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IV.1 Discussio sobre eventuais riscos e impactos da auséncia de avaliacdo de risco da entrada
de microrganismos exoticos no pais e discutir sobre a viabilidade de realizacio do
procedimento de avaliacido de risco

Antes da discussdo dos riscos e impactos da auséncia da avaliacdo de risco da entrada de
microrganismos exoticos no pais ¢ necessario tentar conceituar de forma mais precisa a definicao de
microrganismo exotico. Conforme discutido no produto II, para macrorganismos, apesar de nao
haver um conceito cientifico de espécie exotica que seja consenso entre os pesquisadores, as
premissas sdo muito bem estabelecidas. Pode-se dizer que, de modo geral, espécie exotica
corresponde a espécie que vive fora da sua area de distribuicdo e ocorréncia natural, tendo sido
introduzida nesse ambiente como resultado direto ou indireto da atividade humana (Coblentz, 1990;
Sala et al., 2000; Montgomery, 2011; Sagoff, 2018). Quando se trata de microrganismos nao existe
um conceito diferenciado de espécie exotica. Na verdade, para microrganismos em geral, devido as
dificuldades de quantificar ou diferenciar as caracteristicas morfologicas ¢ a alta frequéncia de
transferéncia horizontal de genes, o conceito de espécie em si ja representa um desafio (Hanage et
al., 2005). Adicionalmente, para microrganismos também sdo definidos alguns niveis abaixo de
espécie, como o termo tipo (ou Type) que se refere a um conjunto de linhagens dentro de uma
espécie, podendo ser chamado também de bidtipos ou sorotipos e o termo estirpe que se refere a
uma linhagem ou um unico isolado de uma dada espécie (Sandle, 2016).

Pelo fato dessas descricdes abaixo do nivel de espécie serem importantes apenas em
algumas situagdes especificas e na maioria das vezes a identificagdo no nivel de espécie ser
suficiente, acredita-se que o nivel taxondmico de espécie seja adequado para a resolucao
taxondmica do conceito de microrganismo exoético. Assim, extrapolando os conceitos gerais de
espécie exotica, propde-se que uma espécie microbiana seja considerada como exdtica quando
ainda ndo tiver sua ocorréncia natural registrada no territorio o qual se pretende introduzi-la.

Uma questdo muito importante ¢ que essa definicao precisa do que venha a ser uma espécie
exodtica deve ser clara e ndo ser passivel de gerar interpretacdes diversas. Pelas Legislagdes
nacionais atualmente vigentes, esse conceito parece ndo se ater ao nivel de espécie exotica, mas sim
de linhagens exoticas, entretanto a informagao ndo € passada de forma clara. No paragrafo unico do
2° artigo da Lei 13.123, de 20 de maio de 2015, considera-se como “parte do patrimdénio genético
existente no territorio nacional o microrganismo que tenha sido isolado a partir de substratos do
territorio nacional, do mar territorial, da zona econdmica exclusiva ou da plataforma continental”.
J& no Decreto N° 8.772, de 11 de maio de 2016, define-se que o microrganismo ndo sera
considerado patrimonio genético nacional, quando for comprovado que “foi isolado a partir de
substratos que ndo sejam do territorio nacional, do mar territorial, da zona econdmica exclusiva ou
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a de que qualquer espécie de microrganismo isolada de um substrato que ndo seja do territorio
nacional e, independente de sua ocorréncia nacional ja ter sido comprovada, seria considerada
exotica. Considerando ainda esse conceito qualquer espécie de microrganismo trazido de outro pais
seria exodtica, mesmo que essa mesma espécie ja tenha sido encontrada no territdrio nacional.
Sugerem-se retificagdes para que essa informacgao fique mais clara e detalhada e, ainda, conforme ja
discutido, que sejam consideradas duas propostas: 1. o nivel taxondomico de espécie € ndo de
estirpe/linhagem para a defini¢do dos microrganismos exéticos e 2. ser considerado exoética tal
espécie de microrganismo que nao tenha sido identificada no territorio brasileiro. Os demais
microrganismos importados poderiam ser definidos, por exemplo, apenas como microrganismos
exogenos (membros de uma espécie indigena do territdrio nacional, mas isolados de locais distintos
daquele que se pretende introduzir).

Quanto aos critérios para a definicdo da ocorréncia natural de microrganismos, novamente
também ndo ¢ uma questdo simples e eles ainda nao sao bem estabelecidos. Devido a dificuldade de
cultivo desses organismos apenas uma pequena fragdo da diversidade microbiana existente ¢
conhecida, o que impossibilita definir com precisdo se eles realmente ocorrem ou ndo em
determinado territorio (Ogunseitan, 2005; Amann et al., 1995; Mocali & Benedetti, 2010; Sierra-
Garcia et al., 2014). Entretanto, o desenvolvimento de novas técnicas, principalmente aquelas
baseadas no estudo de DNA, tem grande potencial de tornar o processo menos desafiador e esse
avanco deve ser considerado.

Propde-se que para a determinacdo da ocorréncia natural de microrganismos em
determinado territdrio seja considerado como principal critério a existéncia de pelo menos um
registro que comprove sua presenga no territorio em questdo. Para essa comprovacdo sugere-se que
sejam consideradas publicagdes cientificas, dados de depositos em coleg¢do que indiquem o local de
coleta desses microrganismos e bancos de dados de acesso ao patrimdnio genético como os dados
do SisGen (Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado), criado desde 2016 com o objetivo de gerir o patrimonio genético, ou seja, “informagao
de origem genética de espécies vegetais, animais, microbianas ou espécies de outra natureza,
incluindo substancias oriundas do metabolismo destes seres vivos”. Propde-se ainda, considerando
as dificuldades de cultivo de microrganismo j4 mencionadas, que sejam aceitas publicagdes nas
quais as espécies tenham sido identificadas apenas com a utilizacao de técnicas baseadas nos acidos
nucléicos, sem a realizacao de cultivo. Entretanto, ¢ importante destacar a necessidade de que a
identificagcdo microbiana em nivel de espécie baseada nos acidos nucléicos, independente da fonte
desse registro, tenha sido realizada com o uso de técnicas so6lidas, amplamente reconhecidas e
aceitas pela comunidade cientifica. Contudo, tendo em vista o rigor diferenciado entre os métodos
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sequenciamento de acidos nucléicos, sugere-se que quando a ocorréncia registrada se basear na
abordagem polifasica de identificagdo apenas um registro/notificacdo da espécie seja suficiente para
comprovar a sua ocorréncia natural no pais e quando o registro for baseado apenas na analise das
sequéncias de acidos nucléicos, seja necessario pelo menos dois registros/notificacdes para
comprovar a sua ocorréncia natural no pais. Essa sugestao ¢ importante porque além da abordagem
independente de cultivo se basear apenas em um tipo de caracteristica, no caso génica, erros de
atribuicao de taxonomia quando se utiliza banco de dados como referéncia para comparagao podem
ocorrer. Para otimizar o acesso a essas informacdes de ocorréncias de espécie propde-se a criagao de
um banco de dados nacional destinado a auxiliar na consulta de espécies indigenas do pais.

Outra importante questdo que precisa ser resolvida ¢ a definicdo de quais métodos serdo
aceitos para a identificagdo da espécie exotica que se pretende utilizar. Para tanto, primeiro se
recomenda a andlise dos genes marcadores filogenéticos, como o gene rRNA 16S para bactérias e
arqueas e o gene rRNA 18S e 28S, além da regido espacadora interna transcrita (ITS), para os
fungos. Porém, como para muitos géneros o uso desses marcadores nao permite uma resolucao
taxondmica em nivel de espécie, ¢ importante o uso dos genes housekeeping para melhorar essa
resolugdo. Nesses casos, para cada género de microrganismos de interesse, deve-se escolher os
genes mais adequados para identificacdo taxonomica em nivel de espécie com base na literatura
cientifica. Essa, portanto, ¢ uma abordagem de multilocus que pode ser obtida via amplificacdo e
sequenciamento dos genes individuais ou via a analise desses genes dentro do sequenciamento do
genoma da espécie em questdo. Considerando os desafios experimentais e os custos de cada um
desses métodos, sugere-se o sequenciamento do genoma por ser uma técnica mais rapida e, nos dias
atuais, com custo-beneficio satisfatorio. Existem atualmente, por exemplo, empresas brasileiras
prestadoras de servico de sequenciamento bacteriano que fazem o sequenciamento, montagem e
anotacdo do genoma com custo menor do que seria gasto em construcao de primers, enzimas e kits
de sequenciamento para o caso do uso da abordagem multilocus de amplificacdo dos genes
individualmente. Num segundo momento, sugerimos que quando ja existirem métodos de avaliacao
fenotipica para a espécie identificada, esses devem ser feitos como forma de validagdo da
identificacdo em nivel de espécie. Nesse caso, outra técnica que pode ser bastante util para a
validagdo da identificacdo da espécie realizada pela investigacdo dos genes, € o sequenciamento das
proteinas ribossomais via técnicas de cromatografia/espectrometria, como a espectrometria de
massa baseada em MALDI-TOF.

Nos produtos anteriores, discutiu-se sobre os principais possiveis riscos e impactos
decorrentes da introdu¢do ambiental de microrganismos exoticos. Dentre os principais, podemos
listar: Desencadearem processos alérgicos em humanos e animais pelo contato; Producdao de

antibidticos ou outros metabolitos ativos toxicos; Patogenicidade para organismos ndo alvo;



Potencial de recombinacao génica; Disseminagdo para além da area de interesse; Colonizacao
permanente do ambiente no qual foi introduzido; Alteragdo da composicdo da comunidade
microbiana indigena, causando desequilibrios do ecossistema, inclusive, nos ciclos biogeoquimicos;
Interferéncia na eficacia de inimigos naturais de pragas por meio de deslocamentos competitivos;
Se tornarem invasores, provocando extingao local ou global de uma espécie nativa (alvo ou ndo) ou
redug¢do da distribui¢do e abundancia de organismos nativos. Mas reforca-se, que praticamente
todos esses impactos podem decorrer da introducdo de qualquer microrganismo, mesmo ele sendo
nativo. Apenas a possibilidade de redugdao da abundancia, distribuigdo ou extingdo de espécies
nativas poderia ser considerado como um risco especifico de espécies exodticas. Adicionalmente,
destaca-se que, conforme exposto no produto II, foram poucos os efeitos ambientais negativos
encontrados em decorréncia da liberacdo de microrganismos exdticos como Agentes de Controle
Biologicos (ACB). Ja para agentes de biorremediacdo, ndo se encontraram relatos do uso de
microrganismos exoéticos, mas nenhum dano ambiental em decorréncia da utilizacdo de
microrganismos em geral foi localizado também.

Por outro lado, os beneficios do uso desses microrganismos sdo extensos, sendo alguns dos
principais para os ACB: Uso para o controle de espécies exoéticas invasoras, permitindo o retorno
das condi¢des ecologicas de uma 4rea que sofreu dano pela praga invasora e reducdo no uso de
agrotoxicos quimicos, o que diminui os gastos do sistema de saude decorrente da exposi¢ao e
redu¢do da contaminacao de aguas, solos e alimentos. E para os agentes de biorremediacgao:
Utilizacdo para degradagdo de contaminantes de interesse, principalmente recalcitrantes, para os
quais ndo se identificou nenhum microrganismo nativo capaz de degrada-lo e melhor custo-
beneficio, simplicidade, baixo impacto ambiental e aceitagdo publica se comparado as técnicas
fisico-quimicas. Assim, com base nos levantamentos realizados e mensurando-se 0s riscos €
beneficios, considera-se a introducdo e uso de microrganismos exoticos em territdrio nacional
benéfica, principalmente para uso como ACB. Como agentes de biorremediag¢do esse uso também
pode ser benéfico, entretanto sob condi¢des mais especificas. Um exemplo seria contra poluentes
recalcitrantes ou emergentes para os quais ndo se tenham identificado ainda microrganismos nativos
capazes de degrada-los com a mesma eficiéncia, ja que estudos demonstram que a comunidade do
local impactado pelo poluente costuma ter um desempenho melhor do que qualquer outro
microrganismo introduzido (OECD, 2015).

E claro que, por ndo ser um processo isento de riscos, é necessario que essa introdugio seja
precedida por uma avaliagdo de risco e sO seja autorizada se ficar comprovada a seguranga da
utilizacdo do microrganismo exodtico. Nao hd uma unica metodologia ou protocolo universal de
avaliacdo de risco da introdugdo ambiental de microrganismos, sejam eles exoticos ou nao.

Encontram-se na literatura c6digos e normativas que tratam da importagao e liberagdo ambiental de



microrganismos, inclusive exoéticos, os quais foram levantados e consultados para a elaboracao do
produto I, e € neles que cada pais estabelece em detalhes os procedimentos para a avaliagdo de risco
de microrganismos que se deseja importar.

Em geral, uma avaliagdo de risco requer o fornecimento do méaximo de informagdes
possiveis sobre a espécie que se pretende introduzir no ambiente, a vulnerabilidade do ambiente que
recebera essa espécie, o seu potencial de se estabelecer no ambiente e de alcangar novas areas, bem
como suas formas de dispersdo, presenca de inimigos naturais, predadores ou parasitas, além dos
custos associados aos processos de contengdo dessa espécie (Andersenet et al., 2004; Stohlgrenet et
al., 2006). Geralmente essa avaliagao de risco esta associada a um relatério de manejo de risco, o
qual tem por objetivo selecionar e implementar acdes que impecam ou reduzam a chance de
ocorréncia de determinado risco ambiental (Andersen et al., 2004).

E necessario avaliar também em termos quantitativos e qualitativos a disponibilidade de
recursos ambientais ¢ a vulnerabilidade do ecossistema, conhecer a abundancia e distribuicao das
espécies nativas e as relagdes ecologicas que estabelecem umas com as outras, bem como
caracteristicas abidticas que compdem o ecossistema como temperatura, clima, altitude,
precipitacdo, pH, dentre outros (Stohlgren et al., 2006). Em relacdo ao ambiente que recebera uma
espécie ndo nativa, para que os estudos de avaliagdo de risco adquiram real confiabilidade, todos os
parametros descritos anteriormente também devem ser analisados em épocas diferentes, tais quais
como verao e inverno, periodo seco e chuvoso, e por diversas vezes (Stohlgren et al., 2006).

Apds avaliacdo dos resultados e dados obtidos com os testes realizados € preciso definir o
nivel de risco da utilizagdo do microrganismo. Em geral, ap6s a avaliacdo de risco, pode-se
categoriza-lo de acordo com o que € proposto pela OECD, 2015:

* Alto risco: Implica que riscos severos, duradouros ou efeitos adversos generalizados sdo provaveis
para cenarios de exposi¢do previstos, usos conhecidos, previsiveis ou pretendidos para o
microrganismo.

* Risco médio: Implica que efeitos adversos moderados sdo provaveis para cenarios de exposicao
previstos, usos conhecidos, previsiveis ou pretendidos para o microrganismo.

* Baixo risco: Implica que quaisquer efeitos adversos previstos para cendrios de exposi¢do provavel
do microrganismo sdo raros ou leves e com resolu¢do natural.

Sugere-se que espécies exoticas de microrganismos sO possam ser utilizadas se puder ser
concluido que apresentem baixo risco de utilizacdo.

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) é quem
estabelece as normas e procedimentos para a importagdo de microrganismos destinados ao uso
como agrotoxicos bioldgicos. Com relagdo a microrganismos exoticos ndo ha legislacdes que os

regule ou normas brasileiras diferenciadas que discorram sobre a avaliacdo de seus riscos. No



topico seguinte as principais normas brasileiras para a introdugdo de microrganismos em geral e que
sdo uteis serdo discutidas, assim como propostas especificas a serem aplicadas para microrganismos

exoticos.

IV.2 Proposta de critérios e procedimentos que poderiam ser adotados pelo Ibama para o
controle da introducao intencional de espécies exoticas de microrganismos destinados ao uso
como agentes biologicos de controle de pragas e doencas de plantas cultivadas ou como
agentes biorremediadores.

A respeito dos critérios e procedimentos que poderiam ser adotados pelo IBAMA para o
controle da introdu¢ao intencional de espécies exoticas de microrganismos, optou-se por categorizar
tais sugestdoes de procedimentos em duas abordagens: 1. Medidas de controle da introdugao
intencional de espécies exoéticas de microrganismos relacionadas ao controle do processo de
realizacdo dessa introducdo, que passa pelas etapas de Registro Especial Temporario (RET) para
experimentacdo, importagdo, quarentena e testes de aplicagdo em campo ¢ 2. Medidas de controle
da introdu¢do intencional de microrganismos exoéticos relacionadas a avaliagdo de risco para
autorizacdo de seu registro definitivo e utilizacdo no ambiente.

Uma estratégia que pode ser interessante para normatizar a importacdo e uso do
microrganismo exético no Brasil € considerar os procedimentos e normas de avaliagdo de risco que
estdo listadas nas legislacdes vigentes no pais para o registro de produtos correlatos e que ja s@o
aplicadas tanto para os produtos de origem nacional quanto internacional, acrescentando-se mais
alguns procedimentos que propde-se serem adotados devido as caracteristicas da condigdao de
exotico. Além das legislagdes brasileiras, sugere-se o uso de publicagdes de o6rgaos internacionais
como da Organizagdo para a Cooperagao e Desenvolvimento Economico (OCDE) e da Organizacao
das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO). Dessa forma, inicialmente serdo
descritos abaixo, de forma simplificada, os procedimentos das legislacdes brasileiras vigentes para a
importacdo de microrganismos destinados ao uso como ACB que propde-se serem mantidos e
utilizados também para o controle da introdugdo intencional tanto de ACB quanto de
biorremediadores exdticos.

Para importagdo de microrganismos destinados ao controle bioldgico, inicialmente ¢
necessario solicitar o RET para que possam ser realizados testes em campo para avaliar a eficacia e
seguranca do produto. A Instru¢do Normativa Conjunta MAPA/ANVISA/IBAMA N° 25, de 14 de
setembro de 2005, estabelece os procedimentos a serem adotados para efeito das avaliagdes
preliminares para obtencdo desse registro. O pedido inclui um relatério preliminar contendo
informacdes disponiveis na literatura sobre a classificacdo taxondmica e biologia do
microrganismo, tais como sua variedade de hospedeiros e pragas alvo. Inclui também analises de

informagdes sobre sua toxicidade, ecotoxicidade, carcinogenicidade e teratogenicidade, além de



medidas quarentenarias aplicaveis. Devem ser fornecidas informagdes do tipo de pesquisa que sera
realizada (se em laboratdrios, estufa, casa de vegetacdo, estacdo experimental ou campo), detalhes
do projeto experimental e dados necessarios a avaliagdo toxicoldgica e ambiental preliminar. Se,
apos a avaliacdo do IBAMA, ANVISA e MAPA, o pedido de RET for aceito o interessado pode
solicitar uma licenga para importar o microrganismo de interesse, justificando a razao para fazé-lo.
Outras informacdes que também devem ser informadas incluem: o nimero de importagdes, os
organismos que serdo recebidos, os possiveis fornecedores e locais onde os organismos a serem
introduzidos serdo coletados. Sugere-se que no caso de espécies exdticas de microrganismos seja
claramente justificada pelo interessado em importa-lo a razao da necessidade e importancia da
utilizagdo desse tipo de microrganismo.

Em seguida, a parte interessada deve contactar a instalacdo de quarentena responsavel para
receber o microrganismo, a qual deve emitir um documento escrito concordando com a
importa¢do e seu processamento. O Laboratorio "Costa Lima" (LQC) situado na Embrapa Meio
Ambiente, em Jaguariina, SP e credenciado pela Portaria N° 106, de 14 de Novembro de 1991,
atualmente € o responsavel pela quarentena de ACBs microbianos, mas para 0s microrganismos
agentes de biorremedia¢do ndo ha um direcionamento claro a respeito do laboratdrio responsavel
por essa quarentena. Sugere-se que seja apontado e direcionado de forma clara, qual o laboratorio
sera responsavel pela quarentena de microrganismos exaticos, sejam eles destinados ao uso como
ACB ou biorremediadores.

As principais atividades do laboratério de quarentena que recebe o microrganismo sao:
Avaliacdo técnica de cada solicitagdo de introdugcdo de organismos-benéficos no pais;
Encaminhamento dos processos ao MAPA; Desembarago dos organismos nos portos de entrada;
Quarentena e avaliacdo dos organismos em laboratorio quanto a seguranca de sua liberagao no
campo; Repasse dos organismos aos interessados; Acompanhamento do andamento do processo
apos a liberagdo do organismo no campo por um periodo de 24 meses. Em relacdo aos testes para
avaliacao do risco do uso desses organismos realizados nas instalagcdes do Laboratorio determina-se
que eles devem permanecer em quarentena até que tenham sua identificagdo taxondmica
comprovada, estejam livres de parasitas, patdgenos e outros organismos indesejaveis, € que tenham
sido testados quanto a seguranca através de especificidade ao hospedeiro, para s6 entdo serem
liberados. As avaliagdes técnicas devem ser feitas por especialistas de reconhecida capacitacao
cientifica no assunto e garantir que somente sejam permitidas liberagdes em campo de organismos
reconhecidamente eficazes e que ndo apresentem riscos ambientais. Dada a importancia desse
processo de quarentena para a seguranca das importagdes, sugere-se que, se comprovado que o
pedido de introducdo ¢ para microrganismo exotico, apos a chegada ao Brasil, esses

microrganismos sejam necessariamente encaminhados aos laboratorios de quarentena. Neles serdo



submetidos a todos os procedimentos descritos anteriormente. Sugere-se também que este
microrganismo deve ser importado sob contencdo, com uso de embalagens resistentes e de
preferéncia, mediante células liofilizadas.

Apos a liberagao da quarentena, pode-se realizar a pesquisa e experimentagdo que possibilite
atestar a eficiéncia e praticabilidade agrondmica do produto e avaliar se ele apresenta fitotoxicidade,
de forma a comprovar a seguranca de seu uso. As diretrizes e exigéncias para a realizacdo dessa
pesquisa e experimentagdo estdo descritas na Instrucdo Normativa MAPA N° 36, de 24 de
novembro de 2009, a qual sofreu alteragdes, inclusdes e revogacdes previstas na Instrugdo
Normativa SDA N° 42, de 5 de dezembro de 2011 e Instrugdo Normativa SDA N° 15, de 7 de julho
de 2016. Antes da experimentacdo ¢ necessario informar dados gerais da area de estudo: area total,
area disponivel para a pesquisa, a situagdo da conservacao do solo, localizagdo de corpos d'dgua,
areas destinadas a preservacdo ambiental e areas do entorno da estagdo. Em geral os ensaios sdo
realizados em casa de vegetacdo ou em condigdes de campo e em regido representativa da cultura
de interesse no territério nacional. A entidade credenciada para realizar os ensaios deve enviar
relatério dos ensaios experimentais e resultados obtidos relativos a eficiéncia e praticabilidade
agronOmica, de fitotoxicidade e de residuos, conforme o caso, até o décimo dia util de cada més
para a representacdo do MAPA. Durante a experimentagdo € preciso que a area seja demarcada com
avisos de adverténcia e todas as culturas sejam destruidas ao fim. Para novos produtos é necessario
realizar 3 (trés) testes de eficiéncia e praticabilidade agrondmica, para cada cultura e alvo bioldgico,
sendo conduzidos em regides diferentes e representativas do cultivo da cultura ou na mesma regido,
mas em safras diferentes e um relatério técnico atestando a nao-fitotoxicidade do produto nas suas
indicagdes de uso. E com base nesses resultados que se define a indicagdo da cultura e alvo
biologico recomendado e informagdes como dose do produto, €época de aplicacdo, intervalo entre as
aplicagoes e intervalo de seguranca proposto.

Seguindo o mesmo raciocinio das propostas apresentadas até¢ entdo e para tornar vidvel o
processo da introducdo segura e controlada de microrganismos exoticos, propde-se que para esses
microrganismos, tanto os destinados ao uso como ACB como os biorremediadores, seja exigida essa
experimentacdo, em casa de vegetacdo ou em campo, € que os ensaios sejam focados na seguranca
de seu uso, além da eficiéncia agrondmica. Esses testes poderiam ser conduzidos com as mesmas
diretrizes gerais ja utilizadas atualmente em relacdo a area, forma de aplicagdao do produto, etc.
Sugere-se adicionar normas relacionados ao rigor do planejamento experimental e numero de
controles, além do monitoramento do processo, para que se forneca além de resultados que atestem
a ndo fitotoxicidade do produtos, resultados que atestem que esse microrganismo ndo provocou
graves desequilibrios na comunidade nativa e nem afetou a qualidade do solo ou outros organismos

nao alvo. Sendo o seu uso permitido apenas nessas condigoes.



Com relagdo a abordagem 2, que se refere as medidas de controle da introdugdo intencional
de microrganismos exoéticos relacionadas a avaliagdo de risco para autorizagdo de seu registro
definitivo e utilizagdo, também serdo descritas abaixo as exigéncias das legislagcdes brasileiras
vigentes que propde-se serem utilizadas para o controle da introducdo intencional tanto de ACB
quanto de biorremediadores exdticos, especialmente para a avaliacdo de risco a saude humana e
ambiental.

A respeito dos microrganismos destinados ao controle biologico, a Instrugdo Normativa N°
3, de 10 de margo de 2006, deixa claro que para a avaliagdo da seguranca do uso do ACB, algumas
informacdes de testes sdo requeridas. Para produtos importados esses testes podem ser realizados no
pais de origem desde que os laboratorios possuam certificados de “Boas Praticas Laboratoriais”
Dentre essas informagdes requeridas se encontram testes de especificidade e efeitos sobre
organismos ndo alvo, testes de toxicidade e patogenicidade do ACB a satde humana; testes para
avaliagdo da pureza da cultura estoque do microrganismo contendo sua identificagdo e
quantificagdo precisa, testes que detectem contaminagdes quimicas ou biologicas que podem estar
presentes no produto final, além da avaliacdo dos riscos ao ambiente e potencial corrosivo dos
materiais de acondicionamento do produto.

Em relagdo aos riscos ao ambiente, deve ser enviada junto ao pedido de registro dos ACB a
avaliagdo de danos sobre organismos nao alvo e comportamento ambiental do agente
microbiologico. Essas informagdes deverdao ser encaminhadas ao IBAMA. Esta avaliagdo ¢ feita
através de testes estabelecidos em quatro Fases. Os testes da fase I incluem testes de patogenicidade
para aves por via oral ou inalatéria, mamiferos silvestres, peixes de dgua doce e invertebrados de
agua doce, plantas ndo alvo, insetos nao alvo, abelhas, minhocas, além de animais de estuarios
marinhos quando o uso for direto em estudrio e ambientes marinhos, ou com expectativa de atingir
tais ambientes em concentragdes significativas. Quando forem observados efeitos tdxicos ou
patogénicos em qualquer dos estudos da Fase I, serdo exigidos testes de comportamento no
ambiente em que o ACB sera destinado (Fase II). Quando efeitos toxicos sobre organismos nao alvo
selvagens, terrestres ou aquaticos forem observados em um ou mais testes da Fase I e os resultados
da Fase II indicarem que pode haver exposicdo de tais organismos ao agente microbiologico serao
realizados testes mais completos de exposicdo a esses organismos (Fase III). Na fase III pode-se
avaliar também a patogenicidade cronica do ACB a organismos nao alvo, efeitos sobre reproducao
de aves e ciclos biologicos de peixes, especificidade do ACB a invertebrados aquaticos, estudos de
perturbagdo do ecossistema aquatico, além do efeito sobre plantas ndo-alvo. Por fim, na fase IV
serdo feitos testes sob condigdes ambientais controladas ou no ambiente real de campo para avaliar
efeitos em organismos que foram afetados de acordo com as fases anteriores, como aves e

mamiferos, organismos aquaticos, insetos predadores e parasitoides e insetos polinizadores.



Além desses testes, sdo exigidas informacdes a respeito da toxicidade e patogenicidade do
ACB a satde humana mediante trés fases: Fase I: consiste em uma bateria de testes de curta
duragdo, onde o organismo teste (mamifero) recebe uma dose maxima unica do agente de controle
com o objetivo de se obter a maxima chance do agente de controle causar toxicidade, infectividade
e patogenicidade. Se nenhum efeito adverso for observado na Fase I, ndo hé necessidade de se
realizar nenhum dos testes da Fase II e Fase IIl. Fase II: avalia uma situacdo particular, quando se
observa toxicidade ou infectividade na Fase I, sem evidéncias de patogenicidade. Quando for
observada a patogenicidade na Fase I, devem ser realizados os estudos ja na Fase III.

Para os agentes biorremediadores, a instru¢do Normativa do IBAMA N° 5, de 17 de maio de
2010, estabelece os procedimentos e exigéncias a serem adotados para o seu registro. Neste
documento sdo descritos alguns critérios que devem ser seguidos para a seguranca do produto.
Dentre as informacdes requeridas, estd a identificagdo precisa dos microrganismos e ingredientes
ativos dos produtos. Deve-se informar a classificacdo taxondmica, local de origem, colecdes de
cultura nas quais se encontram, quando for o caso, ¢ metodologias utilizadas para a identificagdo.
Além das informagdes sobre as propriedades fisico-quimicas do produto formulado e
comportamento ambiental, informagdes técnicas sobre possiveis impactos ambientais indesejaveis
decorrentes da aplicacao do remediador, assim como descrigao dos procedimentos a serem adotados
para fins de desativa¢ao do produto, recomendacdes sobre o destino final das embalagens, medidas
a serem adotadas em caso de derramamento acidental do produto e primeiros socorros em caso
exposicdo humana acidental, além de indicagdo e descrigdo dos Equipamentos de Protecao
Individual - EPI's necessarios para aplicagao.

Informagdes técnicas sobre potencial toxico e patogénico dos ingredientes ativos dos
produtos da biorremediagdo também sdao requeridas, com indicacdo das fontes bibliograficas
consultadas e estudos, testes ou publicacdes técnico-cientificas que fundamentam tais informagdes.
Além disso, dependendo das caracteristicas dos microrganismos que compdem o produto e do
conhecimento disponivel, poderdo ser solicitados testes comprobatdrios sobre seu potencial toxico e
patogénico. Estabelece-se também que ndo serd concedido registro de produto que contenha
microrganismos potencialmente patogénicos, além de qualquer outro produto cuja composi¢ao ou
forma de aplicagdo ofereca riscos de efeitos danosos.

Propde-se, inicialmente, que esses testes e condigdes sejam aplicados a todos os
microrganismos exoticos, sejam eles destinados ao controle bioldgico ou a biorremediacdo. Esses
testes sdo bastante completos, aceitos mundialmente e considerados pela comunidade cientifica
como eficazes e suficientemente projetados para detectar a patogenicidade, toxicidade aguda de
componentes toxicos dos agentes microbianos e também a possibilidade de efeitos adversos contra

nao alvos (OECD, 2017), alguns dos principais riscos relacionados ao uso desses microrganismos,
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como ja& mencionado. Por isso, adicionalmente a esses testes, sugere-se apenas alguns
procedimentos que podem aumentar o controle da introdugdo intencional de microrganismos
exoticos, visando a obten¢do de uma maior seguranca na utilizagdo desses organismos. Caso esses
testes ou algum dos procedimentos que serdo propostos a seguir demonstrarem que a utilizagao do
microrganismo exético pode vir a representar algum risco sugere-se, tal qual ja ¢ realizado para os
demais microrganismos atualmente, que seu uso nao seja autorizado.

Uma adigdo interessante aos testes mencionados e que pode ser considerada ¢ a avaliagdo de
efeitos toxicos/antagonicos também contra outros microrganismos nao alvo, as quais poderiam ser
realizadas por meio de testes de antagonismo e sdao importantes para avaliar os riscos do
microrganismo exoético alterar a comunidade microbiana indigena, causando desequilibrios, ou se
tornar uma espécie invasora. Outra medida sugerida para aumentar o rigor na avaliacdo do risco de
patogenicidade/viruléncia e toxicidade do microrganismo exoético € a investigagdo génica. O uso de
técnicas de biologia molecular, como o sequenciamento total do genoma, tem sido considerado
como uma ferramenta poderosa para a avaliacdo de riscos de microrganismos. A analise do genoma
completo (DNA cromossomal e plasmidial), por exemplo, tem sido usada para a identificacdo de
patoégenos microbianos de origem alimentar pela EFSA (European Food Safety Authority). Neste
caso, as informagdes dos genomas sdao utilizadas com intuito de detectar genes que codificam
enterotoxinas e cereulida sintase, por exemplo.

Para os microrganismos exoticos destinados ao uso como ACBs ou biorremediadores
sugere-se a avaliagdo de genes relacionados a patogenicidade aos humanos e as plantas no genoma
do microrganismo que se pretende introduzir. Dentre as caracteristicas relacionadas a esse potencial
pode-se citar a presenga do sistema de secre¢do de proteinas do tipo III, que € responsavel pela
injecdo de proteinas bacterianas especificas nas células eucarioticas, a presenca de bombas de
efluxo que sdo capazes de bombear para fora das células varios tipos de antibioticos (Fernandes et
al., 2003; Davison, 2005). Além da presenga de genes relacionados a expressdo de toxinas,
exotoxinas ou endotoxinas, adesinas, receptores para interacdes com cé€lulas de mamiferos,
hemaglutininas, fimbrias, pilus tipo I e tipo IV, proteinas relacionadas a invasdao da célula
hospedeira (invasivinas) e ilhas de patogenicidade, dentre outros (OECD, 2016). Para acessar as
caracteristicas genéticas de patogenicidade de fungos, pode ser realizada a busca de genes
relacionados a inimeras doengas fingicas pelo banco de dados DFVF (database of fungal virulence
factors), como por exemplo para alergias, infec¢des cutaneas, criptococoses, além de manchas de
folha, antracnose, dermatofitoses, dentre outras (Lu et al, 2012). Para os virus, caracteristicas
genéticas relacionadas ao seu potencial de modificar as defesas do hospedeiro, elevada capacidade
de multiplicacao dentro do hospedeiro e toxicidade ao hospedeiro devem ser avaliadas (Flint et al.,

2009). Quando forem detectados genes com homologia para essas caracteristicas sugere-se que
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sejam requeridos testes que demonstrem a nao funcionalidade desses genes da estirpe em questao
para constatar sua seguranga (OECD, 2017).

Outro ponto, como ja discutido no tépico IV.1, é a importancia de garantir que a
identificacdo em nivel de espécie do produto a ser introduzido seja precisa. Atualmente, na
legislagdao para registro dos produtos de controle biologico, a exigéncia para a identificagdo do
organismo ¢ de que ela seja feita por instituicdes de pesquisa e ensino, mas ndo deixa claro o nivel
de confiabilidade aceitdvel para os métodos que serdo utilizados nestas instituicdes. Neste
documento sugere-se que a identificagdo do microrganismo a nivel de espécie seja feita mediante a
abordagem polifasica, que inclui caracteristicas moleculares e fenotipicas € com o uso das técnicas
mencionadas no topico IV.1.

Outra questdo importante que sugere-se ser avaliada ¢ a confirmagdo da identificacdo do
microrganismo exético no estoque de uso em nivel de linhagem antes da realizacdo de novas
introdu¢des no ambiente, dado que ¢ muito comum ocorrerem contaminagdes com outros
microrganismos. Para tanto, sugere-se utilizar uma técnica de fingerprint do genoma, o GTGS. Esse
método consiste na amplificagdo via PCR de uma regido repetitiva e palindromica de GTG que se
estende por todo o genoma do microrganismo, sendo que cada microrganismo terd um perfil
gendmico caracteristico da estirpe (Kathleen et al., 2014). Neste caso, serd necessario fazer uma
amplificacdo do estoque de microrganismo antes da primeira introdugdo para servir como controle
para as proximas amplificacdes. Assim, antes das novas aplicagdes do microrganismo deve-se
comparar o perfil de bandas para verificagao de que se trata do mesmo organismo.

Esse procedimento sera importante também para verificar possiveis adigdes de regides no
genoma do microrganismo via recombinagdo, o que pode ser um alerta para o risco do uso do
microrganismo ¢ demandara mais investigacdes. Entretanto, ¢ importante ter em vista que mesmo
no ambiente as recombinacdes génicas sdo eventos naturais e sua frequéncia, além de ser baixa,
depende muito do gendtipo do organismo (OECD, 2014). Além disso, com as andlises de risco que
sdo propostas neste documento, muitos caracteres de patogenicidade/viruléncia do microrganismo,
independentemente de estarem presente no cromossomo ou em elementos moveis, ja terdao sido
detectados nos testes enviados com o pedido de liberagcdo de importagdo do microrganismo, sendo
possivel, portanto, impedir a introdugdo no pais de microrganismos que apresentem
patogenicidade/viruléncia em elementos genéticos moveis.

Observa-se que medidas para a aplicacdo controlada do microrganismo exdtico no ambiente,
apos sua seguranca ser atestada com base experimental e, consequentemente, ser emitida sua
autorizacao de uso, sdo as mais escassas tanto nas legislagdes nacionais e internacionais que tratam
da liberacdo do uso de ACB ou biorremediadores como nos trabalhos cientificos. Parte dessa

dificuldade de se encontrar apontamentos de como fazer o controle da introducao no ambiente se da
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pelo fato de que propostas gerais podem ser muito vagas e as medidas de controle mais efetivas
precisam ser analisadas caso a caso, pois dependem do grupo de microrganismo que sera
introduzido (fungo, bactéria, protozodrio ou virus), de caracteristicas proprias da espécie e dos
aspectos fisicos do ambiente em que serda realizada a introdugdo. Todavia, sugere-se algumas
medidas gerais que merecem a atencao para que, apos serem obtidas as autorizagdes de uso com
base nos resultados dos testes anteriores, a introducdo e aplicacdo desses microrganismos no
ambiente também ocorra de forma controlada. Dentre elas, o estabelecimento de uma zona de
amortecimento, também chamada de zona tampao, adjacente & zona onde os microrganismos serao
introduzidos. Essa zona tampao precisa ter uma extensao adequada para evitar que o microrganismo
se propague para fora da zona de introducdo. Outro ponto importante € a aplicagdo do produto
microbiano em zonas alternadas para que o microrganismo ndo espalhe de modo exacerbado na area
e depois seja dificil a sua contengdo. Caso os testes apresentados indiquem toxicidade do produto
para abelhas deve-se reforcar a proibi¢do ja existente atualmente para que a aplicacdo aérea nao seja
permitida, assim como a aplicagdo em época de floragdo, em periodo imediatamente antes do
florescimento ou quando for observada visitacdo de abelhas na cultura, para evitar exposi¢do dos
polinizadores.

A introducdo do microrganismo exdtico, inicialmente, numa area de tamanho menor do que
a area total que se pretende introduzi-lo também ¢é uma sugestdo que pode auxiliar no controle do
processo de sua aplicacdo no ambiente. Essa medida permitird a observacdo do comportamento
inicial do ACB ou biorremediador para dar mais seguranca de que a introducdo na area total ndo ird
causar danos/desequilibrios ao ambiente. Entretanto, essa medida ndo exclui a necessidade de que
sejam apresentados durante a avaliagdo de risco, testes com o produto a ser introduzido que tenham
sido feitos em condi¢cdes simuladas de campo, como ja ¢ previsto nas legislagdes citadas
anteriormente. Adicionalmente, padronizar o intervalo de tempo e as técnicas possiveis de serem
utilizadas para o monitoramento pds introdugdo, cuja proposta serd abordada no topico IV, € muito
importante para detectar possiveis efeitos adversos que o microrganismo exotico esta causando no
ambiente, mesmo que todas as etapas anteriores tenham sido realizadas com rigor.

Outra sugestdo que pode contribuir para uma melhor andlise de risco da introdugdo
intencional do microrganismo exoético € a criacdo de um comité de andlise de risco formado por
especialistas nas diferentes areas de controle bioldgico microbiano ou nas areas de biorremediacao,
como foi descrito no produto I na Universidade da Florida (UF) em parceria com o Instituto de
Alimentos e Ciéncias Agrarias (IFAS). Esse referido comité ¢ responsavel por conduzir a revisao de
todos os agentes antes que eles sejam liberados e antes que o pedido de liberagdo tenha sido enviado
aos oOrgaos de autorizacdo. Dessa forma, dentre os objetivos deste processo de revisdo inclui-se o

fornecimento de revisao cientifica interna e avaliagao da solicitagdo de permissdao para liberagao
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visando a ajudar a melhorar a aplicacdo das licengas de introducao intencional no pais. Além disso,
o comité fornece uma triagem adicional com a avaliacdo das possiveis preocupacdes nao cobertas
em outras revisdes. Sendo assim, mediante o trabalho do comité proposto, medidas de introdugao
controlada poderdo ser sugeridas para cada caso de introdu¢ao de microrganismo exotico. Além
disso, a atuacdo desse comité podera ser utilizada para a construgdo de guias de aplicagdo segura de
espécies microbianas exdticas no ambiente, levando em consideragdo os diferentes modelos em que
esta introducdo pode ocorrer.

E muito importante que no pedido de importagio e registro de produtos contendo o
microrganismo exotico sejam acrescentadas também possiveis medidas de mitigagdao gerais caso,
mesmo que todo o processo tenha sido realizado de forma segura e controlada, algum impacto
negativo em decorréncia da introducdo ambiental desse microrganismo venha a ocorrer. Entretanto,
caso algum dano realmente ocorra, medidas de mitigagdo mais detalhadas deverdo ser elaboradas
caso a caso, considerando o dano que estd sendo causado e as caracteristicas do microrganismo que
foi introduzido.

Apesar de ndo ser possivel propor planos universais de mitigacdo de impactos alguns
principios gerais devem ser seguidos. Independente de qual impacto negativo, dentre os ja
mencionados, o microrganismo exotico esteja causando, deve-se sempre priorizar medidas que
possibilitem sua erradicagdo, principalmente se ele estiver se mostrando um microrganismo invasor
ja que € mais facil erradicar espécies exoticas e invasoras no inicio do estadgio de invasao, quando a
sua populagdo € menor e estd menos dispersa pelo ambiente. O uso de procedimentos de rastreio e
modelagem pode ser util para o controle desses microrganismos invasores, pois ajudam a direcionar
as estratégias no planejamento para controla-los.

Caso nao seja possivel erradicar a espécie exotica, deve-se tentar utilizar medidas que, ao
menos, minimizem a sua dispersdo ou seus efeitos danosos. Dentre as quais pode-se citar a
constru¢do de valas ou aberturas no solo para controlar a dispersdo de fungos invasores, escavacao e
incineragdo de plantas ndo alvo que estejam sendo afetadas pela espécie invasora, alteracdo de
alguma propriedade fisica ou nutricional do ambiente que cause prejuizo a sobrevivéncia da espécie
exotica, adicdo de nutrientes para tentar restabelecer o equilibrio da microbiota nativa ou das
condi¢des nutricionais do ambiente, dentre outras. Destaca-se, entretanto, que a depender do dano
que esteja sendo causado nao € possivel estabelecer apenas medidas de mitigacdo, podendo ser
necessario o uso de métodos mais agressivos € em carater emergencial até que medidas mais
direcionadas possam ser planejadas e colocadas em pratica, como o uso de agrotdxicos quimicos ou

incineracao dos solos de ambientes impactados.
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IV.3 Proposta de critérios e procedimentos para a contencio de espécies exoticas de
microrganismos destinados ao uso como agentes bioldgicos de controle de pragas e doencas de
plantas cultivadas ou como agentes biorremediadores.

Como discutido no item IV.1, os principais impactos negativos causados pela introducao de
agentes microbianos no ambiente estdo relacionados ao deslocamento competitivo, patogenicidade,
toxicidade, efeitos adversos nos organismos nao-alvo e alergenicidade. No caso do microrganismo
exotico um agravante dos riscos que pode ocorrer € ele se tornar uma espécie invasora devido a
possivel auséncia de um organismo competidor que poderia atuar no controle do seu crescimento
populacional. Dessa forma, ¢ importante que esse microrganismo seja mantido na area de
introdugdo e ndo se disperse para muito além desses limites. Adicionalmente, ¢ importante que esse
microrganismo seja transportado com seguranca do pais de origem até o laboratério brasileiro que
fard sua quarentena e ndo escape dessa area até que seja confirmada a seguranca do seu uso. Para
isso algumas sugestdes de medidas de contengdo do microrganismo exotico podem ser pensadas.

Durante a importagdo do microrganismo exotico, uma medida que garante a sua contencao,
¢ que ele seja transportado acondicionado, no minimo, em embalagem dupla, sendo a embalagem
priméria aquela que fica em contato direto com o produto e a embalagem secunddria a que envolve
a embalagem primaria. Essas embalagens devem ser resistentes e apropriadas ao acondicionamento
do microrganismo, de modo que garantam sua integridade e evitem perdas e possiveis escapes.
Sempre que possivel, os organismos devem ser transportados sem seus hospedeiros (para reduzir os
riscos de quarentena) e sob estagio de dorméncia ou inativos, pois isso diminui a probabilidade de
escaparem da embalagem. O envio de células microbianas liofilizadas, por exemplo, € mais seguro
porque com a liofilizagdo os recipientes de envio podem ser menores facilitando seu manuseio,
diferente do que ocorreria com o uso de meios Umidos e recipientes maiores. Outro ponto
importante ¢ que a importagdo deve ser feita para portos ou aeroportos que tenham unidade do
VIGIAGRO, assim como ja ocorre atualmente para microrganismo que se esteja importando. Isso
possibilita que esses produtos a base de microrganismos exoéticos passem pelo processo
fiscalizatorio desse orgdo. Adicionalmente, sugere-se que quando se tratar de microrganismos
exoticos o nivel de risco adotado pelo VIGIAGRO seja o Completo (Vermelho) que ¢ usado para
produtos sujeitos a analise documental, vistoria, conferéncia e inspecao sanitdria, zoossanitaria,
fitossanitaria e de qualidade obrigatorias. Outro procedimento que foi sugerido no topico anterior,
mas que também compreende uma medida de contencdo ¢ a obrigatoriedade de que todos os
microrganismos exoticos, quando entrarem no pais, sejam encaminhados para os laboratdrios de
quarentena e permanecam neles até que os testes sanitarios comprovem a sua identificacdo e

seguranca.
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Sugere-se que durante o periodo de quarentena os procedimentos que evitam o escape
desses microrganismos sejam refor¢ados, os quais ja sdo previstos nas normativas nacionais € em
algumas internacionais que serdo descritas a seguir. O microrganismo exdtico deve ser enviado para
a estacdo quarentenaria credenciada na sua totalidade e lacrado pelo 6rgao de inspe¢do do ponto de
recebimento (portos ou aeroportos), sendo o interessado responsavel por fazer esse transporte em
seguranga. Caso ocorra qualquer acidente ou incidente envolvendo o material durante o seu
transporte para as instalagdes de quarentena, o interessado devera comunicar imediatamente ao
setor sanitario da estacdo quarentenaria que ird fiscalizar o material antes de iniciar os testes
proprios da quarentena (Instru¢do Normativa MAPA N° 52, de 1° de dezembro de 2016). Na
quarentena, o cultivo de uma geracao pode ajudar a garantir a pureza da cultura, sua identificagdo e
a auséncia de hiperparasitas e patdgenos ou pragas associadas (FAO, 1995). Para o caso de fungos
que apresentam grande potencial para dispersdo aérea sugere-se uma conteng¢do por meio de uso de
instalacdes seladas com sistemas de ventilagao filtrada (CFIA, 2019). Vale ressaltar que, de acordo
com a legislagdo nacional vigente, os custos dos procedimentos realizados na quarentena sdo de
responsabilidade do interessado. Além disso, o produto em questdo somente podera ser utilizado
pelo interessado apoOs a liberagao da quarentena, com base no Laudo emitido pelo Responsavel
Técnico da Estacdo Quarentendria que ateste resultado negativo para a presenca de praga
quarentenaria e praga sem registro de ocorréncia no Brasil ou que elas atendam os limites de
tolerancia, quando estabelecidos em normas especificas. Quando tais exigéncias nao forem
cumpridas, o artigo em questao sera destruido a custa do interessado, ndo lhe cabendo qualquer tipo
de indenizacdo ou reparagao.

ApOs sua seguranga ser atestada e o microrganismo exdtico ser autorizado e liberado para
uso no ambiente também seria muito importante que ele permanecesse contido no local da
introdugdo. Entretanto, apds a introdu¢do ambiental se torna muito dificil a ado¢do de medidas para
a contengao de qualquer microrganismo. Contudo, algumas medidas podem ser tomadas antes dessa
introducao para que a dispersdo do microrganismo exdtico para areas no ambiente nas quais ele nao
¢ realmente necessario seja minimizada. Neste contexto, sugere-se que a aplicacdo do produto a
base do microrganismo exdtico seja feita distante das zonas de dguas subterraneas ou superficiais,
sendo importante estabelecer zonas de amortecimento ou tampao ao longo das areas de aguas
superficiais para reduzir a possibilidade de sua exposi¢ao ao produto, € consequentemente, seu
espalhamento descontrolado. Também deve-se evitar a aplicacdo do produto em periodos de chuva
ou de ventos fortes, para minimizar seu espalhamento.

Outra medida sugerida e que pode ajudar a conter os microrganismos nos locais de interesse,
pelo menos inicialmente, € a sua introdugdo, quando possivel, por meio de células imobilizadas. A

imobilizacdo ¢ um processo no qual os microrganismos sdo contidos em uma matriz polimérica que
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permite a difusdo das células aos poucos no ambiente. Além disso, o uso de células imobilizadas
tem vantagens em relagdo as formulacdes feitas com células livres que ¢ a protecdo contra estresse
abidtico e maior sobrevivéncia do produto microbiano (Tyagi et al. 2011).

ApOs a aplicacdo do produto a base do microrganismo exotico no ambiente, sugere-se que
além do monitoramento do microrganismo introduzido, que sera discutido no topico 1V, seja feito
também o monitoramento regular de areas proximas, mas onde o produto ndo foi aplicado, para
confirmar que o microrganismo esta contido apenas na area de interesse. O monitoramento
constante em volta da area de introdug¢do do microrganismo ¢ essencial também para que agdes
sejam implementadas de forma répida para a erradicagdo do microrganismo, caso ele ultrapasse os
limites da 4rea de conten¢do. Esse monitoramento pode ser feito utilizando a técnica de qPCR (PCR
quantitativa) com o uso de oligonucleotideos iniciadores especificos para a espécie do
microrganismo exotico. Essa ¢ uma técnica altamente eficaz para monitorar quantitativamente
bactérias em diferentes ambientes (Aoi et al., 2006). Devido a sua elevada precisao e sensibilidade a
qPCR ¢ muito util neste contexto, ou seja, para confirmar a auséncia do microrganismo nessas
areas. Assim, espera-se que mesmo uma concentra¢ao pequena do microrganismo seja detectada.

Vale ressaltar que as medidas de contencdo apresentadas sdo mais abrangentes e poderiam
ser facilmente adotadas. Contudo, a depender do grupo microbiano (bactéria, fungo, virus) e do tipo
de interagdo deste microrganismo no ambiente pode ser necessaria a exigéncia de outras medidas de
contengdo para a liberagao do seu uso. Por isso, novamente, sugere-se que a criagdo de um comité
de andlise de risco formado por especialistas nas areas de controle bioldégico microbiano ou nas
areas de biorremediagdo pode ser importante, pois permitiria uma melhor avaliagdo dos riscos e das

medidas de contengdo que sdo necessarias € podem ser aplicadas a depender de cada caso.

IV.4 Proposta de critérios e procedimentos para o monitoramento de espécies exdticas de
microrganismos destinados ao uso como agentes biologicos de controle de pragas e doencas de
plantas cultivadas ou como agentes biorremediadores.

Conforme ja mencionado no topico I, o monitoramento constante de espécies exoticas de
microrganismos introduzidas no ambiente € muito importante para acompanhar o comportamento
da espécie, como e onde elas estao se estabelecendo e espalhando e que impactos estdo causando ou
podem vir a ter. Mesmo que todo o processo de selecdo do microrganismo e sua introdugdo
ambiental tenha sido realizada com rigor e de forma controlada, ainda assim ¢ preciso monitorar e
confirmar no ambiente onde foi introduzido a auséncia de impactos adversos. Dessa maneira,
estabelecer critérios e diretrizes de como esse monitoramento deve ser realizado e em quais
intervalos também ¢ fundamental para reforcar a seguranga do processo.

Viarias metodologias referenciadas e que podem ser utilizadas para monitorar a

sobrevivéncia, crescimento, colonizagdo e atividade de qualquer microrganismo introduzido no
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ambiente para diferentes fins foram levantadas no Produto IIl. As principais foram técnicas
baseadas no cultivo, quantificacdo e isolamento dos microrganismos, avaliagdo do perfil metabolico
da comunidade por meio do sistema Biolog-Ecoplate, dos indices de qualidade do solo e técnicas
moleculares diversas, tais como sondas de hibridizagao, Reagdes de Polimerase em Cadeia (PCR)
com oligonucleotideos iniciadores especificos, técnicas de fingerprint, genes reporteres e as analises
meta-Omicas. Dentre essas técnicas, algumas sdo mais simples, rapidas e baratas de serem
executadas, em geral as técnicas consideradas mais tradicionais e dependentes de cultivo, porém
elas ndo sdo capazes de fornecer muitas informagdes sobre a comunidade microbiana da area de
interesse. Por outro lado, as técnicas baseadas em estudos de acidos nucleicos atualmente
disponiveis sao mais robustas e capazes de fornecer informag¢des bem mais completas de todos os
microrganismos presentes no ambiente, porém ndo sdo tdo acessiveis para serem utilizadas como
rotina.

Adicionalmente, algumas dessas técnicas envolvem manipulagdo genética, como por
exemplo, a adi¢dao de genes repdrteres, os quais permitem que 0s microrganismos marcados sejam
detectados e monitorados de forma especifica no ambiente. Apesar de ser uma técnica muito
interessante, justamente devido a essa especificidade, para sua utilizagdo ¢ necessario manipular o
genoma do microrganismo de interesse, gerando Microrganismos Geneticamente Modificados
(MGMs). A introdugdo ambiental de MGMs envolve uma série de outros questionamentos, riscos e
licencas por partes de comités éticos especializados, o que faz com que essa ndo seja uma técnica
vidvel de ser proposta e aplicada no monitoramento ambiental de microrganismos exoticos
destinados ao uso como ACB ou biorremediadores.

Dessa forma, considerando o custo-beneficio das demais técnicas disponiveis e que sdo
vidveis, propde-se uma combinagdo de métodos de monitoramento com o uso de técnicas
dependentes e independentes de cultivo, com o objetivo de avaliar principalmente efeitos adversos
contra organismos nao alvo e, indiretamente o equilibrio do ecossistema. Para um monitoramento
mais rotineiro € que pode ser realizado em intervalos mais curtos, mensalmente, por exemplo, ou
em um periodo maximo de 3 meses, propde-se a utilizacdo de técnicas baseadas em cultivo para
quantificar a biomassa do solo. Para sua realiza¢do seria necessario coletas de amostras de solo,
rizosfera e rizoplano da 4rea na qual o microrganismo foi introduzido, seguido da sua diluicdo
seriada e plaqueamento em meio rico, para quantificacdo da densidade de bactérias totais da area.
Adicionalmente, deve-se quantificar também a densidade de fungos cultivaveis. Pode se utilizar
também, de forma alternativa, kits disponiveis comercialmente e que possibilitam mensurar a
biomassa microbiana de amostras ambientais in situ.

Esse monitoramento permitiria detectar alteracdes bruscas na densidade de microrganismos

totais da area em decorréncia da introdugdo da espécie exotica, caso isso venha a ocorrer. Caso haja
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disponivel comercialmente meios seletivos para a espécie do microrganismo exodtico que foi
introduzida, sugere-se, adicionalmente, que a amostra seja também plaqueada no meio seletivo, para
a quantificagdo especifica da espécie exdtica.

Apesar de ndo ser voltado diretamente para o monitoramento da biomassa do solo e da
espécie introduzida, ¢ muito importante realizar de rotina também andlises adicionais para o
monitoramento da qualidade do ambiente onde foi realizada a introdugdo, para mensurar possiveis
efeitos indiretos adversos desse microrganismo na area e preservar sua qualidade. Dentre os
indicadores de qualidade do solo disponiveis sugere-se a avaliagdo da respiragdo e atividade
enzimatica do solo, que sdo indicadores comumente utilizados nos programas de monitoramento da
qualidade do solo em outros paises.

A respira¢ao do solo pode ser determinada pela producao de CO; ou o consumo de O,. A
medida da producdo de CO> ¢ mais sensivel, pois a concentragdo do CO; na atmosfera ¢ mais baixa
(0,033%) do que do Oz (20%). A avaliagdo da respiracdo do solo pode ser realizada em laboratorio
ou em campo e, geralmente, ¢ simples, barata e facil de ser executada (Aratjo & Monteiro, 2007).
A atividade enzimatica do solo possui as caracteristicas de ser relacionada com a matéria organica,
propriedades fisicas, atividade e biomassa microbiana. Além de ser um claro indicador de mudangas
na qualidade do solo, envolve metodologias simplificadas e demonstra sensibilidade para prover
informagdes sobre mudangas nas fungdes-chave do solo (Aratijo & Monteiro, 2007). As principais
enzimas indicadoras de qualidade do solo propostas de serem mensuradas sdo as fosfatases
(indicadoras da ciclagem do Fosforo), ureases (indicadoras da ciclagem do Nitrogénio), B-
glucosidases (indicadoras da ciclagem do Carbono), arisulfatases (indicadoras da ciclagem do S,
enxofre) (Lisboa et al., 2012) e N-acetil glucosaminidases (indicadoras de atividade fungica)
(Winding et al., 2004). Mensurar quimicamente nesses mesmos intervalos a concentracao de macro
€ micronutrientes nas amostras também ¢ sugerido.

Adicionalmente ao uso mais rotineiro das técnicas mencionadas, propde-se que em um
intervalo maior, mas nao superior a 6 meses da introducdo da espécie exoOtica e pelo menos
semestralmente a partir de entdo, seja realizado um monitoramento mais completo € com o uso de
técnicas moleculares. Sugere-se definir como padrio a técnica de qPCR com o uso de
oligonucleotideos iniciadores especificos para a espécie do microrganismo exoOtico, como
mencionado no topico anterior, além de oligonucleotideos iniciadores para bactérias do solo e da
rizosfera consideradas como indicadores microbianos, por serem especialmente importantes para
processos-chave nos ciclos geoquimicos do solo, tais como os géneros de bactérias fixadoras de
nitrogénio e formadoras de nddulos em leguminosas (Sinorhizobium, Rhizobium). Os efeitos sobre
essas bactérias indicadoras sdo muito importantes, pois podem afetar o funcionamento do

ecossistema do solo (Winding et al., 2004).
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Outra alternativa que permite a detecgdo do microrganismo introduzido, juntamente com a
comunidade microbiana da area, sdo as andlises metagenomicas. Estas podem ser realizadas com
triagens baseadas em sequéncias de genes marcadores filogenéticos (metataxondmica) para
determinar a riqueza e abundancia relativa dos tdxons ou abordagens de sequenciamento total de
alto rendimento ‘“shotgun”, seguido da anotagdo dos dados sequenciados, para determinacao
também da riqueza e abundancia relativa dos taxons e, adicionalmente, dos genes funcionais.

E importante monitorar em intervalos regulares outros organismos ndo alvo da area onde o
microrganismo exoético foi introduzido. Propde-se que as amostras coletadas a intervalos regulares
para os demais monitoramentos também sejam avaliadas quanto a densidade total de protozoarios e
nematoides. Esses organismos compdem a microfauna do solo e desempenham papéis-chave na
reciclagem de matéria organica. Alguns desses organismos também tém o potencial de suprimir
patogenos vegetais, enquanto outros sdo patdgenos vegetais (Winding et al., 2004). Adicionalmente,
¢ importante avaliar se efeitos fitotdoxicos estdo ocorrendo em outras plantas. Propde-se monitorar
nas espécies ndo-alvo de plantas da area onde o microrganismo exdtico foi introduzido as principais
caracteristicas normalmente relacionadas com o stress em plantas, tais como redugdo de
crescimento de plantulas, reducao de brotagdes e crescimento radicular.

Destaca-se, no entanto, que como em um primeiro momento nao se pode determinar se €
realmente o microrganismo exotico introduzido o responsavel por qualquer efeito danoso que se
observe no ambiente, caso esses efeitos sejam constatados sejam planejados ensaios laboratoriais e
de microcosmo que permitam determinar de forma ndo duvidosa se esses efeitos estdo realmente

sendo causados por esse organismo.
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