacdo do fragmento, o gene Cry 1A (b) foi
marcado com biotina e usado como sonda para tornar funcional a superficie do
quartzo.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

Os imunossensores capacitivos resultantes foram testados com anticorpos pilotos,
mostrando sensitividade com um limite de deteccdo de ng/ml ode antigeno piloto. Para
reduzir o custo e criar uma geometria adequada para medidas no campo, em
combinacdo com o analisador palm-sized, foram projetados e fabricados o chamado
Multipulser e sensores.

A aplicabilidade dos sensores as proteinas especificas ao OGM foi restrita aos
anticorpos de baixa afinidade, que haviam sido produzidos até o momento.

A operacdo do Multipulser esta baseada no carregamento repetitivo da capacitancia
de célula eletroquimica pela aplicacéo de pulsos de voltagem de curta duragéo e baixa
amplitude (pulsos de perturbacdo). Todos os pacotes de carga sdo acumulados em
um integrador analégico, cuja voltagem de saida € proporcional & capacitancia da
célula. O Multipulser apresenta trés modos de operacdo selecionaveis pelo usuario,
cada um deles caracterizado pela forma dos pulsos de perturbacédo aplicados. O
“Modo 3’parece particularmente de interesse para os eletrodos caracterizados por
uma camada dielétrica de resisténcia relativamente baixa, uma vez que ela
efetivamente reduz ou elimina a contribuicdo desse componente da corrente ao sinal
medido. O Multipulser foi usado com sucesso para monitorar a ligacdo de moléculas
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biotiniladas com duas diferentes montagens de eletrodos modificados tipo SAMS em
ouro e outro baseado em um Ti/TiO2 semicondutor. Medi¢Bes conduzidas em paralelo
com um analisador comercial de resposta de frequéncia resultou em padrdes similares
de reagao.

O desempenho analitico do analisador de DNA baseado em QCM foi avaliado usando
materiais de referéncia certificados IRMM-413. O total de DNA extraido dos produtos
IRMM de pé de milho seco com diferentes fracdes de massa (de 0,1 % a 5 %) de
farinha de milho geneticamente modificado MON 810 foi analisado com o sensor de
DNA. A aplicabilidade do analisador em amostras reais foi testada pela extracdo de
DNA de biscoitos transgénicos (farinha de milho geneticamente modificado MON 810
certificada.

No contexto deste projeto, um método baseado em PCR para milho e soja GM
também foi desenvolvido e validado. Para esta finalidade, um conjunto de iniciadores
35S foi projetado, e 0os sucessivos procedimentos de extragdo da amostra, preparagéo
e andlise foram validados.

Experimentos de validagdo foram feitos em varios Materiais de Referéncia Certificados
e amostras comerciais. Finalmente, as amostras comerciais foram selecionadas para a
presenca de soja GM e milho GM. Amostras positivas para a presenca de 35S foram
analisadas por PCR (TagMan™) de tempo real para quantificagao da porcentagem de
GM.

CONCLUSOES

Este projeto forneceu informacdes sobre o desenvolvimento de imunossensores
capacitivos, nova instrumentacdo para monitorar interacdes entre biomoléculas e
métodos baseados em QCM e PCR para a detec¢cédo de OGMs.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto é desenvolver e validar a metodologia cientifica
necessaria para a avaliacdo de seguranca de novos alimentos de acordo com a
Regulamentacdo 258/97 de 27 de janeiro de 1997 da UE, relacionada com novos
alimentos e novos ingredientes de alimentos e, comunicar a importancia das
abordagens aos usuarios finais principais, incluindo os consumidores.

O propésito de todo protocolo de teste de seguranca € capacitar a avaliacdo prée-
comercializacdo, o que fornece garantia de que o novo alimento é seguro para
consumir e nutricionalmente adequado no nivel antecipado de consumo, em respeito
ao seu contetdo de substancias tdxicas e compostos nutricionalmente importantes.
Um crescente numero de novos alimentos, particularmente os chamados “alimentos
funcionais”, é geralmente comercializado com alegacdes de beneficios aos
consumidores. A natureza de tais alegacbes pode ser ampla, mas a eficacia de tais
beneficios precisa ser determinada.

Este projeto trata do desafio cientifico de desenvolver abordagens de primeira linha
para avaliar a seguranca, adequacao nutricional e eficacia de novos alimentos em
conjunto aos estudos.

As novas abordagens empregadas sdo testadas em trés exemplos modelo, que ou ja
estdo, ou podem ser introduzidos no mercado. Os modelos selecionados séo:
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tubérculos geneticamente modificados (GM) e tubérculos melhorados
convencionalmente com conteddo e equilibrio de téxicos intrinsecos alterados
(glicoalcaloides);
uma linhagem mutante de arroz melhorado convencionalmente para reducdo de um
constituinte antinutriente (acido fitico); e
ingredientes de alimentos funcionais de origem natural (fitosterol e fitostanol ésteres).

O resumo do projeto focalizar4 principalmente os tubérculos de batata GM com
propor¢ao alterada dos glicoalcaldides solanina e chaconina.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

Para conduzir uma avaliacdo de risco quantitativa probabilistica, as batatas foram
desenvolvidas, cultivadas e reunidas na Escdcia, enquanto a solanina e a chaconina
pura foram compradas em companhias comerciais. Foram feitos estudos comparativos
de gendmica, protedbmica e metabolémica das linhagens de batata geneticamente
modificadas por varios contratados. Comparagfes composicionais das batatas GM e
ndao-GM quanto aos conteldo de proteinas, gorduras, carboidratos, fibras, principais
vitaminas e minerais, assim como andlises para residuos de pesticidas e
contaminantes acidentais também foram conduzidas.

Estudos de toxidez in vitro dos glicoalcal6ides da batata e estudos gendmicos de
amostras de estudos in vitro e in vivo foram escolhidos para examinar a exequibilidade
da obtencdo de perfis de expressdo (transcriptomica) e obtengcdo de perfis de
metabdlitos (metabolémica), juntamente com cultura de células in vitro para a
identificacdo do risco de glicoalcaldides e extratos de batata contendo glicoalcaléides.
Para esta finalidade, foram usadas as linhagens de células humanas Caco-2 e HepG2,
derivadas de intestino e figado, respectivamente.

Para os estudos com animais, o criceto (hamster) foi escolhido como o melhor modelo
animal para o teste de toxicidade de glicoalcaldide. Um estudo de toxicidade de 28
dias foi realizado com fémeas de hamsters Golden Syrian que receberam até 33,3 mg
glicoalcaléide total/kg de peso corporal, em propor¢des de solanina e chaconina, que
podem ser comparadas com a propor¢gdes observadas em uma batata parental e uma
geneticamente modificada, respectivamente. Um estudo de 90 dias foi conduzido
alimentando fémeas de hamsters Golden Syrian com dieta purificada contendo 20%,
40% e 60 % de ou batata GM ou ndo-GM. Para aumentar a sensitividade do estudo,
glicoalcaléides puros foram introduzidos na dieta de um grupo até um total de 33 mg
de glicoalcal6ide/kg de peso corporal/dia.

Cenarios de exposicdo humana a batata e solanina/chaconina foram desenvolvidos
com base em estudos de ingestdo usando dados de consumo humano. Estimativas de
consumo para solanina, chaconina e glicoalcal6ides totais foram feitas usando dados
de consumo coletados na Itélia e Irlanda. “Fatores de receita” e “fatores de perda de
agua” foram usados para expressar os dados de consumo de alimentos do Raw
Agricultural Commodities. Fatores de receita foram usados para calcular as
guantidades de batatas consumidos em pratos misturados, enquanto os fatores de
perda de &gua foram usados para refletir as mudancas nos pesos dos alimentos
devido a ganhos e/ou perdas de umidade durante a preparacdo do alimento. A
exposicdo a solanina, chaconina e glicoalcaléides totais foi avaliada primeiramente
usando uma abordagem deterministica.

A percepcdo do consumidor dos riscos e beneficios relacionados com alimentos em
geral e em relacdo a batata GM foi examinada. A utilidade dos dados do NOFORISK
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para avaliacdes probabilisticas de risco e beneficios da batata GM também foi
considerada. Finalmente, os resultados gerais do estudo foram apresentados para
discussdo em uma reunido de trabalho com interessados/especialistas para obter
conclusdes e recomendacdes em face do trabalho executado.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

Com respeito a batata GM, a andlise southern blot mostrou a presenca de dois
eventos de insercdo do cassete de transformacdo no genoma da linhagem de batata
transgénica. A analise detalhada da composi¢cdo da linhagem parental e da GM
usadas nos estudos com animais mostrou relativamente outras diferencas
significativas. Os dados do microarray conduzido como parte dos estudos in vivo com
glicoalcaldides puros indicaram que estes, particularmente na proporcdo presente na
batata ndo-GM, aumenta a expressdo de muitos genes envolvidos na sintese do
colesterol. As descobertas mais proeminentes dos experimentos de microarray foi a
regulagem para cima dos genes da biossintese de colesterol nas células Caco-2. A
biossintese do colesterol, portanto, pode servir de biomarcadores precoces da toxidez
de glicoalcaldides.

No estudo de 28 dias com hamsters, doses de até 33 mg de glicoalcaldide/kg de peso
corporal, na mesma propor¢do como presente na batata do tipo selvagem, foram mais
fortemente téxicas do que a propor¢cdo da batata GM. Um aumento significativo em
distensdo do estdbmago e dos intestinos, com uma clara dose-resposta, foi
determinado ap6s exames macroscoépicos. Dados do estudo de 90 dias com hamsters
sugerem que a batata GM é tdo segura quanto a batata ndo-GM, quando dada por 90
dias misturada em uma dieta purificada em concentragbes de 20% - 60%. Varios
parametros mostraram diferencas entre animais alimentados com 0% ou 20%,
comparados com os alimentados com 40% ou 60% de batata. Essas diferengas foram
o resultado da concentracdo de batata na dieta e n&o do tipo de batata ou proporcao
de glicoalcaloide.

Os niveis de consumo para diferentes grupos de “produtos alimenticios baseados em
batata” sédo relatados para a lItalia e Irlanda. Em geral, verificou-se que cenarios de
exposi¢cao em geral estavam abaixo do limite para toxidez para humanos. Descobertas
de estudos investigando atitudes do consumidor em relacdo a novos alimentos
mostraram que os consumidores tenderam a ver apenas alguns riscos e beneficios
bem definidos em trés exemplos de alimentos novos. Interessantemente, 0s
consumidores estdo muito mais preocupados com questdes fora da abrangéncia da
atual legislacdo. Mais ainda, os especialistas participantes tenderam a definir risco e
beneficio em termos de cadeias detalhadas de relacdes de causa-efeito entre
variaveis, para as quais existem claras definicbes e regras de medicao. Tal nivel de
detalhe n&do pode ser encontrado em dados de consumidores.

Os estudos de consumidores indicaram mais ainda que, comparados com outras
guestbes sociais, 0s novos alimentos estdo muito embaixo nas agendas da maioria
dos consumidores. Das trés novas tecnologias de alimentos investigadas no
levantamento, o melhoramento por mutagfes foi avaliado mais negativamente pelos
consumidores. A modificacdo genética foi avaliada levemente negativa, e o
enriguecimento de alimentos, de modo neutro. A0 mesmo tempo, os consumidores
sentiram-se menos certos sobre suas atitudes com relagdo ao melhoramento por
mutacbes e consideravelmente mais certos sobre suas atitudes com relacdo a
modificagdo genética e ao enriquecimento de alimentos, sugerindo que a incerteza
subjetiva sobre a nova tecnologia de alimentos pode ser vista pelos consumidores com
um risco em si mesmo.
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CONCLUSOES

Em geral, NOFORISK foi um projeto muito ambicioso, tanto em termos de conceitos
como em metodologias com o trabalho a ser feito em tempo curto. O trabalho,
entretanto, levou a um nimero bastante grande de publicacdes cientificas com revisao
por pares e teses de doutorado. N&do é possivel, entretanto, tratar totalmente da
seguranca, adequacgdo nutritiva e/ou eficacia em relacdo a saide em um unico estudo
com animais e, em segundo lugar, combinar os resultados da avaliacao risco/eficacia
e da exposicdo em uma avaliacdo risco/beneficio quantitativa derivada da
probabilistica exageradamente abrangente. As respostas a essas perguntas ainda séo
importantes em uma avaliagdo pré-comercializacdo e também de grande importancia
para as atitudes do consumidor quantoaa introducdo social de novos alimentos no
mercado, como pode ser visto nos resultados do estudos do consumidor.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

A funcdo do monitoramento pds-comercializacdo € avaliar o potencial nutricional e 0s
efeitos na saude de alimentos GM autorizados em populacdes mistas de
consumidores humanos e animais.

Atualmente, ha pouco conhecimento sobre a previsibilidade de efeitos adversos em
seguida a liberagcdo no comércio de alimentos GM. Nossa abordagem é identificar
biomarcadores, que poderiam ser usados para predizer efeitos danosos dos OGMs
apos a autorizagdo do produto. De particular interesse é a especulacdo de alguns
interessados que a crescente prevaléncia de doencas alérgicas em décadas recentes
pode estar relacionada com o potencial alergénico dos novos alimentos GM. Por esta
razdo, os parceiros decidiram focalizar o potencial alergénico dos OGMs em sua
abordagem.

Os objetivos do projeto GMSAFOOD séo:

identificar e qualificar biomarcadores para um protétipo alergénico OGM usado como
instrumento para 0 monitoramento pés-mercado de OGMs;

relacionar esses perfis de biomarcadores aos estagios de desenvolvimento, incluindo
gestacdo, maturacao e vida adulta;

usar biomarcadores para identificar o movimento e os efeitos de OGMs na cadeia
alimentar; e

estabelecer biomarcadores para imunogenicidade e alergenicidade induzidas por
OGMs e animais e humanos.
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ABORDAGEM E METODOLOGIA

Para atingir esses objetivos, os parceiros estdo usando um alergénico protétipo, o
inibidor da a-amilase (AAI) da ervilha GM (Pisum sativum L.) que expressa o gene AAl
normalmente encontrado no feijdo comum (Phaseolus vulgaris L. cv. Tendergreen). A
enzima a-amilase inserida protege as ervilhas de danos pelo gorgulho (Bruchus
pisorum), que € uma das principais pragas da cultura da ervilha. De importancia, este
OGM difere da maioria das plantas GM comercializadas porque a proteina transgénica
acumula-se na semente em altas concentracfes. Esta nova abordagem a producéo de
OGMs pode resultar na producdo de proteinas transgénicas que séo tratadas
diferentemente no trato digestivo e pelo sistema imunoldgico dos animais e do homem.
Muitas culturas GM sendo atualmente desenvolvidas com farmacos biolégicos, tais
com imunoglobulina, estdo usando este tipo de metodologia e pouco é conhecido
sobre sua seguranca. Um OGM autorizado, o milho Bt, também sera testado neste
projeto.

O projeto visa a extrapolar biomarcadores que correlacionam potenciais efeitos de
OGMs durante a gestagdo, o crescimento e a maturidade em varios modelos animais
com o do homem. Esta estudando porcos, salmdes, ratos e camundongos alimentados
com OGM durante estados criticos do ciclo de vida, além dos efeitos indiretos da
alimentacdo com GM na cadeia alimentar comparando ratos alimentados com OGMs
com ratos alimentados com peixes e carne de porco que foram alimentados com
OGM. Para extrapolar os dados para 0 homem, os parceiros estabeleceram um banco
de dados comparativo com epitopos antigénicos e reatividade cruzada de anticorpos
em pacientes alérgicos a leguminosas e a quimera humano-camundongo, na qual um
sistema imunoldégico humano foi transplantado em um sistema imunoldgico ausente
em camundongos. Esses experimentos produzirdo dados sobre a saude em geral,
com foco especifico em alergia e imunologia e estabelecerdo a base para uma
abordagem para o monitoramento pos-comercializagdo de OGMs autorizados.

156



CAPITULO 3 — OGMs PARA BIO-MATERIAIS E BIO-COMBUSTIVEIS —
TECNOLOGIAS EMERGENTES 18

Lene LANGE
Professor and
Dean of Research
Aalborg University
Denmark

INTRODUCAO

A Europa, por um consideravel espaco de tempo, discutiu 0 melhoramento de culturas
baseado em tecnologia OGM. O ceticismo face a essa tecnologia foi mais pronunciado
na Europa do que em qualquer outra parte do mundo. A aceitacdo do consumidor em
colocar alimentos OGM na mesa do jantar permaneceu limitada. Entretanto, ha dois
fatores principais, a saber: emissées de gases com efeito estufa e a deplecédo de
reservas de petroleo de facil acesso acentuaram a necessidade de solu¢cdes mais
ambientalmente benignas e sustentaveis, baseadas em produtos e processos
biologicos, fornecendo uma nova contribuicdo as discussdes sobre biotecnologia e
OGMs na Europa. Interessantemente, a Diretoria Dinamarquesa de Tecnologia
documentou, através de uma abordagem de Reunido de Consenso, que 0 povo
dinamarqués permanece ndo desejando aceitar plantas GM como alimento, mas
estava, entretanto, mais aberto para aceitar plantas GM no futuro, proporcionando
uma producdo mais sustentavel e econémica de farmacos e materiais melhorados
para fins industriais.

O portfélio de projetos FP7 dentro do campo de biomateriais e tecnologias emergentes
constitui-se em um novo capitulo da pesquisa europeia em tecnologias emergentes
aplicadas em pesquisas vegetais. Ela focaliza a producdo de produtos terapéuticos
para o homem em plantas e em fornecer novos materiais vegetais, otimizados para o
uso com base de solugdes bioldégicas mais sustentaveis, substituindo materiais
baseados em fésseis ou produzindo alternativas para outros recursos naturais
escassos. E, importante, em alguns casos, o objetivo pode ser atingido sem projetar
uma construcéo de planta OGM!

A necessidade urgente de culturas melhoradas para alimentar e fornecer combustivel
para os logo 9 bilhdes de pessoas na Terra, juntamente com o0 crescente
conhecimento molecular da biologia da planta, levou a um novo foco em
melhoramento de plantas: podemos usar os OGMs como instrumento de pesquisa
aplicada para produzir novas culturas que ndo sdo OGMs, mas o resultado de
melhoramento normal? Os dois projetos, MEIOSYS e RECBREED ambos construidos
usando biologia molecular avancada (e.g. estudos de recombinacdo homoéloga e
direcionamento de genes — tanto de células sométicas como meioticas) para gerar
diversidade que pode ser explorada pelo melhoramento de culturas. Isso poderia servir
para acelerar os processos do melhoramento tradicional de culturas, em que o
resultado ndo € um OGM, uma vez que nenhum DNA estranho é inserido.

O projeto FP7 para producdo de novas drogas em sistemas de plantas focalizou o
grande grupo de metabdlitos vegetais, os terpendides. TERPMED tem por objetivos
resolver os trés obstaculos mais importantes para o desenvolvimento e a promoc¢ao de
terpendides vegetais para a salde humana: pouca disponibilidade de material vegetal
contendo os terpendides em demanda; concentracdo baixa demais dos compostos
nos materiais vegetais; e dificuldades intrinsecas em obter compostos puros de
materiais vegetais. Eles focalizam neste trabalho dois tipos: sesquiterpenos e
diterpenos fendlicos (ambos os grupos com alta atividade biolégica). O objetivo é
melhorar as tecnologias de producdo e também fazer novas descobertas para futura
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avaliacdo como novas drogas para a saude humana. O projeto SMART CELL foca os
terpendides tanto para o cancer como para a malaria e tem o objetivo de desenvolver
quantidades em maior escala dos terpendides pela produg¢do em culturas de células e
tecidos de pervinca e em novas caracteristicas de plantas de tabaco OGM.

O projeto PLAPROVA tem o objetivo de melhorar a expresséo da proteina heteréloga
em plantas. Mais especificamente, pretende refinar as tecnologias de expressdo
provisérias, capacitando a clonagem e expressao de quantidades em miligramas de
novos compostos em apenas duas a trés semanas. Tal tecnologia facilitaria a selecédo
de séries de novos produtos, até aqui ndo avaliados. Os compostos em foco sao
proteinas que formam poliptideos complexos/particulas semelhantes a virus,
possivelmente abrindo o caminho para novos candidatos a vacinas.

O portfélio FP7 de novos materiais vegetais para uso industrial vai de bioenergia a
substitutos para a borracha classica até a novos sistemas de producdo para ésteres
cerosos. O RENEWALL tem o objetivo de identificar caracteristicas que produzem
paredes celulares de plantas com digestibilidade aumentada, com isso otimizando os
niveis de sacarificagdo, portanto também potencial aumentado para biocombustiveis.
O ENERGYPOPLAR visa a identificar materiais vegetais melhorados, faceis de
processar, com alto nivel de celulose combinando com baixo nivel de lignina.
EnergyPoplar expande o foco para também assegurar boa solidez na agricultura, e
possivelmente, apropriada a ser feita em terra marginal.

O projeto EU PEARLS do FP7 transformara as plantas que ocorrem naturalmente, que
ndo sdo usadas para a producdo de alimentos, para serem capazes de agir como
material inicial para a producédo de borracha e latex. A necessidade aumentada de tais
materiais, quando substratos baseados em fosseis substitutos da borracha terdo que
para de serem fabricados, é obvia. A seringueira serd superexplorada e o acesso as
guantidades necessarias serdo severamente restritos. O projeto ICON é baseado na
hipétese de que culturas oleaginosas industriais conhecidas podem ser modificadas,
através de apenas duas enzimas, para produzir ésteres cerosos em vez dos
triaglicer6is normais. Nenhum risco de disseminacéo para as culturas alimentares &
intrinseco.

Como parece, o portfélio do FP7 de projetos em ciéncia vegetal no campo de novos
materiais para uso industrial e farmacéutico tem potencial para criar um real valor para
a sociedade: fornecer a base para produtos biolégicos e processos bioldgicos,
contribuindo para apresentar solucdes para problemas importantes.

O portfélio apdia-se ndo apenas em ciéncia vegetal avancada. Ele constitui um
portfélio de projetos em que bidlogos trabalham junto com engenheiros, assim como
doutores em medicina. Além disso, apdia-se na estreita colaboragdo entre cientistas
vegetais e microbiologistas, usando em paralelo tanto plantas (Arabidopsis) e espécies
fungicas modelo (Sacharomyces cereviciae). Mais ainda, e mais importante, isso
mostra claramente que a gendmica, a metabolémica e as tecnologias OGM podem ser
usadas com instrumentos de pesquisa em que o produto final ndo sera
necessariamente, e apenas se necessario, um OGM. O principal foco das atividades é
utilizar a tecnologia de forma mais aplicada. Para todo o portfélio aspectos de bioética,
seguranca e sustentabilidade foram levados em consideracdo de maneira integrada,
um pré-requisito para ser considerado para financiamento. Ele também indica que a
Europa estd se movendo para uma fase em que solucbes mais sustentaveis a
problemas importantes terdo de vir de materiais vegetais.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

Substituir o 6leo féssil por recursos renovaveis é talvez a mais urgente necessidade e
a mais desafiante tarefa que a sociedade humana enfrenta hoje. Afinal, a quebrar de
hidrocarbonetos fésseis, obtendo os produtos quimicos desejados com quimica
organica avancada geralmente requer muitas vezes mais energia do que é contida no
produto final. Portanto, usar material vegetal na indUstria quimica ndo apenas substitui
o material féssil contido no produto final, mas também economiza substancial energia
no processamento.

Os 6leos vegetais sdo de particular interesse para a inddstria quimica porque suas
estruturas quimicas sao muito similares as do 6leo féssil. Os 6leos vegetais mostram
uma grande variacdo em sua composi¢ao entre diferentes espécies de plantas. Muitas
das qualidades dos 6leos encontrados em espécies selvagens seriam muito atrativas
para a industria quimica se pudessem ser obtidos a um custo moderado em grandes
guantidades e com um suprimento seguro. A engenharia genética das qualidades do
Oleo vegetal em culturas de culturas oleaginosas de alta produtividade poderiam gerar
tais produtos — e em um espaco de tempo relativamente curto. O projeto ICON visa a
desenvolver tais Oleos de valor agregado em dedicadas culturas industriais
oleaginosas. O resultado do projeto, portanto, economizard energia, protegerda o
ambiente e melhorara as economias rurais. Uma vez que as tecnologias GM a serem
usadas no projeto sdo ainda vistas com grande ceticismo na Europa, a palavra-chave
de estratégias de comunicagdo serdo transparéncia e apreco pelas preocupacdes do
publico.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

159




ICON reprojetara as sementes para produzir éleos ésteres cerosos em vez de 6leos
triaglicer6is comuns. Os ésteres cerosos sSd0 muito mais resistentes a altas
temperaturas e pressfes do que triagliceréis (comumente chamados trigliceridios),
tornando-os adequados para lubrificantes em que outros Oleos naturais se
decompdem. ICON desenvolvera uma gama de diferentes qualidades de ésteres
cerosos com diferentes pontos de fusdo e outros aspectos para melhorar seu uso
como lubrificantes.

Para minimizar o risco de misturar inadvertidamente com sementes com fins
alimentares e, para prevenir para qualidades industriais de cruzarem com culturas
oleaginosas com fins alimentares, o projeto ndo usard nenhuma cultura alimentar em
suas atividades. Os parceiros usardo duas culturas oleaginosas nao-alimentares,
Crambe abyssinica e Brassica carinata, como veiculos para as qualidades industriais.
Nenhuma dessas duas culturas é usada para consumo humano devido a alta
porcentagem de acido erdcico no 6leo da semente. Elas também ndo e cruzam
facilmente com as culturas alimentares Brassica relacionadas, tais como canola (colza
oleaginosa0 ou hortalicas Brassica. O projeto introduzira nessas sementes
oleaginosas, por engenharia genética, uma enzima chamada FAR (Redutase de
Acidos Graxos) que converte alguns dos &acidos graxos em alcodis graxos. Uma
segunda enzima introduzida, chamada WS (Sintase de Cera) ligard o alcool graxo
produzido com outros &cidos graxos, produzindo ésteres cerosos em vez de
triacilglicerois nas sementes.

As enzimas FAR e WS ocorrem em todos os tipos de organismos vivos, tais como
bactérias, fungos, plantas e animais. Elas podem ter especificidades amplamente
diferentes, i.e. reagem com diferentes tipos de acidos graxos e alcodis graxos. Como
0 uso de enzimas com especificidades para os tipos de acido graxo e alcool graxo
exigido, e também alterando os tipos de acidos graxos produzidos na semente, 0S
parceiros desenvolverdo uma ampla gama de ceras funcionalmente diferentes
adequadas para varias aplicacoes.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

Com a crescente demanda mundial por energia, combustiveis liquidos derivados de
biomassa lignocelulésica oferecem uma alternativa importante aos combustiveis
fésseis convencionais. Biocombustiveis, tais como etanol, podem minimizar a
dependéncia da importacdo de energia, reduzir os gases do efeito estufa e contribuir
para o desenvolvimento da agricultura. O bio-etanol pode ser produzido da celulose,
um aclcar presente na parede celular de plantas lenhosas. Arvores, em particular o
adlamo (Populus), sdo atraentes culturas para bioetanol de “segunda geracéo” que
podem crescer com custos reduzidos em solos marginais inadequados para culturas
alimentares.

O ENERGYPOPLAR visa a desenvolver novas arvores de alamo tanto com as
caracteristicas da parede celular como alta biomassa para uso como uma fonte
eficiente, renovavel e sustentavel de matéria-prima lignocelulésica para a producédo
industrial de bioetanol. Para atingir essa meta, o projeto ira:

estudar os mecanismos genéticos a) determinar produtividade otimizada em Populus
e b) controlar a sintese dos polissacarideos da parede celular e lignina para produzir
alamos com “alta celulose/baixa lignina” para um potencial de sacarificagdo melhorada
(a conversao da biomassa lignocelulésica em acucares fermentaveis é chamada de
sacarificacdo);

desenvolver ensaios de alta produtividade para qualidade lignocelulésica e potencial
de sacarificacdo lignoceluldsica;
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estabelecer uma plataforma para descoberta rapida de genes e testes para identificar
Nnovos genes que controlam caracteristicas de interesse;

criar um canal de producéo de arvores de alamo melhoradas portando caracteristicas
de interesse e comecgar o processo de comercializacao;

estabelecer instrumentos para avaliac6es de sustentabilidade ambiental de sistemas
de cultivo de 4lamos SRC Populus com respeito a diversidade microbiana do solo,
mitigagcdo dos gases estufa, 4gua e outros insumo relevantes para uma mudanca
climatica;

promover ativamente a transferéncia de tecnologia e materiais biol6gicos para
comercializacdo para companhias de bioenergia, melhoradores vegetais, setor
florestal europeu, cientistas, responsaveis pelas politicas e consumidores.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

O projeto ENERGYPOPLAR estabelecera testes de campo sob cultura de curta
rotacdo como para poda (SRC) com &lamos transgénicos existentes que contém
menos lignina. SRC é um método de cultivo no qual as arvores sdo plantadas em alta
densidade para maximizar a producdo de biomassa (~15.000 arvores por /ha). Uma
vez que lignina é o principal fator que limita a sacarificagédo, os parceiros escolheram
os alamos transgénicos com baixo contetdo de lignina. Essas arvores contém genes
silenciados ou contrasentido regulados para baixo envolvidos na rota da biossintese
de lignina, tais como CAD, COMT, CCR e CCoAOMT.

O projeto também desenvolvera novos alamos transgénicos combinando genes que
melhoram a produtividade com genes que reduzem lignina. Um aumento em biomassa
e modificagbes no polimero lignina pode ser atingido independentemente, seguindo
manipulacdes de um UuUnico gene em alamos transgénicos. Novas linhagens
transgénicas estdo sendo obtidas pelo acimulo de genes. Os genes usados sdo CAD,
F5H, 4CL, CCR (modificacdo de lignina) e GS, CEL1, GA20-oxidase (biomassa
aumentada).

Finalmente, o projeto identificard novos genes envolvidos na formacdo da madeira
para estudar seu papel biologico alterando sua expressao no alamo transgénico e para
investigar seu potencial para melhores da qualidade da madeira.

Como resultado, o ENERGYPOPLAR iré&:

melhorar o conhecimento da estrutura da parede celular e desenvolver arvores com
“baixa lignina/alta celulose” com maior eficiéncia no uso de nutrientes;
desenvolver alamos como um sistema SRC de cultura, adequado para
Implementacdo em larga escala na Europa em area pouco provaveis de serem usadas
para producéo de culturas alimentares;
promover sustentabilidade ambiental de novas planta¢gdes para energia na Europa.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

SMARTCELL é um projeto colaborativo com quatro anos de idade que visa obter um
conhecimento secundério do metabolismo em plantas e usar esse conhecimento para
desenvolver plantas que produzam moléculas de valor, tais como farmacos, de uma
maneira sustentavel. Mais de um quarto de todos os ingredientes ativos nos
medicamentos atuais foram originados de plantas e, em muitos casos eles ainda séo
extraidos de material vegetal porque sdo complexos demais para a sintese quimica.
Infelizmente, os mais Uteis tendem a ser sintetizados em mindsculas quantidades
entre muitas moléculas similares, sendo, portanto, dificeis e dispendiosos para isolar e
purificar de plantas cultivadas.

ABORDAGEM E METODOLOGIA
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O projeto SMARTCELL focalizara uma rota metabdlica — a rota do terpendide — que
d& origem a uma ampla gama de moléculas Uteis, incluindo as drogas anticAncer
paclitaxel, vinblastine e vincristine, e a droga antimalarica artemisinina. Estudando
como as enzimas e 0s genes correspondentes sdo controlados, o SmartCell visa
estabelecer novos modos de modificar células vegetais e desenvolvé-las em Fabricas
Verdes produzindo moléculas especificas valiosas. Para atingir essas metas, o projeto
desenvolvera a descoberta de novos genes, transformacdo de multigenes e métodos
de clonagem, e transferirA combinacdes de genes para plantas para equipa-las para a
producao de terpendides especificos.

O componente de engenharia do projeto serd complementado por um componente
analitico, que usard métodos sofisticados para avaliar as plantas modificadas e
determinard quais metabdlitos serdo produzidos. O projeto focalizara duas espécies:
pervinca e fumo. As plantas de pervinca (Catharanthus roseus) ja produzem
terpendides Uteis, tais como vinblastine e vincristine, mais em niveis tdo baixos que
toneladas de biomassa devem ser coletadas para isolar uma Unica grama do produto.
Aqui a meta sera usar culturas de células e tecidos (e.g. raizes pilosas, que crescerao
indefinidamente em cultura) para aumentar a producdo dessas moléculas valiosas e
desenvolver culturas em larga escala que atendam as necessidades da industria
manufatureira.

O fumo (Nicotiana tabacum) ndo produz os mesmos terpendides como a pervinca,
mas a planta cresce rapidamente e produz grande quantidade de biomassa em curto
espaco de tempo, tornando-a util para producdo em larga escala. Aqui a meta é
introduzir genes que conferem ao fumo a capacidade de produzir novas moléculas de
terpendides, e entdo explorar seu crescimento prodigioso para fazer uma producgéo
econdmica e sustentavel. O fumo também & muito conveniente para transformacgéo
genética e cresce bem em qualquer lugar do mundo, fazendo dele uma plataforma
altamente versatil e transferivel.

Assim como fazer engenharia metabdlica em plantas muito além do estado da arte, o
SMARTCELL também ira gerar um conhecimento secundario compreensivo que ira
aumentar a competitividade da P&D da Europa pela geracdo de um ambiente positivo
para a acumulacdo de nova propriedade intelectual. SMARTCELL também reservou
fundos para encorajar a disseminacao e atividades de longo alcance para promover o
projeto e um interesse em ciéncia em geral. As atividades de longo alcance incluem
um website de acesso aberto (http://www.smart-cell.org), e iniciativas envolvendo o
SAW Trust (http:// www.sawtrust.org), que promove ciéncia em escolas ensinando as
criangas a apreciar a ciéncia através da arte e escrita.

164



Andlise sistematica de fatores que controlam a recombinacdo meiética
em plantas superiores
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BACKGROUND E OBJETIVOS

Cereais e outras culturas vegetais tiveram um papel preponderante no atendimento as
demandas de alimentos da humanidade nos ultimos dez milénios. Hoje, as plantas séo
0 coracdo da industria de alimentos europeia com uma producdo anual de mais de 1
trilhdo de euros. O melhoramento intensivo aumentou a produtividade, qualidade e
resisténcia a estresse das plantas, mas previsdes atuais sugerem que, com O
crescimento da populacdo e a mudancga climatica nos proximos 50 anos, teremos que
produzir mais alimento do que foi criado nos dltimos 10 mil anos. Para conseguir isso,
precisaremos adotar abordagens ainda mais novas de melhoramento de plantas,
incluindo o desenvolvimento de culturas ajustadas a populac¢des individuais do mundo.
Uma chave do sucesso pode ser a exploragdo mais efetiva da diversidade genética
natural.

A meiose, que é a base da reproducédo sexual nas plantas e animais, é essencial para
a transmisséo precisa dos cromossomos de uma geracdo para a outra. Acreditamos
gue desenvolvimentos em gendmica, bioinformatica e modelagem de sistemas, em
conjuncdo com andlise funcional, fornecem uma oportunidade especial para um novo
patamar no conhecimento sobre como a meiose é controlada na planta modelo
Arabidopsis e aplicar esse conhecimento em espécies cultivadas.

O projeto MEIOSYS é a primeira abordagem combinatorial totalmente integrada da
andlise dos genes/proteinas que baseiam a meiose nas plantas. Reunindo nove
participantes europeus, ele visa a capacitar os programas de melhoramentos de
culturas, domesticagéo de novas culturas e inovacgao industrial pelo desenvolvimento —
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sem modificacdo genética — a estratégia mais avancada para acelerar o melhoramento
tradicional.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

O projeto MEIOSYS pretende criar um modelo preditivo, compreensivo das redes
gene/proteina responséaveis pela distribuicdo controlada de eventos de recombinacéo
homodloga durante a meiose de planta modelo Arabidopsis thaliana. Estes dados
formardo a base para a manipulacdo da frequéncia e distribuicdo da recombinacéo
genética (CO) em cevada e brassica — duas das mais importantes espécies de
culturas na UE. Usando uma abordagem integrada baseada na especializacao
complementar dos membros do consoércio, visamos a elucidar as redes de
genes/proteinas que sdo a base da recombinag¢éo meibtica e seu controle através de
uma combinagdo de sistemas biol6gicos e abordagens gendmicas. Nossos cientistas
determinardo o papel funcional de novas proteinas meidticas e suas interacdes com 0s
componentes da maquinaria de recombinacdo. O projeto investigara o padrdo da
distribuicao “ponto quente” de recombinagao e estabelecera seu inter-relacionamento
com a organizagdo cromossOmica para atingir um modelo compreensivo, no nivel de
sistemas da rede gene/proteina que controla a frequéncia e a distribuicdo das
recombinagcbes genéticas nas plantas. Os membros irdo validar as predi¢cdes que
surjam da modelagem da rede em Arabidopsis nas importantes culturas da UE,
cevada de brassica. Linhagens da cultura mostrando recombinacdo modificada serdo
entdo regeneradas.

O projeto MEIOSYS pretende entregar a tecnologia necesséaria para fornecer um
sistema eficiente para modular a recombinacéo em plantas de culturas. Os beneficios
incluirdo aumentar a margem de competitividade para os melhoradores de plantas e
da pesquisa europeia, com a geracdo e disseminagdo do melhor conhecimento
cientifico da recombinagdo meidtica. Ao fornecer uma base soélida para a futura
pesquisa nessa arena, 0 projeto também ir4 produzir significativos beneficios
tecnoldgicos, sociais e ambientais.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

O melhoramento de plantas sempre dependeu da recombinagdo homdloga (HR) para
gerar a variacdo necessaria para desenvolver novas variedades. O objetivo da atual
proposta € melhorar a pesquisa de melhoramento, aumentando as taxas de HR em
células soméaticas e meidticas. Os resultados esperados de tal aumento sdo o
estabelecimento de uma eficiente tecnologia de direcionamento génico (GT) para
engenharia precisa de genomas de plantas e aumentar a taxa de recombinacao
meibtica entre cromossomos

ABORDAGEM E METODOLOGIA

Ha muitos fatores da maquinaria de HR que sdo comuns a células somaticas e
meidticas. Isso permite que ambos objetivos possam ser tratados de um modo
sinergistico. A HR pode ser dividida em diferentes passos: a iniciagdo, por quebras na
dupla fita (DSBs), seguida de remodelagdo da cromatina, invasdo da sequéncia
homologa e a resolucdo dos intermediarios da recombinagdo. Cada um desses
estagios contém um gargalo de HR que iremos tratar aqui.

O Bloco de Trabalho (WP) 1 visard ao aumento de GT e HR meibtica através de
inducdo DSB direcionada. DSBs sera induzida por nucleases zinc-finger que podem
ser feitas sob encomenda para sequéncias alvo em qualquer lugar do genoma.

No WP 2, testaremos a influéncia dos fatores HR envolvidos na invasdo homdloga ou
modulagem da estrutura de cromatina em GT e HR meidtica. I1sso inclui homologos
RAD51, genes que afetam a metilacdo da citosina, estrutura da cromatina e o reparo
de desenparceiramento, o0 que influencia a recombinacdo entre sequéncias
divergentes.
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No WP 3 iremos nos concentrar nos fatores envolvidos na promocéo da recombinacéo
e resolvases, tais como homélogos Mus81, Xpf/Erccl e Xrcc3-Rad51C.

No WP 4 sera estudado o efeito combinado da remocdo de gargalos como
encontrados nos primeiros trés WPs. A maior parte dos experimentos sera executada
com a planta modelo Arabidopsis e implementada pela industria em culturas tais como
tomate e milho para garantir rapida aplicabilidade para o melhoramento.
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Terpendides de plantas para a saude humana: uma abordagem quimica e
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BACKGROUND E OBJETIVOS

Metabolitos secundarios de plantas sdo fonte de grande numero de compostos
biologicamente ativos; de fato, muitos das drogas terapéuticas hoje usadas sao
derivadas de plantas ou desenvolvidas a partir de um composto originalmente de
plantas. O projeto TERPMED é devotado a terpendides de plantas, que sdo o maior e
guimicamente mais diverso grupo de produtos naturais de plantas, com mais de 25 m
il compostos até agora identificados. Essa enorme diversidade quimica €, entretanto,
pouco explorada para o desenvolvimento de novas drogas devido a varias razdes, tais
como pouca disponibilidade do material vegetal fonte, concentracées baixas demais
no material vegetal e dificuldades em isolar compostos puros. Este projeto é dirigido
para fornecer solugbes para superar essas dificuldades para duas classes de
terpendides de plantas, portanto grupos quimicos funcionais especificos,
sesquiterpeno lactonas e diterpenos fendlicos. Essas duas classes de terpendides
foram escolhidas por causa de seu alto potencial de novas drogas para humanos para
tratamento do cancer e desordens do sistema nervoso central, e ha evidéncias que os
grupos butirolactona e fendlico sdo responsaveis em parte pela atividade biolégica
desses compostos.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

O desenvolvimento de tecnologias gendmicas e metabolémicas tornou agora possivel
trazer o campo dos produtos naturais vegetais para o século XXI e substituir o achado
serendipica e ao acaso pelo projeto racional e a descoberta. O projeto TERPMED
desenvolvera a tecnologia exigida para atingir esta meta. Usando uma combinacao de
metabolémica comparativa e gendmica, o projeto contribuird para o entendimento das
rotas de biossintese das classes de terpenos acima citadas. Para essa finalidade, os
parceiros desenvolverdo métodos de selecdo analiticos eficientes e robustos para
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detectar e identificar terpendides, portanto os grupos funcionais — butirolactona e
fenolico.

Procedimentos de extracdo e purificacao serdo estabelecidos em escala de laboratério
para isolar esses compostos para subsequente caracterizacao estrutural e funcional.
Essas selecbes baseadas em fungbes levardo ao estabelecimento de uma
compreensiva biblioteca de compostos de um subgrupo de espécies e variedades de
plantas selecionadas. Os compostos mais representativos serdo testados para
atividade biolégica e as moléculas mais ativas serdo selecionadas. Em paralelo, sera
executado o sequenciamento em larga escala de cDNAs de tecidos produzindo e nédo
produzindo de um numero de planta selecionadas pela sua capacidade de produzir os
compostos alvo. Serd usado um sequenciamento de cDNA de alta produtividade, em
conjunto com analises do perfil metabdlico das espécies alvo para elucidagédo da rota
biossintética que leva a esses compostos.

Os genes descobertos serdo usados para aumentar a produgdo de compostos
contendo os grupos funcionais -butirolactona e fendlico, mas também para gerar novas
moléculas funcionais através de biossintese combinatéria. Plataformas de producéo
de plantas inovadoras usando 6rgéos de secrecao tais como os tricomas e culturas de
orgdos in vitro serdo testadas para producdo eficiente dos compostos mais
promissores identificados. Os procedimentos de extracdo e purificacdo em escala
semi-industrial serdo desenvolvidos para isolar os compostos bioativos dessas
plataformas de produgdo. Em resumo, o projeto TERPMED levard a producéo
melhorada das moléculas ativas conhecidas biologicamente e a descoberta de novas
moléculas bioativas. O projeto também ira gerar a tecnologia para produzir e isolar
esses compostos de hospedeiros vegetais heterdlogos geneticamente modificados.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

A necessidade de energia renovavel e matérias-primas para a industria e a sociedade
tornou-se um sério problema. A dependéncia de uma populagdo mundial urbanizando-
se e industrializando-se rapidamente em combustiveis fésseis €é claramente
insustentavel, devido a reservas decrescentes e ao impacto dos gases estufa no clima
global. As economias industriais também estdo crescentemente preocupadas com a
estabilidade e seguranca do suprimento de combustiveis. Combustiveis para
transporte derivados de petroleo respondem por mais de 30% do consume de energia
da UE. Biocombustiveis liquidos, tais como bioetanol (produzido pela fermentacdo de
acucares derivados de plantas) e biodiesel (produzido por 6leos animais ou vegetais)
oferecem uma alternativa renovavel para combustiveis liquidos para transporte e tem
o0 potencial de diminuir a dependéncia dos membros da UE em importacdes de
petréleo. A producao de bioetanol estd aumentando no mundo todo, mas a expansao
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da producdo atual a partir da cana de acucar, beterraba acucareira ou grdos de
cereais pbe pressdo sobre os suprimentos mundiais de alimentos e precos. O
desenvolvimento de biocombustiveis de “segunda geragdo”, que possam ser feitos de
biomassa vegetal de baixo insumo e n&o alimentar, pode aliviar a dependéncia no
petréleo em um modo sustentavel e neutro em carbono sem colocar mais pressao no
suprimento de alimentos.

Biomassa vegetal (ou ‘lignocelulose’) € uma das maiores reservas nao aproveitadas
do planeta e na maior parte composta de paredes celulares. Polimeros
polissacarideos ricos em energia sdo cerca de 75% das paredes celulares das planta
e podem ser quebradas para produzir acucares que podem ser fermentados para
produzir bioetanol e outros produtos. Um valor maior ainda pode ser acrescentado
usando sistemas de processamento integrado que permitem que multiplos produtos
possam ser obtidos da mesma biomassa — o conceito de biorrefinaria. Entretanto, a
completa estrutura das paredes celulares, de uma rede de microfibrilas de celulose e
matriz de polissacarideos incrustados pelo polimero fendlico lignina, torna-as muito
resistentes a degradacdo. Melhorar a facilidade e produtividade da sacarificacdo da
parede celular (conversdo a acgucar) representa 0 maior obstaculo tecnologico a ser
superado antes que a visdo completa de uma biorrefinaria movida a plantas possa ser
concretizada.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

A meta do RENEWALL é fazer avancos em nosso entendimento sobre as paredes das
células vegetais e usar esse conhecimento para desenvolver novas estratégias para o
melhoramento de plantas com valor agregado com propriedades modificadas da
parede celular que sdo mais adequadas para a biorrefinaria. O projeto fard isso
identificando as barreiras moleculares a digestibilidade, e os genes que possam ser
manipulados para diminuir essas barreiras: esses podem ser 0os genes das plantas
envolvidos na biossintese da parede celular ou outros genes (frequentemente
microbianos) que podem modificar as propriedades da parede ou degradar polimeros
da parede quando expressos em plantas. Esses genes podem ser usados diretamente
me abordagens GM para obter matéria-prima vegetal para biorrefinar, ou usa-los como
marcadores para melhorar culturas por abordagens convencionais de melhoramento.

O projeto reune cientistas lideres em parede celulares vegetais, juntamente com
especialistas na area de enzimas microbianas para a degradacdo da parede celular, e
melhoradores de culturas e engenheiros genéticos com interesses em biomassas de
culturas. Entre eles, os cientistas de parede celular trazem uma experiéncia profunda e
recursos na area da estrutura da parede celular e biossintese, que ndo havia antes
sido focada na busca de entendimento e melhoramento da degradacdo da parede
celular.

Durante o primeiro ano, o projeto desenvolveu um grupo de novas ferramentas
analiticas com as quais medir a digestibilidade da parede das células vegetais. Elas
incluem um sistema roboético de alta produtividade para identificar plantas com
digestibilidade alterada em grandes popula¢des de plantas e, um sistema reator para
analises mais detalhadas de planta com digestibilidade alterada. A parceria produziu
uma ampla gama de material vegetas para andlise de digestibilidade, e dados
preliminares ja identificaram plantas com contetdo de lignina modificado que mostra
mais que o dobro da facilidade com que os acgucares podem ser liberados.
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BACKGROUND E OBJETVOS

A borracha natural € um material amplamente usado, essencial na industria, medicina,
transporte e defesa, cuja principal fonte € a seringueira Hevea brasiliensis, sustentavel
e ambientalmente benéfica. Entretanto, a demanda mundial crescente de borracha
natural e latex significa que fontes alternativas sustentavel sédo urgentemente
requeridas. Para responder a esse desafio, os parceiros criaram uma rede que liga
todos os interessados envolvidos no desenvolvimento e uso sustentavel de
Parthenium argentatum (guayule) e Taraxacum koksaghyz (dente de ledo Russo)
como fontes alternativas de borracha e latex na UE. O desempenho técnico e
econdmico do latex e da borracha extraidos dessas plantas vai ser avaliado com a
producao de prototipos especificos, tais com luvas cirargicas e pneus.

ABORDAGEM E METODOLOGIA
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Para garantir o desenvolvimento sustentavel e a exploracdo de ambas as culturas
através da cadeira de agregacao de valor, o projeto inclui pesquisa ha coleta e criacdo
de novo germoplasma, bioquimica e genética, agronomia, processamento e
desenvolvimento de produto. A rota biossintética completa da borracha sera analisada
e gargalos potenciais serdo identificados e evitados através de melhoramento
convencional direcionado. Os genes envolvidos na biossintese da borracha serao
mapeados, ajudando a acelerar as estratégias de melhoramento para gerar plantas
com produtividades de borracha comercialmente viaveis. Tais plantas serdo testadas
para crescimento eficiente e producdo de borracha no campo, sob diferentes
condicdes climéticas e edaficas na Europa.

Uma vez que se prevé que o melhoramentos de caracteristicas mdltiplas sera
necessario para obter sistemas de produgdo economicamente viavel para ambas as
culturas, o projeto inclui estratégias de cruzamentos classicos e novo melhoramento
baseado em genbmica e assistido por marcadores e mutagénese direcionada (variante
TILLING), em vez da produgéo de culturas transgénicas cultivadas no campo. Devido
a alta desregulamentacdo de custos e da politica da UE, ndo serdo usados
transgénicos no melhoramento das culturas para borracha da Europa. Isso contrasta
com o programa americano para borracha.

Entretanto, como o dente de ledo russo pode ser hibridizado com outras espécies de
dente de ledo, a transformacdo de genes da sintese da borracha € uma forma de
cisgénese. Cisgénese é, portanto, uma opc¢do para futuro melhoramento quando as
regulamentagbes da UE para cis-génese se tornarem menos estritas. As
caracteristicas a serem tratadas em algum ponto durante todo o programa de
melhoramento e esperado para durar por um periodo mais longo que os quatro anos
da vida do projeto incluem:

vigor de crescimento para producdo aumentada de biomassa total;

desempenho agronémico;

morfologia da raiz (dente de ledo russo, borracha somente nas raizes, colheita mais
facil);

conteldo de latex e borracha;

regulagem para baixo das rotas bioquimicas competidoras(e.g. esteroéis ou terpenos

indesejados);

propriedades poliméricas da borracha e distribuicdo de tamanho;

auséncia de proteinas alergénicas no latex;

superar a necessidade de inducgéo pelo frio da sintese da borracha (guayule);

tolerancia a sal (guayule);

tolerancia ao frio (quayule).

Para apoiar e acelerar as estratégias do melhoramento e promover o entendimento da
biossintese da borracha, a planta modelo Arabidopsis thaliana e o fermento de péo
Saccharomyces cerevisiae sdo parte do programa para identificar e avaliar os papéis
de genes chave envolvidos na acumulacdo de acetil-CoA, em determinar o fluxo
através da rota bioquimica do mevalonato e, finalmente, na (iniciacdo de )
polimerizacdo de unidades de IPP e GGPP a (poli) —isoprenos de cadeia longa. Serdo
usadas sequéncias de DNA envolvidas para apoiar as estratégias de melhoramento
para guayule e dente de ledo russo.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

O uso de plantas como biorreatores para a producdo de farmacos acha-se numa
encruzilhada. Por um lado, nos ultimos cinco anos houve consideraveis avancos nas
tecnologias para a expressédo de proteinas e sua extragdo em uma forma ativa das
plantas. Isso culminou em 2006 com a obtencdo pela Dow Agroscience de uma
aprovacdo regulamentar para uma vacina expressa em plantas contra a doenca
aviaria Newcastle. Por outro lado, a maior parte dos sucessos recentes relacionou-se
com a producdo de antigenos e anticorpos bem caracterizados que ja foram
produzidos usando métodos previamente estabelecidos, como cultura de células de
mamiferos.

Do ponto de vista cientifico, essa abordagem claramente fez sentido, sendo importante
estabelecer o principio que os farmacos produzidos em plantas sdo comparaveis em
seguranca e eficicia aos seus correspondentes produzidos convencionalmente. Mais
ainda, dados os intervalos associados com as linhas de producdo de plantas
transformadas estavelmente, era essencial que as proteinas com propriedades
farmacologicas previamente caracterizadas fossem expressas, uma vez que poucas
candidatas poderiam ser examinadas. O lado mau, entretanto, é que as proteinas
expressas em plantas, que estdo mais desenvolvidas e, em alguns casos, sendo
submetidas testes clinicos, estardo em competicao direta com os produtos existentes.
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E claro agora que, para as plantas concretizarem seu potencial como meios de
produzir proteinas farmacéuticas, é imperativo que sejam desenvolvidos métodos para
a producdo rapida e caracterizacdo da proteinas expressas em plantas. Isso é
particularmente importante para 0os casos em que ndo sao atualmente possiveis e/ou
pratico produzir a proteina por outros modos. Nesses casos, provavelmente existem
muito menos informacdes preexistente disponiveis sobre a eficacia do produto final, e
serd essencial que as propriedades de um ndmero de variantes possam ser
rapidamente avaliadas para determinar quais sdo as mais adequadas para posterior
desenvolvimento. Transformacdo genética estavel (nuclear ou plastidica) €
inadequada para esses estudos em vista do tempo gasto para obter a expresséo.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

E uma das principais metas deste projeto refinar as tecnologias de expressio
provisorias de modo que possam produzir suficiente material em um espago de tempo
suficientemente curto para permitir estudos farmacolégicos de um grande ndimero de
variantes de candidatos a vacina a serem examinados. Isso permite a otimizacdo de
métodos de apresentacdo de antigenos de uma variedade de diferentes imunogénicos
potenciais. Uma particular vantagem da abordagem transitéria é que as produtividades
podem facilmente alcancar 10-30% de TSP. Mais ainda, esses altos niveis de
expressao podem ser atingidos em poucos dias.

Usando sistemas de expressdo transitorios, o consorcio pode ir da clonagem de
construcdes a expressao de quantidades em miligramas de imunogénicos dentro de
duas a trés semanas. Essa velocidade significa que uma ampla gama de candidatos a
vacina pode ser selecionada em pouco tempo. Dessa forma, o consoércio PLAPROVA
€ capaz de avaliar vacinas potenciais contra um numero de doencas de grande e
crescente importancia tanto na UE como na Russia.

O consorcio estd se concentrando na expressdo de proteinas que formam
polipeptidios complexos ou particulas semelhantes a virus. Devido as suas
propriedades imunoldgicas, elas sdo particularmente adequadas a candidatas a
vacinas.
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INTRODUCAO

Desde a publicagao do primeiro livro “EC-sponsored Research on Safety of Genetically
Modified Organisms” (Pesquisa da Seguranca de Organismos Geneticamente
Modificados patrocinada pela CE) em 2001, a estrutura legal da UE sobre Organismos
Geneticamente Modificados (OGM) mudou substancialmente. Atualmente, ela
compreende principalmente legislacdo sobre a liberacdo intencional de OGM no
ambiente, bem como alimentos e racbes GM, e sua rastreabilidade e rotulagem,
respectivamente. Como parte das iniciativas legais, a Autoridade Europeia em
Seguranca de Alimentos foi fundada em 2002, e hoje é o 6rgdo responsavel pela
conducdo da avaliacdo de risco a saude e ao ambiente de cada OGM a ser
comercializado na UE. Paralelamente a essas importantes mudancas, esfor¢os
consideraveis foram feitos e sdo continuamente feitos na UE para assegurar que a
pesquisa trate as principais questdes publicas sobre OGMs. Os projetos dentro desta
secao fornecem insight e instrumentos para enfrentar os desafios relacionados com —
entre outros — a introducdo de OGMs nos mercados europeus, que, em principio,
poderiam servir de base para futuro estabelecimento de politicas.

Os projetos aqui descritos tratam de pesquisa em biosseguranca; analise de risco;
coexisténcia e questdes regulatérias; escolhas do consumidor assim como
comunicagdo de risco/seguranca. Além disso, o 7.° levantamento Eurobarometer de
2010 sobre biotecnologia recebeu suporte financeiro.

Uma vez que plantas GM resistentes a virus ja foram liberadas para comercializa¢ao
em todo o mundo (e.g. mamao resistente a virus mancha anelada), é importante
fornecer a base necesséria para avaliagéo de risco das caracteristicas de resisténcia a
virus antes de sua liberacdo comercial na Europa. Em relacdo ao seu impacto
ecoldgico potencial, o projeto VRTP IMPACT estudou duas formas de fluxo génico,
seja de planta ao virus por recombinacao, seja de planta a planta por cruzamento.
Baseado em seu trabalho prévio, usando abordagens que incluem laboratério, casa de
vegetagdo e estudos de campo, os participantes no projeto fizeram consideravel
progresso proporcionandoi 0 conhecimento que permitira a avaliagdo de riscos
potenciais ligados as caracteristicas resistentes a virus GM.

Para promover a seguranca dos alimentos, uma nova abordagem de andlise de risco
integrada foi desenvolvida como parte do projeto SAFE FOODS. Combinando os
conhecimentos de varios cientistas naturais e sociais, representando uma ampla gama
de instituicdes, paises e disciplinas, o projeto visou a contribuir na restauragdo da
confianca do consumidor na cadeia alimentar através do desenvolvimento de uma
nova abordagem de andlise de risco integrada para alimentos.

O desenvolvimento de uma estrutura de governanca alimentos produzidos por
diferentes métodos, praticas agricolas e processamentos mudou o foco da tomada de
decisdo em seguranga alimentar de riscos Unicos para cestas de riscos, beneficios e
custos que estdo associados com sua producdo e consumo, levando também em
consideracdo o contexto social no qual a decisdo é tomada. O principal resultado do
projeto € uma nova abordagem para analise de risco para alimentos que integram as
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avaliacBes dos aspectos de salde humana, preferéncias e valores do consumidor,
assim como analises de impacto dos aspectos socioeconémicos. As descobertas da
abordagem de pesquisa multidisciplinar podem contribuir para avancar o modelo de
andlise de risco, traduzindo-as como recomendacdes de melhor pratica e usando-as
para emendar o modelo classico de andlise de risco.

Enquanto isso, mais de 40 paises (incluindo 27 Estados-m embros da UE)
introduziram regulamentacdes de rastreabilidade e rotulagem principalmente seguindo
ou os padrdes da UE ou dos EUA, que podem diferir de acordo com a deciséo — se é
obrigatdria ou voluntaria, e se ha um limite tolerado para a presenca adventicia de
OGMs. A coexisténcia de cadeias de suprimentos incorporando produtos GM é uma
das questdes que a agricultura e a corrente de processamento da Europa enfrentam
dentro de um quadro de diferentes restricbes. Em linha com esses desenvolvimentos,
varios projetos de pesquisa tém sido financiados sob o quinto e o sexto Programas da
Estrutura Europeia para pesquisa, focagem em rastreabilidade QPCRGMOFood,
GMOCHIPS) e coexisténcia (SIGMEA, TRANSCONTAINER, CO-EXTRA).

Os participantes do projeto CO-EXTRA representam um amplo conhecimento em
varios aspectos da coexisténcia e rastreabilidade de cadeias de suprimento GM e néo-
GM. O projeto examinou as praticas das cadeias de suprimento da producdo da
semente até as prateleiras dos varejistas com ferramentas de implementagéo prética
(e.g. documental e analitica), tratando de questdes de coexisténcia por equipes
multidisciplinares abrangendo as cadeias como um todo. Os métodos, estratégias,
ferramentas e modelos desenvolvidos no CO-EXTRA para coexisténcia e
rastreabilidade das cadeias de suprimento GM e nao-GM,podem ser usadas no
gerenciamento de outras cadeias de suprimento, valor agregado e mercados de nicho,
e para detectar e excluir produtos danosos. Os resultados principais do projeto foram
disseminados nas bienais Genetically Modified Crops Coexistence Conferences
(GMCC-07/09) (Conferéncias sobre a Coexisténcia de Culturas Geneticamente
Modificadas) e, Sevilha e Melbourne, o Unico férum internacional focado na
coexisténcia entre cadeias de suprimento agricolas GM e ndo-GM.

A pesquisa publica na moderna biotecnologia visa a resolver limitacdes a producgéo
agricola, em relagdo a cuidados com a saude e protecdo ambiental. Os
acontecimentos na pesquisa do setor publico na biotecnologia agricola estdo na
estreita dependéncia do delineamento e na implementacdo da estrutura de
regulamentacdo para as culturas GM nos niveis nacional, regional e global. A
moderna biotecnologia pode contribuir para o bem-estar humano apenas se a
estrutura regulamentadora é baseada em ciéncia, previsivel, transparente e
equilibrada. Para conseguir isso, é crucial que os determinadores da politica,
regulamentadores e o publico em geral estejam bem informados sobre os objetivos e
progressos nas ciéncias naturais em biotecnologia agricola. Correspondentemente, a
propria pesquisa publica precisa estar informada sobre e envolvida nas
regulamentacdes relacionadas com a moderna biotecnologia e implicacbes para
pesquisa, de modo a estar mais bem alinhada com os desenvolvimentos mais amplos
da politica para seguranca de alimentos, prote¢cdo ambiental e desenvolvimento
sustentavel. Portanto, o projeto SCIENCE 4 BIOREG foi financiado visando a envolver
0s cientistas do setor publico trabalhando com pesquisa em biotecnologia em
negociacgdes internacionais e discussdes de politicas e estendendo as atividades da
Iniciativa Publica de Pesquisa e Regulamentacédo (PRRI). Como resultado do projeto,
pesquisadores publicos tornaram-se uma bem conhecida entidade na arena
internacional e o papel da ciéncia em geral, e o da pesquisa publica em particular, foi
claramente estabelecido nas agendas de negociagéo.
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Em seguida a adocdo em 2004 pela UE da rotulagem compulséria de todos os
produtos contendo GM em qualquer ingrediente, era incerto quao rapidamente tais
produtos iriam aparecer nas prateleiras dos supermercados. Portanto, o projeto
financiado pela UE CONSUMERCHOICE pergunta: “Os consumidores europeus
compram alimentos GM?”. Varias pesquisas de opinido publica e alguns grupos de
pesquisa de mercado exploraram as atitudes do publico em relacdo a produtos
alimenticios contendo GM, mostrando que a maioria do publico europeu era algo
antipatica a tecnologia sendo aplicada a agricultura. E questionavel, entretanto, se as
atitudes expressas podem ser tomadas como procura¢des para comportamento. Os
estudos feitos levam a conclusdo que apenas um pequeno numero de produtos GM
rotulados estavam a venda e sendo comprados em Varios paises europeus. Uma vez
gue o numero de produtos GM disponivel apds a introdugcédo da rotulagem diminuiu
significativamente devido as consideracdes de grandes fornecedores de alimentos e
fabricantes, pode-se concluir que os consumidores europeus estdo limitados em sua
escolha com respeito as suas compras de alimentos GM. As descobertas também
sugerem gue a maioria das pessoas nao esta realmente interessada no tema nem
muito alerta a presenca de ingredientes ou produtos GM, embora estejam realmente
presentes nos alimentos comprados. As observac¢des sublinham o fato de que o que
as pessoas dizem difere do que elas fazem. Embora os dados obtidos ndo sejam
suficientemente extensivos, pode ser razoavelmente concluido que (i) a maioria das
pessoas nao evita ativamente os alimentos GM quando estdo comprando, sugerindo
uma divergéncia entre suas opinides e padrbes reais de compras; (ii) ligar dados de
compras com respostas a questionarios € um modo mais confidvel de estabelecer
atitudes do que depender apenas das pesquisas de opinido.

No prefacio do relatério da Comissdo Europeia sobre pesquisa financiada pela CE
sobre seguranca de OGMs publicada em 2001, J.E. Beringer citou alguns comentarios
de oponentes dos OGMs: “OGMs nao sdo seguros € nunca devem ser liberados no
ambiente; Ndo sabemos o suficiente sobre os OGMs para arriscar libera-los — o que se
esta fazendo sobre isso?; Por que alguém nao faz algo para entender quais 0s riscos
dos OGMs?”.

De acordo com Beringer, eles encorajaram e exploraram a inquietacdo do publico
muito efetivamente por que a maioria das pessoas ndo esta ciente da pesquisa de
biosseguranca que esta sendo feita e, com excecdo da vacinas GM e outros usos
médicos, tem havido poucos beneficios diretos ao publico para reagir contra riscos
percebidos.

Nesta publicagédo anterior, Beringer declarou que: “Uma década de pesquisa foi feita e
milhdes de euros foram gastos, mas a agenda do lobby antiGM mudou muito pouco.
Eles dizem ainda estar preocupados porque nao temos conhecimento suficiente e
nenhum OGM deve ser liberado até podermos prever com certeza do que ele, e 0s
genes clonados dentro dele, vao fazer com o ambiente”. Até onde fomos dez anos
depois? Ainda mais: 0s resultados e mesmo a existéncia de pesquisa sobre
biosseguranga sédo frequentemente ignorados no debate publico sobre a bios-
seguranca de OGMs. Como consequéncia, a forte base j4 estabelecida para a
discussdo baseada na ciéncia sobre a biosseguranca de OGMs nao é totalmente
explorada na Europa e no mundo todo. Alinhada com o complexo debate publico sobre
0 uso de engenharia genética na agricultura e producdo de alimentos, a Comisséo
Europeia tem financiado projetos apoiando decisdes politicas baseadas na ciéncia e
melhorando a comunicagao sobre a “engenharia genética verde”. Os quatro projetos
descritos neste capitulo apdiam a iniciativa europeia de melhorar a comunicagdo
relacionada com a biosseguranga de OGMs (GMO RES COM) e estabelecem uma
Rede de Comunicacéo de Pesquisa sobre Biosseguranca (BIOSAFENET). Além disso,
conduzem um estudo piloto sobre abordagens inovadoras na comunicacao publica de
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ciéncias naturais e biotecnologia por estudantes e pesquisadores jovens (BIOPOP) e
fornecem uma plataforma de avaliagdo de seguranca e comunicacdo sobre OGMs
(GMO-COMPASS).

Embora a CE e os Estados-membros da UE tenham investido meios consideraveis na
pesquisa do impacto potencial de OGMs, é claro que estas atividades de pesquisa
precisam ser acompanhadas por maiores esforcos para melhorar a comunicacgao,
tanto dentro da comunidade cientifica envolvida, como entre cientistas e outros
interessados. Portanto, o projeto GMO RES COM apoiou a participacdo de cientistas
da UE no bienal simpdésio sobre Biosseguranca de OGMs (ISBGMOs), langou uma
revista cientifica internacional revisada por pares inteiramente devotada a projetos de
pesquisa de biosseguranca de OGMs. Foram feitos esforcos para esses trés
instrumentos de comunicacgéo relacionados com pesquisa de biosseguranca de OGMs
para assegurar que eles continuem a funcionar no futuro. No caso do ISBGMOs, a
série de simposia esta claramente estabelecida, e hdo pode haver dividas sobre sua
continuacgéo a longo prazo.

Com relagdo a revista cientifica revisada por pares sobre Pesquisa sobre
Biosseguranca Ambiental (EBR), h& pouca raz&o para temer sobre seu futuro, uma
vez que o numero de manuscritos submetidos aumentou significativamente desde os
seus primeiros anos. O futuro do banco de dados de pesquisa sobre biosseguranca
também esta assegurado, uma vez que, sob o nome de “biosafe.res database”, ele
agora é parte do conjunto de instrumentos dos recursos de biosseguranca de OGM
baseado na web do Centro Internacional de Engenharia Genética e Biotecnologia
(ICGEB).

A principal meta do projeto BIOSAFENET foi promover o envolvimento cientifico e sua
percepcdo mais ampla em discussdes de, e tomadas de decises em, biosseguranga
de OGMs.

Portanto, as atividades cobriram instrumentos de informacéo, reunifes cientificas e
apoio logistico para formacdo de redes, também reforcando a posicdo dos
pesquisadores europeus na arena internacional com a exploragdo de plataformas
fornecidas pela Sociedade Internacional de Pesquisa em Biosseguranga (ISBR). Para
conseguir isso, a participacao ativa de cientistas europeus em dois ISBGMOs, que sao
os Unicos simpdsios internacionalmente reconhecidos nesse importante campo da
pesquisa, e atividades em rede de cientistas dos novos Estados-membros e paises
associados foram apoiados. Além do suporte direto das redes, instrumentos adicionais
de comunicagdo melhoraram o fluxo de informac&o sobre os resultados da pesquisa
sobre biosseguranca. Os grupos alvo foram cientistas, regulamentadores, tomadores
de decisdes, a midia e o publico mais amplo. Essas atividades trataram de demandas
especificas de cada grupo, da informacdo sobre projetos cientificos, compilacdo de
conhecimento para a avaliacdo de questdes criticas (vindouras) sobre biosseguranca
e das apresentacdes de resultados da pesquisa sobre biosseguranca ao publico em
geral.

O projeto BIOPOP foi uma mistura de ideias inovadoras e entusiasmo vindos de
cientistas jovens, visando a estabelecer um novo formato em comunicagéo cientifica e
participacdo publica, pela criacdo de um ambiente especial onde a nova geracédo de
cientistas e cidaddos pode realmente se encontrar e efetivamente estabelecer um
dialogo e uma comunicacdo duradoura. Todo o projeto foi desenvolvido em estreito
contato com profissionais da midia. Um complexo sistema de avaliacdo foi projetado
para avaliar e acompanhar a interagdo estabelecida entre jovens cientistas e o publico,
e especialmente entender o impacto do novo modelo de comunicagcdo tanto nos
cidaddos como nos pesquisadores.
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O projeto GMO-COMPASS demonstrou sua capacidade de apoiar 0s europeus em
entender a politca de OGM e regulamentagcbes e informa-los sobre novos
desenvolvimentos, beneficios e o debate publico sobre questbes de OGM. O
consumidor foi alcancado com o oferecimento de informacdo baseada em ciéncia
alinhada com as expectativas dos leigos e incrustada em um relato equilibrado,
incluindo opinides contrarias e visées de nao cientistas. Portanto, 0 GMO-COMPASS
complementou com sucesso 0 suprimento de informacdes existentes de
regulamentadores, elaboradores de politicas, grupos de lobby e instituicdes cientificas.
O amplo interesse no discurso online mostra que tais instrumentos sdo altamente
adequados para a promocdo de um sério debate publico sobre questdes de OGM nha
Europa.

Alinhada com a complexidade do debate publico sobre biotecnologia, especialmente o
uso de engenharia genética na agricultura a producdo de alimentos, a Comisséo
Europeia ndo apenas financiou projetos dedicados a pesquisa da biosseguranga como
um pré-requisito para a avaliagdo e manejo de risco competentes, mas também
projetos apoiando a tomada de decisbes baseadas em ciéncia assim como
melhorando a comunicacdo sobre “engenharia genética verde”. O conhecimento
desenvolvido na UE durante os Ultimos dez anos poderia resultar em beneficios
substanciais para 0 ambiente, os consumidores e as sociedades em geral. Além disso,
ele reforgou o papel dos cientistas e regulamentadores europeus no debate
internacional sobre a seguranca das plantas GM, bem como a coexisténcia de cadeias
de suprimento agricola GM e ndo-GM e apoiou a constru¢do de pontes entre grupos
de interesse diferentes, incluindo aqueles que normalmente ndo se envolvem no
processo cientifico.
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Plantas transgénicas resistentes a virus: impacto ecoldgico do fluxo
génico
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BACKGROUND E OBJETIVOS

A resisténcia a virus estava entre as primeiras caracteristicas agrondmicas Uteis a
serem introduzidas em plantas por transformacdo genética, e varias cultivares
transgénicas resistentes a virus ja foram liberadas comercialmente nos EUA. Para
fornecer a necesséria avaliagdo de risco baseada em ciéncia de tais plantas antes de
contemplar a liberagdo comercial na Europa, é Cutil esclarecer véarios pontos
relacionados com um potencial impacto ecol6gico. Os impactos potenciais mais
importantes poderiam resultar de duas formas de fluxo génico, ou da planta para o
virus por recombinacédo ou de planta a planta por cruzamento sexual.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

O VRTP IMPACT tratou dessas duas destacadas questdes relacionadas com o
potencial impacto ecolégico de plantas transgénicas resistentes a virus:

a recombinagdo com um virus infectante levar4 a criacdo de novos genomas de
virus?

a transmissdo de um gene de resisténcia a virus a parentes selvagens da espécie da
cultura modificada ird conferir uma vantagem adaptativa as plantas selvagens?

Nos estudos de fluxo génico recombinacional planta a virus, os alvos particulares eram
dois grupos de importantes virus de plantas, os cucumovirus e 0s potivirus. Os
estudos de fluxo génico planta a planta foram conduzidos com duas plantas de
culturas principais, que sabidamente sdo capazes de cruzar com parentes selvagens,
a beterraba e a colza oleaginosa. Uma vez que é sabido que o fluxo génico entre a
cultura e os parentes selvagens pode ocorrer com essas especies, o trabalho focou
ndo na incidéncia de fluxo génico, mas em seu resultado. Em todos os casos, 0
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impacto potencial foi avaliado relativamente a estudos dessas duas formas de fluxo
génico na auséncia de plantas transgénicas.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

Ha consideravel evidéncia evolucionaria para a recombinacédo entre virus relacionados
gue tém hospedeiros em comum. Assim, somente se 0s recombinantes que sao
observados em plantas transgénicas que sao diferentes daqueles em plantas nao
transgénicas havera razdo para preocupacdo sobre recombinacdo em plantas
transgénicas serem uma fonte de aparecimento de novos genomas de virus. Para
comparar 0os virus recombinantes aparecendo em plantas transgénicas e nao
transgénicas, ferramentas moleculares extremamente sensiveis foram desenvolvidas
para deteccdo de genomas virais recombinantes, mesmo quando representam partes
extremamente pequenas da populacdo de RNAs virais. Elas foram aplicadas tanto em
plantas ndo transgénicas duplamente infectadas como em plantas transgénicas
simplesmente infectadas, expressando o gene da proteina da capa viral. Estes
estudos tornaram possivel caracterizar em detalhe os cucumovirus recombinantes
presentes em plantas infectadas com o virus do mosaico do pepino e estreitamente
relacionado virus da aspermia do tomate. Esta andlise de sitios de recombinacdo de
RNA3 em plantas infectadas por dois cucumovirus tornou possivel identificar uma
variedade de lugares comuns de recombinacdo. Isto forneceu a informacédo bésica
essencial com a qual o estudo de recombinacdo em plantas transgénicas expressando
um gene da proteina da capa foi comparado, para determinar se novos virus
recombinantes ocorrem em plantas transgénicas. Estudos das propriedades bioldgicas
dos virus recombinantes observados mostrou que a maioria deles sédo deficientes em
Varios graus, e néo se espera que sobrevivam na natureza.

Um dos principais fatores limitantes na recombinacdo do virus é que o RNA viral deve
estar nas mesmas células no momento em que RNAs virais sdo duplicados. Para
determinar a extensdo com a qual dois virus relacionados coabitam nas mesmas
células nas plantas infectadas com ambos os virus, foram criados novos genomas
virais codificando uma proteina fluorescente adicional. Quando esta estratégia foi
aplicada a potivirus (virus de pustula da ameixa e virus de venacdo mosqueada do
tabaco), um novo fenémeno de exclusdo celular foi observado; virus relacionados
estavam presentes apenas em uma pequena subfragdo de células infectadas, na
interface entre espacos de células infectadas com apenas um virus. Como em
principio as sequéncias transgénicas virais que poderiam recombinar estdo presentes
em todas as células infectadas nas plantas transgénicas que expressam tais
sequéncias, a probabilidade da coabitacdo de virus no nivel de célula em plantas n&o
transgénicas é uma peca-chave de informacgéao basica.

Pouco se sabe sobre a prevaléncia de genomas virais recombinantes na natureza.
Isso é por que estudos moleculares de virus encontrados no campo foram conduzidos.
Verificou-se que os virus que resultaram de recombinacédo de duas cepas, ou 0 virus
do mosaico do pepino ou o potivirus virus do mosaico da melancia, eram claramente
parte das populagbes naturais de virus. Isso confirma que a recombinacdo € uma
ocorréncia normal, e que 0s virus recombinantes sado parte da variabilidade natural das
populacdes de virus.

As plantas encontram numerosos tipos de estresses que podem afetar sua capacidade
de crescer e reproduzir. A infeccdo por virus pode ser considerada uma importante
fonte de estresse bidtico. E por isso que entender o impacto da infeccdo de virus na
aptiddo da planta (crescimento e reproducdo) é importante na avaliacdo do impacto
potencial de um gene de resisténcia a virus sobre parentes selvagens de culturas
resistentes a virus. O trabalho executado sugere que a infec¢do por virus pode afetar
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a aptidao da beterraba selvagem (a mesma espécie da beterraba acucareira), e certas
Brassica selvagens (parentes proximos da colza oleaginosa). Embora isso sugira que
a transmissdo do gene de resisténcia a virus de culturas transgénicas e néo
transgénicas aos seus parentes selvagens pode afetar sua aptiddo, os resultados
mostraram que o impacto sobre a aptidao é altamente dependente dos gendtipos tanto
das plantas hospedeiras como dos virus, assim como do ambiente.

CONCLUSOES

As duas questdes-chave de biosseguranca relacionadas com plantas transgénicas
resistentes a virus sdo o impacto do fluxo génico planta a planta por recombinacgéo e
cruzamento. Baseados em seu trabalho prévio, usando abordagens que incluem
laboratério, casa de vegetacdo e estudos de campo, os participantes no projeto VRTP
IMPACT fizeram consideravel progresso obtendo o conhecimento que permitird a
avaliacdo desses dois riscos potenciais. Trabalhos adicionais atualmente em curso
nesses laboratérios melhor esclarecerdo o impacto dessas duas formas de fluxo
génico.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

A engenharia de plantas foi desenvolvida em 1983 por trés grupos diferentes, um na
Bélgica e dois nos EUA. Desde entdo a biotecnologia de plantas se expandiu
enormemente e é agora a base de uma principal inddstria multinacional. Plantas
geneticamente modificadas para consumo humano ou racdo animal sdo
principalmente cultivadas nos EUA e no Canada, com crescente producdo no Brasil,
na rgentina e China. A Europa cultiva apenas uma pequena quantidade de culturas
GM (principalmente milho GM cultivado na Espanha), embora seja provavel aumentar
no futuro.

A regulamentacdo mundial dos OGMs pode ser na maior parte dividida em dois tipos
completamente diferentes. O primeiro, tipificado pelos EUA, baseia-se no principio da
equivaléncia substancial e pergunta se os produtos derivados de OGMs sdao
substancialmente os mesmos que seus correspondentes ndo-GM geralmente aceitos
ou ndo. Se for julgado que sim, pouca regulamentacao adicional, além das exigéncias
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da seguranca do alimento, € exigida. O segundo ponto de vista, iniciado na Europa,
concentrou-se no método de producédo, argumentando que os OGMs sao produzidos
por tecnologia diferente ou processo de producdo, e, portanto, requerem
regulamentagdo especial. Extensiva legislagdo da UE, incluindo detecgao
rastreabilidade e rotulagem de OGMs foi introduzida para respaldar esse ponto de
vista. Mais de 40 paises (incluindo 27 Estados-membros da UE) tém introduzido
regulamentacdo de rastreabilidade e rotulagem. Estas ficam entre os padrdes de
regulamentacdo da UE ou dos EUA e podem diferir de acordo com a rotulagem,se é
obrigatoria ou voluntéria e se existe um limite para a presenca adventicia de OGMs.

O molde europeu reconhece a liberdade de produzir para os produtores e o direito dos
consumidores de escolher os produtos que querem, sejam eles oriundos da agricultura
OGM, convencional ou organica. Devido a isso, a coexisténcia de cadeias de
suprimento incorporando aqueles produtos é uma das questdes enfrentadas pela
agricultura europeia e cadeia abaixo, numa série de limitagdes, tais como as da OMT.

Varios programas foram lancados nas estruturas de pesquisa europeia FP5 e FP6
sobre rastreabilidade (QPCRGMOFodd GMOCHIPS) e coexisténcia (SIGMEA,
TRANSCONTAINER, CO-EXTRA). CO-EXTRA (contrato 007158, www.coextra.eu).
Tem sido (2005 - 2009) o maior projeto financiado pela CE em coexisténcia e
rastreabilidade de cadeias de suprimento Gm e ndo-GM.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

O projeto CO-EXTRA trata pela primeira vez toda a questdo da coexisténcia de
cadeias de suprimento GM e nao-GM, examinando as praticas das cadeias de
suprimento da producdo da semente as prateleiras dos varejistas com instrumentos
praticos de implementacéo, tais como sistemas documentais e analiticos que baseiam
a coexisténcia das cadeias de suprimento. Esse modo coordenado e produtivo de
trabalho foi possivel apenas devido ao tamanho deste tipo de programa (projeto
integrado). Desse modo, o lancamento de tais grandes projetos de pesquisa deve ser
favorecido; projetos de pesquisa pequenos e fragmentados devem ser evitados onde
possivel.

Numerosos resultados mostram que a coexisténcia de cadeias de suprimento GM e
nao-GM, mesmo no nivel da fazenda, ndo pode ser tratado estudando separadamente
os diferentes componentes dessas cadeias. Questdes de coexisténcia tém que ser
tratados por equipes multidisciplinares abrangendo as cadeias de suprimento como
um todo.

O CO-EXTRA conduziu trabalho experimental com milho, colza oleaginosa, girassol e
tomate, bem com estudou modelos de fluxo de p6len em grandes &reas fragmentadas.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

Técnicas de biocontencdo tais como esterilidade citoplasméatica em milho e
cleistogamia em colza oleaginosa podem ser usadas para reduzir o fluxo de poélen e
com isso facilitar a coexisténcia no nivel do campo. A proporcao da mistura depende
das condicbes e das variedades usadas. De acordo com isso, a precisdo e a
estabilidade a longo prazo (por exemplo, alguns tipos de milho CMS séo altamente
suscetiveis a doencas de plantas) desses sistemas de biocontencdo devem ser
reavaliadas ou, em alguns casos, ainda tém de ser desenvolvidas. Na eventualidade
de ser necesséria uma contengdo total das plantas, particularmente quando se
consideram plantas GM nao destinadas ao cultivo de alimentos ou ra¢fes, 0 acumulo
de medidas de biocontencdo sera necessario. A transformacéo de plastidios poderia
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ser usada para biocontencdo, mas ter4 impacto sobre os métodos analiticos.
Entretanto, a questdo da compatibilidade entre a duracdo necessaria para o0
desenvolvimento de variedades que integram a biocontencdo e o cronograma da
implementagcdo da coexisténcia europeia precisa ser levantada. Mais ainda, a
disponibilidade comercial de tais métodos de biocontencéo, jA usados para producao
de hibridos, € questionavel.

Os parceiros confirmaram observacdes anteriores de que os interessados estdo
usando um limite contratual pratico de cerca de 0,1%, bastante abaixo do limite de
0,9% da rotulagem europeia. Este limite pratico foi explicado pela amostragem
(nenhum plano de amostragem consensual disponivel) e medi¢cdo (a variabilidade
interlaboratérios € cerca de 200 % em torno de um valor). Usando limites praticos
abaixo de um limite de qualidade ou seguranga é uma pratica muito comum em todos
os setores que lidam com um limite. Este limite pratico é facilmente alcancado nos
terceiros paises com campos grandes. Sua sustentabilidade em pequenos a médios
campos europeus dependera da futura pressdo dos OGMs na UE. A disseminacgéo
observada do pélen por uma grande distancia e as incertezas da amostragem e
medicdes implicam que a coexisténcia de culturas de polinizacdo cruzada € somente
possivel usando ou uma grande distancia de isolamento ou a produgéo de produtos
GM e ndo-GM em éreas especificadas, como determinado pelos modelos
desenvolvidos pelo projeto SIGMEA financiado pela CE. As definicbes legais de tais
areas de produgédo especificadas permanecem em aberto.

Na auséncia de disseminacdo de pdlen, o conteudo final de OGM depende das
sementes GM iniciais. A pureza da semente é, portanto, um fator crucial basico da
coexisténcia. Qualquer limite para sementes deve ser muito mais baixo do que a
rotulagem para deixar bastante folga para tornar a coexisténcia possivel no nivel do
campo. Entretanto, o acimulo de genes, uma tendéncia crescente na producdo de
OGMs, reduzird com o contetdo adicional de DNA GM a capacidade dos fazendeiros
de cumprir as exigéncias das cadeias de suprimento. Finalmente, a coexisténcia ndo
pode existir sem a disponibilidade sustentavel de sementes ndo-GM de baixo custo
gue incorporem os Ultimos melhoramentos genéticos. Fazendeiros usando sementes
de colheita propria deveriam beneficiar-se da mesma protecdo que produtores de
sementes sob contratos com companhias de sementes. Em todos os casos, bons
sistemas de informacao entre fazendeiros devem ser implementados.

A coexisténcia de cadeias de suprimentos em fazendas na fase final do processo de
producdo ndo € uma questdo nova, uma vez que a segregacao entre produtos
diferentes, tais como milho ceroso e colza erUcica, ja é implementado. Entretanto, ha
pouca experiéncia na UE de coexisténcia de produtos GM e ndo-GM. Estudos
empiricos de varias cadeias de suprimentos foram feitos em milho, trigo, soja e colza
oleaginosa para determinar 0s pontos criticos e desenvolver modelos de
gerenciamento de cadeias de suprimento. Os cerealistas foram identificados como a
fonte de mistura ndo intencional. Onde GM e ndo-GM coexistem, as estratégias para
lidar com a coexisténcia sao diferentes entre os setores de alimentos e rac¢des, devido
a atual auséncia de rotulagem para animais alimentados com OGMs.

O CO-EXTRA destacou varios fatos econdmicos e legais. Em particular, a coexisténcia
ndo pode ocorrer sem uma valoracdo econdémica de toda a cadeia de suprimento, o
gue implica, por exemplo, rotular animais alimentados com e/ou sem OGMs.

Trés tipos e estratégias de segregacdo sdo possiveis: especializacdo de plantas,
especializacdo da linha de producgéo e especializacdo do tempo. Devido a diferencas
em tamanhos e estruturas de companhias, a escolha de uma estratégia especifica
deveria ser feita caso a caso e provavelmente sera motivada pela demanda do
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mercado. Uma abordagem de modelagem de relacionamentos verticais ao longo da
cadeia de suprimento foi executada (i) para representar as estratégias atuais; (ii) para
identificar mudangas no contexto e mitigacdo de medidas que tornariam mais facil
manejar a segregacao GM/n&o-GM; e (iii) discutir tais modelos ou sistemas de apoio a
decisbes derivadas com interessados. Tais modelos também podem ser combinados
com os de resultados de fazendas como o MAPOD, um modelo de fluxo génico
espacialmente explicito. O modelo genérico considera os riscos de mistura entre
produtos GM e ndo-GM e as consequéncias resultantes em termos de obediéncia pelo
produto de limites regulatérios de rotulagem. O modelo de simulagéo, baseado no
exemplo da cadeia de suprimento de amido de milho, simula fluxos fisicos dos campos
ao processamento. Usa trés tipos de controle de lotes: rastreabilidade simples,
classificacdo pior automatica e teste de PCR.

CONCLUSOES

Os resultados mostram que ha um efeito de limite e que, no ponto de vista econémico,
existe equilibrio entre o nivel de cumprimento do produto final e o nimero de lotes
nao-GM desclassificados. Esse equilibrio depende tanto da penalidade incorrida como
consequéncia do ndo cumprimento e o agio do ndo-GM no mercado. Operadores de
fazendas na fase final do processo de produgdo usam administragédo (stewardship),
por exemplo amostrando métodos, envolvendo limites contratuais préaticos de
conteudo de OGM, por exemplo através do acordo GAFTA, independente das
legislagbes nacionais. O limite pratico de cerca de 0,1% usado nessas administracdes
impacta drasticamente o resultado do conteldo no campo e a organizacdo da
producdo, e também o valor dos futuros limites europeus para sementes para
conteudo de OGMs aprovados fortuitos e tecnicamente inevitaveis.

Os resultados empiricos e de modelagem do projeto CO-EXTRA podem aplicar-se a
maioria de cadeias de suprimento com qualidade e/ou exigéncias de seguranga. Os
métodos, estratégias, ferramentas, modelos desenvolvidos no projeto para a
coexisténcia e rastreabilidade das cadeias de suprimentos GM e n&o-GM serdo
usados no manejo de numerosas outras cadeias de suprimento, valor agregado e
mercados de nicho, e para detectar e excluir produtos danosos, tais como alergénicos
e organismos produtores de micotoxinas o patdgenos. A rastreabilidade (tanto do
ponto de vista analitico como documental) € um importante instrumento de segregacao
para a coexisténcia. A rastreabilidade documental é largamente usada por companhias
e apenas alguns controles (rastreabilidade analitica) sdo efetivamente executados.

A rastreabilidade tem sido estudada do ponto de vista regulatério e também por sua
funcdo econémica e social: permitir que a confianca se estabeleca entre os atores e
sobre atividades que apresentem risco na mistura. O CO-EXTRA mostrou que, na
interseccdo do conhecimento e o risco, 0s sistemas legais estdo tentando estabelecer
a confianca da sociedade que une os dois.

Varias questbes gerais da sociedade podem ser levantadas de tais fatos ou de
questdes basicas lembradas pelo CO-EXTRA, por exemplo, a sustentabilidade de
sementes ndo-GM deveria ser governada pelo mercado, ou o setor publico deveria
envolver-se na producdo de variedades ndo-GM? O mesmo pode aplicar-se a
disponibilidade de métodos de biocontencdo, que pode parecer necessarios,
provavelmente na forma acumulada, para aumentar a seguranca da coexisténcia no
campo, mas todos eles sdo de propriedade de companhias, e provavelmente néo
estariam facilmente disponiveis aos fazendeiros, exceto em casos de contengdo em
campos de pequena escala dedicados a produtos ndo alimentares, tais como
farmacos. Outras questdes ou propostas gerais da sociedade foram feitas pelo CO-
EXTRA tais como entender a responsabilidade sem culpa e esquemas de
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compensacao ja implementados por fazendeiros em alguns Estados-membros, a toda
a cadeia de suprimento, portanto abaixo das fazendas no processo produtivo.

Os custos das medidas de coexisténcia tém que ser quantitativa e precisamente
medidos e sua distribuicdo avaliada para impedir débitos injustos para algumas
cadeias de suprimento e consequentemente aos consumidores. Os beneficios no
custo da coexisténcia e rastreabilidade das cadeias de suprimento deveriam ser
melhor avaliados levando em consideracdo a aplicacdo das diretrizes e
regulamentacdes Europeias impactando a coexisténcia e rastreabilidade. Falando
geralmente, os aspectos socioecondmicos, das sementes as prateleiras, precisam ser
melhor avaliados.

Os métodos de deteccao para rastrear analiticamente OGMs sdo mais e mais precisos
e capazes de fornecer informacgfes confidveis para usuarios finais e consumidores.
Devido ao desenvolvimento de numerosas técnicas de detecgdo mdultiplas e o uso
importante da rastreabilidade documental por operadores, estima-se que o impacto
econbmico de controles analiticos ndo aumente os custos finais. Entretanto, esses
melhoramentos ndo resolvem as questbes de reprodutibilidade interlaboratérios,
calculada entre 50% e 200% de conteldo calculado de OGM na amostra, dependendo
da moagem da amostra, extracdo do DNA e dos métodos de deteccao por PCR
usados, assim como treinamento do pessoal. Essa diferenca na reprodutibilidade
interlaboratdrios explica, em parte, com questdes de amostragem, a diferenca
observada entre os limites contratuais praticos (ca 0,1%) usado pelos operadores e 0
limite da rotulagem de 0,9%.

Algumas questdes — tais como (i) como lidar com “impurezas botanicas” em analises
de rotina (em relagdo a questdes LLP) e (ii) como gerenciar técnica, econémica e
legalmente a coexisténcia no campo com grande distancia de isolamento ou areas de
producdo designadas — ainda estdo pendentes e deveriam ser melhor pesquisadas
sob os pontos de vista cientifico, técnico, econdmico e legal.

O CO-EXTRA est4, portanto, recomendando:

gue este trabalho de pesquisa, tdo grande e integrado sobre coexisténcia das
cadeias de suprimento deva ser continuado, uma vez que todas as questfes de
coexisténcia sao interrelacionados e ndao podem ser tratados separadamente;

gue este trabalho integrado sobre coexisténcia e rastreabilidade deva abranger mais
guestdes globais, ndo apenas aquelas relacionadas com a UE;

falando mais geralmente, que sejam estudadas a coexisténcia e a rastreabilidade das
cadeias de suprimentos, da semente as prateleiras, com foco menos especifico no
aspecto GM;

a coexisténcia no nivel do campo integra a biotecnologia e as estruturas e estratégias
da é&rea de sementes e seus impactos sobre a disponibilidade comercial de
ferramentas Gteis, tais com ferramentas de biocontencao;

estudos mais profundos sobre a dispersédo de polen vidvel por grandes distancias em
areas fragmentadas por varias plantas de culturas, portanto ndo restritos as
atualmente espécies GM aprovadas (milho) e modelos correspondentes;

busca em um sistema de armazenamento central baseado em GIS (com interface
com a web), preferivelmente pela JRC europeia, de todos os dados sobre
coexisténcia, incluindo a sustentabilidade de cultivo organico em regides de producéo
de OGM de, por exemplo, cultivo na Espanha;

a preparacdo de um sistema de armazenamento central baseado em GIS ( com
interface com a web), preferivelmente operado pela JRC europeia para monitoramento
pés-comercializacdo, tanto para monitoramento de caso especifico como para
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vigilancia geral, e capaz de integrar dados e aumentar a transparéncia para 0s
cidadaos;

a capacidade de ter ou grandes distancias de isolamento entre culturas GM e néo-
GM, ou desenvolver area designadas para produgao;

a capacidade de manter fontes de sementes n&do-GM, integrando os Ultimos
melhoramentos genéticos;

a capacidade de acumular diferentes métodos de biocontengdo tanto para OGMs
destinados para alimentos e racdes como para OGMs destinados para fins ndo
alimentares.

Esta claro que € necessério determinar rapidamente a pesquisa futura, mas
provavelmente na maior parte estruturas de especializacdo para a rapida
implementacéo da coexisténcia da semente as prateleiras. Entretanto, antes de langar
nova pesquisa ou acdes de especialistas seria bom que as autoridades competentes
tomassem decisbes e fizessem a estrutura menos incerta: tal como determinar o(s)
nivel(is) de presenca fortuita de OGMs nas sementes, orientagdo sobre medidas e
harmonizagéo para a coexisténcia individual versus regional, provisdes para producao
de sementes, etc. Alguns outros fatos também devem ser considerados, tais como a
hipotese preferida de producdo designada versus coexisténcia usando grandes
distancias de isolamento, instrumentos com financiamento publico para possibilitar a
provisdo de sementes ndo-GM e talvez métodos de biocontencdo publicamente
disponiveis antes que trabalhos adicionais sobre coexisténcia seja feito. Isso significa
que é necessario que decisdes e harmonizagcdo sobre regras de coexisténcia devam
ser tomadas e propostas ao Estados-membros para restringir ao minimo o
conhecimento ou campos de pesquisa a serem iniciados. Véarias decisbes tomadas
antecipadamente pela autoridade europeia competente devem pavimentar o caminho
para a coexisténcia de um modo rapido e eficiente em custo. Manter questdes demais
em aberto claramente prejudica a capacidade de achar solugBes rapidamente para as
questdes de coexisténcia.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

Embora a Comissédo Europeia (CE) e os Estados-membros da UE tenham investido
consideravelmente em pesquisa sobre o impacto potencial de organismos
geneticamente modificados (OGMs), esta claro que essas atividades de pesquisa
precisam ser acompanhadas de maiores esfor¢os para melhorar a comunicagéo, tanto
dentro da comunidade cientifica envolvida como entre cientistas e outros interessados.
O objetivo do projeto GMO RES COM foi contribuir para o melhoramento da
comunicagdo nessa area. Isso foi implementado principalmente através de trés
instrumentos: 1) apoio para a participagdo de cientistas da UE no bienal Simpdsio
Internacional de Biosseguranca de OGMs (ISBGMOs); 2) lancando uma revista
cientifica internacional revisada por pares devotada a pesquisa de biosseguranca de
OGMs; e 3) criagdo de um banco de dados de projetos de pesquisa em biosseguranca
de OGM.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

A CE, juntamente com o Ministério da Agricultura dos Estados Unidos (USDA), estava
na origem da mais importante série de conferéncias internacionais em andamento
sobre pesquisa de biosseguranca de OGMT, o Simposio Internacional de
Biosseguranca de OGMs (ISBGMOs), que agora é organizado pela Sociedade
Internacional para a Pesquisa sobre a Seguranca (ISBR: http://www.isbr.info/). O GMO
RES COM serviu para destacar o papel dos cientistas europeus nos ISBGMOs que
houve em 2002 e 2004.

Como ficou evidente nas Ultimas décadas, um dos aspectos particulares da pesquisa
sobre a seguranca dos OGM é sua alta natureza interdisciplinar. Também certos tipos
de dados de pesquisa importante, tais como 0s que mostram nenhum efeito dos OGM,
eram dificeis de publicar nas revistas cientificas existentes. Por essas razdes, com 0
apoio do projeto GMO RES COM , foi criada uma nova revista internacional
interdisciplinar nesta area, Environmental Bisoafety Research (Pesquisa sobre Bio-
Seguranca Ambiental) (EBR: http://www.ebr-journal.org/).

Também foi reconhecido que era dificil ter uma vista geral do estado atual da pesquisa
sobre a biosseguranca dos OGM. Além de volumes publicados de resumos de
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projetos, era claramente desejavel estabelecer um banco de dados de acesso publico
baseado na web, que apresentaria 0 estado atual da pesquisa de um modo dinamico.
Isso também foi conseguido pelo projeto GMO RES COM.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

O Simpdsio Internacional sobre Biosseguranca de OGMs

(ISBGMO)

Desde o primeiro em 1990, um ISBGMO foi feito bianualmente, para tratar da base
cientifica para as questbes de biosseguranca dos OGMs. A série de simpdésios é
destinada a cientistas, que estabelecem politicas, regulamentadores, organizacbes
nao-governamentais e representantes da indastria envolvida com desenvolvimento de
OGM e estudos relevantes de biossegurancga.

Participag&o no 7.° ISBGMO, 10-16 de outubro de 2002,

Beijing, China

O 7.° ISBGMO foi organizado na China, em reconhecimento do crescente importante
papel que a China esta desempenhando na pesquisa de biosseguranca de OGM. Era
necessario, portanto, a comunidade europeia de pesquisa estar bem representada. O
GMO RES COM forneceu apoio para viagem e estadia para todos os cientistas
europeus do setor publico que eram membros do comité organizador e presidiram uma
sessdo ou apresentaram um trabalho na sessao plenaria.

A presenca de uma delegacao europeia importante também ajudou a assegurar que
0s cientistas europeus continuem a desempenhar um papel central nas atividades da
Sociedade Internacional para a Pesquisa sobre Biosseguranca (ISBR). Por exemplo,
gracas a delegacao europeia na ISBGMO de Beijing foi decidido que os 8.° Simpésio
sera organizado na Franga em 2004.

Organizagao do 8.° ISBGMO, 26-30 Setembro de 2004,

Montpellier France

O 8.° Simpdsio, organizado de 26-30 Setembro de 2004 em Montpellier, Franga, sob a
responsabilidade da ISBR, foi presenciado por aproximadamente 250 participantes.
Como durante as prévias edicbes, os quatro dias do simpdsio foram dedicados a
apresentacdo de pesquisa cobrindo temas importantes selecionados, relevantes a
seguranca dos OGM, com um esfor¢o particular feito no sentido de projetar o atual
estado do conhecimento para o futuro. Todo o contetdo do simpdsio pode ser baixado
no website da ISBR (http://www.isbr.info/). Além dos quatro dias usuais de sessdes , 0
8.° simpdésio incluiu dois elementos novos. Um deles foi um evento especial a noite
para melhor contato entre os cientistas e o publico, que foi na forma de apresentacao
publica do trabalho do simpdsio, incluindo a oportunidade de fazer perguntas aos
cientistas participantes. O segundo foi uma reunido de trabalho especial Norte-Sul. O
proposito aqui era mobilizar a comunidade de pesquisa sobre biosseguranca de OGM
para identificar a pesquisa sobre biosseguranca relacionada com OGM que os paises
do Sul necessitardo para avaliar o desenvolvimento dos OGMs para seus proprios
usos e para criar melhores contatos entre pesquisadores do Norte e do Sul.

Pesquisa sobre Biosseguranca Ambiental (EBR)

Uma breve histéria da Pesquisa sobre Biosseguranca Ambiental

Pesquisa sobre Biosseguranca Ambiental (EBR), a revista oficial da ISBR, nasceu
diretamente do ISBGMOs. A ideia de lancar uma nova revista refletindo alta natureza
interdisciplinar dos simpoésios foi primeiramente discutida no 5.° simpdsio (1998). Isso
foi seguido por varios anos de discusséo e planejamento, antes que a primeira edicdo
da EBR fosse liberada no fim de 2002. O escritério editorial foi estabelecido no INRA-
Versailles e a revista foi administrada inicialmente com trés editores-chefes, Mark
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Tepfer (Franca), Klaus Ammann (Suica) e David Andow (EUA), e um corpo editorial
composto de seis membros europeus, seis dos EUA e trés dos paises em
desenvolvimento. Para mais informagbes, ver  http://www.ebrjournal.org/.
Particularmente durante o primeiro ano da EBR, consideravel esforco foi feito para
destacar sua visibilidade. Isso incluiu criar e distribuir volantes em numerosas reunidoes
cientificas, e um real esforco foi feito para ter a revista indexada nos mais importantes
servicos de indexacao, tais como o ISI Master Journal List and Medline.

Panorama dos primeiros anos de publicacdo da EBR

A EBR apareceu trimestral desde o fim de 2002. Como visto abaixo, até o fim de 2004,
um total de 49 artigos foi publicado, para um total de paginas de 575. Nos anos desde
o final do projeto GMO RES COM, a EBR continuou a publicar um namero similar de
trabalhos.

2002 2003 2004 Totais
Volume 1 Volume 2 Volume 3
1 Edicao 4 EdicbeS 4 Edicbes

Artigos 4 9 17

regulares

Artigos de 1 5 1

revisao

Editoriais 2 3 *2

Revisao de 1 3

livros

Outros 1

Totais 7 19 23

Gracas a versao online da EBR, a revista tem um bom nivel de percepcdo pela
comunidade cientifica. Na Ultima contagem, o artigo mais baixado havia recebido mais
de mil acessos.

O Banco de Dados GMO RES COM de Pesquisa em Biosseguranca

Criacdo do Banco de Dados GMO RES COM de Pesquisa em biosseguranca

Este banco de dados foi projetado para tornar-se uma fonte atualizada de informacao,
preenchendo as necessidade de varios grupos interessados. Ele facilita a criacdo de
consércios de grupos de pesquisa para conduzir pesquisa em biosseguranca e €
excelente fonte de conhecimento nos varios campos de pesquisa em biosseguranca
de OGM, e também fornece acesso publico grandemente facilitado a pesquisa em
biosseguranca de OGM. O banco de dados foi criado durante o projeto GMO RES
COM e melhorado gracas ao apoio do projeto BiosafeNet (http://www.gmo-
safety.eu/en/biosafenet_navigator/562.docu.html). O banco esta presentemente
alojado em ICGEB (http://www.icgeb.org/~bsafesrv/).

CONCLUSOES

Como descrito acima, a execucdo do projeto GMO RES COM resultou em pleno
desenvolvimento de instrumentos para comunicacdo relacionada com a pesquisa em
bios-seguranca de OGM. Foram feitos esforcos para assegurar que continuardo a
funcionar no futuro. No caso do ISBGMOs, a série de simpdsios esta claramente
estabelecida, e ndo pode haver duvida sobre sua continuagdo no longo prazo. Com
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relacdo a EBR, h& pouca razdo para temer pelo futuro da revista, uma vez que o
namero de manuscritos submetidos cresceu significativamente desde seus primeiros
anos. O futuro do banco de dados GMO RES COM também esta assegurado, uma vez
que, sob o0 nome de ‘biosafe.res database’, ele € agora parte do jogo de ferramentas
dos recursos em biosseguranca em OGM baseados na web dolCGEB
(http://lwww.icgeb.org/~bsafesrv/).

196



Envolvimento global de cientistas da pesquisa publica na regulamentacéo
da biosseguranca e biotecnologia agricola

Acrénimo

SCIENCE 4 BIOREG
Acrénimo do Programa
FP6-FOOD

Numero do Contrato
043012

Periodo

Novembro de 2006 — Janeiro de 2010

Coordenador

Dr Zuzana KULICHOVA

Delft University of Technology
Julianalaan 67

NL-2628BC Delft

The Netherlands
z.kulichova@tudelft.nl

Parceiros

Kim MEULENBROEKS
Stichting Publiek Onderzoek
en Regelgeving (Foundation
for Public Research and
Regulation), Delft (NL)
Pieter-Jan VAN DER MEER
Horizons sprl, Lasne (BE)
Sylvia Dina Frida BURSSENS
Ghent University, Ghent (BE)
David John BENNETT
Cambridge Biomedical
Consultants Ltd,

Cambridge (UK)

Monty P. JONES

Forum for Agricultural
Research in Africa,

London (UK)

Atanas ATANASSOV

Black Sea Biotechnology
Association, Sofia (BG)
Yaroslav BLUME

Institute of Cell Biology and
Genetic Engieering, Kiev (UA)

Desiree M. HAUTEA
University of the Philippines
Los Banos, Laguna (PH)
Charles MUGOYA
Association for strengthening
Agricultural research in East
and Central Africa,

Entebbe (UG)

Katharina KUMMER PEIRY
Kummer EcoConsult, Villarsur-
Glane (CH)

George SAKELLARIS
National Hellenic Research
Foundation, Athens (EL)

Oda LEILA

Associacao Nacional

de Biosseguranca,

Rio de Janeiro (BR)

Joachim SCHIEMANN
Federal Biological Research
Centre for Agriculture and
Forestry, Braunschweig (DE)
Lionel GIL

Faculty of Medicine, University
of Chile, ICBM, Santiago (CL)

BACKGROUND E OBJETIVOS

O projeto SCIENCE4BIOREG trata da crescente lacuna entre as ciéncias naturais de
um lado e as politicas de regulamentacéo e as percepcdes publicas de outro.

A pesquisa publica no campo da moderna biotecnologia visa a resolver limitacdes a
producdo agricola, cuidados com a salde e protecdo ambiental. Os acontecimentos
na pesquisa do setor publico estdo estreitamente dependentes do projeto e da
implementacdo das estruturas de regulamentacdo para culturas geneticamente
modificadas nos niveis nacional, regional e global.

A moderna biotecnologia pode contribuir para o bem-estar humano apenas se a
estrutura regulamentadora € baseada em ciéncia, previsivel, transparente e
equilibrada. N&o apenas o0s riscos que podem acompanhar qualquer inovagao
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tecnoldgica precisam ser verificados, os beneficios também devem ser levados em
conta ao assegurar uma boa administracdo. Para conseguir isso, € crucial que
responsaveis pela politica, regulamentadores e o publico em geral estejam bem
informados sobre os objetivos e progressos nas ciéncias naturais em biotecnologia
agricola. Correspondentemente, a propria pesquisa publica precisa estar informada
sobre e envolvida nas regulamentacdes relacionadas com a moderna biotecnologia e
implicagdes para pesquisa, de modo a estar mais bem alinhada com os
desenvolvimentos mais amplos da politica para seguranca de alimentos, protecao
ambiental e desenvolvimento sustentavel.

O objetivo deste projeto, focado nos cientistas do setor publico trabalhando com
pesquisa em biotecnologia, é envolvé-los em negociacbes internacionais e discussfes
de politicas que pertencem a biotecnologia. O projeto SCIENCE4BIOREG estende as
atividades da iniciativa para a pesquisa publica e a regulamentacdo com a meta de
assegurar que o setor publico de pesquisa serd pelo menos minimamente
representado em todas as reunides relevantes.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

O envolvimento bem-sucedido dos cientistas naturais em negociagcfes de discussbdes
de regulamentacdo requer que tenham um entendimento do background regulatério.
Para esse fim, a administragdo de projeto organiza regularmente reunides regionais
preparatdrias, em que os cientistas podem aprender sobre os regulamentos existentes
e planejados, regionais e internacionais. Além disso, os cientistas sdo apoiados na
participacdo em discussfes internacionais e na expressdo de suas opinides em
acontecimentos de regulamentacdo. As regulamentacdes alvo do projeto incluem o
Protocolo de Cartagena em Biosseguranca (CBP), a Convencdo sobre Diversidade
Bioldgica (CBD), a Convencdo de Aarhus e as Diretrizes e Regulamentacdes da
CE.Além da participacdo em reunides internacionais e sua organizagdo, o0 projeto
SCIENCE4BIOREG informa os governos, organizagfes e outros interessados da
pesquisa publica em andamento em tecnologia moderna e as preocupacfes dos
pesquisadores publicos em relagéo a acontecimentos especificos da regulamentacao.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS
Durante o projeto os seguintes resultados foram alcancados:

40 cientistas do setor publico de 21 paises participaram da Terceira Reunido de
Partes (MOP3) do Protocolo de Cartagena em Biosseguranca;
40 cientistas do setor publico de 21 paises participaram da Quarta Reunido de Partes
(MOP4) do Protocolo de Cartagena em Biosseguranca,;
10 cientistas do setor publico participaram da 8.° e 9.° Conferéncia de Partes (COP8
e COP9) da Convencéo de Diversidade Bioldgica;
10 cientistas do setor publico participaram da Conferéncia de Partes da Convencao
de Aarhus;
numerosos cientistas do setor publico participaram de muitas reunides
interseccionais de todos MOPs e COPs;
cientistas do setor publico participaram de varias reunibes organizadas pela
Comissdo Europeia, Estados-membros, EFSA, e outras Organizacdes Europeias
como COST;
seis reunides regionais e internacionais foram organizadas para informar o0s
cientistas do setor publico sobre regulamentacao existente e planejada, internacional e
regional pertinente a biotecnologia;
declaracdes sobre itens especificos nas agendas de MOPs e COPs, tais como
avaliacdo de risco e consideracbes socioeconémicas, foram preparadas em consulta
com membros do PRRI e submetidas as partes em negociacao;
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foi criada a estrutura para um banco de dados online incluindo o setor publico de

pesquisa em biotecnologia em todo o mundo;
materiais de orientacdo para cumprimento das regulamentacbes sobre

biosseguranca foram preparados e disponibilizados para os pesquisadores publicos;

as atividades do projeto foram apresentadas durante reunides internacionais;

circulares (newsletters) sobre os resultados de reunifes internacionais e negocia¢des
relevantes a biotecnologia e biosseguranca fora disseminadas entre os cientistas do
setor publico em todo 0 mundo;

cartas explicando a relevancia da pesquisa do setor publico na biotecnologia
moderna foram enviadas a governos e organizac¢des internacionais.

Detalhes dessas atividades podem ser encontradas em www.pubresreg.org

CONCLUSOES

Os pesquisadores publicos tornaram-se uma entidade bem conhecida na arena
internacional e os papéis da ciéncia em geral, e da pesquisa publica em patrticular,
foram claramente estabelecidos nas agendas de negociacao.

A experiéncia do projeto indica que o dialogo continuo entre os cientistas naturais e 0s
que estabelecem as politicas pode contribuir para o estabelecimento de estruturas de
regulamentacdo em biotecnologia. Regulamentacdes transparentes, baseadas na
ciéncia e previsiveis, sdo 0 primeiro pré-requisito para liberar o potencial da
biotecnologia moderna dos canais de pesquisa e entregando seus beneficios nos
campos dos fazendeiros.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

A administracdo de seguranca de alimentos foi sempre vista como o dominio de
“peritos” e gerentes de risco profissionais, com uma contribuicdo minima de outras
partes interessadas, tais como consumidores. Entretanto, um ndmero de incidentes
com a seguranca de alimentos na Europa (OGMs, BSE, dioxinas...) teve um impacto
negativo na confianca do publico sobre regulamentacdo e administracéo e expbs a
necessidade de melhoramentos na atual abordagem da andlise de risco de alimentos.

O projeto SAFE FOODS (2004 - 2008) da UE visa a contribuir para a restauracdo da
confianga nas cadeias de suprimento através do desenvolvimento de uma nova
abordagem integrada da andlise de risco em alimentos. Combinando o conhecimento
de mais de cem cientistas naturais e sociais, vindos de 37 instituicdes em 21 paises, o
projeto esta integrando uma ampla gama de disciplinas para refinar a pratica de
andlise de risco para a seguranca de alimentos.

O objetivo principal € desenvolver uma estrutura de administracdo para os alimentos
produzidos por diferentes métodos e praticas de processamento. O objetivo dessa
estrutura € mudar o foco da tomada de decisdo sobre seguranca de alimentos de
simples riscos para considerar os alimentos como cestas de riscos, beneficios e
custos que estdo associados com sua producdo e seu consumo, levando em conta o
contexto social no qual essas decisdes sao tomadas.

As questdes que foram abordadas séo:

a aplicabilidade de novos métodos de obtencdo de perfis para a identificacdo de
riscos emergentes na producéo de alimentos;

como a informagéo sobre a avaliacdo de risco deve ser comunicada ao publico e
como as preocupacdes do publico podem ser incorporadas neste processo;

como a comunicacao efetiva e participacao inclusiva do publico no manejo do risco e
a politica de ciéncia e tecnologia podem ser desenvolvidas; e

0 papel das instituicbes envolvidas na avaliagcdo e manejo de risco a luz de uma
estrutura mais ampla de analise de risco que leva em conta as questdes
socioecondmicas de risco-beneficio e as consequéncias de introduzir alimentos e
novos métodos de produgéo.

O resultado principal deste projeto é a nova abordagem na analise de risco para
alimentos, que integra a avaliagdo de aspectos de saude humana, preferéncias e
valores dos consumidores, assim como analise do impacto de aspectos
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socioecondmicos. Os pontos fortes do modelo sdo o novo e transparente método de
identificacdo e avaliacdo de risco e a abordagem inclusiva de manejo de risco com
envolvimento ativo de todos os interessados, levando em conta uma ampla variedade
de fatores éticos, sociais e econdmicos.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

SAFE FOODS consiste em um numero de projetos de pesquisa (blocos de trabalho)
com alto grau de coeréncia, colocando juntos equipes multidisciplinares de
especialistas dedicados da &area académica de muitos paises da UE, incluindo os
novos Estados-membros:

1. Avaliacdo comparativa de segurancga de abordagens ao melhoramento e praticas de
producdo utilizando sistemas de alto e baixo insumo;

2. Deteccgéo precoce de riscos emergentes associados com producdo de alimentos e
racoes;

3. Avaliagdo quantitativa de risco da exposicdo combinada de contaminantes
alimentares e toxinas naturais;

4. Confianga do consumidor em praticas de andlise de risco em relagdo a alimentos
NOVOS e convencionais;

5. Investigacdo do papel das instituicbes regulamentadoras no manejo de risco;

6. Projeto de nova abordagem integrada de analise de risco para alimentos.

WP1. O objetivo principal do Bloco de Trabalho 1 foi desenvolver métodos de
avaliacdo comparativa da seguranca para alimentos produzidos por diferentes
abordagens de melhoramento e praticas de produgdo. Os meétodos selecionados
foram designados para facilitar a analise de expressao de genes em larga escala,
expressao da proteina e conteudo de metabdlitos usando técnicas de transcriptdmica,
protebmica e metaboldbmica ligadas a estruturas relevantes para a andlise estatistica
dos dados. Esses métodos foram usados para avaliar fonte de variacdo na
composicdo em graos de milho e tubérculos de batata, como exemplos de culturas
europeias. Para fazer isso com eficiéncia, exigiu que os testes fossem executados e
analisados por quatro safras. No total, mais de 3 mil amostras foram analisadas.

WP2. A meta deste Bloco de Trabalho 2 foi explorar e desenvolver métodos e
ferramentas para a identificacdo precoce de riscos emergentes, com foco particular em
questdes que possam estar associadas a métodos de producdo agricola, como
sistemas de producgdo agricola com altos ou baixos insumos. As seguintes técnicas
foram usadas: revisdo dos sistemas e métodos de alerta precoce existentes; revisao
da literatura sobre a emergéncia de riscos microbianos e quimicos na seguranca de
alimentos; estabelecimento de um ponto de transferéncia, em que especialistas
pudessem trocar informacdes e de um banco de dados especializado com ambito na
UE; revisdo da ligacdo potencial entre a seguranca de alimentos e mudanca climatica
em uma escala global europeia, fornecendo capacidade para construir para
avaliadores de risco e gerentes de risco europeus na questdo de identificacdo de
riscos emergentes.

WP3. Este Bloco de Trabalho 3 tinha trés metas principais:

desenvolvimento de uma plataforma eletrénica para bancos de dados para consumo
de alimentos e residuos, todos ligados a software probabilistico via Internet. Esta
plataforma ir4 facilitar a modelagem pan-europeia de exposi¢cdo na qual os célculos da
exposi¢cdo nacional e internacional sdo executados de modo harmonioso;

desenvolvimento de um modelo de risco integrado probabilistico no qual a exposi¢éo
a compostos via alimento esta diretamente ligada a informacéo sobre possiveis efeitos
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detrimentais a saude. Desse modo, avaliacées de risco quantitativas mais refinadas e
realisticas podem ser feitas, comparadas aos métodos atualmente aplicados;

0 uso deste modelo nas situacbes em que consumidores Sao expostos
simultaneamente a mais de um produto quimico e nos quais o gerente de risco tem
gue pesar ou o efeito do risco (ou beneficio) de um composto contra o outro, ou
considerar efeitos cumulativos de compostos com 0 mesmo modo de acéo.

WP4. o principal proposito deste bloco de trabalho foi entender as percepc¢des do
manejo de risco de alimentos na Europa. Uma série de estudos foi conduzida em
varios Estados-membros da UE que tentaram identificar os determinantes psicolégicos
do bom manejo de risco institucional. A efetividade percebida das praticas de manejo
de riscos de alimentos foi explorada em um estudo qualitativo, usando grupos de
pesquisa constituidos por membros do publico e especialistas em seguranca de
alimentos. As fundacgdes para um modelo para os fatores psicol6gicos subjacentes que
afetam a confianga do consumidor nas praticas de manejo de risco de alimentos foram
fornecidas pelos resultados destes estudos explanatérios, os quais foram testados
guantitativamente usando modelagem de equacgéo estrutural. O estudo quantitativo
envolveu um levantamento baseado na Internet conduzido em quatro Estados-
membros europeus — Alemanha, Grécia, Dinamarca e Reino Unido — e um
levantamento por telefone na Eslovénia. Para validar o modelo de percepgbes do
consumidor, uma série de entrevistas de estudos de caso foi conduzida para dar
“prova de principios” contra incidentes de segurancga de alimentos passados.

WP5. O principal objetivo deste bloco de trabalho foi explorar alguns dos maiores
desafios para a administragdo da seguranca de alimentos na UE e relaciona-los a
respostas procedimentais e institucionais potenciais. A primeira fase do trabalho de
pesquisa foi dedicada a investigacdo de alguns dos maiores rearranjos institucionais e
reformas de procedimentos na regulamentagéo europeia da seguranca de alimentos e
delinear as bases legais e politicas para essas mudangas e esforcos de reforma. A
segunda fase envolveu identificar certas questdes que emergem como tarefas
essenciais na mudanca da administracdo da seguranca de alimentos para melhor e
sugerir modos de tratar essas questbes. Isso foi feito referindo-se aos imperativos
identificados nos principais documentos legais e de politicas e como enfatizado pelos
interessados no campo com base na experiéncia desde que as mudancas foram
introduzidas.

WP6. Um dos principais objetivos deste bloco de trabalho foi integrar os resultados
dos outros blocos de trabalho (1-5) na nova estrutura de analise de risco integrada
SAFE FOODS . Além das inovacdes na avaliagéo de risco que foram feitas nos Blocos
de Trabalho 1,2, e 3, a nova abordagem conscientizou-se das recomendagdes para
melhorar a comunicacéo de risco e da organizacéo institucional em administracdo da
seguranca de alimentos que resultou da pesquisa dos Blocos de Trabalho 4 e 5,
respectivamente. A nova estrutura de analise de risco visa a aumentar a transparéncia
do procedimento da analise de risco, assim como assegurar o envolvimento do
interessado. Além do risco a saltde humana associado com o consumo de alimento,
este bloco de trabalho explorou a possibilidade de avaliar os beneficios associados e
incluir fatores socioecondmicos, tais como impactos sociais, econdmicos e ambientais,
assim com as implicacdes éticas nessa avaliacdo. Estudos de caso retrospectivos
ajudaram determinar o valor agregado de uma abordagem melhorada da andlise de
risco. Um documento de discussé@o descrevendo a nova estrutura foi submetido a uma
ampla gama de interessados durante duas reunides de trabalho, para obter feedback,
gue foi usado para melhorar ainda mais a abordagem.
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PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

Técnica inovadora de obtencéo de perfis. Nas décadas recentes, os produtores tém
experimentado diferentes métodos (e.g. GM, convencional, organico) para assegurar
culturas basicas, mas os assessores de risco tEm um entendimento limitado sobre
como os diferentes métodos de cultivo afetam a composicdo das culturas. Usando a
técnica inovadora “6mica”, SAFE FOODS analisou a composi¢cado de batatas e milho
de diferentes backgrounds genéticos e diferentes praticas de producdo. O projeto
descobriu que a tecnologia “6mica” pode permitir que os cientistas fagcam analises sem
precedentes da composicéo das culturas medindo milhares de parametros de uma sé
vez (incluindo genes, proteinas e metabdlitos). Essas possibilidades permitem aos
cientistas determinar se,inserindo um novo gene no grdo de milho, muda sua
composicdo de um modo indesejado. Embora a abordagem “Omica” n&o seja
atualmente exigida nas avaliacbes de risco, as evidéncias mostram que fornece uma
visdo muito melhor da composicéo da cultura do que os instrumentos hoje em uso. A
nova tecnologia é Util nos casos em que é imperativo para 0s gerentes de risco
entender como 0 processo de producdo da cultura muda o valor nutricional do
alimento no prato do consumidor (e.g. nanotecnologia, GM, organico).

Abordagem holistica ao risco emergente. E uma pratica padrdo rastrear alertas
sobre alimentos e ragfes e manter um sistema de alerta precoce que focaliza os
riscos. Os alertas precoces de hoje séo principalmente reativos, pegando o dano apos
acontecer. SAFE FOODS explorou o potencial de aplicar andlise de tendéncias a
relatos do sistema de alerta rapido para alimentos e racfes, e de combina-lo com
dados adicionais de fatores que afetam a cadeias de suprimento do alimento e racdo
(e.g. tamanho das fazendas, clima, importacdes/exportagbes, e mudangas nos
regulamentos). O projeto identificou indicadores genéricos e casos especificos e
fontes de dados para detectar riscos microbianos e quimicos, e propord métodos para
utilizar essa informacdo para identificagdo precoce de riscos de seguranca de
alimentos . Esta abordagem holistica, olhando para as influéncias internas e externas
gue afetam o desenvolvimento do risco na cadeia alimentar, tem o potencial de ajudar
os avaliadores de risco a identificar proativamente o0s riscos emergentes. A
importancia do crescente nimero de fatores globais na seguranca de alimentos foi
reconhecida e a abordagem holistica esté atualmente sendo explorada na Holanda.

Instrumentos probabilisticos de modelagem. Os paises coletam dados sobre o que
as pessoas comem e sobre as toxinas as quais as pessoas estdo expostas via
alimentos. SAFE FOODS explorou o potencial de usar instrumentos probabilisticos de
modelagem para combinar bancos de dados de consumo e residuo de alimentos com
a meta de permitir aos avaliadores de risco projetar a exposi¢cao de uma populacéo de
contaminantes de alimentos por um longo. Os avaliadores de risco podem entdo
prever, por exemplo, se vegetarianos tém uma exposi¢do maior a pesticidas do que
ndo-vegetarianos, e a que ponto sua exposicdo alcanca um nivel critico. Este
instrumento tem o potencial de facilitar uma avaliagdo de exposicdo mais realista do
que as préticas atuais porque permite aos avaliadores de risco identificar grupos
vulneraveis dentro da populacéo.

Visbes do consumidor europeu de analises de risco. As perspectivas do
consumidor sobre a andlise de risco foram exploradas previamente no nivel nacional,
mas as diferencas em questdes e métodos usados para coletar as respostas tornaram
dificil ver como os valores culturais influenciam as percepcdes de riscos alimentares.
Um entendimento de como essas diferencas culturais podem influenciar a analise de
risco é de crucial importancia em sociedades multiculturais. SAFE FOODS venceu
essa lacuna conduzindo uma série de levantamentos, entrevistas e grupos de
pesquisa nos Estados-membros da UE que eram regionalmente representativos. A
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pesquisa com consumidores do projeto fornece uma visdo de como 0s consumidores
europeus otimizariam o processo de analise de risco de alimentos.

Andlise comparativa da administracdo do risco alimentar na Europa. A
administracdo de risco é estruturada diferentemente nos niveis nacional e europeu.
Por exemplo, no Reino Unido, o manejo de risco e a avaliacdo de risco sédo tratados
por 6rgdos separados, enquanto na Hungria essas responsabilidades se sobrepdem.
No nivel europeu, onde essas tarefas sdo separadas, as autoridades envolvidas em
seguranca de alimentos reconhecem que podem mandar mensagens mais claras aos
consumidores com a otimiza¢do da colaboragéo. SAFE FOODS analisou a diviséo de
responsabilidade para a administracdo de risco em cinco Estados-membros e no nivel
europeu. O projeto extraiu exemplos de melhor pratica dessas comparacfes entre
paises para contribuir para a otimizacao da interacdo entre 0s gerentes de risco e 0s
avaliadores de risco, identificando quando essa interacao € util.

Uma nova estrutura integrada de analise de risco para a seguranca de alimentos.
Estendendo ainda mais os modelos de analise de risco previamente desenvolvidos
pelo Codex alimentarius e a Comissdo Europeia, SAFE FOODS desenvolveu uma
nova estrutura integrada de analise de risco visualizada como um processo ciclico
envolvendo varios estagios, incluindo enquadramento, estimativa, avaliacdo,
gerenciamento (tomada de decisfes, implementacdo, e monitoramento) e revisdo. As
novidades apresentadas nesta abordagem incluem a distingdo explicita da
estruturacdo e estagios de avaliagdo, maior envolvimento dos interessados, e a
inclusdo de outros fatores além dos riscos no estagio de avaliagéo cientifica.

CONCLUSOES

O aspecto comum por toda a pesquisa multidisciplinar do SAFE FOODS foi assegurar
gue as descobertas contribuissem para fazer avancar o modelo de analise de risco. O
projeto traduziu as descobertas acima em recomendagfes de melhor pratica e usou
essas recomendacdes para corrigir o modelo classico de analise de risco.

A estrutura basica do modelo do SAFE FOODS ergue-se da estrutura de trés fases
desenvolvida pela FAO/WHO e segue o modelo classico em um processo de cinco
estagios, envolvendo enquadramento, estimativa, avaliacdo, manejo de risco e
revisao.

Os principais objetivos do desenvolvimento desta estrutura de analise de risco de
alimentos foram:

1. levar em conta os beneficios sempre que possivel e explorar modos de equilibrar
riscos e beneficios;

2. ampliar os aspectos do risco, considerando o0s impactos éticos, sociais, e
ambientais; e

3. assegurar o envolvimento formal dos interessados.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

Em seguida a adocdo pela UE em 2004 da rotulagem compulséria de todos os
produtos contendo GM em qualquer ingrediente, era incerto o quéo rapidamente tais
produtos apareceriam nas prateleiras de estabelecimentos varejistas de mantimentos.
Parece que, nos fins de 2005, alimentos GM rotulados, de um tipo ou de outro,
estavam a venda em varios paises da Europa.

Durante a década passada, aconteceram diversos debates e campanhas focando as
culturas geneticamente modificadas e seus produtos alimentares. Varias pesquisas de
opinido publica e grupos de pesquisa explorando as atitudes do publico em relacao
aos produtos alimenticios contendo GM mostraram que a maioria do publico europeu
era antipatica a tecnologia, com opinides variando de alguns que eram vigorosamente
opostos, uma parte entusiasticamente a favor, enquanto a maioria das pessoas era
essencialmente desinteressada.

Esses levantamentos eram hipotéticos ao perguntar “O que vocé faria se voceé tivesse

a oportunidade de comprar produtos GM?”, uma vez que é questionavel se as atitudes
expressas podem ser tomadas como procuracdo para a acao. Houve alguns
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experimentos em pequena escala nos quais um numero limitado de consumidores
puderam escolher entre produtos idénticos com e sem o rétulo GM, mas com um
diferencial de preco em favor da opcdo GM. Entretanto, nenhuma exploracéo foi feita
sobre o que os consumidores realmente fariam quando em compras em locais
familiares oferecendo alimentos rotulados como contendo ou sendo derivados de
ingredientes GM.

Os principais objetivos estratégicos desses estudos foram, portanto:

determinar a discrepancia entre as atitudes medidas dos consumidores europeus em
relacdo aos alimentos GM e suas compras reais quando tendo a oportunidade de
escolher entre GM e nao-GM;

registrar produtos GM oferecidos a venda, como os consumidores sao informados
pela rotulagem, pelos preco e pelas informacfes suplementares, e aposicao do
produto e proeminéncia nas prateleiras;

suplementar as descobertas com pesquisas de opinido especificas e grupos de
pesquisa,;

fornecer evidéncia confiavel das escolhas dos consumidores sobre escolhas de
alimento GM a interessados em cadeias de suprimentos para ajuda-los em seu
planejamento futuro.

O projeto CONSUMERCHOICE “Os europeus compram alimentos GM?” conduziu a
uma série de estudos que incluiram a exploragcdo das escolhas de compra na
Republica Checa, Estbnia, Alemanha, Grécia, Holanda, Polbdnia, Eslovénia, Espanha,
Suécia e no Reino Unido.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

Para fazer uma avaliacdo geral dos produtos GM rotulados no mercado, o primeiro
estudo usou uma série de visitas ao acaso as lojas para determinar quais
supermercados ofereciam esses produtos por um longo periodo. Paralelamente a
essas visitas, uma analise da midia sobre questdes GM foi feita para assegurar um
entendimento geral da situacdo em cada pais, aplicando um método de uso comum de
analise de conteludo para estabelecer a tdnica da cobertura da midia. Isso foi
suplementado com a identificagdo de pontos de vista politicos com o
acompanhamento das declaracdes sobre politicas em questdes GM dos partidos
politicos.

Dois estudos quantitativos usando questionarios também foram conduzidos para
identificar:

1. se cidadaos poloneses e britanicos agora morando nos Estados Unidos estavam
cientes de que os produtos GM néo precisam ser rotulados nos EUA;

2. se eles estavam comprando esses produtos; e

3. como se sentiam sobre essa situacao.

Um terceiro estudo quantitativo comparou as compras reais das pessoas com suas
percepcdes e atitudes com relacdo a produtos GM rotulados. Isso foi alcancado
comparando os dados de compra de produtos GM com as respostas dos
consumidores a um breve questionario. Estes dados foram coletados de modos
idénticos em cada pais com questionarios traduzidos para a lingua nacional, usando
os servicos da companhia GfK (Growth for Knowledge). O questionario apresentou
questdes sobre o nivel de conhecimento de quem respondeu sobre a rotulagem dos
produtos GM e sua percepcdo e atitudes sobre alimentos GM. Os dados foram
interpretados usando o software Pacote Estatistico para Ciéncias Sociais (SPSS),
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versdo 16. Testes de x® foram usados para comparar respostas dadas por
compradores e parentes nao compradores.

Finalmente, um estudo qualitativo foi conduzido em quatro paises europeus: Suécia,
Reino Unido, Espanha e a Holanda. Isso foi feito através de discussdes com grupos de
pesquisa, usando diretrizes padronizadas para tamanho de grupo, configuracao,
guestionamento e interpretacdo. O estudo explorou ainda mais as visdes dos
consumidores sobre produtos GM rotulados e sobre sua vontade de comprar esses
produtos, juntamente com as pressuposicfes implicitas de valor e as premissas
subjacentes a seus argumentos.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

Durante o periodo do projeto, o debate publico sobre questdes GM na Europa estava
relativamente calmo, embora marcantemente mais ativo em alguns paises em
ocasifes particulares, tal como no Reino Unido no verdo de 2008 e na Franca no
comecgo do mesmo ano. A tbnica da cobertura na midia mudou durante o periodo de
negativo-neutro para neutro-levemente positivo.

O preparo de gerentes de supermercados para discutir a questdo GM variou entre
companhias individuais, assim como entre paises. A maioria dos supermercados de
grandes cadeias ndo estava querendo fornecer dados de vendas de produtos
rotulados GM. Pequenos lojistas geralmente ndo estavam cientes da origem
transgénica de alguns produtos em suas lojas. Entretanto, nenhum deles, grandes ou
pequenos, relataram nenhuma reagdo de consumidores, quaisquer que fossem.

Determinamos que os produtos GM rotulados estavam a venda na Esténia, Pol6nia,
Republica Checa, Espanha, Holanda e no Reino Unido. Na Eslovénia, Grécia,
Alemanha e Suécia, nenhum produto GM rotulado foi encontrado no mercado durante
o periodo do projeto. Nesses paises onde os alimentos rotulados GM estavam a
venda, a maioria era de 6leos de soja GM ou milho GM vendidos ou como 6leo de
cozinha ou incorporados em outros produtos, tais como margarina e salgadinhos.
Verificamos que o numero de produtos contendo GM em oferta era consideravelmente
menor do que antes da introducdo da regulamentacéo de rotulagem.

Os resultados dos dois questionarios a europeus vivendo nos EUA mostraram que a
maioria deles (92 %) disse que sabia o que eram alimentos GM e mais da metade
estava ciente que produtos GM nao rotulados estavam a venda nos EUA. Entretanto,
esse conhecimento ndo conseguiu levar a maioria (73 %) a fazer qualquer esforco
para identificar esses produtos e evita-los.

Para todos os paises com produtos GM rotulados & venda, 75 % dos que
responderam alegaram saber que esses produtos tém que ser rotulados, por lei.
Quase 60% disseram saber como distinguir um produto contendo GM de um
convencional. Embora nem todos tenham lido a lista detalhada de ingredientes antes
de comprarem um particular alimento, 54.1 % dos que responderam disseram que
haviam lido. N&o houve diferenga significativa entre compradores e ndo-compradores
nas respostas sobre essas trés questbes. Mais da metade dos que responderam
disseram que ndo eram cuidadosos em evitar alimentos rotulados GM.

A comparacdo entre o comportamento real dos pesquisados e suas percep¢des nao
revelou diferengas significativas entre compradores e ndo-compradores. Metade dos
pesquisados (49.8%) disse que ndo comprou alimentos rotulados GM. De interesse,
48% dos compradores de GM pensavam que ndo haviam comprado GM alimentos
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rotulados GM. Inversamente, quase 23% dos ndo compradores pensavam que tinham
comprado alimentos rotulados GM. Um elevado nimero de pesquisados (30%) alegou
gue ndo sabia.

Estudos com grupos de pesquisa mostraram que o alimento GM ndo esta em alta nas
mentes das pessoas quando se discutem hébitos de compra de alimentos. A
rotulagem foi exigida por participantes, mas poucos deles realmente olharam os
rétulos quando compraram alimentos. Argumentos céticos foram mais dominantes do
gue consideracdo dos beneficios, mas parece provavel que, no futuro, o clima e
restricbes da disponibilidade de alimentos pela populacdo possa levar a maior
aceitacdo dos alimentos GM.

CONCLUSOES

Em geral, esses estudos levam-nos a concluir que apenas um pequeno numero de
produtos GM rotulados estd a venda e sendo comprado em varios paises europeus.
Como o numero de produtos GM disponiveis desde a introducdo da rotulagem
declinou significativamente, podemos concluir que os consumidores europeus estao
restritos em sua escolha de compras, refletindo a falta de disponibilidade desses
produtos nas lojas.

O fato de trés em cada quatro pessoas alegarem saber que o alimento tem que ser
rotulado, e que dois tercos dizem que ndo podem distinguir produtos GM de nao-GM,
pode refletir que menos de 50% dos pesquisados se deram ao trabalho de ler rotulos
antes de comprar um alimento. Alternativamente, isso pode significar que a informacao
do rétulo ndo é entendida ou é mal- interpretada. Outra razdo pode ser que as
pessoas simplesmente ndo estdo interessadas: isso parece ser confirmado pela
descoberta de que apenas 30% dos pesquisados serem cuidadosos em ndo comprar

alimentos com ingredientes GM.

Nossos resultados, incluindo os estudos com poloneses e britanicos residentes nos
Estados Unidos, sugerem que a maioria das pessoas ndo esta realmente interessada,
nem muito alerta a presenca de ingredientes GM ou produtos. Pesquisas de opinido
em outros lugares mostraram um nivel baixo e em declinio no interesse na questdo
GM quando os pesquisados sdo perguntados sem estimulo a uma lista de
preocupacdes sobre alimentos. E apenas quando os OGMs s&o trazidos
especificamente a sua aten¢éo que eles mostram antipatia. Isso também é confirmado
pelos resultados das discussdes nos grupos de pesquisa.

De maneira geral, os consumidores continuam a mostrar uma atitude negativa em
relacdo a ingredientes GM em produtos alimenticios e a tecnologia génica em
particular. Quando perguntados se comprariam alimentos GM, supondo beneficios,
como precos menores, produtos mais saudaveis e producdo “ambientalmente
amigavel”’, a maior parte das pessoas permaneceu negativa. Isso nao é refletido nos
resultados dos grupos de pesquisa, onde as pessoas pareciam mais positivas em
relacdo a alimentos GM com beneficios especiais. Os estudos com o0s grupos de
pesquisa levam a conclusédo que os ingredientes geneticamente modificados ndo séo
um problema que as pessoas consideram seriamente enquanto fazem compras.
Cuidados com o ambiente ou qualidade em relacdo ao preco sdo mais importantes.
Seria interessante explorar mais as razdes para essas diferencas.

O fato de que os produtos GM rotulados estdo disponiveis e realmente adquiridos
mostra que na verdade hd um mercado para tais produtos. Nossos resultados podem
sugerir que esse mercado pode ser ainda maior do que se cré, uma vez que 20% dos
ndo-compradores ja estdo comprando alimentos GM e cerca de 30% nem sequer
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sabem se estdo ou ndo comprando. E interessante notar que os dados ndo mostram
diferencas significativas entre compradores e ndo-compradores.

Nossas observacfes sublinham o fato de que as pessoas dizem diferem do que elas
fazem. Quando perguntados se haviam comprado alimentos GM, metade dos
pesquisados disse que ndo. Mas a andlise do cddigo de barras de suas compras
mostrou que metade deles estava errada e que tinha de fato comprado tais produtos
GM. Talvez eles ndo soubessem o que haviam comprado. Algumas pessoas também
pensavam que haviam comprado alimentos GM quando, de fato, ndo haviam. Nossos
dados néo séo suficientemente extensos para penetrar mais fundo nas mentes dos
compradores, mas podemos razoavelmente concluir que:

* a maioria das pessoas nao evita ativamente o alimento GM, sugerindo que ndo estao
muito preocupadas com a questdo GM;

 ligar os dados de compra com as respostas a questionarios € um modo mais

confiavel de estabelecer atitudes do que apenas pesquisas de opinido.

Tabela 1. Numero de produtos rotulados GM (cédigos de barras) por pais encontrado
nos supermercados em 2007.

Pais

Republica Checa | GM
Holanda GM
Polbnia GM
Espanha GM
Reino Unido GM
Estonia GM
Alemanha GM
Suécia GM
Eslovénia GM
Grécia GM
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BACKGROUND E OBJETIVOS

No debate sobre a biosseguranca de Organismos Geneticamente Mmodificados
(OGMs), os resultados e mesmo a existéncia da pesquisa em biosseguranca de OGM
sao frequentemente ignorados. Como consequéncia, a base ja estabelecida e sélida
para a discussao cientifica sobre a biosseguranca dos OGM ndo é completamente
explorada na Europa e ho mundo todo. A principal meta deste projeto foi promover o
envolvimento cientifico e sua percepcdo mais ampla nas discussfes e tomada de
decisbBes na biosseguranga dos OGM. Como tal, 0 BIOSAFENET néo foi um projeto de
pesquisa, mas uma iniciativa de formar uma rede para a pesquisa de bios-seguranca.

As atividades cobriram instrumentos de informacdo para cientistas, tomadores de
decisdo, interessados e o publico em geral; e reunides cientificas e suporte logistico
para a formacdo de redes. Um objetivo principal foi reforcar a posicdo dos
pesquisadores europeus na arena internacional. Para conseguir isso, a participagédo
ativa dos cientistas europeus no Simpdésio Internacional sobre Biosseguran¢ga de OGM
(ISBGMO), o unico internacionalmente reconhecido neste importante campo da
pesquisa, assim como foram apoiadas atividades de formacéo de rede de cientistas
nos novos Estados-membros e paises associados. As plataformas fornecidas pela
Sociedade Internacional para Pesquisa em Biosseguranca (ISBR) foram exploradas
para realgcar o papel dos especialistas europeus no debate internacional sobre bios-
seguranca. Além da formagdo de redes, outros instrumentos de comunicagdo
aumentaram o fluxo de informagdes sobre resultados da pesquisa em biosseguranca.
Os grupos alvo eram cientistas, regulamentadores, tomadores de decisdes, a midia e
0 publico em geral. Essas atividades trataram de demandas especificas para cada
grupo, da informacgé&o sobre projetos especificos, compilagdo de conhecimentos para a
avaliacdo de questbes criticas sobre bios-seguranca (futuras) e apresentacfes de
resultados de pesquisa de biosseguranca para o publico em geral.
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As atividades do BIOSAFENET foram coordenadas no projeto “Envolvimento global de
cientistas da pesquisa publica na regulamentacdo da biosseguranca e biotecnologia
agricola (Science4BioReg)”. O intercAmbio com outros projetos financiados pela UE
conduzindo pesquisa sobre OGM também foi estabelecido via Advisory Board.

ABORDAGEM E METODOLOGIA
O projeto foi estruturado em quatro blocos de trabalho e a se¢éo de gerenciamento:

WP1. Compreendeu apoio aos cientistas europeus para participar ativamente nos
simposios de 2006 e 2008 ISBGMO sobre biosseguranca, assim como a organizacao
de semindrios de especialistas sobre questbes chave de pesquisa em biosseguranca.
O BIOSAFENET financiou os seminérios e organizou o(s) local (ais) e a logistica, com
0s parceiros do projeto participando ativamente nos seminarios e coorganizando-os.
Relatérios de recomendagfes foram/séo publicados sobre as questdes discutidas nos
seminarios.

WP2. O projeto estabeleceu um intercAmbio com a Sociedade Internacional para
Pesquisa em Biosseguranca (ISBR), os organizadores dos simposios ISBGMO, em
dois aspectos. O comité do programa e a BIOSAFENET coordenaram os convites e as
atividades dos cientistas europeus no simpésio. Uma vez que a ISBR também
forneceu uma plataforma internacional baseada em ciéncia para a discussdo e
promocao de questdes de biosseguranca, BIOSAFENET estabeleceu, juntamente com
a ISBR instrumentos de comunicagao geral envolvendo especialistas europeus, i.e. um
website e uma circular. Além da ligacdo com a ISBR, WP 2 apoiou as atividades de
formacdo de rede cientifica nos Balcds e na Turquia, incluindo reunides com
representantes de outro projetos financiados pela UE, tais como Science4BioReg, CO-
EXTRA, TransContainer e PharmaPlanta. Outra atividade foi a reconstrugdo de um
banco de dados de pesquisa em bios-seguranca (anteriormente GMO RES COM),
agora sobre a cobertura do ICGEB e renomeado BiosafeRes. O intercambio com
outros projetos financiados pela UE foi fomentado via Advisory Board.

WP3 tinha a tarefa de estabelecer uma plataforma na Internet para a disseminacao
de informacdes relativas a biosseguranca a todos os grupos de interessados e ao
publico.

WP4 foi criado para informar a midia e os jornalistas sobre questdes de
biosseguranca. A informacdo sobre topicos da pesquisa em biosseguranca foi
compilada e editada para distribuicdo para a midia.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

Em setembro de 2006, o projeto iniciou pela selecdo de cientistas para a delegagéo
europeia ao 9.° Simpésio Internacional de Biosseguranca de Organismos
Geneticamente Modificados (ISBGMO) em Jeju, Coréia. Onze cientistas (de seis
paises da UE) receberam apoio para participar como palestrantes, presidentes de
sessdo ou organizando comités. Em 2008, o 10.° ISBGMO foi organizado em
Wellington, Nova Zelandia, e a participacéo de 16 cientistas (de dez paises da UE) foi
paga pelo projeto. Resumos e relatorios de ambos 0s simpdésios estao disponiveis no
site da ISBR (www.isbr.info) ou serdo publicados na Environmental Biosafety
Research.

Seis semindrios para especialistas foram organizados durante o periodo do projeto
BIOSAFENET sobre os seguintes tpicos:
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. virus vegetais e engenharia genética;

. adaptacdo de culturas transgénicas;

. experiéncia em monitoramento de milho Bt ;

. estatisticas para experimentos de campo em relacdo a avaliacao de risco;
. insetos transgénicos; e

. plantas GM e tolerancia a stress abiotico.

DU WN PP

O BIOSAFENET convidou cientistas com especializacdo em seus respectivos campos
pra explorar os assuntos em uma atmosfera de mente aberta com um grupo de 20
cientistas, e uma reunido de dois a trés dias. As discussdes e conclusdes de cada
seminario foram ou serédo publicadas como comentarios na Environmental Biosafety
Research. Varios seminéarios foram organizados em seguida a reunides de grupos de
trabalho da EFSA, Painel GMO , proporcionando uma ligacéo direta e em apoio entre
a pesquisa de biosseguranca e avaliacdo de risco ambiental. O conceito de
seminarios de especialistas sera adotado pelo ISBR para mais atividades.

BIOSAFENET reconstruiu um banco de dados de projetos de pesquisa de
biosseguranca. O novo banco de dados, gerenciado pelo ICGEB agora chamado
BiosafeRes (http://www.icgeb.org/~gmores/prod/index.php), fornece acesso publico
livre no mundo todo para descricdes de projetos de pesquisa atuais e anteriores sobre
biosseguranca de OGMs. Os grupos alvo variam de cientistas a jornalistas e o publico
em geral. O banco de dados também apdia pesquisadores em paises em
desenvolvimento ansiosos por estender seus contatos com cientistas europeus e
desenvolver projetos colaborativos com eles.

O website www.gmo-safety.org , editado por um parceiro, foi apoiado em parte pelo
BIOSAFENET por promover um férum para disseminar informagdes sobre pesquisa de
bios-seguranca para um publico mais amplo. Seus servigos incluem o Biosafenet
Download Centre para trabalhos e publicagfes livremente acessiveis, e 0 Biosafenet
Navigator que fornece links a websites relevantes. O ndmero de visitantes entre 2007
e junho de 2009 subiu de 16 mil a aproximadamente 25 mil por més.

Além disso, material para midia e noticias sobre questdes destacadas como “plantas
resistentes a herbicidas e biodiversidade”, "o ecossistema do solo” e “Bt e as
borboletas” foram preparadas e distribuidas para a midia e os jornalistas. Durante o
periodo do projeto, foram compilados 21 materiais para a midia e elaborada uma lista
com mais de 800 jornalistas europeus/internacionais para receber mais informacdes
sobre pesquisa de biosseguranca.

Varias atividades do BIOSAFENET também estabeleceram contatos diretos com
grupos alvos e interessados. Em maio de 2008, Science4Bioreg e BIOSAFENET
organizaram uma cabine de informacdes e varios eventos colaterais na 4.2
Conferéncia dos Participantes do Protocolo de Cartagena, 12 a 16 de maio de 2008,
em Bonn, Alemanha. Cientistas do Science4Bioreg, BIOSAFENET e outros projetos
financiados pela UE introduziram seus topicos de pesquisa de biosseguranca e fontes
de informacg®es relacionadas a uma audiéncia internacional.

Cientistas europeus trabalhando no campo da biosseguranca foram contatados
diretamente em vérias conferéncias e seminarios para participarem de discussfes
cientificas sobre bios-seguranca. Além disso, a participacdo ativa dos parceiros do
BIOSAFENET em conferéncias regionais, seminarios e reunibes de trabalho sobre
avaliagdo de risco e biosseguranca focalizou nos novos Estados-membros, a regido
dos Balcas e a Turquia (17 paises), e uma lista de 90 especialistas dessas regides foi
compilada. Uma troca continua com a ISBR, a Pannonian Plant Biotechnology
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Association (PPBA) e a Black Sea Biotechnology Association foi mantida durante o
projeto.

O projeto BIOSAFENET terminou com uma conferéncia publica feita em 29 de junho
de 2009 em Berlim. Os parceiros do projeto e representantes das instituicdes
cooperadoras, tais como a ISBR e PRRI/Science4Bioreg, relataram projetos,
atividades conjuntas e conclusfes. A conferéncia foi concluida com um painel de
discussdo por cientistas, jornalistas, industria e representantes de ONG sobre a
comunicacdo da pesquisa em biosseguranca, levando em conta as preocupacdes do
publico.

CONCLUSOES

O Conselho Consultivo do BIOSAFENET, reconhecidos especialistas europeus de
bios-seguranca e membros administradores de outros projetos financiados pela UE
avaliaram as atividades na metade e no final do projeto. O conselho destacou os
instrumentos flexiveis desenvolvidos e o desempenho geral do projeto, classificando o
formato e o contetdo dos seminarios de especialistas e relatérios de recomendacdes
como instrumentos convincentes para resolver problemas especificos de
biosseguranga.. O conceito do seminario serd adotado pela ISBR para eventos
futuros. O conselho também recomendou manter o banco de dados (BiosafeRes) e as
atividades do website (www.gmo-safety.eu), e mesmo a tradugéo delas em linguas
adicionais da UE. Isso est4 essencialmente alinhado com o feedback do evento
colateral em COP/MOP 4, quando os participantes realcaram a necessidade de ter
acesso as informacgdes cientificas e gerais de um modo “uma-sé-parada”. A ICGEB
continuard a gerenciar o BiosafeRes. A continuagdo e extensdo do website e
atividades relacionadas, tais como editar as informac¢des pincadas da media,
dependerao de financiamento futuro de projeto no nivel nacional ou europeu.

O intercambio com a comunidade cientifica foi realizado mais efetivamente através do
apoio de redes existentes de organizacbes como a ISBR, PPBA ou a Black Sea
Biotechnology Association. Além disso, semindrios sobre avaliacdo de risco de OGM e
biosseguranca para pesquisadores regionais foram bem aceitos e podem aumentar a
conscientizacdo dos tépicos discutidos. Uma estrutura de comunicagdo regional
refletindo as necessidades regionais melhoraria 0 envolvimento, mas ainda nao esta
bem institucionalizada na maioria dos novos Estados-membros ou paises associados.

O BIOSAFENET facilitou os contatos iniciais e as reunifes de pesquisadores e
especialistas interessados nessas regifes, mas iniciativas de apoio serdo necessarias
para estabelecer reunides rotineiras e fomentar a integragdo internacional.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

Tome duas cidades importantes de partes diferentes da Europa: Italia e Holanda.
Imagine, de um lado, jovens cientistas ansiosos por discutir seu trabalho, e, do outro
lado, um grupo de homens-e-mulheres-nas-ruas com vontade de compartilhar seus
pontos de vista e contribuir para novos papéis em ciéncia. Isso é o BIOPOP!

Este projeto € uma notavel mistura de entusiasmo e ideias inovadoras de cinco
organizagdes de jovens cientistas da Jovem Rede de Biotecnologia Europeia, liderada
pela Associacdo de Biotecnologos Italianos juntamente com o BtS, Amicale,
GeNeYousS, TU, Lodz ASSB, Aethia e Observa Science in Society.

O BIOPOP trata das grandes questdes presentes na interface “ciéncia e sociedade”.
Reconhecendo isso, a Comissdo Europeia concordou em financiar essa fonte de
novas ideias, estabelecendo com isso um novo recorde da mais jovem faixa etaria de
pesquisadores e estudantes ja agraciados com uma doacao na estrutura do programa
FP5 para a pesquisa e o desenvolvimento tecnolégico.

Evocando as palavras “BlOtecnologia” e “POPular”, e associando-as com musica pop
e 0 movimento pop, O projeto visa a estabelecer um novo formato para comunicacéo e
participacdo publica na ciéncia, criando um ambiente especial em que a préxima
geracdo de cientistas e cidaddos possa realmente se encontrar e efetivamente
estabelecer um didlogo e comunicacéo de longo prazo.

Um dos eventos do BIOPOP foi a colocacdo de uma barraca especialmente projetada
nas principais pracas dessas duas importantes cidades, onde os pesquisadores e
transeuntes tinham a oportunidade de estabelecer um relacionamento Unico entre a
sociedade e a ciéncia.
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O projeto foi desenvolvido em estreita colaboracdo com profissionais da midia,
organizada em ambos o0s paises em grupos de contato com a midia — jornalistas
“ativistas” e comunicadores que discutiram, compararam e revisaram as ideias dos
jovens cientistas sob varios pontos de vista.

O primeiro evento teve lugar em Bolonha, em outubro de 2005; e o segundo em Delft,
em abril de 2006. Quatro mil pessoas em Bolonha, 2 mil em Delft contribuiram para
uma extraordinaria experiéncia que tocou em questdes “quentes”, tais como terapia
anticancer, células-tronco, OGM e seguranca de alimentos, e patentes de coisas vivas.

Estes jovens cientistas discutiram tais questdes abertamente com as pessoas que
encontraram, compartilharam seus sentimentos e emoc¢fes, ouviram e coletaram
reacOes, desafiando a si proprios em seus proprios topicos de pesquisa. AO mesmo
tempo, pessoas do publico puderam expressar seus pontos de vista sobre iniciativas
de regulamentacéo e sobre campos da ciéncia que mereciam mais financiamento.

Uma complexa avaliacdo do sistema foi usada para acompanhar o intercambio entre
0S jovens cientistas e o publico e medir o impacto desse novo modelo de comunicacao
tanto sobre os cidaddos como os pesquisadores.

ABORDAGEM E METODOLOGIA

O projeto produziu um formato de comunicacdo estruturado para parear com as
pessoas participantes e a abordagem na qual foram treinados. Esse foi um
treinamento sob medida, baseado em um modelo especificamente projetado e usando
um novo sistema de manejo de conteldo para assegurar que 0S jovens cientistas
aplicassem corretamente o modelo.

As pessoas

As pessoas envolvidas no BIOPOP eram os professores e animadores, mais
pesquisadores e estudantes de ciéncias naturais. O processo foi, portanto, sui generis,
no sentido de que os participantes vieram de seus laboratérios para encontrar o
publico e, apds seu envolvimento, voltaram ao seu trabalho diario em ciéncia. Eles
passaram por uma experiéncia especial de interacdo com o publico, enquanto
permaneciam ativos em ciéncia. O objetivo era proporcionar um processo de
enriguecimento, com impacto esperado ndo apenas, ou ndo principalmente, sobre o
publico, mas sobre os proprios cientistas.

Abordagem

Comparado com experiéncias anteriores de interacdo, o modelo desenvolvido requer
gue os cientistas se encontrem com o publico em um ambiente neutro (i.e. ndo
baseado no cargo), para compartilhar pontos de vista e ndo apresentar posi¢cdes. O
modelo visa a criar interacdo entre pares e ndo se trata de cientistas encontrar o
publico, mas de uma interacdo interpessoal em que cada um tem o seu ou a sua
propria bagagem de experiéncia para trocar.

Treinamento
Para assegurar esses aspectos do modelo de comunicacdo, um conjunto especial de
mddulos de treinamento foi desenvolvido com o objetivo especifico de:

1. desconstruir a visdo baseada em funcéo do cargo e categorizada do publico;

2. desenvolver uma abordagem ao publico baseada no compartiihamento de
experiéncia,;

3. treinar em um sistema diferente em conteddo/administracdo de conhecimento,
desenvolvido especificamente sob o projeto.

218



Contexto
Os aspectos principais do ambiente no qual a comunicacao foi estabelecida eram:

baseadas na juventude, i.e. inevitavelmente, as interacdes seriam essencialmente
entre jovens;

informal, i.e. as reunides, discussbes e todas as interacdes durante o evento foram
abertas e moldadas pelas contribuicdes dos participantes;

baseada em ciéncia: apesar da presenca de pessoas jovens e da informalidade, era
evidente que esta era uma oportunidade para discutir ciéncia com cientistas. Cada
experiéncia era essencialmente cientifica.

Gerenciamento do contetdo

Instrumentos especificos foram desenvolvidos para gerenciar a troca de informacdes
durante o evento e, portanto, estabelecer uma interacao frutifera, evitando o chamado
“modelo deficitario”.

Os instrumentos desenvolvidos ligaram o conhecimento cientifico a vida diaria,
estabelecendo, portanto, um processo de gerenciamento de conhecimento que foi
mais complexo do que qualquer um apenas baseado em fatos, e mais préximo do
modo comum de ligar diferentes niveis de informacdo durante a discussdo. Mais
ainda, alguns dos instrumentos baseados em discussbes foram projetados para
assegurar que o intercambio fosse sempre aberto, em vez de levar a conclusfes ou a
posicoes fixas.

PRINCIPAIS DECOBERTAS E RESULTADOS

Uma nova abordagem da midia foi estabelecida: os jornalistas e organiza¢des néo
apenas distribuiram informacgfes sobre os eventos, mas foram ativamente envolvidos
no desenvolvimento e realizacdo do modelo de comunicacéo e em todas as atividades
de disseminacao (press releases, publicidade, website).

O modelo inovador de comunicacao funcionou bem e foi prontamente aceito por todos
os envolvidos. A resposta positiva do publico a participacao “de baixo para cima” € um
sinal seguro de que esses métodos sdo apropriados: as raras oportunidades em
participar de tais atividades tendem a ser totalmente aproveitadas pelas pessoas mais
ativas, independentemente do nivel de seu envolvimento diario em tépicos cientificos.
Juntamente com a organizacdo do evento, houve uma estrutura especifica para
cientificamente avaliar o impacto do modelo nas pessoas: o0 projeto foi planejado ad
hoc para medir par@metros nunca medidos em experiéncias prévias baseadas no
“modelo deficitario”. O esquema original de avaliagao é outro resultado concreto do
projeto.

Eventos como estes parecem ser muito bem-sucedidos, especialmente no nivel de
comunicacgdo interpessoal entre 0s membros do publico e pesquisadores. Um publico
ativo procurando informacdes e querendo engajar-se em discussdes individuais sobre
biotecnologia parece ficar bem atendido com um evento como este. A interacdo nao
intermediada e humana fornece a possibilidade de criar um processo auténtico de
comunicacgdo de duas vias, o didlogo entre cientistas e membros do publico.

Essa “redescoberta” da comunicacao aberta interpessoal pode levar a mais confianca
€ menos cinismo, talvez mais do que outros tipos de interacdo intermediada com a
ciéncia e tecnologia na midia de massa ou em museus. Parece vital que os
comunicadores sejam 0s proprios pesquisadores, em particular jovens, e nenhum RP
ou encarregado de informacdes estejam envolvidos.
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A reduzida idade dos cientistas envolvidos € um fator importante na facilitacdo da
comunicacdo, porque faz o didlogo mais informal, em comparacdo com o
relacionamento de cientistas bem conhecidos e o publico. As sessfes de laboratorio
aberto nas tendas, a mensagem de comunicagéo relativamente aberta na “exibicdo
boa cabega” e a combinagdo de imagens estereotipadas e fortemente néao
estereotipadas produziram um ambiente bem-sucedido para a comunicagdo
interpessoal. Juntos, todos esses aspectos forneceram a oportunidade de preservar,
ou restaurar, certo grau de complexidade as comunica¢cdes como é a realidade na
pesquisa cientifica.

Este tipo de comunicacdo ndo reduz a ciéncia a declaragdes “preto no branco” ou
guestbes de certo ou errado sobre a realidade. Ele ndo apenas demonstra o0s
resultados cientificos, mas também o processo da pesquisa em biotecnologia (embora
iSsO seja uma pequena parte do todo) e as questdes sociais e éticas que cercam esse
tipo de pesquisa. A comparacgdo entre as duas experiéncias deu indicacdes uteis para
a averiguacdo do sucesso da abordagem da comunicagdo lancada no projeto
BIOPOP.

CONCLUSOES

Por um lado, se concluimos que este € um modelo de comunicacdo inovador e
bemsucedido, convidamos instituicdes e a midia a explorar o material e os métodos
que o BIOPOP tornou agora disponiveis. Por outro lado, entretanto, algumas questées
nao resolvidas permanecem apds a experiéncia BIOPOP. Sem excecdo, cada um dos
150 cientistas de toda a Europa que participaram nessa iniciativa tiveram as mesmas
dificuldades em engajar-se no projeto. Uma vez que um dos aspectos-chave era
envolver cientistas jovens desejando permanecer ativos em ciéncia, o maior obstaculo
para eles foi devotar parte de seu tempo a comunicacao e ao treinamento.

Ndo era apenas uma questdo do tempo materialmente disponivel para essas
atividades. Era também uma questdo da aceitacdo cultural de seu engajamento em
seus laboratérios. Em quase todos os casos, diretores de laboratérios, assim como
colegas, consideraram mesmo uma pequena porcdo de tempo devotada ao
engajamento publico como um desperdicio de tempo! Em vez de ser um valor
agregado, foi considerado prejudicial para o trabalho no laboratério, e até mesmo
prejudicial as perspectivas de carreira das pessoas.

Este é o principal paradoxo: em todos 0s niveis, as instituicbes europeias e nacionais
clamam por maior responsabilidade social dos cientistas e realcam a necessidade de
um compromisso com o publico como parte dos deveres do pesquisador,
especialmente quando as atividades sdo financiadas com doagdes publicas.
Compromissar a comunidade cientifica com uma diferente visdo depende por definicao
dos cientistas jovens, uma vez que isso implica treinamento, de um lado (treinamento
em comunicacdo e em modelos participativos) e uma evolucdo cultural por outro,
acompanhada de uma mudanca nas percepg¢fes do publico. A imagem emergindo de
um lado, portanto, é que:

1. as instituicbes pedem maior engajamento;
2. cientistas jovens deveriam ser o0s principais atores envolvidos no processo,

mas por outro lado:
1. a cultura da comunidade cientifica estabelecida ndo favorece este engajamento;
2. ndo ha incentivos ou recompensas para aqueles cientistas engajados com o publico

enquanto permanecem ativos em ciéncia;
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3. ambas as questdes-chave impactam especialmente os cientistas jovens, uma vez
gque eles sdo menos autdnomos e frequentemente tém posi¢des instaveis.

E evidente que h& necessidade de achar propostas factiveis para remover esses
obstaculos, para oferecer incentivos a pesquisadores e suas instituicbes, assim como
dar maior valor a carreiras, no curto e médio prazo, e produzir uma mudan¢a na
dimenséo cultural a longo prazo. Enquanto a mudanga cultural pode ser parcialmente
deixada para a mudanca de geracao, diferentes métodos e solucbes tém que ser
experimentados nos outros aspectos-chave.

A segunda questdo emergindo do projeto BIOPOP é mais estreitamente ligada as
experiéncias de cientistas quando engajados com o publico. Ela relaciona-se com o
impacto do publico nas atividades do cientista quanto retorna a seu laboratorio.

O engajamento publico é apenas uma apresentacdo? Como lidamos com a questao
epistemoldgica dos debates sobre o brilho da biotecnologia, i.e. a necessidade de uma
administracdo da pesquisa e desenvolvimento tecnolégico mais complexa e
participativa? Essas séo as questdes para as quais, para fornecer respostas sérias, 0s
jovens cientistas europeus precisaréo de incentivos concretos.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

Os consumidores europeus esperam alimentos seguros e de alta qualidade.
Entretanto, parecem duvidar que os produtos OGM podem preencher essas
exigéncias. Pesquisas deixaram claro que a maioria dos europeus vém a tecnologia
génica na agricultura e produtos alimenticios com algum ceticismo. Em uma pesquisa
Eurobarometer em 2005, somente 27% dos europeus expressaram atitude positiva
com relacéo aos alimentos GM.

Também é evidente que informacdes precisas sobre OGM sao a chave para assegurar
uma escolha informada do consumidor sobre tépicos relacionados com produtos GM.
Pesquisas nacionais e europeias indicam que muitos consumidores europeus ainda
ndo formaram uma opinido definitiva sobre o tépico. De acordo com a pesquisa
Eurobarometer em 2007, o “uso de organismos geneticamente modificados no cultivo”
€ 0 segundo tépico mais comun gque 0s consumidores europeus citam como um déficit
claro de informacéo (34% dos pesquisados).

A informacédo baseada em ciéncia sobre 0 uso e seguranca de produtos OGM, assim
como o procedimento de aprovacéo, frequentemente falha em alcancgar o grupo alvo, o
consumidor e o publico em geral. Da mesma forma, os resultados da pesquisa
referentes a OGMs sdo quase desconhecidos do publico. A percepgédo publica desses
fatos é seletiva: sinais de preocupagdo com seguranca evocam uma reacdo muito
maior do que as explicacBes baseadas na ciéncia. Isso intensifica a incerteza de
muitos consumidores.

ABORDAGEM E METODOLOGIA
A plataforma da Internet www.gmo-compass.org foi estabelecida na 62 Estrutura de
Programas de Pesquisa Europeia da UE sob Prioridade 5: Qualidade e Seguranca de

Alimentos 2005 - 2007. Os objetivos principais eram:

* uma presenga mais forte e conscientizacdo de fatos baseados em ciéncia sobre
seguranca e potencial das culturas GM no debate publico;
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» transparéncia na pratica regulatéria da avaliagdo da seguranga dos OGM,
fomentando assim maior confianca do publico na seguranca dos OGM,;

« fonte de informagao compreensivel para consumidores bem informados;

* uma plataforma de dialogo para a discussao da biotecnologia verde.

A disseminacéo e facilitacdo do acesso a informacdes baseadas em ciéncia sobre
questbes de OGM sédo um dos principais objetivos do portal de informacdo GMO-
COMPASS. As ofertas de informacdo precisam adaptar-se melhor & demanda — isso
significa atingir as expectativas, necessidades, 0s interesses e o background de
conhecimento dos consumidores. Esforcos consideraveis sao necesséarios para
fornecer informacédo cientifica sobre aspectos da seguranca de OGM e as fundacdes
do controle estadual para o publico para assegurar a percepcao apropriada. Isso é
onde o GMO-COMPASS contribui fornecendo conceitos apropriados.

O GMO-COMPASS apresenta uma plataforma orientada ao consumidor que oferece
informacgéo facilmente compreensivel sobre produtos OGM, seu uso e questdes
relacionadas de avaliagcdo de seguranca. Informagfes sobre OGMs e produtos OGM
estdo ligadas a informacdes de background e topicos gerais de relevancia. Aspectos
politicos, nacionais, legais e socioeconémicos ao longo da cadeia alimentar séo
estreitamente ligados e apresentados na forma de blocos de informacgdo condensada.

Informacdo baseada em ciéncia. O conceito editorial indica que o website é o
trabalho de jornalistas de ciéncia que exercitam a liberdade jornalistica na selegéo e
apresentacdo do conteudo do website. Isso assegura credibilidade, que € um fator
essencial no sucesso quando se apresentam topicos relacionados com OGM. Usando
uma abordagem equilibrada, a informacédo € compilada e transmitida de um modo que
é factual e relativamente facil de entender. Usuarios que desejam aprender mais
podem achar links para fontes de texto completo relevantes em cada pagina do
website. Todos o0s textos sdo escritos jornalisticamente e apresentados em um projeto
atrativo e conciso com multiplos estilos de apresentagdo incluindo relatérios,
entrevistas, animacoes, fotos e diagramas.

Didlogo publico. O website GMO-COMPASS também foi testado como uma
ferramenta para processos de didlogos em questdes de OGM. Em 2006, GMO-
COMPASS iniciou um discurso online sobre ‘The Future of GM Crops in Europe —
Coexistence with Conventional and Organic Farming’ (O futuro das culturas gm na
europa — coexisténcia com cultivo convencional e organico). Discursos online servem
como um meio para coletar informacédo e preparacdo para tomada de decisdes. Eram
para oferecer aos consumidores e interessados uma oportunidade justa de expressar
suas necessidades e desejos (demandas de informacéo). O discurso era limitado a um
programa de quatro semanas e terminou em 8 de outubro de 2006. Para incentivar o
debate, uma equipe de moderadores criau trés cenarios ficticios diferentes relativos a
implementacéo e aos resultados de praticas de coexisténcia no ano de 2016.

PRINCIPAIS DECOBERTAS E RESULTADOS

Estatisticas de usuarios do GMO-COMPASS.org cresceram continuamente, tanto que
ele se tornou um dos portais de informacéo independentes mais usados da Europa
sobre questdes de OGM. Durante o periodo do projeto, o website foi visitado
aproximadamente por 250 mil pessoas que leram cerca de 2,6 milhdes de paginas. No
final do periodo do projeto financiado pela UE (fevereiro de 2007), o ndmero de
visitantes alcancou uma média de mil por dia (aproximadamente 30 mil visitantes por
més). Os visitantes vieram de uma ampla gama de paises (cerca de 130) da Europa e
aléem.
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Desde o comeco, o GMO-COMPASS visou a melhorar o nivel de disseminacdo pela
cooperagcao com servigcos internacionais de noticias na area de biotecnologia agricola.
Este trabalho levou a uma publicidade extensiva para o website, 0 que também refletiu
no alto nimero de paginas da web referindo-se ao GMO-COMPASS (cerca de 8 mil
links externos).

CONCLUSAO

O rapido aumento do nimero de usuarios € o indicador mais importante da larga
aceitacdo pelo publico e utilidade deste website e da informacéo que oferece. O GMO-
COMPASS foi mantido vivo até hoje e o nimero de seus visitantes continuou a
crescer, quase triplicando, de 2007 a 2009, agora alcancando cerca de 80 mil usuarios
por més.

O projeto GMO-COMPASS web demonstra que pode ajudar os europeus a entender a
politica e a regulamentacdo de OGM e informa-los sobre novos desenvolvimentos e
beneficios e o debate publico de questbes de OGM. O consumidor foi alcancado com
o oferecimento de informagfes baseadas em ciéncia alinhadas com as expectativas
das pessoas leigas e inseridas em relatos equilibrados que inclui opiniGes contrarias e
0 ponto de vista de n&o-cientistas. Com estes meios, o GMO-Compass complementa
com sucesso o suprimento de informagfes existentes, as medidas de transparéncia
das instituicdes e dos 6rgdos do Estado, assim como os websites de grupos de lobby
e instituicbes cientificas.

O grande interesse do discurso online mostra que tais instrumentos sdo muito
adequados para fomentar um debate publico sério sobre tépicos e questdes OGM na
Europa. Para futuros discursos online, recomenda-se considerar as questdes locais
tais como o debate de zonas livres de GM ou experimentos de campo locais. Acredita-
se que tais topicos aumentam o interesse da pessoa leiga. A experiéncia sugere que
0os consumidores tendem a ser mais ativos se sao diretamente afetados por tépicos
locais.

PRINCIPAIS PUBLICACOES

BRAUERHOCH, F; EWEN, C; SINEMUS,K; (2007). Talking biotech with the public. Biotechnology Journal,
Volume 2 Issue 9, p 1076-1080.

MINOL, K; SPELSBERG, G; SCHULTE, E; MORRIS, N; (2007). Portals, blogs and co.: the role of the
Internet as a medium of science communication. Biotechnology Journal, Volume 2 Issue 9, p 1129-1140.

SINEMUS, K; EGELHOFER, M; (2007). Transparent communication strategy on GMOs: Will it change
public opinion? Biotechnology Journal, Volume 2 Issue 9, p 1141-1146.
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BACKGROUND E OBJETIVOS

Este foi o sétimo de uma série de levantamentos do Eurobarometer sobre a
biotecnologia conduzido em 1991, 1993, 1996, 1999, 2002, 2005 e 2010. Este ultimo
levantamento foi baseado em uma amostra representativa de 30.800 pesquisados de
27 Estados-membros, mais a Croécia, Islandia, Noruega, Suica e Turquia.

Questdes como a medicina regenerativa, producdo de Organismos Geneticamente
Modificados (OGMs), tanto transgénicos como cisgénicos), biobancos,
biocombustiveis e outras inovagBes tais como nanotecnologia e biologia sintética
foram investigadas. Também foram consideradas questdes mais amplas, tais como a
administracdo da ciéncia e o engajamento dos cidaddos. O levantamento fica como
uma contribuicdo ao debate publico e de politicas. Este sumério enfatiza as
descobertas relativas a OGMs.
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ABORDAGEM E METODOLOGIA

AO questionério para este levantamento do Eurobarometer incluiu questdes de
tendéncias-chave delineadas para avaliar a estabilidade, ou mudancga, em aspectos de
percepcbes publicas. Também incluiu novas questdes para capturar opinides e
atitudes sobre questbes emergentes no campo da biotecnologia. E, como em 2005,
houve questbes sobre nanotecnologia, em parte por que isso foi alcado como a nova
tecnologia estratégica e em parte devido as suas estreitas legacbes com a
biotecnologia. Também houve novas questbes sobre o emergente campo da biologia
sintética.

PRINCIPAIS DESCOBERTAS E RESULTADOS

O retrato dos cidadaos europeus pintado no levantamento de 2010, em comparacéo a
levantamentos anteriores, mostra que a crise de confianca na tecnologia e
regulamentacdo que caracterizou os anos 90 (como resultado da BSE, sangue
contaminado e outras falhas de regulamentos percebidas) ndo € mais dominante.
Hoje, hd um foco muito maior nas préprias tecnologias. Sao seguras? Sao Uteis? Nao
hé& rejeicdo ao impeto em direcdo a inovagdes e comercializa¢do, e 0s europeus estéo
a favor da regulamentacéo para equilibrar o mercado, refletindo sue desejo de estarem
envolvidos em decisdes sobre novas tecnologias em que valores sociais estdo em
jogo. Em geral, a maioria do publico europeu permanece otimista sobre a
biotecnologia e a engenharia genética.

O levantamento do Eurobarometer, entretanto, indica que algumas controvérsias
persistem, e os alimentos GM permanecem o calcanhar de Aquiles da biotecnologia.
Preocupacfes sobre a seguranca permanecem no topo, seguidas da auséncia de
beneficios percebidos. Os alimentos GM sdo vistos como ndo-naturais. Muito
interessante, quando a tecnologia é explicada em maiores detalhes no contexto da
producdo de macds e a comparacdo € feita entre transferir genes de espécies
diferentes (transgénicos) e aqueles de variedades que se cruzam naturalmente, 0
guadro torna-se mais complexo (cisgénicos). A maioria do publico europeu considera a
tecnologia cisgénica como segura e, dada a vantagem de menor uso de pesticidas,
essa abordagem parece aceitavel. Mesmo abordagens transgénicas recebem um
recepcdo algo mais positiva do que o proprio alimento GM, possivelmente pelos
potenciais beneficios do menor uso de pesticidas. O levantamento indica que as
objecbes ao alimento GM estdo relacionadas com preocupacfes com a seguranca
vistas no contexto de falta de beneficio percebido, e essas sédo objecbes que podem
declinar se novas variedades oferecerem beneficios claros.

O publico europeu é ainda menos a favor da clonagem animal para produtos
alimenticios, que s&o vistos como nao-benéficos, inseguros, injustos e preocupantes.
As similaridades entre as percepg¢des da clonagem animal e os alimentos GM sugerem
gue a combinacao da biotecnologia e alimentos é uma receita ndo palatavel.

Entretanto, h4 também uma clara disparidade de opinido através da Europa. O
levantamento indica que ndo ha maioria em qualquer pais a favor de encorajar os
alimentos GM: os pesquisados que pensam que deveriam ser encorajados variam de
44% no Reino Unido até apenas 10% na Grécia e em Chipre, e um nivel ainda menor
na Turquia (7%). Entretanto, dividindo a tecnologia nas abordagens transgénica e
cisgénica, os resultados sdo marcantemente diferentes. Quando perguntados se uma
tecnologia cisgénica deve ser encorajada, Chipre agora aparece com mais a favor,
com 76% , enquanto Luxemburgo é o mais cético, com apenas 35%.
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O levantamento mostra que a opinido publica europeia ndo precisa ser vista como
uma limitacdo & inovagdo tecnoldgica. Embora os alimentos GM ainda sejam
rejeitados em geral, os europeus favorecem a inovacdo sustentavel — por exemplo
tecnologias que permitem reduzir o uso de pesticidas, e a abordagem cisgénica em
vez das transgénica. Ha agora também maior confianca na industria e nas autoridades
regulamentadoras. E enquanto o publico europeu espera a regulamentagcéo
apropriada, em preferéncia a deixar as questbes por conta das forcas do mercado,
quer ser levado em conta quando a tecnologia e valores colidem.
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