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RESUMO

O cultivo de milho e o manejo de pragas associ@aogrande impacto
ecolégico, e detritos pos-colheita constituem irtgode fonte de
nutrientes em ecossistemas limnicos. O presentalti@a objetivou
comparar os efeitos de uma variedade de milho géamco (evento
MON810) e sua linha isogénica na sobrevivénciasoimento e
diversos parametros reprodutivos do organismo equatdo-alvo
Daphnia magnadurante um experimento crénico de alimentacdo em
laborat6rio utilizando folhas de milho. Detectoupse immunoblotting

a banda imunorreativa esperada do nucleo ativargleAD truncada (69
kDa) e uma banda adicional inesperada de 35 kDdoltess de milho
transgénico utilizadas no experimermphnia magnalimentada com
folhas de milho-Bt mostrou uma reducéo signifiatem tamanho
corporal e fecundidade em estadios tardios da wids, a sobrevivéncia
nao foi afetada. Adicionalment®. magnaalimentada com folhas de
milho-Bt produziram um maior nimero de ovos de dorol, uma
resposta a condicdes estressantes. As diferengasvatlas podem ter
sido causadas por maiores custos metabdlicos oeladds a uma pior
qualidade nutricional do milho-Bt (efeitos pleiqiidos derivados da
transformacdo genética) e/ou a um efeito tdxico GlglAb, que
induziram emD. magna uma realocacdo de recursos para maior
producdo de ovos de dorméncia e fecundidade precoce
subseqientemente acarretando uma reducdo no ceaeszisomatico e
na reproducgdo. O presente estudo prové evideneiageitos crénicos
adversos de milho-Bt (MON810), e corrobora estudo®riores que
identificaram riscos de milho-Bt para organismos-aB/o e para o
ambiente.

Palavras chave Avaliacdo de risco. CrylAb. Efeitos ndo intenaisn
Evento MONS810. Milho-Bt. Organismo geneticamente dificado.

Organismo modelo. Organismo n&o-alvo. Pleiotropisnsformacao
genética. Teste crdnico.






ABSTRACT

Maize cultivation and associated pest managemerst gpeeat ecological
impact and post-harvest detritus is a main soufcerganic nutrient
income in freshwater ecosystems. The present stidgd to compare
the effects of a transgenic maize variety (eventN8@0) and its
isogenic line on survival, growth and several répiive parameters in
the aquatic non-target organisBPaphnia magna during a 42-day
chronic laboratory feeding experiment using maezevés. We detected
the expected 69 kDa CrylAb immunoreactive bandaamddditional 35
kDa band in the transgenic maize material usedefed production. We
found a significant reduction in body size and fadity later in the
lifespan ofD. magna fed Bt-maize leaves, but survival was neaicééd.
Additionally, Bt-maize fedD. magnaproduced a greater number of
resting eggs, a response to stressful conditiohs. dbserved effects
may have been caused by greater metabolic costeedeto a poorer
nutritional quality of Bt-maize (pleiotropic effectderived from the
genetic transformation) and/or a mild toxic effedt CrylAb, which
induced a trade-off to allocate resources for pctidn of resting eggs
and early-life fecundity, subsequently causing @ucgion in somatic
growth and reproduction. The present study provit®s evidence of
chronic adverse effects of MON810 Bt-maize, andpsuis conclusions
of studies that identified risks of transgenic Bdipe to non-target
organisms and the environment.

Keywords: Bt-maize. Chronic test. CrylAb. Event MONBS10.
Genetically modified organism. Genetic transforiomati Model

organism. Non-target organism. Pleiotropy. Risk esasmient.

Unintentional effects.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Organismos geneticamente modificados (OGMs) podem s
definidos como organismos nos quais o material tggméDNA) foi
alterado através de técnicas usualmente denominieddsotecnologia
moderna”, ‘“engenharia genética” ou “tecnologia doNAD
recombinante” (Brasil, 2005). Estas técnicas pdiaiim que genes
individuais selecionados sejam transferidos de rgarasmo para outro,
inclusive entre espécies nao relacionadas, peduitiue o receptor
expresse tracos ou caracteristicas normalmenteiadas somente ao
doador. Tais métodos sdo empregados na obtencaglaidgas
geneticamente modificadas (GM) desde a década&ie (Petty, 2001,
OMS, 2010).

A regulamentacdo da engenharia genética varia el ni
internacional. Entretanto, algumas recomendacdes rakativamente
comuns (Schauzu, 2000; Holst-Jensen, 2009): adaacaso-a-caso
com foco em seguranca, a distincdo entre uso aoetitiberacdo no
ambiente, a distingdo entre cultivo e uso, e o eggegrcomo base para a
avaliacdo de um OGM, do conceito de equivaléndistancial:

Para alimentos e componentes alimenticios
oriundos de organismos desenvolvidos pela
aplicacdo da biotecnologia moderna, a abordagem
mais pratica para determinacdo da seguranca é
verificar se eles sdo substancialmente equivalentes
a produto(s) alimenticios analogos, se estes
existem... o conceito de equivaléncia substancial
incorpora a ideia de que organismos existentes
utilizados como alimento, ou como fontes de
alimento, podem ser utilizados como base de
comparagdo ao se avaliar a seguranca para a saude
humana de um alimento ou componente
alimenticio novo ou que foi modificado (OECD,
1993).

A despeito de sua larga adogéo (ou justamente @evidto), a
validade e efetividade do conceito de equivalésdlstancial para a
avaliacdo da seguranca de um OGM tém sido durarnentestadas por
diferentes autores (Millstongt al, 1999; Bghret al, 2010; Séralinet
al., 2011).

O milho GM é o segundo maior cultivo GM em areanfzlda no
mundo, com 50,0 milhdes de hectares (34% da areadialucom
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cultivos GM) (James, 2011). No Brasil o plantio@nercializagdo do
milho GM YieldGard" (evento MON810), que contem geneBieilus
thuringiensis(Bt), foram autorizados em 2008 pelo Parecer Téchi®
1.100/07, emitido pela Comissdo Técnica NacionaBi®sseguranca
(CTNBIo) (Brasil, 2008). Ao lado do evento NK603ilfm tolerante a
herbicidas (HT)), o evento de transformacdo MON&0evento com o
segundo maior nimero de aprovagbes no mundo (2@g)aitras do
evento GTS-40-3-2 (soja HT) (James, 2011).

O cultivo de milho e as praticas de manejo de ragaociadas
detém um grande impacto nos recursos biolégicosiram dada regido
(Ferré, 2002). Considerando que a protecdo e aeon@tzo da
biodiversidade sdo objetivos da humanidade (UNCEI®2), acordos
internacionais como a Convencgdo da BiodiversidageRzotocolo de
Cartagena sobre Biosseguranca preconizam a adac&irttipio da
Precaucdo — uma das principais ferramentas regaktdas politicas
ambientais e de saude, cuja definicdo mais utdizad

Com o fim de proteger o meio ambiente, o
principio da precaucdo devera ser amplamente
observado pelos Estados, de acordo com suas
capacidades. Quando houver ameaca de danos
graves ou irreversiveis, a auséncia de certeza
cientifica absoluta ndo serd utilizada como razéo
para o adiamento de medidas economicamente
viaveis para prevenir a degradacdo ambiental
(UNCED, 1992).

Nos ultimos 40 anos a aplicacdo de novas tecn@agianentou
significativamente a producgédo agricola, mas taminéstrou relevantes
efeitos adversos no ambiente (Tilmetral, 2001; Matsoret al, 1997).
Apesar da recente introducdo dos cultivos GM, des#ius efeitos em
agroecossitemas ja foram observados: o desenvaitomae plantas
daninhas resistentes ao glifosato (ingredienteoate RoundUp®,
herbicida comercializado em pacote com muitas atamT (Powles,
2008)); desenvolvimento de resisténcia de pragas-al cultivos Bt
(Kruger et al, 2009); substituicAo de pragas-chave por pragas
secundarias (Lt al, 2010); e efeitos de plantas GM ou tecnologias
associadas em organismos ndo-alvo (ONAs) (Rosithimet al, 2007;
Bohnet al, 2008; Schmidet al, 2009; Paganellet al, 2010). Tais
caracteristicas colocam em cheque a sustentalglidadlogica destes
sistemas, especialmente se comparados a praticasolag como
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agricultura organica e agroecologia (Matstral, 1997; Tilman, 1999;
Pretty, 2001; Badglegt al, 2007; Uphoff, 2007; Heinnemann, 2009).

Com base no exposto, argumenta-se que andliseltigicas
adequadas para testar plantas GM sdo importamgsoc@ntes iniciais
em avaliagbes de risco ambiental, contribuindo pana melhor
entendimento das possiveis interacbes ecoldgicastesdenovos
organismos. Por meio de comparagfes entre plaitbs & contraparte
adequada, este tipo de analise possibilita o isi&nde efeitos e a
avaliacdo da qualidade do material vegetal comotaan, provendo
resultados dificilmente obtidos sob a 6tica da femjéncia substancial”.

Daphnia magnaé um crustaceo generalista largamente utilizado
como organismo modelo em testes agudos e crordeosufto e longo
prazo, respectivamente) para a determinacdo ddetoxie substancias
(ISO, 1982; 2000; OECD, 2004; 2008). Visando a iagdb da
qualidade do material vegetal como um todo (folleapecificamente),
dietas exclusivas de folhas de milho trituradasarforpreparadas e
ofertadas aos animais, em quantidades controladas pgovessem
energia suficiente para manutencdo, crescimento egroducao,
conforme observado em experimentos preliminarestoge por
utilizar folhas porque detritos vegetais oriundeslalouras constituem
uma importante fonte de entrada de nutrientes @gérem ambientes
aquaticos (Potét al, 2009), com a energia presente nesta fonte de
carbono abastecendo teias alimentares aquaticak @faal, 2010).
Além disso, Bghret al (2008; 2010) encontraram efeitos adversos em
D. magnaexposta a graos triturados de milho Bt em com@aradinha
isogénica e, de acordo com a literatura consulttalbas de plantas
transgénicas ainda ndo haviam sido utilizadas emliagdes de
seguranc¢a cod. magna
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AGRICULTURA, SEGURANCA ALIMENTAR E PLANTAS GM
NO MUNDO

Desde o advento dos primeiros cultivos comercidise®n 1996,
sua area plantada aumentou 94 vezes, atingindmillées de hectares
cultivados em 2011, distribuidos em 29 paisesuindb 19 nacdes em
desenvolvimento e 10 nacdes desenvolvidas (Jan®dd,).2Um dos
principais argumentos utilizados para a promocaculiivo de plantas
GM se baseia na necessidade de aumentar a prodei@lionentos em
ao menos 70% de forma sustentavel até 2050, uilza
aproximadamente a mesma area de terras araveiga@l B uma
excecao) e menos recursos. Argumenta-se aindacgaanécessidade
urgente de aliviar a pobreza e a fome que estéginald mais de um
bilhdo de pessoas no mundo (James, 2011). Consitteqaie de 1996 a
2009 o numero absoluto de pessoas famintas ou tigasuno mundo
vem aumentando significativamente, enquanto a gémde alimentos
é de fato suficiente para prover uma dieta adeqgpadatodos os seres
humanos (FAO, 1996; 2009), fica claro que o problela inseguranca
alimentar ndo possui solugdo simples ou Unica, ngpdaco que a
agricultura sozinha possa trazer esta solucgéo.

Recentemente, a FAO (2009) estimou a existénclgGfebilhdes
de pessoas subnutridas no mundo, um aumento congtleomparado
a estimativa de 2006, de 854 milhdes de pessdastegresenta mais
pessoas famintas do que em qualquer época desfleQ%tumento da
inseguranca alimentar ndo € um resultado de cathpduco produtivas,
mas do alto preco dos alimentos, baixa renda engeego crescente,
gue reduziram o acesso a comida pelos pobres (E&@). O fato de a
fome estar em crescimento desde antes da criséraian de 2008
sugere que as estratégias atuais sdo insuficienteadequadas para
enfrentar o problema (FAO, 2009). Para acabar céoma, as pessoas
que dela padecem necessitam de controle sobresoscuacesso a
oportunidades, e melhorias na governanga em nimssnacional,
nacional e local (FAO, 2009).

Neste mesmo contexto, argumenta-se que sistemésolagr
dominados por plantas GM sdo menos nocivos a lecgldade e
possibilitam ganhos em produtividade (James, 20Mlb).entanto, as
conclusdes dos ganhos atribuidos as lavouras GMdedgadas de
comparacdes a métodos convencionais notoriamemigosp ao invés
de aos sistemas agricolas baseados no contrajeadtede pragas e em
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métodos agroecoldgicos (Heinemann, 2009). Pratieagicolas
modernas tém sido amplamente relacionadas a declima
biodiversidade de agroecossitemas, abrangendo ompéa ggama de
grupos taxondmicos, regibes geograficas e escafmciais (Ammann,
2005). “Transformar os sistemas agricolas pelaodoigdo de
tecnologias que integram processos agroecoldgieoproducdo de
alimentos, enquanto minimizam-se efeitos adversoambiente, é um
ponto chave para a agricultura sustentavel” (ONMBS52

N&o obstante, é Obvio que abordagens agroecologaes o
desenvolvimento agricola ndo negam o valor do mathento genético
convencional ou mesmo da transgenia (Uphoff, 200@dvacdes
transgénicas podem produzir beneficios, e podefatdeser valiosas na
resolugdo de certos problemas de producdo e pootdedcultivos
(Uphoff, 2007). Entretanto, existem preocupac¢beantju ao modo
como grande parte das pesquisas em transgenia g#tuzaas,
dirigidas principalmente por investimentos e inc&# privados, que
nao necessariamente tém em conta 0s interessasopublambientais
de modo sistematico e transparente (Herring, 2Qgdhoff, 2007).
Alem disso, existem dlvidas quanto a verdadeiracéel custo-
beneficio de tais inovagdes, incluindo custos cegulamentagcédo e
monitoramento (Herring, 2007; Uphoff, 2007), assiomo incertezas
guanto aos possiveis riscos ambientais e parade $aimana e animal,
e os reais efeitos sociais e econémicos (Pretfy])2Em contrapartida,
alternativas como o melhoramento genético conveatiwisando, por
exemplo, o incremento de produtividade em solobaiea fertilidade,
foram pouco exploradas e recebem poucos recursas, podem
melhorar significativamente a produtividade e gustslidade de
agroecossitemas com menos insumos externos (LYA6).

2.2 EQUIVALENCIA SUBSTANCIAL E AVALIAGAO DE RISCO
AMBIENTAL

A abordagem comumente empregada como base para a
regulamentacdo de plantas GM envolve o conceitceglévaléncia
substancial. Em geral o processo envolve uma anébsposicional
(perfil de alguns nutrientes e substancias toxiG@#)gestdo esperada e
0 papel do novo alimento na dieta. Esta comparadggme a base a
partir da qual serdo focadas exigéncias toxicol&yjgara as avaliacdes
de risco (Celliniet al,, 2004).

O conceito de “equivaléncia substancial” foi inaidio em 1993
pela Organizacdo para a Cooperacdo Econdmica endgenento
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(Organisation for Economic Co-operation and Develept{OECD))
sendo posteriormente aprovado em 1996 pela Orgduizdas Nacdes
Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) e péaganizacdo
Mundial da Saude (WHO/OMS) (FAO/OMS, 1995).

Para os criticos do conceito de equivaléncia snbistia este
nunca foi adequadamente definido: o grau de dif@reentre um
alimento natural e sua alternativa GM necesséaria pa“substancia’
deixar de ser aceitavelmente “equivalente” ndo definido em lugar
algum, e tampouco uma definicdo exata foi acorqatalegisladores
(Millstone et al, 1999). Ainda segundo Millstonet al. (1999), a
equivaléncia substancial € um conceito inerenteenamti-cientifico por
ter sido criado essencialmente para fornecer utexicepara que testes
bioquimicos e toxicolégicos necessérios ndo segalizados, enquanto
muitas das relacBes entre genética, composicdo iaguim riscos
toxicologicos, aliados a possibilidade do surgiroerde efeitos
indesejados/inesperados decorrentes da transfasmagénética,
permanecem desconhecidas. Possiveis efeitos iadggerestariam
relacionados a um desbalanceamento metabdlico gadeona planta
devido a insercdo do(s) transgene(s), efeitos egtespodem néo ser
visiveis através de uma andlise composicional fikedal em um estudo
de equivaléncia substancial (Séraénal, 2011).

O potencial de ocorréncia de “efeitos indesejadpsitualmente
uma das principais preocupacdes levantadas cogécetaaplicacdo de
técnicas de DNA recombinante na producéo de alimsef@elliniet al,
2004). A insercao aleatéria de sequéncias de DNveafficas em um
genoma (efeito intencional) pode causar rupturasdifitacfes ou
silenciamento de genes ativos ou a ativagdo desgeatvos, 0 que
pode levar a formacdo de novos metabdlitos ouaaffier nos niveis de
traducéo de metabdlitos ja existentes (Kuigeal, 2001). Efeitos nao
intencionais previsiveis e imprevisiveis podem &o deter relevancia
em termos da seguranca do produto, mas devemvsetoke em conta
em uma avaliacdo de risco (Cellatial, 2004).

Comumente a estratégia de avaliagdo de risco atabi&RA)
para plantas GM procura lancar mao de métodos slaipens para
comparar plantas GM e seus derivados com suasapantes ndo-GM
(Bartschet al, 2010). Em cultivos propagados vegetativamentéjsas
comparativas incluem a variedade parental utilizadaproducdo das
linhas GM, enquanto em cultivos reproduzidos seaosmhte, 0S
comparadores convencionais apropriados sao asslimzgénicas
(Cellini et al, 2004). Linhas isogénicas sdo duas ou mais liojuas
compartilham a mesma constituicdo genética, exgata alelos em um
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ou poucodoci (Briggs & Knowles, 1967). Portanto, distinguemese
clones, linhas homozigotas, gémeos idénticos, @te. sdo idénticos em
todos odoci (Allard, 1960).

Em teoria, as ARAs deveriam considerar efeitosin@mcionais
na aptiddo da planta, consequéncias da transformacdo genética,
desenvolvimento de resisténcia em organismos-afatos adversos
em organismos nao-alvo (ONA), efeitos na salde haneaanimal de
individuos expostos a plantas GM, efeitos devidaudancas no cultivo
e manejo das lavouras e potenciais impactos ewsdigbgeoquimicos e
no ambiente abidtico (Bartsat al, 2010). Apds serem realizadas as
avaliacGes de risco, a gestdo de risco tem conmetivdjimplementar
politicas publicas adequadas aos resultados obtidosvaliacdo de
riscos, quer sejam riscos para a salde humana nealarpara o
ambiente, ou riscos socioeconémicos como o aunwmtdependéncia
dos agricultores em relagdo a pacotes tecnolégicas cobranca de
royaltiesou a perda de renda de lavouras menos produtieasértet
al., 2009).

2.3Bacillus thuringiensi€ TOXINAS CRY

H& uma longa historia de uso Bethuringiensisna protecao de
plantas contra insetos-praga e vetores de doergagropriedades
inseticidas desta bactéria se devem a presenga destal para-esporal
produzido no momento da esporulacdo, que é competds chamadas
“proteinas cristalinas” (“proteinas cry”) ou “protas cristalinas
inseticidas” (ICPs da sigla em ingl&ssecticidal crystal proteils No
cristal, estas proteinas estdo na forma de prédoxie, em condi¢cdes
especificas e sob digestdo parcial por proteasdgatw intestinal dos
insetos alvo, é convertida na forma ativa (refeddao “toxina cry” ou
“toxina Bt"). As proteinas cry sdo codificadas pelos geoss que
geralmente séo carregados por plasmideos de gramdeho, embora
em alguns casos genagy tenham sido encontrados no DNA
cromossdmico dB. thuringiensigFerré, 2002).

A ocorréncia deB. thuringiensisfoi reportada em amostras de
diversos ambientes, especialmente aqueles ricomsatos, tais como
armazeéns de graos e produtos, diferentes compagiasicos e solos, 0
filoplano de diferentes plantas, cadaveres de aeset fezes de
vertebrados herbivoros, bem como em ambientesiegsi§dBernharat
al., 1997; Martinez & Caballero, 2002; Hilbeck & Schmi2i®06).

Existem dezenas de milhares de cepasBdethuringiensis
mantidas em colecbes puablicas ou privadas. Estgsmscesdo
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classificadas dentro de serovariedades de aconthosews antigenos
flagelares (exemplos de serovariedadeska#staki aizawaij israelensis
etc.) (Ferré, 2002). Cepas pertencentes a uma mesmaariedade
normalmente diferem em seu contelildo de genes, portanto, em seu
espectro de atividade contra insetos (Ferré, 2002).

Preparagbes comerciais & thuringiensistém sido utilizadas
normalmente como uma mistura de células bacteri@sporos e pro-
toxinas inativas (Hofte & Whiteley, 1989). O coréradbiologico de
pragas invertebradas cond-endotoxinas (toxinas cry) deB.
thuringiensisrepresenta um dos mais bem sucedidos usos deanteag
de controle bioldgico, e € uma alternativa not@aeluso de inseticidas
quimicamente sintetizados (Lutled al, 1982; Entwistleet al, 1993;
Crecchio & Stotzky, 1998). A vantagem mais freqaergnte citada do
uso deB. thuringiensispara o controle de pragas € sua presumida
especificidade contra certas espécies de insetoshamnadas espécies
alvo, enquanto todos os outros organismos, dendimgn@spécies nao-
alvo”, ndo sao afetados (Hilbeck & Schmidt, 20@&)nsidera-se que a
especificidade das toxinas cry se deve a existé@wci@ceptores toxina-
especificos localizados nas células do epitélio al® pH do intestino
de espécies alvo (Hofte & Whiteley, 1989).

Estudos sobre efeitos ndo-alvo sfraysde formulacbes d8.
thuringiensis mostraram resultados contraditérios, com ausénéas
efeitos em alguns casos e efeitos letais ou subleta outros (Hilbeck
& Schmidt, 2006). Muitos dos efeitos dpraysde formulagbes dB.
thuringiensisforam atribuidos a presenca plexotoxinas, conhecidas
por serem menos especificas do Guendotoxinas, mas esta hipotese
nao foi completamente explorada (Hilbeck & Schmigdg06). O
conhecimento da toxicidade agudafdexotoxinas em ONAs levou a
proibicdo de formulacdes contendo estas toxinaseft & Siegel, 2000;
Hilbeck & Schmidt, 2006).

Apesar do numero consideravel de estudos que agpateitos
adversos em invertebrados nédo-alvo, presume-séoguelacoes dé.
thuringiensis baseadas erfi-endotoxinas sao altamente especificas e
detém efeitos insignificantes em ONAs devido a simatividade
limitada sob condi¢cdes de campo (Ignoffo & Gardiay8; Hilbeck &
Schmidt, 2006).

2.4 MILHO BT

Os genes d8. thuringiensisque codificam proteinas inseticidas
(genescry ou genedBt) foram transferidos para espécies de importancia
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agrondmica (tais como milho e algodéo) e isto aiunfe estes cultivos
(cultivos Bt) resisténcia a importantes insetogrprgFerré, 2002),
efetivamente tornando-as plantas inseticidas. Aongados eventos de
milho GM para resisténcia a insetos atualmenteveulbs contém o
genecrylAb(CERA, 2010). Variedades de milho GM que contérasest
eventos (eventos genéticos SYN-EV176-9, SYN-BTO1MON 810)
produzem uma versédo truncada da proteina CrylAlsessa na forma
ativa, sendo altamente toxica para insetos lepaloptalvo (Székaast
al., 2010). O constructo inserido no milho MON810 wW@hard",
produzido pela Monsanto, contém o promotor CaMV,3589ntron
hsp70, o generylAb para resisténcia a lepidépteros e o terminador
NOS, que de fato foi perdido em um evento de trgecano sentido 3’
do genecrylAb(Rosatiet al, 2008).

Uma das razdes para o interesse em plantas Bt sequgpde que
elas sejam inofensivas para insetos benéficogjiimid predadores e
parasitoides, bem como para outras espécies ndpensiderando o
modo de agcdo comumente aceito das toxinas baasriin(Sheltoret
al., 2002; Hilbeck & Schmidt, 2006). Outros beneficidsgados para
plantas Bt sdo: menor esforco necessario para dtoremento de
pestes-alvo (Obrycket al., 2001), reducéo da aplicagcédo de inseticidas
de amplo-espectro, e colheitas maiores devido antrale de
importantes pragas ao longo de todo o cultivo. Niargo, plantas Bt
sdo diferentes de formulacdes convencionaiBdehuringiensis na
medida em que as toxinas cry de origem bacteriansispem por um
curto tempo sobre a superficie de plantas apoa agicacdo, enquanto
plantas Bt expressam as toxinas ao longo de te#m aesenvolvimento
(Hilbeck & Schmidt, 2006). Além disso, plantas Bpessam toxinas
cry em uma forma ativada (69 kDa para CrylAb), rdifiée das pro-
toxinas produzidas poB. thuringiensis que necessitam ser ativadas
mediante condi¢des especificas no trato gastiinéste insetos alvo,
em um processo no qual o peso molecular das pastéimeduzido por
meio da acao de proteases especificas, p.e. d&é4D3kPa para 60-65
kDa para toxinas Cryl (Hilbeck & Schmidt, 2006).

Cultivares de milho contendo o evento MONB810 preduz
CrylAb de maneira tecido- e tempo-especifica (AReAdamczyk,
2004; Nguyen & Jehle, 2007; Székéacs, 2010). A dadk do solo,
especialmente o teor de nitrogénio, detém forteiéntia na expresséo
da toxina CrylAb em milhos GM (Bruns & Abel, 20®zékacst al,
2010). Toxinas Cryl sdo diferencialmente expressatse plantas
individuais de uma mesma variedade de milho GM gdgu& Jehle,
2007; Székéacst al, 2010), tecidos de uma mesma planta, estadios de
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desenvolvimento (Nguyen & Jehle, 2007), entre ®ltda uma mesma
planta e longitudinalmente numa mesma folha (Széiéal, 2010).

2.5 PLANTAS BT NO AMBIENTE

Devido as toxinas cry serem produzidas nos teaidoplantas
GM, elas sdo mais bem protegidas contra degradagbi@ntal. Insetos
gue se alimentam destas plantas séo continuamepastes as toxinas,
e a selecdo de insetos-alvo resistentes foi am&ipor diferentes
autores (McGaughey, 1985; McGaughey & Whalon, 19%hashnick,
1994), e posteriormente confirmada a campo (Kraegat, 2009). Além
disso, apenas as porgdes utilizaveis de plantasdhiolas, e o restante
da biomassa vegetal contendo as toxinas sera rmasttre ou
incorporado no solo. Assim, em cultivos Bt as tagirestdo presentes
por mais tempo e em maiores concentragfes do gumasantroduzidas
através de formulagbes comerciais d& thuringiensis Estas
concentracdes podem exceder o consumo por larvesetles-alvo e a
inativacdo e degradacdo pela microbiota do solmstitaindo um
possivel risco para ONAs (Flexnet al, 1986; Goldburg & Tjaden,
1990; Bghnet al, 2008, 2010), especialmente quando os genes
inseridos sdo modificados (ex. truncados) paraficadiapenas para a
sintese de toxinas ativas ao invés de para axyirtas nao-tdxicas a
ONAs (Van Rieet al, 1990).

Existem indicacfes de que as toxinas cry introdigzubr plantas
GM poderiam persistir, acumular, e manter suaddle inseticida no
solo como resultado da ligacdo com &cidos humigssim como com
particulas de argila, o que poderia impor um rigasa ONAs e
aumentar a selecdo de espécies alvo resistentesna {Crecchio &
Stotzky, 1998).

Em ambientes aquéticos, detritos vegetais constituma das
principais fontes de nutrientes organicos (Raitél, 2009). A pratica
agricola de deixar os detritos pés-colheita no @anmpuito comum,
facilita o transporte de detritos para cursos ddagavés do vento e do
arraste no escoamento superficial sob precipitagbessas (Tankt al,
2010). Uma vez que detritos de milho adentram emsosud'agua,
possiveis destinos sdo degradacdo através da desigagp microbiana,
consumo por invertebrados, sedimentacdo, ou tretespm-abaixo
(Rosi-Marshalket al, 2007; Griffithset al, 2009; Chamberst al, 2010;
Swan et al, 2009), com a energia presente nesta fonte deorarb
abastecendo teias alimentares aquéaticas (@aal 2010) (Figura 1).
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Figura 1 - Milho Bt no campo: possiveis interag@esm sistemas aquaticos.
Adaptado de Tankt al. (2010). Milho Bt: milho geneticamente transformado
pela inser¢do de genesy da bactéridBacilus thuringiensistornando-o téxico
para alguns insetos-praga. CrylAb: proteina recoambé produzida por
variedades de milho contendo o transgenyéah

2.6 EFEITOS OBSERVADOS DE MILHO BT EM ORGANISMOS
NAO-ALVO

Resultados de uma meta-analise de 42 experimept@ampo
independentes, realizados em diferentes contingiMesvier et al,
2007) indicaram que invertebrados né&o-alvo s&o Igerde mais
abundantes em campos de variedades isogénicas, r@uweoram
aplicados tratamentos inseticidas, do que em caropltisados com
algoddo ou milho expressando gewegl (eventos MON810, Bt176,
MONS863). Entretanto, quando campos de algodao thomg@o-Bt sdo
manejados com a aplicacéo de inseticidas (cultvwencional)faxons
nao-alvo sdo menos abundantes do que em campogdod com
algodao ou milho Bt.

Dentre 54 estudos sobre efeitos de milho Bt em ONAlsiidos
em uma revisdo feita por Hilbeck e Schmidt (20087, (50%)
reportaram efeitos negativos em um ou mais dosmrés analisados.
Diversas hipoteses foram sugeridas para explicapaéncia de efeitos
adversos de plantas Bt em ONAs. Em alguns casafeiiss-ndo alvo
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foram atribuidos a pleiotropia (fendmeno no qual wmco loco afeta
duas ou mais caracteristicas fenotipicas aparenteméo-relacionadas
(Stearns, 2010) em plantas Bt, em termos de exjweadierencial de
metabolitos primarios e secundéarios entre varieslaBé e suas
contrapartes isogénicas (Ashowi al., 2001; Hilbeck & Schmidt,
2006).

Diferencas sutis ndo identificadas na estrutura tdasas cry
expressas por plantas Bt poderiam afetar a espdaifie de ligacdo e de
hospedeiros (Crickmore, 2005), e juntamente comsaggem pelo trato
digestivo de insetos herbivoros poderiam explicarefeitos adversos
observados em ONAs (Hilbeck & Schmidt, 2006). Aldisso, efeitos
letais ou subletais em ONAs sob altas concentragédexina também
poderiam ser desencadeados por outros mecanisnagsarados em
organismos alvo pelos efeitos letais induzidosvéasalo modo de agéo
conhecido (Hilbeck & Schmidt, 2006).

Segundo Then (2010) diversos fatores extrinseiseegismos
podem influenciar a seletividade e efetividade deinbs Bt. Estes
fatores incluem outras toxinas Bt, bem como cestasmas, estresses
ambientais, micro-organismos nao-patogénicos e gdgseimfecciosas.
Isto é relevante para avaliagcfes de risco de gdtieao se considerar o
modo como toxinas Bt modificadas sdo expressas lantag GM e
efeitos inesperados em ONAs. Devido a isto, avadiagde risco de
plantas GM deveriam questionar a suposi¢do dasel&ividade e de
uma relacdo de resposta linear dose-dependenteaptrecidade de
proteinas Bt. Tanto seletividade quanto efetividagedem ser
influenciadas por sinergismo, o que pode provofstos inesperados e
indesejados em ONAs (Then, 2010).

Dois estudos ja identificaram riscos de milho Btada. magna
exposta a grdos de milho transgénico e da variedsogénica,
detectando efeitos adversos relacionados ao vdaptativo fitness
deste organismo néo alvo (Bgénhal, 2008; Bghret al, 2010). Estes
autores atribuiram os efeitos adversos observada®s @feito téxico
brando da toxina recombinante CrylAb, que teriasada uma
realocacdo de recursos, refletida na antecipacdaepeoducdo e
posterior redu¢do do tamanho, da sobrevivéncia feamdidade total
deD. magnaalimentada com milho Bt.

2.7 ORGANISMOS MODELO

Organismos modelo representam apenas uma pege@gada fa
biodiversidade da Terra, mas as pesquisas envalviais organismos
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representam o &mago do nosso conhecimento biolGsaa utilizacao
permitiu ‘“insightS sobre principios gerais que permeiam diversas
disciplinas da biologia (Hedges, 2002).

Crustaceos cladéceros sao invertebrados largameiiieados
em andlises de qualidade ambiental e s&o organiemodelo comuns
em toxicologia. Ensaios padrdo com cladbceros dea &pce séo
descritos em normas internacionais e utilizadomewamente para a
determinacdo da toxidez de substancias, tanto stestagudos (curto
prazo) quanto crénicos (longo prazo) (ISO, 198B02W.S. EPA 1993;
OECD, 2004; 2008). Existem diversas vantagens nodescladdceros
em testes de toxicidade, incluindo a facilidadend@ejo em laboratério,
obtencdo de clones partenogenéticos, curto ciclovida e alta
sensibilidade a substancias toxicas (Adema, 19¥&taB & Rocha,
2009). Ainda assim, é recomendado o aperfeicoamdatauso de
organismos-teste e de protocolos para obter repedsédade da
sensibilidade de espécies locais ou condi¢cbesesifiecificas (Freitas &
Rocha, 2009).

Experimentos toxicolégicos baseados em laboratds#&o
preventivos na medida em que facilitam a detecedefeitos, enquanto
experimentos a campo detém maior variabilidade geienem maior
numero de replicatas para aumentar o poder egmt{fuchetet al,
2010). Portanto, embora ecologicamente relevantes, estudos
realizados a campo sdo propensos a maior erroiereal e podem
levar a uma falta de significAncia estatistica #sypente como
resultado do desenho experimental, e ndo da inedeida substancia
testada (Duchegt al, 2010). Ainda assim, a situagdo ideal abrange a
combinacdo de testes em condicbes de campo e tatoraisando a
aproximacéao de efeitos reais (Ducéeél, 2010).

2.8 O GENERMaphnia

O génerddaphnia(Cladocera, Crustaceae) é um dos grupos mais
amplamente conhecidos de zooplancton de agua @mreié¢, 2005),
que inclui crustaceos planctdnicos pertencentesdano Phyllopoda
(também chamada Branchiopoda) (Ebert, 2005). Espdélgste género
sédo utilizadas como modelos fundamentais para meme biologia
(Benzie, 2005). O género, que inclui mais de 108é@ss, € mais
diverso e abundante em regibes temperadas, magrésentado em
todas as zonas climéticas, em todos os continentesim dos membros
dominantes entre zooplanctons de agua doce no ni@®hzie, 2005;
Ebert, 2005).
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As populacBes de espéciesiEphniapodem ser encontradas em
uma variedade de corpos de agua doce, desde entagossa pocas
temporarias muito pequenas e piscinas sazonais.edpgcies de
Daphnia alimentam-se predominantemente filtrando partfcuéan
suspensédo (variando em tamanho de 1 um a 50 pnor&rmparticulas
de até 70 um possam ser encontradas no intestinodildduos
grandes), e sdo comumente 0s zooplancton predaesam lagos e
lagoas, formando parte essencial da teia alimgiibert, 2005). As
populagbes sdo frequentemente iniciadas por um nolpexjueno de
individuos, o que pode resultar em diferencas ritmfcas e genéticas
entre locais, moduladas pelos padrées de acasdtamtgliizados por
diferentes espécies. Os sistemas de acasalamentiamvade
partenogénese ciclica (reproducdo sexuada ocagsianaéproducdo
assexuada obrigatéria. Em alguns casos ambos ass dip reproducéo
podem ser encontrados em diferentes populacéemddinica espécie
(Benzie, 2005).

O ciclo de vida deDaphnia (Figura 2) durante a estacdo de
crescimento € caracterizado pelo modo assexuadaepeducdo
(apomixia). Uma fémea produz uma ninhada de ovdaemagenéticos
apos cada muda na fase adulta, se as condi¢cdedingentacéo
permitirem. Durante o ciclo partenogenético, asefésnproduzem ovos
diploides que desenvolvem-se em filhas. Uma mesémaed pode
produzir assexuadamente ovos diploides que sed#gem em filhos,
sendo a producdo de machos induzida por fatoreseatals. Além
disso, a mesma fémea pode produzir ovos hapléideqgeralmente)
requerem fertilizagdo por machos. Ovos sexuaigréerrados em uma
concha protetoraephippium e necessitam passar por diapausa para que
ocorra a eclosdo, sempre de uma prole femininar{/Ex@05). Tanto o
sexo da progénie partenogenética quanto o surgimeet ovos
haploides s&do determinados em resposta a fatotasiorados a
deterioracdo das condicbes ambientais. Exemplos lueimc
disponibilidade de alimento, o acumulo de produtostabdlicos,
fotoperiodo e temperatura (Kleivert al, 1992). Existem evidéncias
também de influéncia materna através da transmidsdinformactes
acerca da disponibilidade de alimentos e do fofoderpara a cria
(Alekseev & Lampert, 2001).
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Ciclo sexua
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Figura 2 - Ciclo de vida de espécies do géimmaphnia Adaptado de Dita B.
Vizoso, em Ebert (2005).

2.9Daphnia magné&8TRAUSS

Daphnia magnaem sido utilizada em pesquisas bioldgicas desde
0 século XVIII (Schaffer, 1755), sendo alvo de msitestudos em
evolugéo e ecologia (Routat al, 2010), e a espécie de cladécero mais
utilizada em toxicologia (Freitas & Rocha, 2009)egpécie é utilizada
em ensaios padronizados de toxicologia, descritos mormas
internacionais e empregados rotineiramente paratarrdinacdo da
toxidez de substéncias (1SO, 1982; 2000; OECD, 220d8).

Dentre os cladécerof). magnapossui tamanho relativamente
grande (até 5 mm), sendo amplamente distribuidbenaisfério norte,
especialmente na regido paleéartica (Benzie, 20@5¢spécie detém
importancia ecolégica em ambientes de &gua docadosaim
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consumidor generalista que pode se alimentar décplas em uma
ampla gama de tamanhos, de 0,6 a 50 pm (Geller 8eM1981). E
um dos principais consumidores de algas unicekll@eao mesmo
tempo presa favorita de muitos peixes (Lampert6p00
Daphnia magndaz parte do subgéne€@tenodaphniao qual foi

reportado possuir 10 cromossomos (2n=20) (Beatddefert, 1994),
com a auséncia de cromossomos sexuais, sendormideigio do sexo
induzida por fatores ambientais, de modo que o rapmo6tipo pode
ser tanto masculino quanto feminino (Rowtal, 2010).



40



41

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de dietas a base de folhas deagbmeticamente
modificado (evento MON810) e de sua linha isogénica
sobrevivéncia, crescimento e diversos parametrpsodativos deD.
magnadurante experimento crénico em laboratdério.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 — Avaliar a sobrevivéncia d®. magnasubmetida a dietas a base de
folhas de milho Bt (PAN 6Q-321B) e daisolinha (PAQ-121);
Hipoteses:

Nula: Ndo existe diferenca significativa na sobrevivaraeD. magna
alimentada com folhas de milho Bt e de milho iség&n

Alternativa: Existe diferenca significativa na sobrevivéncia de
magnaalimentada com folhas de milho Bt e de milho isog@

2 — Medir ao longo do tempo o tamanho corporal Ddemagna
submetida a dietas a base de folhas de milho BN(B&-321B) e da
isolinha (PAN 6Q-121);

Hipéteses:

Nula: N&o existe diferenga significativa no tamanho ocap deD.
magnaalimentada com folhas de milho Bt e de milho isog@
Alternativa: Existe diferenca significativa no tamanho e magna
alimentada com folhas de milho Bt e de milho isag@n

3 — Verificar o tempo até a maturidade sexual e at@rimeira
reproducdo end. magna submetida a dietas a base de folhas de milho
Bt (PAN 6Q-321B) e da isolinha (PAN 6Q-121);

Hipéteses:

Nula: N&o existe diferenca significativa entre tratarmenguanto ao
tempo necessario até a maturidade sexual e aideinarreproducéo.
Alternativa: Existe diferenca significativa entre tratamentaargo ao
tempo necessario até a maturidade sexual e aideinarreproducéo.

4 — Avaliar a frequéncia de fémeas reprodutivasue produziram
ephippiaeemD. magnasubmetida a dietas a base de folhas de milho Bt
(PAN 6Q-321B) e da isolinha (PAN 6Q-121);

Hipéteses:
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Nula: N&o existe associacdo dos tratamentos com a freguéle
ocorréncia de reproduc¢do ou producaeplegppium

Alternativa: Existe associacdo dos tratamentos com a frequéecia
ocorréncia de reproducédo ou producéepleppium

5 — Avaliar a fecundidade e a percentagem de abatamuladas ao
longo do tempo end. magna submetida a dietas a base de folhas de
milho Bt (PAN 6Q-321B) e da isolinha (PAN 6Q-121);

Hipoteses:

Nula: Ndo existe diferenca significativa na fecundidadgercentagem
de abortos erd. magnaalimentada com folhas de milho Bt e de milho
isogénico.

Alternativa: Existe diferenca significativa na fecundidade e
percentagem de abortos &n magnaalimentada com folhas de milho
Bt e de milho.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ORIGEM DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal utilizado no teste de toxicidadeD. magna
(folhas de milho) foi retirado de plantas tomadaseaso, no inicio do
estadio de desenvolvimento R3 — grao leitoso (Ritehal, 1992) da
variedade GM PAN 6Q-321B (evento MON810) e suadiigogénica
PAN 6Q-121. As plantas, oriundas de sementes abtidaAfrica do Sul,
foram cultivadas em camaras de crescimento sobg@@glcontroladas
de nutricdo, temperatura, luminosidade e umidade,Institute of
Integrative Biologydo Swiss Federal Institute of Technology (ETH),
Zurich, Suica.

4.2 COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

Amostras retiradas da porcao longitudinal médiafaleas de
milho (ver Székacst al, 2010) liofilizadas, excluindo a nervura central,
foram moidas até obtencédo de um p6 fino e armaasrad/0 °C até o
preparo das solugfes de alimentacd®@denagna Objetivando prover
particulas de tamanho comestivel daranagna(< 50 um), quantidades
de po6 de folhas de milho estabelecidas em testdimprares (2000 mg)
foram misturadas a 500 ml de agua ultrapura, s@sa¢des” resultantes
foram filtradas em redes de plancton com 50 pmbéetara da malha.
As solucdes de alimentacdo foram mantidas a 2 Qagmo o material
retido nas redes de plancton foi seco em estuf® &4 até peso
constante (~ 48 h). A quantidade de material retids redes de
plancton foi pesada, e a quantidade de material swhiscbes de
alimentacdo (tamanho de particdl&0 pum) foi calculada pela diferenca.
As soluces de alimentacdo foram entdo diluidaa famg C mf
(miligramas de carbono por ml), com base em daddsatshaw (1924),
aliquotadas e mantidas a -70 °C até oferecimentpamagna com
uma aliquota sendo descongelada por dia por solle&cdbmentacéo.

4.3 DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS

Proteinas totais foram extraidas de amostras daghlle po de
folhas de milho com o kit P-PER Plant Protein Eottcan (Pierce
Chemical Co., Rockford, IL, USA), de acordo comrasomendacgdes
do fabricante, e adicionando um coquetel inibidar protease
cOmplete® 1x (Roche, Mannheim, Alemanha) a solwgtrabalho P-
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PER, na propor¢cdo 1:100. Tubos Eppendorf Lo-bimdnioutilizados
em todos o0s extratos, e 0s extratos proteicos fdaraetiatamente
aliquotados e mantidos a -70 °C até utilizacdo. oAicentracdo de
proteinas totais foi estimada pelo método de Brddfom o kit Quick
Start Bradford Protein nl (Bio Rad, Hercules, CASA), usando
albumina bovina sérica (ABS) como padrdo, nas auregdes 0,0;
0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg'mAliquotas de 5 pl das amostras
e dos padrdes diluidos em tamp&o HEPES (pH 7.@ycgiChemical
Co., Rockford, IL, USA) na propor¢cdo 1:4 foram &mliadas aos
pocinhos de uma microplaca de 96 pocinhos (BMG ddi)t em
triplicata, e a absorbancia lida em leitor de nptmoas FLUOstar
OPTIMAL (BMG Labtech, Offenburg, Alemanha) a 595 .ni@s
extratos foram utilizados na analise de CrylAblponunoblotting

4.4 IDENTIFICACAO DE CrylAb PORMMUNOBLOTTING

Amostras para SDS-PAGE foram preparadas em tripca
técnicas, pela adicdo de volumes variaveis de acooin o extrato
(ajustando para 20 ug de proteinas totais), 5 admpao NUPAGE
LDS (pH 6.8), 2 ul de DTT 1M, e completadas comaagitra-pura para
22 ul. Apds aquecimento por 10 min a 70 °C, 20gsl @mostras foram
submetidas a SDS-PAGE em gel de poliacrilamida % NUPAGE®
Bis-Tris (Novex, Sandiego, CA, USA). As proteinasafn transferidas
por eletroblotting para membrana Immobilion-P (Millipore, Bedford,
MA). Os blots foram detectados copoliclonal rabbit-Anti-Bt CrylAb
(Abraxis, Warminster, PA, USA) (anticorpo primaridjluido 1:1000
em tampdao de bloqueamento (3% leite em po6 desndt@dd Tris-HCI,
0,15 M NacCl, 0,1% Tween 20, pH 7,5), seguido déargo goat anti-
rabbit 1gG conjugado a fosfatase alcalina (AP) (Pierce Chainto.,
Rockford, IL, USA) (anticorpo secundario) diluidd2@00 em tampéo
de blogueamento, e revelagdo com substrato quemigoente CDP-
Sta® (Roche, Mannheim, Alemanha) diluido 1:500 em tamEDP-
Star (1% diethanolamina, 0,02% MgCbH 9.5) em leitor ImageQuant
LAS 4000 (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsalsict).

4.5 QUANTIFICAGAO DE Cry1Ab POR ELISAENZYME-LINKED
IMMUNOSSORBENT ASSAY

Cinquenta mg de pé de folhas das seis plantas b rigram
utilizadas para quantificacdo de CrylAb por ELIS#icionalmente, as
seis solu¢des de alimentacdo foram testadas qaaotmcentracdo de
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CrylAb nas particulas de folhas de milho, ap6s onit do
experimento. A quantificacdo da proteina CrylAbrfmslizada com o
kit Agdia CrylAb/CrylAc DAS ELISA Double Antibody Sandwich
ELISA (Agdia, Elkhart, IN, USA) seguindo as instruc@iesfabricante,
com modificacdes: por se tratar de um kit qualitata quantificacao de
CrylAb foi realizada através de uma curva padraprdteina CrylAb
purificada deE. coli transformada (Abraxis, Warminster, PA, USA),
conforme especificado pelo fornecedor. A deterndinaanalitica de
CrylAb foi realizada através do célculo da curvdrfa por regresséo,
nas concentracdes de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; €632,0 ng mt de
CrylAb. CrylAb foi extraida misturando-se 1 ml delugsdo de
particulas de folhas de milho (2,42 mg de folhash 00 ul de PBST.
Tubos Eppendorf Lo-bind foram utilizados em todos extratos.
Aliquotas de 100 pl dos extratos de cada amostrédyahco (PBST) e
dos padr6es foram adicionadas aos pocinhos de uUcnaptaca de 96
pocinhos (Agdia) em trés replicatas técnicas. Ap@slicdo da solugéo
de substrato TMB e incubacao por 20 min, a reaggpairada com HCI
3N, e a absorbéancia lida em um leitor de microgaEaUOstar
OPTIMAL (BMG Labtech, Offenburg, Alemanha) a 492.nm

4.6 MANUTENCAO DE POPULACOES DPaphnia magna

A alimentacgdo basica das populacdeddenagnafoi realizada
com a micro-alg&cenedesmus dimorphuasiltivada em meio de cultura
para algas verdes unicelulares (Kuhl & Lorenze4).90 cultivo des.
dimorphusfoi realizado em frascos de vidro com capacidamia fi L,
mantidos a 23 °C £ 2 com aeracao continua e sobnificdo artificial
de lampadas de espectro completo com intensidadés deE i s™.
Ap6s o cultivo de cada lote as solugbes de cuftivam quantificadas
em espectrofotdmetro UV/Visivel Ultrospec 2000 (fAtecia Biotech,
Uppsala, Suécia) a 440 nm para determinacdo dddddesoptica e
afericdo do contetido de carbono (mg Cljnatravés de um nomégrafo
para carbono organico total previamente estab@ecifipés a
quantificacdo as solucBes foram mantidas em re&ilge a 4 °C e
utilizadas na alimentacdo das dafnias por um perindximo de sete
dias, sendo entéo substituidas por um lote deratgen cultivado.

As populagcbes dB. magnaforam mantidas em meio de cultivo
Elendt M7 (Elendt, 1990; OECD, 2008) por diversasagdes antes do
estabelecimento do experimento. O mesmo meio diecbbi utilizado
no experimento. A alimentacdo dos animais nas pgpak consistiu da
adicdo de 0,2 mg C d& dimorphusinimal dia® aos frascos de cultivo,
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cada frasco de 100ml contendo uma fémeddenagna O meio de
cultivo foi renovado a cada trés dias.

4.7 TESTE CRONICO CONDaphnia magné8TRAUSS

Individuos deD. magnanascidos dentro de 24 horas e a partir da
segunda ninhada de individuos adultos de uma (mupalacédo clonal
foram utilizados na implantagdo de um estudo lowigial com duracéo
de 42 dias. Temperaturas minimas e maximas foramitonadas
diariamente em béqueres de 100 mL contendo meio rivehtidos
juntos aos béqueres do experimento. O pH e a deithde elétrica
foram medidos com um medidor HI98129 (Combo) (Hans&uments,
Smithfield, RIl, USA) e a concentragédo de oxigémionfionitorada com
um medidor de oxigénio dissolvido DO200 (YSI Inamated, Yellow
Spring, OH, USA), uma vez a cada sete dias emb&§seres de cada
tratamento, em meio fresco (quando da renovacgaoeio de cultivo) e
usado (trés dias apds a renovagao).

O experimento teve um desenho completamente czadalicom
dois fatores fixosyariedade (niveis: dietas de folhas de milho Bt e
milho isogénico) gempo(niveis: intervalos de 3 dias para fecundidade
e abortos, nove dias para tamanho corporal, e anpalia os demais
endpoint}, e o fator aleatériplanta (trés plantas aleatérias em cada
variedade de milho), aninhado no fatariedade

Com o objetivo de prevenir vieses e diminuir o experimental,

o0 experimento foi conduzido em formato duplo-cegiravés da
atribuicdo de um cddigo de cores aos niveis do fdémta (as solucdes
de alimentacéo de folhas de trés plantas de milMoeGrés plantas de
milho isogénico) e as respectivas unidades expataize A atribuicédo e
anotacao do codigo de cores couberam a duas pegsmadio tomaram
parte em nenhuma outra atividade relacionada acriexpnto, e

somente estas pessoas tiveram conhecimento ddicsigni do codigo

até o fim do experimento e de todas as aferi¢es.

Duzentos e dez individuos juvenis foram distribaido
aleatoriamente entre os niveis do faitanta colocados em béqueres
individuais numerados contendo 100 mL de meio Elétid Noventa
animais foram designados para cada nivel do fesoedade sendo
trinta animais em cada nivel da varidpénta Trinta animais foram
designados para o controle interno (alga), comjetiob de verificar se
pré-requisitos para a validade do teste, de acowdoa OECD (2008),
foram satisfeitos. Todos os dias, individuos re@he200 pL (0,2 mg
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C) de solugao de particulas de folha de milho),@umg C de solucao
da algaS. dimorphus

Cada individuo foi inspecionado diariamente quardo
sobrevivéncia. Animais sem batimento cardiaco paisnde 10
segundos foram considerados mortos. O sexo dos a&niroi
determinado no primeiro dia de coleta de dadosadwmho corporal
(dia nove), ou por ocasido da morte, se esta acarmtes do nono dia de
experimento.

O tempo até a primeira reproducdo (liberacdo dangira
ninhada) de cada animal foi determinado pela irfapediaria dos
béqueres. Por ocasido da renovacdo do meio deoc(dticada trés dias),
foi realizada a inspecdo de fecundidade (contagenjudenis) e de
abortos (juvenis mal-formados e ovos) (Figura Bjisaa transferéncia
das maes para novos béqueres com meio de cultigviaprente
adicionados do respectivo alimento. Os juvenis eratéo filtrados com
uma rede de plancton (abertura de malha de 150eucontados em
estereomicroscopio Leica MZ6 (Leica Microsystemsh{eiz) AG,
Heerbrugg, Suica).

Os animais e uma escala de 2 mm (precisdo de Gh)lfonam
fotografados (Figura 3) nos dias 9, 18, 27, 3@,ecdm camera Nikon
D90 acoplada a estéreomicroscopio Leica Wild M8 idde
Microsystems (Schweiz) AG, Heerbrugg, Suica), eamanho dos
animais (comprimento do topo cabeca até a basspiaha caudal) foi
medido através do software ImageJ (Rasband, 1998)20
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Figura 3 - Individuo tipico de 27 dias de idadeneltado conBcenedesmus
dimorphus(a); individuo tipico de 27 dias de idade alimeotzom folhas de
milho (b); juvenis saudaveis (setas com linha iajeg abortos (setas com linha
tracejada) (c). Barras de escala tém 2 mm. FotamieDFerreira Holderbaum,
Tromsg, 2011.
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4.8 ANALISE DOS DADOS

4.8.1 Quantificacdo de CrylAb por ELISA Enzyme-Linked
I mmunossorbent Assay)

As andlises foram realizadas utilizando o softw&AS verséo
9.2 (SAS Institute, 2006). Uma curva padrdo foiedainada por
regressdo de minimos quadrados, comparando o a@astegressdes
linear, quadréatica e cubica pelo Critério da Infacdo Bayesiano de
Schwarz (BIC) (Schwarz, 1978). Os dados de cormgiudr de CrylAb
em particulas de folhas de milho nas solucbes ideeatacdo foram
submetidos a andlise de variancia e verificadoicgraente quanto a
homoscedasticidade e normalidade dos residuos.

4.8.2 Teste crénico coraphnia magna Strauss

As andlises foram realizadas no software SAS ve3sadSAS
Institute, 2006). Dados de sobrevivéncia e de temugoa primeira
reproducdo, tratadas como variaveis dicotbmicasr{éocia ou ndo do
evento) foram analisados por regresséo de Coxrisams proporcionais
(Cox, 1972). A proporcdo de matrizes que atingiramestado
reprodutivo foi analisada pelo teste xfe e a proporcéo de individuos
gue produziranephippiag(ovos de dorméncia) foi analisada com o teste
exato de Fisher (ja que havia células com valoesones do que 5), em
tabelas de contingéncia. O tamanho dos animaidagehrresposta
continua), a fecundidade acumulada e a percentagenabortos
acumulada (variaveis resposta de contagem) foraliades quanto a
normalidade dos residuos de um modelo linear pgpeigdo de Q-Q
Plots e quanto & homogeneidade de variancias @at@mentos por
Box-Plots. O conjunto de dados para o tamanho diosa#s foi o Unico
a se adequar a pressuposicdo de normalidade ddsagse nenhum
dos conjuntos se adequou a homogeneidade de vasamc que é
comum em dados longitudinais. O tamanho corporal @umais foi
analisado em um modelo misto assumindo normalidderesiduos,
levando em conta a dependéncia entre medidas dapefdados
longitudinais) e a consequente estrutura da matez variancias-
covariancias (Littelet al, 2006). Modelos pressupondo as estruturas de
matriz de vari&ncia-covariancia, componentes daidveia (VC) e
diversas estruturas plausiveis para dados longaigli{autorregressiva
de primeira ordem (AR(1)), autorregressiva de pinaneordem
heterogénea (ARH(1)), Toeplitz (TOEP), Toeplitz enegénea
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(TOEPH), antedependéncia de primeira ordem (ANTEE)N&o-
estruturada (UN)) foram comparados com o BIC, ecaleto com o
menor BIC foi escolhido como o de melhor ajustetiizado para se
fazer inferéncias. Conforme o esperado de acordo a&matureza dos
dados relativos a fecundidade e percentagem dedoab(iados de
contagem e proporcdes, respectivamente), a dig#ibudos residuos
desviou substancialmente da distribuicdo normal asmbém da
homogeneidade de variancias, e estes dados foralisamios com
modelos lineares generalizados (Nelder & Weddertbui®72;
McCullagh & Nelder, 1989). Foram empregadas equadéeestimacao
generalizadas@eneralized Estimating Equations GEE) (Liang &
Zeger, 1986) assumindo distribuicdo Poisson corametro extra para
levar em conta a super-dispersdao (quando as visamexcedem as
médias), utilizando a funcéo de ligacdo canbniogafiitmo), e levando
em conta a correlagéo entre as observacgdes feitasgo do tempo em
um mesmo individuo e a consequente estrutura dazndatvariancias-
covariancias. Os modelos com estruturas de mateizvariancia-
covariancia independéncia (INDEP), autorregressi&) e nao-
estruturada (UN) foram comparados por meio do fitda Quasi-
verossimilhanga sob o modelo de independén@aasi-likelihood
under the independence model criterio@IC) (Pan, 2001), e o0 modelo
com o menor QIC foi escolhido como o de melhor tajwes utilizado
para se fazer inferéncias. Para as variaveis tamnacdrporal,
fecundidade e percentagem de abortos, quando ceelis efeitos
significativos (P< 0,05) para a interacawriedade*temppa direcédo
dos efeitos significativos em cada nivel do faenpofoi determinada
por contrastes entre os dois niveis do fatsredade
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 DETECCAO E QUANTIFICACAO DE Cry1Ab

Duas bandas imunorreativas de CrylAb foram detastgubr
imunoblotting (Figura 4), uma com 69 kDa, o peso usualmente
reportado para a proteina codificada em milhos e@wento MON810,
e uma outra banda com cerca de 35 kDa, indicand® wm
processamento poés-transcricdo ou pos-traducdo aesteprrendo
(Andow & Hilbeck, 2004). A suposta banda de 92 kieéerente a
proteina CrylAb traduzida em milhos com o eventoN8@0 (CERA,
2010) nao foi encontrada. Outros estudos (Grubbat, 2001; Paukt
al., 2010) encontraram uma banda de 34 kDa para CrgbAbnilho
MONS810, além de bandas imunorreativas de 42 e 1@ kifo
observadas neste estudo), atribuindo sua preseogatiaua atividade
de proteases endogenas da planta. Além diss@gréseainte notar que a
amostra de CrylAb purificada de colli transformada, utilizada como
controle positivo, mostrou diversas bandas com ralites pesos
moleculares, incluindo a banda esperada de 131pkEBaa pro-toxina e
uma banda com 69 kDa (nucleo ativo da proteina3, mda uma banda
com 35 kDa, conforme verificado nas folhas de milBp assim
evidenciando uma caracteristica notavel de Cryl&bombinante
expressa em folhas de milho MON810. Este fato detéma relevancia
para os riscos ambientais do milho MON810, ja gstaseproteinas
representam um efeito ndo intencional, e ndo fdestadas quanto a
sua toxicidade.
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Figura 4 -Immunoblottingmostrando a presenca de bandas esperadas para
CrylAb truncado (~ 69 kDa) e de bandas ndo esperdeéa35 kDa) em trés
plantas (GM1, GM2 e GM3) de milho Bt (MON810), eséncia das bandas em
trés plantas da isolinha (Isol, Iso2 e Iso03).

As equacdes de regressao para absorbancia em fudgao
concentracdo nominal de CrylAb, de ordem lineaadritica e cubica
foram ajustadas por regressdo polinomial dos mimimaoadrados
ordinérios e comparadas quanto ao ajuste peloriorigeé Informacao
Bayesiano de Schwartz (BIC). Todas as regress@asfsignificativas
(P > 0,001), e a regressédo cutbicd £FD,98) mostrou o melhor ajuste
pelo BIC (menor valor), sendo utilizada para cargto da curva de
calibragéo para CrylAb (Figura 5).
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Figura 5 - Curva padrao da absorbancia (492 nnfuegéio da concentracdo do
padrdo de CrylAb, e a respectiva equacao da régrestica utilizada para
estimacéo da concentracdo de CrylAb nas folhadlHe em ensaio de ELISA.

ABS (est.): absorbancia estimada. ABS (obs.): ddsmia observada.

A concentracdo de CrylAb nas particulas de folamitho Bt
dentro das solu¢des de alimentacéo foi estimadar@i6), e ndo foram
encontradas diferengas significativas entre sokI¢BBIOVA, Tabela 1).
Nguyen & Jehle (2007) e Székdatsal. (2010) mostraram que o nivel de
expressdo de CrylAb em folhas de milho Bt (MON8@AG)le variar
significativamente entre plantas, o que foi veaifio nas folhas de milho
Bt utilizadas neste estudo, antes do preparo dasées de alimentacao
(dados ndo mostrados). Porém, durante o proceskamiasn amostras
no preparo das solucbes de alimentacad® denagnaprovavelmente
houve degradacdo de CrylAb, como consequéncia dtatoodas
particulas de folhas de milho com a agua e o tedgmorrido até o
congelamento das solugbes (~ 48 h), o que niveloonaentracido da
toxina nas solugdes de alimentacéo oferecidasraosis.

Tabela 1 - Resumo da analise de variancia pareeotiagéo de CrylAb obtida
em ensaio de ELISA em folhas de diferentes plad&smilho transgénico
(MONS810).
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Foqte 9e GL Soma de Quadrado médio ValordeF Pr>F
variacao guadrados
Planta 2 0,69 0,35 1,59 0,28
Residuo 6 1,31 0,22
Total 8 2,00
CV% =217
835
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Figura 6 - Concentragao média de CrylAb nas p#asale folhas de milho Bt
(MONB810) presentes nas solu¢bes de alimentacdoaBadicam intervalo de
confianga a 95% de probabilidade (n=3).

5.2 TESTE CRONICO CONDaphnia magns&8TRAUSS
5.2.1 Temperatura e parametros fisico-quimicos do @ de cultivo

A média das temperaturas minimas e seu desvio @éedia =
desvio padréo) foi 19,82 + 1,35, e a média das ¢eatpras maximas e
seu desvio padréo foi 21,6 + 0,60. A média e o idesadréo dos trés
parametros fisico-quimicos analisados (pH, conlatde elétrica (US)
e oxigénio dissolvido (% O2) em meio Elendt novaisado, para o
controle interno (dieta de alga) e para os tratémsesolinha e Milho Bt,
mostrou uma tendéncia ao aumento da condutividddwica, e
diminuicdo do pH e do oxigénio dissolvido nos tna¢atos de folhas de
milho, mas ndo no controle interno (alga), que mostendéncia ao
aumento nos trés parametros (Tabela 2). A reduggi-Hde aumento da
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condutividade elétrica nos tratamentos de folhasndieo podem ser
explicados pela excrecdo de compostos organicas pilfnias e seu
juvenis, e a diminuicdo do oxigénio pela respiradas dafnias e de
possiveis micro-organismos. JA no meio adicionadm @lga, o
aumento do pH pode ser explicado por uma diminuilgioconcentracdo
de CQ dissolvido como decorréncia do processo fotodsinté
(Lampert & Sommer, 1997), o aumento acentuado dalutvidade
elétrica pode ser uma decorréncia da excrecao rmeasios organicos
por individuos maiores que produzem um maior nurderfuvenis, e 0
aumento do oxigénio dissolvido é explicado peladsintese das algas
adicionadas ao meio.

Tabela 2 - Médias + desvio padrdo dos parametrsisofguimicos pH,
condutividade elétrica (uS) e oxigénio dissolvidz(#)) em meio de Elendt
fresco (imediatamente antes da transferéncia dow&) e usado (3 dias apés a
transferéncia dos animais), para o controle intddieta de alga) e para os
tratamentos Isolinha e Milho Bt.

Parametro Meiq de D|§ta :
cultivo Alga Isolinha Milho Bt
H Meio Fresco 7,94+0,24 8,2610,26 8,29+0,29
p
Meio Usado 8,52+0,42 8,08+0,22 8,09+0,26
s Meio Fresco 642,50+10,96 618,54+16,96 616,42+17,31
V]
Meio Usado 743,93+31,98 667,95+42,15 669,28+48,26
Meio Fresco 8,61+0,32 8,40+0,15 8,44+0,26
Oz (%)
Meio Usado 10,39+1,20 8,28+0,85 8,30+0,81

5.2.2 Resposta dBaphnia magna no controle interno (dietade alga)

Os animais alocados no controle interno (alimergamon a alga
Scenedesmus dimorphusiostraram tamanho corporal e fecundidade
claramente maiores do que animais alimentados otitag de milho,
atestando a superioridade nutricional de uma dietalgas par®.
magna. A taxa de mortalidade aos 21 dias de idaidgef 20%, sendo
este valor o maximo aceitavel para mortalidade entraoles de testes
de reproducdo dB. magna(OECD, 2008). Dentre os animais vivos no
21° dia (80%), a fecundidade média acumulada fdildejuvenis. Estes
resultados validam o teste de acordo com as nodaa®ECD para
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testes cronicos de toxicidade de substanciasDemmagna (OECD,
2008).

5.2.3 Sobrevivéncia

N&o foi verificada diferenca significativa na vettede de
ocorréncia de mortalidade entre animais alimentadta folhas de
milho Bt e da variedade isogéniqé € 0,524, P = 0,469, regresséao de
Cox), aceitando-se a hipdtese nula. A probabiliddde morte dos
animais foi semelhante entre tratamentos ao longoexperimento
(Figura 77), mostrando ndo haver efeitos letais do uso tfreagode
milho Bt na dieta d®. magnaem comparacao a isolinha.
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Figura 7 - Curvas de sobrevivéncia para animaisestados com folhas de

milho isogénico (linha solida) e milho Bt (linhaatejada). Linhas fracas

indicam bandas de confianca a 95% de probabiliffz=i0).

Estes resultados sugerem que a toxina CrylAb es@ressta
variedade de milho ndo exerce um efeito letallenmagna Proteinas
cristalinas inseticidas como CrylAb, produzidas pBacillus
thuringiensis na forma de pré-toxinas, sdo conhecidas por exerce
efeitos letais em algumas espécies de insetoilgeichs e coledpteros
(Hilbeck & Schmidt, 2006). Sob digestédo parcial porsteases no trato
intestinal dos insetos alvo, proteinas Cry sao editias na forma ativa,
que exerce o efeito téxico (Ferré, 2002). No eptamm plantas
transgénicas, CrylAb é expressa em uma forma qtigando necessita
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ser clivada no trato gastrointestinal de insetes,a que traz incertezas
guanto a efeitos letais e sub-letais em organismdosalvo (Hilbeck &
Schmidt, 2006). Steinberg al. (2010) mostraram que o tempo de vida
de Daphnia pode aumentar sob condi¢bes de baixo estresadp adi
uma reducao na fecundidade, enquanto outros ti@béllirling & Van
der Grinten, 2003; Daet al, 2010), mostraram ndo haver efeito na
sobrevivéncia deD. magna submetida a baixos niveis da toxina
microcistina (produzida pela cianobactéd&rocystis sp. Bghnet al.
(2008) encontraram uma reducdo na sobrevivénciaDdemagna
alimentada com grdos moidos de milho Bt em compgaragisolinha,
atribuindo esta reducdo a um efeito toxico brandoGiylAb. No
entanto, Bghret al. (2008) admitiram que a baixa concentracdo de
CrylAb nos grdos utilizados (67 + 27 ng de CrylAbpeso seco)
poderia indicar a existéncia de outras causas @a&faito negativo do
milho GM. Considerando que folhas de milho Bt detéancentracbes
muito maiores de CrylAb do que os gréos, espemaveeste estudo um
efeito pronunciado do milho Bt na sobrevivéncia dagideos no caso
de um efeito téxico direto de CrylAb, o que nao dobbservado,
levando em conta que neste estudo a concentragaoytidb (média +
desvio padrdo) foi de 2,15 + 0,5 (ugt geso seco de folhas) nas
solucbes de alimentacédo, ou cerca de 30 vezes dmique nos graos
utilizados por Bghret al. (2008). Vale ressaltar que Bugtlal. (1993) e
Villarroel et al. (2003) declaram a sobrevivéncia como um indicaor
toxicidade crénica menos eficiente do que a regr@denmD. magna.

5.2.4 Tamanho corporal

Na andlise da varidvel dependente tamanho corpaorak
estrutura de matriz de variancias-covariancias lltaegom variancias
heterogéneas mostrou o melhor ajuste de acordooddi@ (Tabela 3),
e foi utilizada para a realizacao de inferéncias.
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Tabela 3 - Comparacgdes entre estruturas de marcodariancia para selecao
do modelo de melhor ajuste para anélise da vartawgnho. O menor valor de
BIC (melhor ajuste) estd em negrito.

Variavel L Ma'triz Qe
Distribuicdo Variancia- BIC
Dependente o~
Covariancia
VC -338,5
AR(1) -427,7
ARH(1) -503,9
Tamanho Normal TOEP -424,1
TOEPH -508,1
ANTE(1) -488,5
UN -479,2

A presenca de interacdo significativa entre ogéateariedadee
tempo(Tabela 4) leva a rejeicdo da hipétese nula, Eangue animais
alimentados com folhas de milho Bt e da isolinhatnasam tamanhos
diferentes, sendo esta diferenca dependente dmtebgmtrastes entre
milho Bt e milho isogénico dentro de cada nivetetapg bem como a
inspecédo dos intervalos de confianca (Figg®amostram que no inicio
da vida (dias 9 e 18) o tamanho dos animais saluas dietas nao foi
significativamente diferente (P > 0,05 em ambadadas). A interacdo
ficou evidente ao se constatar que nas trés datiseguentes de
afericdo do tamanho (dias 27, 36 e 42), animaisesltados com folhas
da variedade isogénica mostraram maior tamanho wo animais
alimentados com folhas de milho Bt (P < 0,001 nés tontrastes), com
uma diferenca de até 0.14 mm, ou cerca de 4%, wmadaior média
como 100%.
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Tabela 4 - Tabela da analise de modelo misto pavaridavel tamanho de
matrizes alimentadas com folhas de milho Bt ou midiolinha (fator variedade)
ao longo do tempo (fator tempo).

Testes do Tipo 3 para Efeitos Fixos

Fonte de Variacdo GL F Pr>F
Tempo 4 707,23 < 0,0001
Variedade 1 10,62 0,0014
Variedade*Tempo 4 5,35 0,0004

Observou-se que animais alimentados com folhas ithe Bt
apresentaram tamanho significativamente menor de gaimais
alimentados com folhas da linha isogénica apésrimgee de maxima
reproducéo, situado entre os dias 15 e 21. A redong&omprimento de
carapaca dd. magnaou outros cladéceros ao longo da vida ja foi
atribuida a diferentes causas, entre elas altaxentlacbes de
agrotoxicos (Villarroelet al, 2003 e referéncias), concentragcdes sub-
letais de diferentes metais (Van Leeuwsnal, 1985) e diferentes
qualidades nutricionais da dieta (Twomblyal, 1998; Muller-Navarra,
1995; Wacker & Martin-Creuzburg, 2007). Portantanau maior
dificuldade na assimilacdo do material transgénsega por um efeito
téxico, seja por uma composicao nutricional divepsaieria refletir em
menos energia disponivel para crescimento e repanduEfeitos
adversos em parametros relacionadofitaess entre eles a redugéo do
crescimento, podem ser induzidos pela inibicAordegssos digestivos
em dafnideos e a consequente ma nutricdo (Rohdack, 2003;
Czarneckiet al, 2006). Segundo Chandini (1989) e referénciasdast
poluentes aquéticos que afetem o tamanho de cladgeodem
influenciar indiretamente em diversos parametrés/amtes a dindmica
populacional, detendo assim importantes consecagnecoldgicas.
Individuos de maior tamanho possuem maior habiidgdra coletar
alimento, melhor defesa contra predadores invextlls e peixes
juvenis, superioridade competitiva, ninhadas mai@aecém-nascidos
de maior tamanho. Uma redugcdo no tamanho dos éhaigi poderia
afetar muitos dos beneficios relacionados ao mammanho,
especialmente durante periodos de escassez dentaime alta
competicdo (Chandini, 1989).
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Figura 8 - Tamanho médio de matrizesDdenagnaalimentadas com folhas de
milho Bt e milho isogénico, ao longo do tempo. Barindicam intervalo de
confiangca a 95% de probabilidade (n=9@).indica o P-valor obtido no
contraste.

5.2.5 Proporc¢éao de individuos reprodutivos

N&o foi verificada associacdo entre 0 numero deeémque
atingiram o estado reprodutivo e a dieta providaatmais (folhas de
milho Bt ou da isolinha) (P = 0,543, testeyfe aceitando-se a hipétese
nula. Ao todo 151 animais tiveram ao menos um evegprodutivo
durante o experimento, sendo 77 destes animaismtitios com folhas
de milho Bt e 74 com folhas de isolinha (Tabela 5).



61

Tabela 5 - Tabela de contingéncia para a variaughemo de fémeas
reprodutivas deD. magnasob dietas de folhas de milho Bt e da variedade
isogénica.

Variedade N&o Reproduziu Reproduziu Total
Isolinha 16 74 90
Milho Bt 13 77 90

Total 29 151 180

5.2.6 Tempo até a maturidade sexual e até a primaireprodugéo

N&o foi verificada diferenca significativa na vettede de
ocorréncia da maturidade sexual entre animais atades com folhas
de milho Bt e da variedade isogénigzézé 0,068, P = 0,794, regresséao
de Cox), aceitando-se a hipétese nula. O temp&®@%e dos animais
atingirem a maturidade sexual foi de 9 dias, partbas os tratamentos
(Figura 9).
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Figura 9 - Curvas de incidéncia cumulativa da nidéle sexual para animais
alimentados com folhas da variedade isogénicagligblida) e de milho Bt
(linha tracejada). Linhas fracas indicam bandas cdefianca a 95% de
probabilidade (n = 90; n° de eventos: Isolinha =Milho Bt = 80; censurados
(devido a mortalidade): Isolinha = 9, Milho Bt =)10
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N&o foi verificada diferenca significativa na vettede de
ocorréncia da primeira reproducdo entre animaisegitados folhas de
com milho Bt e da variedade isogénicd € 0,1595, P = 0,6897,
regressao de Cox), aceitando-se a hipdtese nulem@o até 50% dos
animais atingirem a primeira reproducéo foi de Hk,dpara ambos o0s
tratamentos (Figura 100).
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Figura 10 - Curvas de incidéncia cumulativa da phienreproducdo em animais
alimentados com folhas de milho isogénico (linh&ida$ e milho Bt (linha
tracejada). Linhas fracas indicam bandas de cardi@n95% de probabilidade
(n = 90; n° de eventos: Isolinha = 74, Milho Bt % Ttensurados (devido a
mortalidade): Isolinha = 16, Milho Bt = 13).

Tanto o tempo até a maturidade quanto o tempo arénreeira
reprodugdo ndo diferiram significativamente entmemais alimentados
com folhas de milho Bt e da isolinha, mais uma imezcando que nao
houve efeito toxico, ja que se esperaria um adieendo da reproducdo
caso uma reducdo na sobrevivéncia (como conseguédacum efeito
toxico) fosse esperada (Bghhal, 2008). Estes resultados contrastam
com o observado por Bghet al. (2008), que verificaram um
adiantamento da primeira reproducdo Brmmagnaalimentada com
grdos de milho Bt em comparagdo a isolinha, atdelareste
adiantamento a um efeito tdxico brando de CrylAb.eNtanto, graos
de milho Bt tém concentracbes muito mais baixaddAb do que
folhas, utilizadas neste estudo (ver sessao 6i&t8)poderia indicar que
nao foi o efeito direto de CrylAb que desencadeadiantamento da
reproducéo observado por Bgéhal, (2008). Entretanto, no presente
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estudo efeitos de CrylAb podem ter sido atenuaduild a provisao
de uma dieta de maior energia, evidenciada pelorntaéscimento e
fecundidade dos animais alimentados com folhasaéside grdos de
milho triturados (tamanho médio geral e fecundidatblia geral, no
dia 42, de ~3,6 mm e ~52 juvenis por fémea alindentaom folhas de
milho, respectivamente, e de ~2,6 mm e ~7 juveros f@émea
alimentada com graos de milho, respectivamentefjcsgue tal efeito
de modulacgéo de efeitos toxicos de acordo com kdgda/quantidade
da dieta ja foi observado em outros estudos (Charii89; Heugenst
al., 2006).

5.2.7 Fecundidade

Na anadlise da variavel dependente Fecundidade (oumédio
de juvenis acumulados por unidade experimental)modelo Poisson
com parametro para super-dispersao, assumindo stnoiduea de matriz
de variancias-covariancias de Independéncia (untezmeam auséncia
de elementos fora da diagonal — auséncia de cgéielantre medidas
repetidas) mostrou o melhor ajuste de acordo c&iCqTabela 6).

Apesar de se esperar a existéncia de correlacdé® en
observacgdes feitas num mesmo individuo ao longdedpo, Pan &
Connett (2002) apontam algumas caracteristicasG#ds entre elas o
fato de ndo ser estritamente necessario modelarstatiea de
correlacbes da variavel resposta corretamentearmistapenas utilizar
uma estrutura de correlacdo de traballorking correlation structure
para se obter estimativas consistentes e assartwitte normais. Em
muitos casos foi mostrado que estimativas de GHEEosmodelo de
independéncia mantém uma alta eficiéncia (ver P&o@&nett, 2002).

Tabela 6 - Comparacgdes entre estruturas de marcodariancia para selecao
do modelo de melhor ajuste para andlise da varfégahdidade. O menor valor
de QIC (melhor ajuste) esta em negrito.

Variavel Matriz de
Distribuicdo Variancia- QIC
Dependente ncia-
Covariancia
Poi + amet INDEP -31989,2
Fecundidade — °'SSON T parametro

; ~  AR(1) -31937,9
para super-dispersdo UN

-31427,9
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Os resultados deste estudo mostram que a quantidade
alimento provida aos dafnideos ultrapassou o “nilialitante
incipiente” (ncipient limiting level (Horton, et al., 1979), ja que a
quantidade de alimento assimilada foi suficient@ gaprir 0s custos de
manutencao e custos extras com crescimento e g@odA presenca
de interacao significativa entre os fatovesiedadee tempo(Tabela 7)
leva a rejeicao da hipoétese nula, e indica queenfiidade dos animais
foi afetada significativamente pela dieta de folltges milho Bt em
comparacdo a linhagem isogénica, sendo esta dife@ependente do
tempo. A comparacdo de médias por contrastes riogte animais
alimentados com folhas de milho Bt tiveram mencufelidade do que
animais alimentados com folhas da variedade isogéem estadios
avancados da vida (Figura 111), conforme verificadoanimais com
36, 39 e 42 dias de idade (P < 0,05 nos trés atesk E digno de nota
o fato de que aos 12 dias de vida, ou aproximadznuen dia apos 50%
dos animais reproduzirem pela primeira vez em anolsosatamentos,
foi observada uma diferenga marginalmente sigrifiaaentre os
tratamentos (P = 0,0547), com animais alimentadosfolhas de milho
Bt mostrando maior fecundidade.

Tabela 7 - Tabela de analise de GEE para a varfaeahdidade de matrizes
alimentadas com folhas de milho Bt ou milho isddinfiator variedade) ao
longo do tempo (fator tempo).

Estatisticas de Wald para Analise Tipo 3 de GEE

Fonte de Variacdo GL + Pr>y2
Variedade 1 0,48 0,4894
Tempo 10 1301,21 <0,0001
Variedade*Tempo 10 21,16 0,02

O padrdao de diferencas encontrado sugere uma menor
fecundidade de animais alimentados com folhas terBit em estadios
avancados da vida. Além disso, evidéncias de unssiya maior
fecundidade de animais alimentados com milho Binfwo do periodo
reprodutivo foram encontradas. A baixa qualidadeicional da dieta
pode reduzir a fecundidade eB. magna (Miller-Navarra, 1995;
Wacker & Martin-Creuzburg, 2007; Steinbegg al, 2010), e tanto a
escassez de nutrientes quanto efeitos tdxicos idosrrdurante o
desenvolvimento inicial de organismos podem teaséonsequéncias
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de longo prazo somadas a efeitos imediatos (Maté&alMonagham,
2001). Uma potencial resposta plastica a condigéesstresse consiste
na alocagdo de recursos para maior reproducdo ino ida vida,
comumente denominada de compensacéo de fecundidhddwick &
Little, 2005). Esta mudanca pode ter como conseam@énreducdo do
crescimento somatico e da reproducéo no fim da oo observado
em animais alimentados com folhas de milho Bt nestedo. Além
disso, tamanho corporal e fecundidade sao variafeitemente
relacionadas, tendo sido mostrado que dafnideonemproduzem
menos juvenis (Glazier, 1992). Dabal. (2010) verificaram que baixas
concentracdes de extratos da cianobactdi@ocystis sp.contendo a
toxina microcistina enfraqueceram dafnideos, comptendo sua
capacidade reprodutiva, enquanto concentracfesrenasdetaram sua
sobrevivéncia, mostrando diferentes efeitos téxides uma mesma
toxina de acordo com sua concentracao.
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Dia 12 Dia 15 Dia 18 Dia 21
6 - 12 - 19 1 26 -
25 -
5 11 18 1 24 -
17 A 23 4
4 10 - 16 | 0o |
21 -
3 9 - 4
15 20
2 - 8 - 14 4 19 -
P = 0,055 P =0,552 P =0,868 P=0,571
Dia 24 Dia 27 Dia 30 Dia 33
31 - 39 4 47 1 56 -
30 - 45 -
37 1 ]
29 o 43 - 52
28 7 41 i 48 -
27 1 33
26 1 391 44 1
31 A 37 4
25 1 40 -
24 | 29 35 -
23 - 27 - 33 - 36 -
P=0,787 P=0,198 P =0,231 P=0,149
Dia 36 Dia 39 Dia 42
62 1 63 1 64 1
58 - 59 A 60
54 A 55 A 56 OIsolinha
50 - 51 A 52 A
46 - 47 A 48 -
* Milho Bt
42 - 43 - 44 -
38 - 39 - 40 -
P =0,041 P =0,014 P =0,040

Figura 11 - Fecundidade (juvenis acumulados) médiematrizes d®. magna
alimentadas com folhas de milho Bt e milho isogén&o longo do tempo.
Barras indicam intervalo de confianca a 95% de givdldlade (n=90)P indica
o P-valor obtido no contraste.

5.2.8 Percentagem de Abortos
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Assim como para a variavel fecundidade, na anéisgariavel
percentagem de abortos (percentagem acumulada aiosibum
modelo Poisson com parametro para super-dispeasdamindo uma
estrutura de matriz de covariancias de independénostrou o melhor
ajuste de acordo com o BIC (Tabela 8), sendo atibizpara realizacdo
de inferéncias.

Tabela 8 - Comparacdes entre estruturas de marcodariancia para selecao
do modelo de melhor ajuste para andlise da varRerlentagem de abortos. O
menor valor de QIC (melhor ajuste) esta em negrito.

Variavel Matriz de
Distribuicdo Variancia- QIC
Dependente N
Covariancia
Poisson + parametro INDEP -15585,8
Abortos parametro — \ra) -1552,9
para super-dispersao
UN Erro

Foi verificado efeito significativo da interac&ariedade*tempo
(Tabela 9), rejeitando-se a hipétese nula de gqetaside milho Bt e da
isolinha ndo mostram efeitos diferentes na pergentade abortos da.
magna A percentagem de abortos foi significativameriferente no
dia 12 (P<0,05), com animais alimentados com foldas milho
isogénico mostrando maior percentagem de abortapudoos animais
alimentados com folhas de milho Bt. Posteriormen&o foram
verificadas diferengas significativas, embora aisnaimentados com
milho Bt tenham mostrado uma aparente tendénciai@r percentagem
de abortos em estadios finais da vida (Figura 123).

Tabela 9 - Tabela de analise de GEE para a varBaalentagem de Abortos
em matrizes alimentadas com folhas de milho Bt dllhamisolinha (fator
variedade) ao longo do tempo (fator tempo).

Estatisticas de Wald para Andlise Tipo 3 de GEE

Fonte de Variac&o GL v Pr>y2
Variedade 1 0,01 0,9315
Tempo 10 70,61 < 0,0001

Variedade*Tempo 10 18,38 0,0489
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De acordo com Conde-Porcuea al. (2011), o aborto de ovos
subitineos e ovos de diapausa detém uma grandééniofh em
populacdes d®. magna tanto no laboratério quanto no meio natural.
Dao et al. (2010) relacionaram a reducdo da fecundidade ttedd.
magna ao aborto de ovos em animais expostos a micnogjsem
condi¢cbes de alta toxicidade que incluiram elevaigionortalidade. A
maior percentagem inicial de abortos em dafnidéioseatados com
folhas da isolinha pode indicar uma menor alocalgioecursos para a
reproducéo inicial. Animais alimentados com foll@smilho Bt neste
estudo tenderam a maiores porcentagens de abastoukdas em
estadios tardios da vida (cerca de 17% (ou oitotab@or fémea) para
milho Bt contra 11% (ou seis abortos por fémeaa paitho isogénico,
no dia 42 (P = 0,08)), embora estas diferencas tedbam sido
significativas.
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Dia 12 Dia 15 Dia 18 Dia 21
35 4 15 - 15 - 20
30 {
15 -
25 10 10
20 10 4
15
10 l 5 ® 5 1
5 i
0- 0- 0 0 -
P=0,013 P =0,448 P =0,495 P=0,691
Dia 24 Dia 27 Dia 30 Dia 33
25 - 25 - 25 1 20 -
20 - 20 A 20 1 15 4
15 - 15 15
10
10 10 10
5 1 5 - 5 - 5 1
0 - 0 0 - 0 -
P =0,545 P =0,365 P=0,812 P=0,979
Dia 36 Dia 39 Dia 42
20 25 - 25 -
. 20 -
15 20 ©Isolinha
15 | 15
10
10 A 10
5 - * Milho Bt
5 4 5 A
0 0 - 0 -
P =0,230 P=0,123 P =0,080

Figura 122 - Percentagem de abortos acumuladanf(dolde abortos/total de
juvenis)*100) média de matrizes Be magnaalimentadas com folhas de milho
Bt e milho isogénico, ao longo do tempo. Barrascith intervalo de confianca
a 95% de probabilidade (n=9® indica o P-valor obtido no contraste.

5.2.9 Producéo de=phippia

Foi encontrada associacgéo entre a produca@pleipium(Tabela
10) e a dieta provida aos animais (folhas de milhou da isolinha) (P
= 0,023, teste exato de Fisher), rejeitando-s@étéde nula. Ao todo 18
animais produziramephippium (ovo de dorméncia) durante o
experimento, sendo 14 destes animais alimentadodabas de milho
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Bt e quatro com folhas de isolinha (Figura 13). i@Quanimais sob a
dieta com milho Bt produzirarephippiumduas vezes, de modo que o
numero total dephippiaproduzidas neste tratamento @ghippig foi
maior do que o nimero de animais que produziegphipium (14
animais).

Tabela 10 - Tabela de contingéncia para a varigneeucao deephippiumem
fémeas deD. magnasob dietas a base folhas de milho Bt e da vatieda
isogénica.

Nao Produziu Produziu Total
Isolinha 86 4 90
Milho Bt 76 14 90
Total 162 18 180
20
18 -
g 16 -
% , 14
§812-
< 5 10 -
28 g-
5 6
E 4
Z 2 | L
0 .
Milho Bt Isolinha

Figura 13 - Numero total dephippiaproduzidas pob. magnasob dietas de
folhas de milho transgénico e da isolinha, ao lothgd2 dias. N=90.

A producao deephippia(estruturas protetoras que encerram ovos
de diapausa, comumente produzidos sexuadament®. emagna foi
uma surpresa no estudo, ja que todos os animaeriegntais foram
checados e confirmados como fémeas, e 0s juvenisapeciam no
méaximo trés dias com as maes (tempo de renovacamitode cultivo),
de modo que mesmo se houve producdo de machoaqugeteticos (o
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que nédo foi avaliado), argumenta-se que ndo hoewgd suficiente
para o amadurecimento de suas gdnadas e fecundasématrizes.
Fémeas deDaphnia pulex podem produzir ovos de dorméncia
assexuadamente (Hebert, 1987), embora usualmeradocekos
produzam juvenis machos na eminéncia de eventasta#tcos, para
entdo produzirem ovos de diapausa sexuadamenteertiHel978).
Fémeas fecundadas Baphniapodem produziephippiacontendo um
ou dois ovos de dorméncia,ephippiavazias ja foram reportadas em
fémeas néo fecundadas (Winsor & Innes, 2002; Cac&rdessier,
2004). Ovos de dorméncia podem contornar condighebientais
adversas temporéarias, a sua producdo é vantajosaf@meas que
detectam sinais de degradacdo ambiental, como aeumulacdo de
residuos e escassez de alimentos @ah, 2009).

Na literatura sdo reportados dois outros estudesqoais foram
encontradagphippiacontendo ovos de diapausa sem a fertilizacdo por
machos enD. magna(Vollmer, 1960; Bouchnak & Steinberg, 2010).
Assim como relatado por Bouchnak & Steinberg (2049¥phippia
assexuadamente produzidas neste estudo eram ssnéaephippia
produzidas sexualmente e continham dois ovos cami@pora faltem
provas moleculares sobre a ploidia destes ovos atémento. Volmer
(1960) e Bouchnak & Steinberg (2010) observaram radytéo
assexuada de ovos de diapausa em condicdes de dpaatiaade
nutricional. Um maior nimero de animais alimentadom folhas de
milho Bt produziuephippia o que poderia estar relacionado tanto a
baixa qualidade nutricional quanto a um efeitodoxi

Uma apreciacdo geral dos resultados obtidos nemeegstudo
indica efeitos adversos de uma variedade de mithenB pardmetros
relacionados afitnessde D. magnaalimentada com folhas de milho,
em um experimento duplo-cego completamente aleatiwi conduzido
em laboratorio.

Na natureza, a quantidade e a qualidade de alimséato
frequentemente limitantes para zooplancton, ja ajabientes naturais
tendem a ser nutricionalmente diluidos, salvo nsocde lagos
eutrofizados e com floracdes de algas (Chandi@9lNeste contexto,
admite-se que tanto a condicdo de controle int@tieta exclusiva d&.
dimorphus usualmente empregada em testes padrdo Raphnig
guanto as dietas a base de folhas de milho s&wiaisi j& que na
natureza dafnideos tém uma diversidade de pasicutzinicas a sua
disposicdo, em concentracdes variaveis. Ndo olesta termos
energéticos, ambas as situacdes sdo possiveisa Agsilm, embora se
considere este tipo de teste controlado como urorii@apte componente
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inicial da analise de risco, extrapolacdes pariosfa campo devem ser
cuidadosas, 0 que ressalta a necessidade derigstesos a campo.

Matcalfe & Monagham (2001) advogam que efeitos aegd
prazo em parametros relacionadodiamssdevem ser encarados mais
seriamente em estudos empiricos e tedricos, de ma@docompreender
a escala temporal das consequéncias da realocaecéxusos, sendo
esta a pedra angular da teoria de historia de VAileda segundo
Metacalfe & Monagham (2001), efeitos ambientaisatiggs podem ser
muito sutis e de dificil deteccdo, especialmenteps@ecem apenas em
estadios avancados da vida; em muitos casos, feitwldégicos
importantes s6 podem ser detectados em estudadtuldingis de longo
prazo. O fato de este tipo de efeito ter sido datkecno presente estudo,
que cobriu 42 dias da vida d2 magna atesta a sensibilidade do
método empregado, de modo a encorajar testes duancuia maior
parte ou, de preferéncia, a totalidade da vidairtigsiduos, lembrando
que de acordo com o Principio da Precaucéo, “quandeer ameacga de
danos graves ou irreversiveis, a auséncia de aectentifica absoluta
ndo sera utlizada como razdo para o adiamento eelidas
economicamente vidveis para prevenir a degradagheatal”.

A alocagcdo de recursos disponiveis entre cresciment
reproducdo é uma resposta comum a estresses e clatbmente uma
importancia chave na dindmica de popula¢cde® denagna afetando
tanto a sobrevivéncia de adultos quanto a estrygapaulacional (em
funcdo da reproducdo) (Bradlest al, 1991). Isto € especialmente
notavel durante periodos com limitacdo de recursasna condicdo
frequentemente encontrada por zooplancton no cgdmpGauleyet al.,
1990; Bradleyet al, 1991). Estudos empiricos tém mostrado que fémeas
frequentemente realocam recursos da reproducdonmamatencéo ou
vice-versa como resposta a estresses nutriciobas;ando melhor
adaptatibilidade (Twomblyet al, 1998 e referéncias contidas). De
acordo com Stefanet al. (2002) estresse pode ser definido como um
tipo de estimulo suficientemente forte e duraveamesequilibrar uma
resposta tipica a alguma perturbacdo, considerards parametros
dindmicos. A resposta ao estresse se desenvolagtin ¢a resposta a
perturbacdo e envolve moléculas indutoras de sagb, tais como
citocinas e neuropeptidios.

Neste estudo, folhas de milho Bt induziram uma ridaade
inicial maior, embora a diferenca tenha sido mailgiente significativa.
Adicionalmente, em estadios avancados os dafnigioentados com
folhas de milho Bt mostraram crescimento e fecusmhd
significativamente menores, e produziram mais oslesdorméncia.
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Estes resultados podem ser explicados por dois mseas, nao
mutuamente excludentes, relacionados a caraatadstio milho Bt:
primeiro, a inser¢do aleatéria do cassete de MON&L@enoma do
milho poderia causar efeitos pleiotrépicos ou epégieos relacionados
a expressao diferencial de metabdlitos existeatggpducao de novos
metabdlitos, ou a sinergismos entre a proteina mbtmnte e
metabolitos enddgenos da planta hospedeira, amad@tefeitos néo
intencionais na qualidade nutricional do materiegetal (Hilbeck &
Schmidt, 2006; Saxena & Stotzky, 2001); segundtgxina CrylAb
truncada poderia exercer um leve efeito toxicolenmagna conforme
hipotetizado por Bghet al. (2008), através de um modo de ag¢édo ndo
elucidado.

Crickmore (2005) apontou que diferencas sutis daatificadas
na estrutura das toxinas Bt expressas por plartgodiriam afetar a
especificidade de ligacdo e de hospedeiros. Nestele foi detectada
uma banda de tamanho inesperado (~35 kDa) paraAGrgtravés de
imunoblotting além da banda esperada de 69 kDa nas plantaghde m
Bt utilizadas neste estudo. Grubkaral. (2011) encontraram bandas
imunorreativas de CrylAb com 42 kDa, 34 kDa e 17kDa
adicionalmente a uma banda de 65 kDa, em plantaslde, racao para
bovinos contendo milho GM e nas fezes de bovinaguB8do os
mesmos autores, a ocorréncia destes fragmentosoireativos nas
plantas de milho GM indica uma degradagdo contidaaproteina
recombinante CrylAb por proteases endogenas dm.nfhulet al.
(2010) verificaram que a proteina de 34 kDa foiaasrproeminente em
racao bovina contendo milho GM, bem como em matpaecialmente
digerido e fezes bovinas, sugerindo que esta peotdja mais estavel a
atividade proteolitica, o que pode ser relevanteesmos de efeitos e
interacdes do milho transgénico com outros orgarsseno ambiente em
agroecossistemas.

Em avaliacdo pré-aprovacdo de arvores transgémizatssonet
al. (2011) verificaram que hibridos deopulus transformados para
expressar toxinas Bt induziram uma alteracéo d83%&na composicdo
de insetos aquaticos colonizando a serrapilheifdageilustransgénico
em corpos d’agua, em comparac¢ao ao tipo selvageyéngco. Embora
estes autores nao tenham logrado indicar o mecamemtras destes
resultados, tanto efeitos pleiotropicos quanto €eitcetdxico da toxina
Bt foram sugeridos como possiveis. Do mesmo moste, &studo ndo
prové evidéncias conclusivas quanto ao mecanisn® igduziu 0s
efeitos observados ed. magnaalimentada com folhas de milho Bt,
mas o0s resultados como um todo parecem indicar efe#os



74

pleiotrépicos decorrentes da transformacéo genéfiicailho estejam
envolvidos, embora ndo se possa excluir totalmanteefeito toxico
nao-alvo de CrylAb. Saxena & Stoztki (2001) comstah a ocorréncia
de um efeito pleiotrépico em diversas variedadesitteo Bt (incluindo
variedades com o evento MON810), onde diversosldsgiincluindo
folhas, mostraram teores significativamente masazos de lignina do
gue as isolinhas com o mestmackgroundyenético. Os mesmos autores
enfatizaram que tais efeitos podem exercer impt@$anmpactos
ecologicos em agroecossistemas, ja que a concaotos; lignina esta
relacionada a habilidade de herbivoros de digesiterial vegetal. De
modo geral, maiores teores de fibra (celulose, telaibse e lignina)
em material foliar poderiam dificultar a assimilagdie nutrientes por
dafnideos e outros herbivoros, o que consiste ema possivel
explicacdo adicional para as diferencas observadasrescimento e
reproducdo d®. magnaneste estudo. Como neste estudo os individuos
de D. magnareceberam a mesma quantidade de material foliar
independentemente do tratamento, é possiveDqueagnaalimentada
com folhas de milho Bt tenha recebido uma maiorntjdade de
carbono (refletida num possivel maior teor de fighi Deste modo, se a
guantidade de carbono tivesse sido corrigida pessipeis diferencas
variedade-especificas, os dafnideos expostos a Bilheceberiam uma
menor quantidade de alimento, e um efeito negatias pronunciado
de milho Bt seria esperado.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo prové novas evidéncias de quellm m
transgénico mostra efeitos crénicos adversos emrgamismo modelo
nao alvo, em comparac¢éo a sua linha isogénica. EBantamiedades de
milho Bt e suas linhas isogénicas tenham sido dersilas
substancialmente equivalentes, os resultados ded& outros estudos
acerca dos riscos de milho Bt ddo suporte ao angiomge que o
conceito de equivaléncia substancial é mal definelinadequado no
seu emprego em avaliacdes de risco de OGMs. Argansenque um
principio de regulamentacdo deveria se basearividaate biol6gica
dos OGMs e suas interagdes com outros organismaaniente. Para
tanto, preconiza-se a realizagdo de avaliagbesodgol prazo em
abordagem caso-a-caso, nos niveis nutricional,qulalg toxicoldgico e
ecologico de OGMs, tais como este estudo. Por fiomsidera-se
estudos como o0 aqui apresentado como componentegisin
indispensaveis na avaliagcao de risco de OGMs parakiente, a saude
humana e animal, tendo por base o Principio daaB¢éo conforme
recomendado na Convencdo da Biodiversidade e ntwdeio de
Cartagena sobre Biosseguranca.
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