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independentes da procedéncia do mel, seja ele derivado de colmeias localizadas no
plantio de eucalipto GM ou as diferentes distancias amostradas.

Tabela V1.7. Proporgdes (%) dos estagios de desenvolvimento encontrados nas
porgdes central, média e borda dos favos coletados nas areas de
estudo, em margo de 2011, na Fazenda Estrela (conv) e Cabreuva
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Obs.: (PP= P—pupa; P1= Pupa olhos brancos; P2= Pupa colhos pigmentados; Im= imago).

Como conclusdes gerais destes estudos, o grupo entendeu que a ingestio de
pélen GM ndo causa danos deletérios as populacdes de Apis mellifera; a
predominancia de polen de eucalipto nos méis documenta a importancia desta fonte
botanica para a nutricdo das abelhas e como potencial apicola. Os resultados fazem
parte do Relatério de conclusdo do Projeto "Criagdo do CDA Eucalyptus: Centro
Colaborador em Defesa Agropecuaria para a Biosseguranca Relativa a Plantas GM de
Eucalipto", encaminhado ao Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento -
MAPA e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento da Pesquisa — CNPq, ANEXO |
do presente documento.

5. A estabilidade & digestdo e ao processamento industrial da proteina
especificada pelo transgene com base nas propriedades fisico-
quimicas.

O eucalipto ndo é um produto utilizado para alimentagdo humana ou animal,
sendo seu maior uso direcionado para a producdo de energia e de celulose. A enzima
1,4-B-endoglucanase (Cel1) expressa no eucalipto evento H421, conforme
apresentado no presente documento, caracteriza-se por ser uma proteina de origem
vegetal, isolada de Arabidopsis thaliana. Sua expressdo promove o relaxamento das
fibras da parede celular, permitindo o maior desenvolvimento das plantas, com
atuacdo principal nos estagios iniciais de crescimento do eucalipto. Os estudos para
avaliar a expressao da proteina Cell em diferentes materiais e tecidos das plantas
transformadas, mostraram que a deteccdo s6 é possivel no estagio inicial de cultura
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de tecidos, sendo impossivel sua detecgao ou quantificagcdo em tecidos mais maduros,
incluindo pélen, raizes e ramos, ou em mel e bolos de pdlen produzidos em area com
eucalipto GM, o que significa que a exposicdo a proteina € muito baixa ou inexistente.

Esta enzima apresenta alto grau de homologia com proteinas presentes no
proprio eucalipto (endoglucanases enddgenas) e em frutas e cereais presentes na
dieta humana e animal, consumidos diretamente, in natura, ou com diferentes graus
de processamento (ver resposta ao item n. 1 - Parte VI do presente documento).

A proteina ndo tem histérico de apresentar qualquer efeito toxico e a busca por
similaridade com toxinas ou alérgenos nao indicou proximidade da proteina Cel1 com
quaisquer substancias potencialmente perigosas ac homem ou a animais.

Adicionalmente, os estudos toxicolégicos realizados com organismos
indicadores (minhocas, microrganismos, peixes, microcrustaceos e abelhas) nao
indicaram qualquer efeito toxico do evento H421 sobre estes, seja na exposigéo a
tecidos ou ingestdo de pdlen, na comparacdo com a exposicdo a materiais
convencionais de eucalipto. As observagdes ambientais conduzidas a campo, nas
quatro areas experimentais, em diferentes estacdes do ano, avaliando artrépodes de
solo, de serapilheira e de parte aérea, ndo demonstraram qualquer diferenca
significativa entre as populacdes ou comunidades presentes nas parcelas de eucalipto
evento H421 e seu controle convencional clone SP530.

Uma vez que a exposicdo por via digestiva a proteina especificada pelo
transgene ndo devera ocorrer e que os danos relacionados a esta proteina sao
irrelevantes, em funcéo do exposto - o eucalipto ndo é uma expécie alimenticia; os
niveis baixos ou inexistentes de expressao da proteina no evento H421 em diferentes
tecidos, em mel e bolos de pélen produzidos em drea com eucalipto GM; a proteina
expressa € de origem vegetal e tem alta similaridade com endoglucanases presentes
normalmente na alimentacdo humana e animal; a enzima nao tem historico de efeito
toxico ou alergénico e ndo apresenta identidade significativa com alérgenos e toxinas
conhecidos; os resultados obtidos em ensaios toxicolégicos com organismos
indicadores e as avaliagbes ambientais realizadas ndo apontam impacto em espécies,
populacBes ou comunidades; a semelhanga na composigao e outras caracteristicas
fenotipicas em relacdo ao eucalipto convencional - ndo se encontrou justificativa para
a realizagdo de uma avaliacdo especifica da estabilidade desta a digestdo e ac
processamento industrial.

6. Os possiveis efeitos deletérios do OGM em animais prenhes e seu
potencial teratogénico.

Se as culturas geneticamente modificadas e as proteinas exdégenas nelas
expressas ndo indicam alertas estruturais para efeitos adversos em animais prenhes e
suas progénies, entdo ndo existe necessidade de realizar estudos de teratogénese
para essas culturas. Como afirmado pela EFSA (2008), a maior parte dos estudos
nutricionais com animais conduzidos até o momento ndao mostra evidéncia de efeitos
adversos que poderiam sugerir a necessidade de estudos teratogénicos adicionais,
como parte da avaliacdo de seguranca alimentar das culturas geneticamente
modificadas. A proteina exégena produzida no eucalipto evento H421 n&o € estrutural
ou funcionalmente relacionada com proteinas toxicas ou farmacologicamente ativas
que possam ter efeito adverso sobre animais prenhes e sua progénie. Além disso, as
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endoglucanases estdo presenies em grande variedade de alimentos consumidos
diretamente ou de forma processada, sendo praticamente nula a possibilidade de que
essa proteina expressa em eucalipto geneticamente modificado resista a digestdo no
trato gastrintestinal. Portanto, a possibilidade de que essas proteinas exdgenas sejam
absorvidas de maneira intacta em quantidades suficientes e entdo entrem na
circulacao fetal € desprezivel. Proteinas que sao enzimas ndo demonstram produzir
efeitos toxicos ou ser teratogénicas para o sistema reprodutivo quando fornecidas em
alimentos a roedores (Greenough e Everett, 1991, Flood e Kondo, 2004; Hjortkjaer ef
al., 1993; Ashby et al., 1987). Estudos de seguranca realizados com inumeras enzimas
alimentares produzidas por fermentagdo ndo demonstraram evidéncias de que estas
proteinas pudessem desencadear processos mutagénicos ou carcinogénicos em
animais de laboratério (Pariza e Foster, 1983). Alguns estudos demonstraram que
enzimas alimentares nao tém efeitos mutagénicos nem teratogénicos em animais e
bacterias (Stavnsberg et al., 1986; MacKenzie et al., 1989a, 1989b; Kondo et al., 1994;
Bergman e Broadmeadow, 1997; Dean, 1997). Assim, nos casos em que ndo existem
alteracbes na compasicdo da cultura geneticamente modificada que poderiam levantar
questbes sobre o potencial de teratogenicidade do produto, ndo se justifica a
necessidade de conduc¢ao de estudos de teratologia.

7. As conclusbes de analises imunoldgicas e histoldgicas de tecidos
relevantes, especialmente do trato digestivo.

De acordo com o exposto na resposta ao Item n. 5 - Parte VI deste documento,
o eucalipto n3o tem histérico de uso na alimentagdo humana ou animal. A enzima
expressa no eucalipto evento H421 & uma proteina vegetal que apresenta agdo
significativa durante o estagio inicial de desenvolvimento dos tecidos na planta, sendo
sua expressao indetectavel em tecidos crescidos e maduros.

A enzima Cel1 de Arabidopsis thaliana tem alto grau de identidade e similaridade
com endoglucanases endégenas do préprio eucalipto, assim como com proteinas que
se encontram naturalmente em alimentos consumidos, in natura ou com diferentes
graus de processamento, por humanos e animais, sem efeitos alergénicos ou téxicos
registrados. Foi avaliada a similaridade com alérgenos e substancias todxicas
conhecidas, sem observacdo de proximidade da sequéncia com substancias que
representem risco a humanos ou animais.

Os niveis indetectaveis encontrados em tecidos do eucalipto evento H421
também se repetiram nas analises de detecgdo/quantificacdo realizadas em bolotas de
pélen e mel coletados em colmeias instaladas em area experimental com eventos de
eucalipto transgénicos em floracao.

Ensaios ecotoxicologicos conduzidos com organismos indicadores (minhocas,
microrganismos, peixes, microcrustaceos, abelhas) mostraram que a exposicdo a
tecidos e polen do eucalipto evento H421 nao provocou efeitos distintos da exposicao
aos mesmos materiais de eucalipto convencional. As observagdes a campo de grande
gama de artropodes, em quatro regides distintas, durante todas as épocas do ano,
também nao indicaram efeito sobre qualquer grupo, familia ou espécie da mesofauna.

Uma vez que o eucalipto evento H421 nao é utilizado como alimento, a enzima
Cel1 nao representa qualquer indicio de risco e se encontra em niveis muito baixos de
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expressdo em grande parte dos tecidos do eucalipto evento H421, nédo sdo esperados
efeitos imunoldgicos ou variacdes histologicas de tecidos relevantes do trato digestivo.

8. A capacidade do OGM de produzir toxinas ou metabdlitos que causem
efeitos adversos ao consumidor, animal ou humano, relatando as
evidéncias experimentais.

Com base nos dados e informacdes apresentados em questdes anteriores, os
tecidos do eucalipto evento H421 sdo equivalentes aos do eucalipto convencional em
termos de composicao, e ndo ha evidéncias que toxinas ou metabolitos secundarios,
nao existentes em eucaliptos convencionais e que causem efeitos adversos a saude
humana e animal, sejam produzidos.

A observacdo das populacdes e comunidades visitantes dos campos
experimentais de eucalipto transformado ndo apontou qualquer efeito adverso a
qualquer espécie ou grupo de animais. Os ensaios toxicolégicos ndo apontaram
efeitos diferenciais do evento H421, quando comparado com seu controle
convencional clone SP530, scbre microrganismos, minhocas, abelhas,
microcrustaceos ou peixes.

A proteina Cell, expressa no eucalipto evento H421, ndo é téxica e nao tem
similaridade com toxinas ou alérgenos conhecidos. Endoglucanases da mesma familia
da enzima 1,4-B-endoglucanase (Cel1), com alto grau de similaridade e identidade,
estdo presentes em diversoso produtos significativos da alimentagdo animal e
humana, sem histérico de efeitos adversos. A expressdo desta endoglucanase
especifica ndo é significativa em relacdo a expressdo de endoglucanases que ocorre
em eucalipto convencional.

Somado ao fato de que o eucalipto ndo € uma planta alimenticia, o evento H421
ndo tem capacidade potencial de causar qualquer efeifo adverso ao consumidor,
humano ou animal.

9. As avaliagbes toxicologicas e farmacolégicas realizadas em animais
experimentais, descrevendo os resultados.

Uma parte que integra o processo de desenvolvimento de culturas
geneticamente modificadas é a avaliacdo sobre as proteinas que podem ser
expressas nessas culturas, verificando se elas ndo sdo estrutural ou funcionalmente
relacionadas com proteinas conhecidas por causar efeitos adversos no ftrato
gastrintestinal e na func&o imune, assim como proteinas conhecidas como téxicas ou
farmacologicamente ativas em mamiferos, incluindo os humanos. A proteina Cel1, por
exemplo, passou por essas avaliagbes e homologias com proteinas alergénicas,
toxinas ou farmacologicamente ativas nado foram identificadas. Portanto, ndo ha
justificativa cientifica para avaliar essa proteina quanto a possiveis efeitos
farmacolégicos, ja que ela ndo possui essa atividade. Os estudos de bioinformatica
demonstram a auséncia de similaridade de sequéncias dessa nova proteina com
proteinas toxicas, alergénicas ou atividade farmacolégica e completam a avaliagao de
seguranca que também inclui os ensaios de toxicidade aguda realizados com
minhocas, microcrustaceos, peixes € microrganismos, conforme mencionado
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anteriormente e apresentados como parte da resposta ao ltem n. 3 ﬂarte Vi,
localizada adiante no presente documento. !

A avaliacdo do potencial de toxicidade das proteinas Cell e NPTl no evento
H421 foi baseada na premissa de que uma proteina ndo é toxica se:

e Possuir histérico de uso seguro;

e N3&o houver similaridade estrutural com toxinas conhecidas ou outras
proteinas biologicamente ativas que podem causar efeitos adversos em
humanos ou animais;

e N3&o exercer nenhum efeito tdxico agudo a outros organismos.

CAB

|

Adicionalmente, a baixa concentracdo das proteinas heterélogas (Parte V — ltem
n. 10) para a expressdo das proteinas Cell e NPTH no evento H421 nos tecidos das
plantas fornece uma certeza adicional sobre sua seguranga.

9.1. Similaridade estrutural da proteina Cel1 com toxinas conhecidas ou
oufras proteinas biologicamente ativas.

A avaliacdo de seguranca das proteinas expressas nas culturas derivadas da
biotecnologia analisa o potencial para efeitos a saude através de uma abordagem
abrangente, a qual inclui a analise de bioinformatica da sequéncia de aminoacidos das
proteinas expressas para assegurar que elas nao sao similares a proteinas
conhecidas por causar efeitos adversos a saude.

A ferramenta de alinhamento de sequéncia FASTA foi utilizada para avaliar a
similaridade estrutural. Embora o programa FASTA compare diretamente as
sequéncias de aminoacidos (isto &, a estrutura primaria da proteina), os dados de
alinhamento podem ser utilizados para inferir sobre as similaridades das estruturas
secundaria e terciaria da proteina. Proteinas que compartitham de um alto grau de
similaridade em todo o seu comprimento sdo frequentemente homélogas, e
compartitham da estrutura secundaria e da configuracao tridimensional comum.

As similaridades estruturais entre a sequéncia da proteina Cel1 e as sequéncias
de toxinas depositadas em bancos de dados e de dominio publico (TOXINS;
ALLPEPTIDEOS) foram examinadas. A extensdo de cada similaridade foi avaliada
através de inspecao visual do alinhamento, o percentual de identidade calculado e o
valor E-score (score esperado) para o alinhamento. O E-score é uma medida
estatistica da probabilidade de que uma similaridade observada tenha ocorrido por
chance em uma busca. Um E-score maior indica um menor grau de similaridade entre
a sequéncia em questdo e a sequéncia do banco de dados. Tipicamente,
alinhamentos entre duas sequéncias precisardo de um E-score de 1x10° ou menor
para serem considerados de potencial homologia significativa na sequéncia. Os
resultados mostraram que nao ha similaridade estrutural biologicamente relevante da
sequéncia da proteina Cel1 com toxinas que causam efeitos adversos em humanos e
animais.

9.2. Exposigao a proteina Celt
A proteina Cel1 esta presente em baixos niveis na planta, representa menos que

0,35 % da proteina total das folhas no eucalipto evento H421. Esses resultados
sugerem que ndo existem riscos significativos a saude humana e animal originados
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pela exposicdo a proteina Celt na dieta, mesmo porque o eucalipto nao & utilizado
diretamente na alimentacao humana ou animal.

9.3. Exposicao a proteina NPTII.

A proteina NPTl esta presente em baixissimos niveis na planta, representando
menos do que 0,003 % da proteina total nos tecidos do eucalipto evento H421. Esses
resultados, aliados ao fato de que o eucalipto ndo € diretamente utilziado na
alimentacao, sugerem que nao existem riscos significativos a saude humana e animal
originados da exposicdo a proteina NPTII na dieta.

9.4. Conclusées sobre o potencial de toxicidade das proteinas Cel1 e NPTIL.

As proteinas Cell e NPTl foram avaliadas quanto ao seu potencial para
toxicidade a humanos e animais de acordo com recomendacbes da Codex
Alimentarius Commission (Codex, 2003). O primeiro ponto a se destacar em relacdo
ao potencial de toxicidade se refere ao fato do eucalipto ndo ser essencialmente uma
planta alimenticia, n2o fazendo parte da dieta humana ou animal. As proteinas
expressas no evento H421 apresentam auséncia de similaridade estrutural com
toxinas conhecidas ou proteinas biologicamente ativas que causam efeitos em
mamiferos e ndo causam toxicidade oral aguda relatada em organismos indicadores.
Endoglucanases com alta identidade e similaridade com a Cel1 estdo presentes em
alimentos consumidos por humanos e animais de forma crua ou processada, além de
constituirem uma porcdo muito pequena da proteina total presente em tecidos do
eucalipto evento H421. Cel1l e NPTIl sdo proteinas derivadas de A. thaliana e de E.
coli, respectivamente, organismos que vém sendo utilizados comercialmente ou estio
em contato com o ambiente ha mais de 40 anos para compor produtos microbianos
usados na agricultura e na medicina. Os resultados dos estudos de toxicidade aguda
com organismos indicadores realizados com os tecidos de eucalipto H421 corroboram
os demais resultados sobre sua seguranca. Finalmente, as proteinas Cell e NPTII
representam n&o mais de 0,35 % e 0,003 % das proteinas totais extraidas dos tecidos
de eucalipto evento H421, respectivamente. Esses dados, considerados em conjunto,
levam a conclusdo de que €& bastante improvavel e inesperado que as proteinas
expressas no eucalipto H421 causem qualquer efeito tdéxico em humanos e animais.
Avaliacbes de vigilancia farmacolégica ndo s&o pertinentes para as proteinas Cell e
NPT, pois o eucalipto evento H421 ndo € um produto para uso farmacoldgico.

10. A similaridade dos produtos de expressao do OGM com alérgenos
conhecidos, relatando possiveis reagdes alérgicas identificadas apés
ingestdo do OGM nas avaliagbes em animais experimentais,
descrevendo os resultados.

Atualmente é cada vez maior a utilizacdo de plantas modificadas geneticamente
(transgénicas), nos ramos alimenticio e industrial. Estas modificagdes genéticas
geralmente levam a introducao de novos genes, o que da origem a indagac¢des sobre
as propriedades alergénicas e toxicas que as novas plantas poderao apresentar.
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Uma atividade importante e que faz parte do processo inicial de des ?
de culturas geneticamente modificadas € a avaliacdo sobre as proteinas que podem
ser expressas nessas culturas, verificando se elas ndo sdo estrutural ou
funcionalmente relacionadas com proteinas conhecidas por causar efeitos adversos no
trato gastrintestinal e na fungdo imune, assim como proteinas conhecidas como
téxicas ou farmacologicamente ativas em mamiferos, incluindo os humanos.

Desta forma, foi realizada analise biocinformatica, in silico, com o objetivo de
verificar o potencial alergénico e a toxicidade de uma construgdo transgénica a ser
inserida em eucalipto. A analise envolvou ambos 0s genes presentes na construcao, a
saber, o gene seletor nptll e o gene principal cel! de Arabidopsis thaliana.

O foco da anadlise foi a comparacdo das sequéncias da construcdo com
sequéncias alergénicas e toxinas conhecidas, por meio de alinhamentos entre
sequéncias. Esta abordagem se justifica pelo fato de que sabidamente estruturas
tridimensionais similares requerem certos niveis de conservacdo nas sequéncias de
aminoacidos das proteinas envolvidas, e que ferramentas padrdo de alinhamento,
como o BLAST, podem buscar proteinas similares em meio a milhdes de outras
sequéncias.

O estudo se organizou em trés aspectos principais: sele¢do do banco de dados,
escolha da ferramenta de analise, e determinacao dos critérios a serem utilizados na
analise. A partir dos bancos de dados selecionados, e com os critérios de analise
utilizados, com base na literatura, ndo foram encontrados indicios de que as proteinas
transgénicas possuam semelhanga com outrasque sejam alergéncias ou téxicas.

As proteinas Cell e NPTl passaram por essas avaliagbes e homologias com
proteinas alergénicas, toxinas ou farmacologicamente ativas nao foram identificadas.
Portanto, ndo ha justificativa cientifica para avaliar essas proteinas quanto a possiveis
efeitos farmacolégicos, ja que elas ndo possuem essa atividade. Os estudos de
bioinformatica demonstram a auséncia de similaridade de sequéncias dessas
proteinas com proteinas toxicas, alergénicas ou atividade farmacolégica, e completam
a avaliagdo de seguranca que também inclui os estudos de toxicidade oral aguda,
conforme mencionado anteriormente. Quanto a alergenicidade, nenhum modelo
animal pode prever alergenicidade humana de maneira acurada e, assim, nenhum
modelo foi validado até o momento. A comissdo do Codex Alimentarius (CODEX,
2003) publicou um conjunto de regras para avaliagdo do potencial alergénico de novas
proteinas. As informagdes necessarias, do ponto de vista de alergenicidade, para a
avaliacBo da seguranca de alimentos derivados de plantas geneticamente
modificadas, segundo esse relatorio, sdo: 1- a fonte do gene (se proveniente de
organismo alergénico ou ndo); 2- a similaridade da proteina de interesse com
alérgenos conhecidos; 3- a estabilidade da proteina de interesse a digestéo in vitro (se
é ou nao estavel em fluidos simulados - gastrico e intestinal); 4- o nivel de expressaoc
da proteina de interesse; 5- os estudos de ligacdo de IgE, se apropriados (esses
estudos sio realizados apenas se a sequéncia do gene de interesse é proveniente de
um organismo alergénico ou a sequéncia da proteina expressa tiver homologia
significativa com uma proteina alergénica, o que ndo é o caso dos genes cell e neo).

Em virtude destes questionamentos, torna-se importante avaliar o potencial
alergénico e de toxicidade de uma planta transgéncia, estudando os genes
infroduzidos ou modificados. No entanto, ainda n&o ha consenso sobre uma
metodologia 100 % segura de avaliacdo deste tipo de planta, ou de seus genes.
Existem comissbes como a Codex Alimentarius Commission das Nacbes Unidas, ou o
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European Food Safety Authority (EFSA), da Unido Européia, que criaram guias e
normas para tentar estabelecer métricas de aceitacdo para este tipo de alimento,
assim como para avalia-los; mas nZo possuem uma aceitacdo completa. Pesquisas
auxiliadas por métodos de bioinformatica tém sido realizadas no intuito de examinar o
potencial alergénico e de toxicidade de uma determinada planta, através da analise
dos genes alterados.

Goodman (2006) apresenta métodos para identificacdo de igualdades potenciais
entre proteinas; em outro trabalho (Goodman & Tetteh, 2011) comenta que trés
passos sdo fundamentais para realizagdo de uma boa analise de bioinformatica, para
buscar similaridades entre a sequéncia (gene) modificado e outras previamente
conhecidas como nocivas, alergénicas. As trés etapas sao:

- escolha por um banco de dados bem curado com as sequéncias previamente

conhecidas,

- selegdo de ferramentas de alinhamento confiavel, e

- determinacdo de critérios de analise, em especial os de corte para distinguir

entre uma sequéncia ser de fato similar a outra, ou nio.

Desta forma, esta foi a estratégia seguida no trabalho de busca.

Foram selecionados trés banco de dados, amplamente conhecidos e utilizados
na literatura: do AllergenOnline (http://www/.allergenonline.org), o banco Néo-
Redundante (NR) do National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Sayers et
al., 2009) e UniProt (The UniProt Consortium, 2011). O banco de dados do
AllergenOnline, em sua 132 versdo, conta com 1630 sequéncias de proteinas
revisadas e classificadas como alergénicas, incluindo seus gene ids (Gl) de
identificacao no NCBI.

Do banco de dados de proteinas do NCBI foram extraidos quatro subconjuntos
de sequéncias, um deles realizando uma busca por proteinas com a palavra allergen,
outro com a palavra antigen, o terceiro toxin, e o quarto e uitimo toxic. Foram
encontradas 41408 sequéncias de proteinas allergen, e com elas foi criado um banco
de dados. Com relagdo as sequéncias de proteinas antigen, foram encontradas
303986 e com elas foi criado um outro banco de dados. O banco toxin foi construido
com 330.547 proteinas e o toxic com 227.311.

Para o banco UniProt repetiu-se o processo do NCBI, extraindo quatro
subconjuntos de sequéncias: 0 banco de sequéncias allergen do UniProt foi montado
com 15.082 proteinas; enquanto o banco de antigen foi montado com 1.873 proteinas.
O banco toxin foi construido com 7.416 proteinas e o toxic com 4.367.

Desta forma, foram totalizados nove banco de dados, o do AllergenOnline, com
sequéncias de allergen, antigen, toxin e toxic, NCBI e UniProt, dois bancos (allergen e
antigen) para cada um deles. Todos os bancos foram acessados em 16/09/2013, e,
portanto, esta informagao com relagdo a quantidade de sequéncias corresponde a
esta data.

Para utilizagao das sequéncias do NCBI e do UniProt como banco de dados, foi
preciso prepara-las através do programa formatdb disponibilizado pela ferramenta
BLAST (Altschul et al., 1990). Para cada um dos oito bancos de dados, apés a busca
pelas sequéncias, foi realizado download das mesmas em um arquivo FASTA (um
para cada pesquisa/banco de dados). Finalmente, cada um dos oito arquivos foi
submetido ao programa formatdb que os formatou como bancos de dados para busca.
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A selecdo de qual ferramenta a ser utilizada variou de acordo com o
dados. Duas foram utilizadas: o FASTA (Pearson & Lipman, 1988) e o BLAST. O
AllergenOnline utiliza como ferramenta de alinhamento o sotfware FASTA, por se
tratar de uma aplicagcdo web; ou seja, sequéncias e ferramentas de alinhamento séo
definidas pela aplicacdo e executadas no site remoto. A ferramenta BLAST, mais
expecificamente a BLASTP, especifica para o alinhamento de proteinas, foi utilizada
nos alinhamentos das sequéncias oriundas do NCBI e do UniProt (8 outros bancos de
dados formatados pelo FORMATDB). A versao utilizada foi a 2.2.25, de 03/03/2102.

A definicdo dos critérios de analise, especialmente dos critérios de tamanho e
identidade de alinhamentos que podem ser considerados como validos, ou seja, que
de fato representam similaridade entre as sequéncias a ponto de se suspeitar de uma
cross-reactivity foi realizado com base na literatura. Diferentes trabalhos relatam que
um critério razoavel quando se utilizam os programas FASTA ou BLASTP nos
alinhamentos é de 35% de identidade e alinhamentos com no minimo 80 aminoacidos
[Goodman & Tetteh, 2011; Zhou et al., 2013).

Embora existam comentarios de que o limite de 35 % possa levar a identificacdo
de falsos positivos e deva ser elevado para 50 %, foram mantidos os 35 % como
critério de separacéo entre alinhamentos validos ou ndo. Esta decisdo é conservadora,
pois & preferivel aumentar a chance de detectar falsos positivos a correr o risco de
deixar passar despercebido algum alinhamento importante préximo a zona limite.

A sequéncia denominada Cel1 (492 aminoacidos), de um dos genes introduzidos
no eucalipto evento H421 foi comparada com cada um dos 9 bancos de dados
descritos na Secdo 2.1, utilizando as ferramentas selecionadas na Secdo 2.2. Desta
forma, levando em conta que se tem duas sequéncias proteicas de interesse, Cell e
NPT, foram realizadas as comparacdes listadas na Tabela V1.8.

Tabela VI.8. Comparagdes efetuadas envolvendo uma sequéncia de interesse,
um banco de dados e uma ferramenta de comparacgao.

Sequéncia Fonte Ferramenta Comparacio
Cell AllergenOnline FASTA Celt X AllergenOnline
NCRI BLASTP Cell X allergenNCBI

Cell X anligenNCBI
Cell X tormNCBI
Cell X toxmieNCBI

UniProt BLASTP Cell X _allergenUniProt
Cell X _antigenUniProt
Cell X tormUniProt
Cell X tomiceUniProt

Nptli AllergenOnline FASTA Nptll X AllergenOnline
NCBI BLASTP Nptll X allergenNCBI

Nptll X antigen NCBI
NptHl X tominNCHI
Nptll X torieNCBI

UniProt BLASTP Nptll X allergenUniProt
Nptll X antigenUniProt
Nptll X toxinUniProf
Nptll X _toricUniProt
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A comparacdo Cel1_X_AllergenOnline de Cell com o banco AllergenOnline
resuliou no alinhamento com duas sequéncias. Uma delas & um alergénico
(gi]13959403|sp|Q01940.1|MALF1_MALFU RecName: Full=Major allergen Malf 1) e a
outra € um antigeno (gi|289742483|gb|ADD19989.1| salivary antigen 5 precursor
variant).

Apesar dos dois alinhamentos retornados contra o AllergenOnline, nenhum deles
foi significante com relacdo as critérios adotados; o alinhamento com a sequéncia
alergénica, apesar de englobar 93 aminoacidos, teve identidade de apenas 26 %; o
alinhamento com o antigeno teve identidade de 22 %, apesar de seus 159
aminoacidos. Ainda, é importante comentar que, apesar de ndo haver muitos gaps
nestes alinhamentos, aconteceram poucos matches também, predominando assim os
mismatches (substituicbes).

As comparacgdes de Cell com os bancos de allergen e de antigen do NCBI
também nao obtiveram alinhamentos dentro dos critérios esperados. O methor
alinhamento de Cel1_X_allergenNCBI foi com a proteina “ref|[YP_003506626.1|alky!
hydroperoxide reductase [Meiothermus ruber DSM 1279]". Apesar de alcancar os 34 %
de identidade, préximo aos critérios de validagdo, o tamanho do alinhamento foi
pequeno, com apenas 48 aminoacidos.

Na comparacao Cel1_X_antigenNCBI, pode-se citar como exemplo o
alinhamento com “ gb|AFC23205.1| surface antigen variable number repeat protein
[Saprospira grandis str. Lewin]”, de 32 % de identidade, mas com apenas 52
aminoacidos. Foi possivel perceber ainda que, nas comparacbes com ambos os
bancos de dados, outras sequéncias que apareceram alinhadas com Cel1 coincidiram
no mesmo trecho: posi¢cdes de 430 a 478 de Cell para allergen, e posigdes de 432 a
484 de Cell para antigen.

Os resultados das comparagdes com os bancos derivados do UniProt (aflergen
ou antigen), revelaram alguns hits significativos, porém néo com dominios alergénicos.
Na comparagcdo Cel1_X_allergenUniProt, apareceram dois resultados significativos
segundo os pardmetros previamente definidos, e dois outros muito préoximos de serem
significativos. O melhor deles foi com uma sequéncia n&o revisada, correspondente a
um scaffold da montagem de Oikopleura dioica. O alinhamento cobriu uma regido de
mais de 400 aminoacidos e apresentou identidade de 35 %, o que o coloca como
significativo segundo nossos critérios. Porém, ao analisar a razdo desta proteina,
identificada como E4Y521, ter sido incluida no banco de alergénicos do UniProt,
observamos que ela contém um dominio DPBB (Brawin-like Double Psi Beta-Barrel),
codigo IPR0O07112 no InterPro, que existe também em potentes alergénicos
ambientais, tais como particulas de pélen. Contudo, o alinhamento entre Cell e
E4Y521 ocorre na regido entre os aminoacidos 271 e 714 de E4Y521, enquanto que o
dominio DPBB, do alergénico de pélen, alinha-se entre 762 e 840 de E4Y521. Ou seja,
ndo existe interseccio entre estas regides, e podemos portanto descartar a inferéncia
de alergenicidade para Cel1 a partir deste alinhamento.

Ha outros trés alinhamentos em condicdes semelhantes. Todos eles sdo com
sequéncias que contém o dominio DPBB, mas os alinhamentos com Cel1 s&o fora
destas regides, como mostra a Tabela VL.9.
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Tabela VL9. Alinhamentos de Cell contra sequéncias com dominio‘ DPBB,
potencialmente alergénico.

Sequéncia Alinhamento Alinhamento

UniProt Cell DPBB Intersecgao
EAY521 271-714 762-840 VAZIA
E4XDos 317-760 808886 VAZIA
E4XG49 320744 10271044 VAZIA
E4YEMO 321744 10271044 VAZIA

Jé na comparacdo Cel1_X_antigenUniProt, a Unica sequéncia que alinhou com
Cell é uma variacdo da alinhada no NCBI, mas nao revisada, e a regido de
alinhamento € a mesma, entre as posicdes 432 a 484.

Notou-se que as sequéncias encontradas como similares a Cell no
AllergenOnline, apesar de estarem presentes nos respectivos bancos (allergen e
antigen) do NCBI, sequer apareceram, mesmo que com baixa pontuagdes nos
alinhamentos resultantes.

Foi observado que, por padrdo, o BLASTP utiliza em seus alinhamentos a matriz
de substituicdo BLOSUMG60, enquanto que a ferramenta FASTA utiliza a BLOSUMS0
(Henikoff & Henikoff, 1992). Na tentativa de verificar se elas apareceriam caso a matriz
de substituicdo fosse alterada, executou-se o BLASTP novamente, para ambos os
bancos do NCBI (resultados ndo mostrados), mas elas nao foram exibidas nos
alinhamentos.

Com respeito aos bancos foxin e ftoxic do NCBI (que correspondem as
comparacdes Cel1_X toxinNCBl e Cel1_X_toxicNCBI ), ndao foram encontrados
alinhamentos reportaveis pelo BLAST.

As comparacdes com toxinas do banco UniProt obtiveram os seguintes
alinhamentos: em Cel1_X_toxinUniProt foram encontrados hits com duas proteinas:
“sp|Q21432|NAS11_CAEEL Zinc metalloproteinase nas-11 OS= Caenorhabditis
elegans GN=nas-11" e “sp|P45784|GSPN_VIBCH Type Il secretion system protein
NOS = Vibrio cholerae serotype O1”. O primeiro deles, apesar de 40 % de identidade,
possui apenas 31 aminoacidos. O segundo é maior, com 104 aminoacidos, mas
identidade de apenas 26 % e com varios gaps no alinhamento. Na comparacao
Cel1_X_toxicUniProt ndo ocorreu nenhum hit.

Na comparacdo Nptll_X_AllergenOnline de NPTll com o banco AllergenOnline
nenhum alinhamento reportavel foi encontrado. Com respeito aos bancos do NCBI,
allergen e antigen, apesar de alguns alinhamentos terem sido encontrados, ndo se
mostraram significativos.

No caso do banco allergenNCBI, houve um alinhamento com a proteina
“reflYP_004826121.1] pectate lyase / Amb allergen [Rhodothermus marinus
SG0.5JP17-172]", mas de um pequeno trecho de apenas 44 aminoacidos e 28 % de
identidade. Com o banco antigen n&o foram encontrados hits.

Para os bancos do Uniprot, o antigen ndo originou qualquer hit; ja no allergen,
apenas dois pequenos trechos de cerca de 30 aminoacidos de proteinas n&o
revisadas mostraram-se semelhantes, mas que nao podem ser considerados
significativos, por ndo atenderem aos critérios de significancia propostos neste estudo.

Os resultados de anadlise de toxicidade também n&o mostraram alinhamentos
relevantes. Nas comparagbes com os bancos provenientes do NCBI,
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Nptll_X_toxinNCBI e Nptll_X_toxicNCBI, ndo foram encontrados hits coﬁ%} qualquer
proteina.

Para Uniprot, Nptll_X_toxinUniProt teve o alinhamento com a sequéncia proteica
“sp|B2BS84|IVBI_AUSLA Protease inhibitor OS = Austrelaps labialis PE=2 SV=1" de
tamanho 24, e com 29 % de identidade. Ainda alinhou com oufra sequéncia,
“sp|QO2989|LITA_LATTR Alpha-latroinsectotoxin-Lt1a (Fragment) OS=Latrodectus”.
Apesar de mais de 40 % de identidade, o tamanho do alinhamento foi de apenas 19
aminodcidos; e finalmente teve hits com trés variagdes da proteina
“sp|Q7VSX3|PTLH_BORPE Type IV secretion system protein PtIH OS = Bordetella
pertussis”, cujos alinhamentos revelaram apenas 20 aminoacidos com semelhanca
(identidade 42 %).

Os alinhamentos de Npt {|_X_toxicUniProt foram apenas quatro, cujos tamanhos
ndo passaram de 20 aminoéacidos e as identidades também n&o alcangaram os
critérios da analise para serem considerados satisfatorios.

Conclusio quanto a similaridade das proteinas com alérgenos e toxinas

Tendo em vista os alinhamentos realizados com as duas ferramentas utilizadas,
FASTA e BLASTP; e com os nove bancos de dados selecionados (oriundos de trés
fontes: AllergenOnline, NCBI e UniProt), foi possivel observar que ndo ha semelhanca
significativa entre a sequéncia Cel1 e as dos bancos de dados. O mesmo pode ser dito
para a sequéncia NPTIi, o seletor.

Dos nove bancos de dados selecionados, cinco continham sequéncias
alergénicas e quatro continham toxinas; desta forma, foi possivel cobrir tanto o
potencial alergénico quanto o de toxicidade da sequéncia principal, assim como do
seletor.

Através das andlises realizadas neste estudo, pode-se afirmar que, seguindo os
critérios de 35 % de identidade e alinhamentos maiores que 80 aminoacidos como
indicac&o para suspeitar de reagdo cruzada, Cel1 e NPTl ndo apresentaram potencial
alergénico e de toxicidade.

Proporgédo da proteina Cel1 nos tecidos do eucalipto H421.

O nivel médio de endoglucanases em tecidos do eucalipto H421 esta entre 18,8
e 27,4 ug/g peso fresco de tecido, o que representa entre 0,23 e 0,35 % das proteinas
extraidas pelo método utilizado para analise. A Cell representa parte do conjunto de
endoglucanases.

Sabendo-se que a porcentagem média de proteina total em tecidos do eucalipto
H421, determinada pelo método Kjeldhal é em torno de 14,14 % (ou 141.400,0 ug/g),
a porcentagem maxima de endoglucanases no eucalipto H421 & calculada como se
segue:

(0,0035 x 0,1414 gl/g) x 100 = 0,049 %

Portanto, a enzima Cel1, que é uma das componentes das endoglucanases,
representa uma porgdo muito pequena, abaixo de 0,049 % na composi¢ao total dos
tecidos do eucalipto H421.
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PARTE VI - AVALIACAO DE RISCO AO MEIO
AMBIENTE

ANEXO |V da Resolugdo Normativa N° 5, 12/03/2008
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AVALIACAO DE RISCO AO MEIO AMBIENTE

(A) PLANTAS.
Informar:

1. A area de ocorréncia natural do organismo parental do OGM, seus
ancestrais e parentes silvestres — centros de origem e de diversidade
genética — e espécies ancestrais ou parentes silvestres, existentes em
algum ecossistema brasileiro, do mesmo género da espécie parental
nao-modificada.

O Eucalyptus grandis ocorre naturalmente na Australia, ao norte do Estado de
New South Wales, ao sul de Queensland (préximo a regido costeira e na parte
central), e ao norte de Queensland em area de altitude (300 a 900 m). A precipitacéo
pluviométrica varia de 1.000 a 1.700 mm, predominantemente no verdo. Estagdo seca
n&o ultrapassando trés meses. Geadas ocasionais nas regiées mais interiores da area
de ocorréncia natural. Temperatura média das maximas do més mais quente
compreendida entre 29 a 32 °C, e a média das minimas do més mais frio entre 5 a 6
°‘C (FERREIRA, 1980).

Centro de Origem

O eucalipto & originario da Australia, llhas de Timor, llhas de Flores, Papua Nova
Guiné, fazendo destes paises o centro de origem do género (Potts ef al., 2001), similar
ao que o México é para o milho. Pertence a familia das Myrtaceas e n&o existe
nenhuma espécie nativa que seja compativel em cruzamentos. Andrade (1909) cita
que havia no Rio Grande do Sul, arvores de eucaliptos com mais de 30 anos. Em
1904 a colecdo inicial do Horto de Jundiai possuia 73 espécies. Cada espécie era
representada por cinco arvores, no minimo, plantadas em diferentes condicdes de
solo, umidade, altitude e exposigao (Ferreira, 1997).

Centro de diversidade

O eucalipto € um recurso genético utilizado internacionalmente (Eldridge et al.,
1993). Praticamente todas as 800 ou mais espécies (incluindo Eucalyptus, Corymbia e
Angophora; Hooper, 1997) s&o endémicas para a Australia e ilhas vizinhas. A Australia
tem a obrigacio internacional para a gestdo em longo prazo deste recurso genético
nativo. O desenvolvimento de estratégias para gerenciar o material genético das
principais espécies de eucalipto, visando minimizar os impactos da poluicéo genética,
esta entre os indicadores para o desenvolvimento sustentavel na Australia (Conselho
Ministerial das Florestas 1997 p.14). A Colonizagdo européia ja teve um efeito
substancial efeito sobre a vegetacéo nativa da Australia, Hooper (1997), por exemplo,
observa que restam apenas 10% das extensas florestas temperadas da Australia, que
hoje sdo altamente fragmentadadas. Atualmente, 74 espécies de eucaliptos séo
listadas como ameacadas ou vulneraveis (Environment Australia, 2000). Esta questao
é ainda mais acentuada (ver Gliddon, 1994) pela rapida expansdo das plantacdes
comerciais de eucalipto na Australia nos Ultimos anos, com planos para triplicar o total
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de plantagbes de 1 milhdo de hectares para 3 milhGes até o ano de 2020 (Conselho
Ministerial das Florestas, 1997; Santos, 1999) (Potts ef al., 2001).

Eucapyptus globulus e E. nitens s@o as principais espécies de madeira
cultivadas nas regides temperadas da Australia (Tibbits et al., 1997). As plantagbes de
E. globulus em particular estdo aumentando rapidamente. Ha também iniciativas de
plantio em regides subtropicais da Australia com E. grandis, E. pellita, E. pilularis, E.
cloenziana, E. dunnii, Corymbia henryi um C. variegata e varios hibridos artificiais
(Nikles e Lee, 1998). Espécies como E. cladocalyx, E. occientalis, E. camaldulensis, E.
tricarpa, Corymbia maculata, C. vaiegata (Madeira e Arnold, 1999) e para dleo E.
kockii, E. e E. horistes polybractea (Byrne e Macdonald, 2000) e varios hibridos
(Harwood e Arnold, 1999) estdo sendo desenvolvidas para o plantio nas zonas mais
secas (400-600 mm/ano). Parte dessa expansdo das plantagbes € movida por
interesse em combater os efeitos deletérios da degradacdo do solo (plantios de
restauracio), tais como salinidade (Marcar et al., 1995), e para acumular creditos de
carbomo (Borough, 1998; O'Neill, 1999). No entanto, € importante considerar e
minimizar os impactos deletérios sobre outros aspectos do ambiente (Mott, 1999).
Esses impactos incluem mudancas na biodiversidade em floresta nativa adjacente,
bem como a invasdo mediada via sementes ou poélen da floresta nativa por espécies
de plantacdes comerciais de eucalipto, que sdo bem conhecidos por sua propensao a
hibridizar (Griffin et al, 1988. Potts e Wiltshire, 1997) e é importante para avaliar o risco
de introgresséo de genes em florestas nativas (Byrne e Macdonald, 2000; Barbour et
al 2000; Jones et al, 2000). A maioria das implantacdes florestais de eucalipto
australianas foi efetuada nos ultimos 10 anos e s&o atualmente aptas
reprodutivamente. A medida que essas plantagdes atingem a maturidade reprodutiva,
cresce o potencial para constituir uma importante fonte de pdlen exético que, por meio
de dispersao e hibridizagado pode ter impacto sobre o pool genético florestal nativo. Os
efeitos da hibridagdo foram também mostrados, podendo se estender alem das
espécies de arvores, para a composicdo e estrutura das comunidades de fungos e
artrépodes dependentes de cultivos de eucaliptos (Whitham et al., 1924; Whitham et
al, 1999). Esses impactos podem ainda fluir para os niveis tréficos superiores
(Whitham et al . 1999). Assim, se houver um risco de poluicdo genética da floresta de
eucalipto nativo, entdo isso pode ter consequéncias ambientais largas e nao
apreciadas (Potts et al. 2001).

Espécies ancestrais ou parentes silvestres

O Brasil ndo possui qualquer centro de diversidade do género Eucalyptus porque
se trata de uma espécie exdtica. O eucalipto ndo tem parentesco genetico com
qualquer espécie nativa para intercruzar no continente americano.

Uma das grandes vantagens competitivas representadas pelo cultivo do género
Eucalyptus, reside no fato de ser exético, ndo possuir até presente momento, predador
ou parasita que cause grandes danos a cultura do eucalipto. Desta forma, poucos
parasitas ou predadores desenvolveram interagdo ecoldgica com o eucalipto. Mesmo
assim, podem ser relacionadas como agentes desfolhadores, formas jovens (larvas)
de algumas espécies de insetos da ordem lepidoptera, forma adulta de algumas
espécies da ordem Coledptera e mais notadamente, formigas cortadeiras dos géneros
Atta e Acromyrmex, ordem Hymenoptera. Formas jovens de alguns coledpteros
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atuam como broqueadores, causando injurias fisicas, que podem ser a via paraja acao
de patégenos oportunistas. E certa que a maioria destes agentes mantém forte
interacdo ecoldgica com as Mirtaceas nativas, fato que facilitou sua adaptacido ac
género exdtico.

2. A histéria de cultivo e de uso do organismo parental em termos de
seguranga para o meio ambiente, para o consumo humano e animal,
informando sobre a possibilidade de hibridacido introgressiva com as
espécies sexualmente compativeis e sobre a possivel vantagem
seletiva do transgene.

O género Eucalyptus inclui mais de 700 espécies, algumas das quais sdo as
mais largamente utilizadas nos plantios madeireiros ao reodr do mundo. S30 longevas,
de folhas perenes, angiospermas pertencentes a familia das Mirtaceas, as quais
ocorrem predominantemente no hemisfgério sul (Ladiges ef al., 2003). S&o nativos da
Australia e ilhas ao norte dela, ocorrem do nivel do mar a altitudes alpinas, de zonas
chuvosas a semiaridas e dos tropicos a latitude 43° sul (Ladiges ef al, 2003).
Eucaliptos foram rapidamente adotados para o plantio florestal a partir da sua
descoberta pelos europeus no século 18 (Eldridge ef al, 1993). Eles foram
introduzidos na India, Franca, Chile, Brasil, Africa do Sul e Portugal no primeiro quarto
dos anos 1800 (Doughty, 2000) e imediatamente selecionados para plantio, loge que
tiveram percebidos seu grande desenvolvimento e adaptabilidade. Varias expedicdes
para coleta de sementes se seguiram as primeiras introducdes, resultando em uma
grande distribuicdo de germoplasma pelo mundo todo. Hoje inimeors paises mantém
grandes e diversificadas colecbes de germoplasma de eucalipto, que incluem uma
ampla variedade de procedéncias para as espécies mais comumente plantadas
(Grattapaglia e Kirst, 2008).

Em 2012, a area de plantio de eucalipto no Brasil totalizou 5.102.030 ha,
representando crescimento de 4,5 % (228.078 ha) frente ao indicador de 2011. O
principal fator que alavancou esse crescimento foi o estabelecimento de novos plantios
frente & demanda futura dos projetos industriais do segmento de Papel e Celulose. A
Figura VII.1 mostra a area de eucalipto plantada em cada estado brasileiro,
merecendo destaque os estados de Minas Gerais, S3o Paulo e Bahia. Os estados do
Nordeste vém apresentando garnde crescimento anual de area plantada da cultura
nos ultimos anos.
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Figura VIL.1. Area plantada com eucalipto em cada estado do Brasil.

O género Eucalyptus é de ocorréncia natural na Australia e ilhas proximas e
possui mais de 600 espécies, adaptadas as diversas condigdes de clima e solo. A
maioria das arvores conhecidas sdo arvores tipicas de florestas altas, com 30 a 50
metros de altura e de florestas abertas, com arvores de 10 a 25 metros de altura
(ALZATE, 2004). Segundo Mora e Garcia, 2007 citados por ALZATE, 2004. As
espécies de eucalipto mais utilizadas no mundo sdo o E. grandis, E. camaldulensis, E.
tereticornis, E. globulus, E.urophylla, E. viminales, E. viminales, E. saligna.

O Eucalyptus grandis.

O E. grandis Hill Ex Maiden é uma espécie nativa do Norte de Nova Gales do Sul
e da costa sul de Queensland, na Australia. Distribui-se principalmente entre as
latitudes 26 a 32° Sul e altitudes 0 a 300 metros e se adapta muito bem a regiées com
precipitagbes entre 1000 a 1750 mm e valores de temperatura médias maximas entre
29 e 32°C e médias minimas entre 5 e 6°C. E uma das espécies mais versateis e
indicadas para usos multiplos, apresentando, no entanto, problemas de empenamento,
contragdes e rachaduras nas operacgdes de desdobro e secagem (ALZATE, 2004).

Esta espécie supera qualquer outra em incremento volumétrico em condigdes
ambientais adequadas, sendo a mais plantada no Brasil, pela sua plasticidade
genética e muito utilizada para na obtengao de hibridos e para a clonagem de arvores
selecionadas, Mora & Garcia, 2000 citados por (ALZATE, 2004).
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O Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla. ;f‘x

O E. urophylla é uma espécie nativa de algumas ilhas orientais do Arq&ipé!ago
de Sonda: Timor, Flores, Adonara, Lomblem, Plantar, Alor e Wetar, situadas ao norte
da Australia entre as latitudes 7 e 10° Sul.

O interesse pelo E. urophylia, surgiu no Brasil depois de comprovada sua alta
resisténcia ao agente causador do cancro do tronco, sendo indicada na substitui¢do ao
E. grandis em areas mais susceptiveis ao mesmo, sendo hoje o hibrido E. grandis X E.
urophylla a base da silvicultura clonal brasileira.

Segundo Carvalho (2000), o objetivo do cruzamento destas duas espécies é
obter plantas com um bom crescimento, caracteristica do E. grandis € um leve
aumento de densidade da madeira e melhorias no rendimento e propriedades fisicas
da celulose, caracteristica do E. urophylla.

Segundo Gouvéa ef. al. (1997), a rusticidade, propriedades da madeira e
resisténcia ao déficit hidrico do E. urophylla, fazem com que as plantas desta espécie
possuam alto potencial para programas de hibridagdo com E. grandis, que possui um
bom desenvolvimento silvicultural, sendo possivel obter material mais homogéneo e
com qualidade da madeira desejaveis.

Usos Multiplos

O Brasil é reconhecido ndo somente como um dos principais paises, em termos
de area de plantacbes florestais com espécies de eucaliptos com 5.102.030 milhdes
de hectares segundo a ABRAF, 2013 (evolucdo da area plantada na Figura VI.2),
mas como detentor de elevado nivel cientifico-tecnoldgico nas diversas areas da
eucaliptocultura, em funcdo das pesquisas realizadas na Universidade, Institutos de
Pesquisa e Empresas Florestais (ALZATE, 2004). Dentre as inimeras e importantes
areas da pesquisa cabe destacar as de fisiologia, melhoramento genético e genémica
florestal, proporcionando o dominio das técnicas de propagagdo vegetativa e de
obtencdo de hibridos, juntamente com a tecnologia da madeira, ampliando as
possibilidades da utilizacdo das arvores de eucaliptos.

A exemplo dos demais paises, no Brasil, os novos materiais genéticos de
espécies e hibridos, multiplicados pelo processo de clonagem, existentes em ensaios
experimentais e em plantacbes comerciais, necessitam no desenvolvimento das
etapas de pesquisa, serem analisados com relagdo aos parametros de qualidade da
madeira. Nesse aspecto, ocorreu nas Ultimas décadas, a partir da experiéncia de
outros paises, como Africa do Sul (Malan & Hoon, 1992; Poynton, 1981 e Schonau,
1991) uma alteracdo com relacdo a utilizagdo final da madeira, sendo introduzido um
novo conceito denominado de “uso multiplo da madeira” ou “uso da madeira para
multiplos fins” (Nahuz, 1995; Nahuz, 1997 e Nahuz ef al., 1998). Desta forma, além da
utilizacdo preferencial do tronco das arvores de eucaliptos como matéria prima para a
celulose e papel que chega a 72,5% da producao Brasileira (ABRAF, 2013), conforme
inicialmente concebidos os plantios, outras aplicagbes foram agregadas, como a
fabricac@o de painéis de madeira industrializada (7,3%), energia (carvao 19,5%) e
pellets. A Figura VII.3 mostra os pontos principais da cadeia produtiva do eucalipto no
Brasil.
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Figura VI.2. Evolugdo da é&rea plantada com Eucalyptus no Brasil. Fonte:
ABRAF, 2013.
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Figura VII.3. Cadeia produtiva do setor brasileiro de eucalipto (adaptado de
ABRAF, 2013).
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Producao de Madeira para Celulose

Responsavel pelo maior consumo de madeira de eucalipto do Brasil o setor de
Papel e Celulose é responsavel por 72,5 % de toda a area plantada com a cultura e
também o setor que mais investe no melhoramento genético da espécie no Brasil.

Como descrito na Figura VilL4, a pesquisa e desenvolvimento florestal, através
do methoramento classico, realiza cruzamentos e selecdo de arvores superiores &
disponibiliza novos materiais, adaptados as condi¢des de plantio e com melhores
caracteristicas de producdo (maior teor de celulose, processabilidade, menor teor de
lignina, maior resisténcia a doengas, etc). As mudas s@o produzidas em viveiros de
alta tecnologia e passam por um processo de rustificacdo antes de irem para as areas
de plantio. As mudas sao plantadas em areas préprias das empresas ou nas areas de
produtores rurais fomentados e nos meses seguintes ao plantio, é feito o controle de
pragas (como formigas), além de adubacdes complementares e combate as plantas
daninhas. Ao atingir cerca de 6 anos, os eucaliptos sdo colhidos dia e noite, segundo
um planejamento prévio. A madeira € cortada e a folhagen e cascas sdo removidas
ainda no campo e deixadas para incorporacdo ao solo, as toras sdo empilhadas a
beira de estradas, dentro das fazendas e depois carregadas em caminhdes, que levam
as toras até as fabricas ou depdsitos. Ao chegar as fabricas, a madeira é picada e
reduzida a cavacos, que séo cozidos cozidas a 150 °C em presenga de alcali
(Pasquali, 2007). Desse processo, é extraida a fibra da madeira que se transforma em
celulose. O residuo que sobra, chamado de licor negro, € queimado nas caldeiras de
recuperacéo, gerando energia para alimentar a prépria fabrica.

Estratégias sustentaveis

Em toda a producédo da madeira sio utilizadas técnicas visando minimizar o
impacto no meio ambiente, como o monitoramento e redugdo do consumo de agua no
viveiro, monitoramento e controle de possiveis impactos nas microbacias, plantios em
mosaico, intercalando areas de mata nativa e os plantios de eucalipto, formando
corredores ecologicos que facilitam o deslocamento de organismos entre fragmentos
de matas nativas e areas de conservacio (SEOANE, et al. 2010), a. Adogado do cultivo
minimo, que nio retira os residuos da Ultima colheita para que sirvam de adubo
natural no proximo plantio, minimizando interferéncias no solo. Contratagdo de méo de
obra local para as atividades de silvicultura. Realizacdo do Programa de fomento.
Inserindo produtores rurais no fornecimento de madeira. Investimentos em projetos de
geracao de renda local, como apicultura solidaria e arranjos produtivos locais.

Mudancas Climaticas.

Como o plantio de eucalipto absorve CO,, da atmosfera, o ciclo produtivo da
cultura pode gerar créditos de carbono, contribuindo para combater o aguecimento
global. O inventario de emissdes de gases do efeito estufa (GEE) da Suzano Papel e
Celulose (segunda maior produtora de celulose de eucalipto do mundo) apontou que
para cada 1 tonelada de GEE que foram emitidas pela empresa 3,8 toneladas foram
resgatadas (fonte: Relatério de Sustentabilidade Suzano Papel e Celulose, 2012).
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Producédo de pellets para geragao de energia

A perspectiva do mercado de pellets no Brasil é promissora. A Unido Européia
planeja que aproximadamente 20 % de toda a energia produzida no bloco seja
proveniente de recursos renovaveis até 2020. Em 2010, a produc&o mundial de pellets
atingiu 16,0 milhdes de toneladas, sendo a Europa responsavel pela produgao de 67
% desse total, seguida pela América do Norte, com 30% do volume total produzido. No
Brasil, a produgéo de pellets ainda & modesta, registrando 47 mil toneladas em 2010.
O uso de pellets pelo setor industrial € mais forte em paises em que a produgéo de
energia elétrica é baseada na queima de biomassa, como é o caso da Suécia,
Dinamarca, Holanda, Bélgica e Reino Unido. Paises como Alemanha, ltalia e Austria,
bem como paises da América do Norte, tém suas demandas focadas no aquecimento
residencial. Em ambos 0s casos, mecanismos de incentivo tém sido importantes para
o crescimento e direcionamento dessas demandas (ABRAF, 2013).

Atualmente existem projetos futuros de grande escala visando consolidar essa
nova fronteira no Brasil (Figura VIL.5). Com isso, a tendéncia & que o Brasil atenda a
parte da demanda internacional produzindo 2 milhdes de toneladas anuais de peliets
(ABRAF, 2013).
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Figura VII.5. Mapa do setor de fabricagdo de pellets (ABRAF, 2013).
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2.1 Hibridagio
Importancia da hibridacdo em plantas

A hibridacdo e introgressdo sac caracterizadas por ser mais comuns nas plantas
do que em animais, com 70% da classificacdo de plantas geralmente citadas como
potencialmente originarias da hibridacao. A freqiiéncia de hibridizacdo em géneros de
arvores esta entre os mais elevados. Por exemplo, para as 23 espécies Britanicas de
salgueiro (Salix sp), 123 combinagdes hibridas tem sido reportadas. Esta foi a maior
proporcéo para os sete géneros analisados na Gra-Bretanha. Hibridos interespecificos
naturais foram enconfrados em 25 das 125 familias de plantas representados na
URSS; hibridos introgressivos foram descritos na maioria dos géneros de arvores
florestais incluindo abeto (Picea), laricio (Larix), carvalho (Quercus), a bétula (Betula),
tilia (Tilia) e choupos (Populus). Héa fracas barreiras reprodutivos entre as espécies
(parentais) de arvores que as tornam particularmente vulneraveis a poluicao genética.
No entanto os ciclos reprodutivos s&o maiores, significando um tempo maior entre
geragbes, mas os problemas e riscos ndo sao diferentes daqueles considerados para
culturas com ciclos mais curtos. (Potts ef al. 2001).

Hibridacdo em eucalipto

Hibridacdo natural e artificial em eucalipto foi revisada por Potts e Wiltshire
(1997). Tal como acontece com muitos géneros de arvores florestais, a hibridacao
entre as espécies reconhecidas é relativamente frequente (Wiltshire e Potts 1997),
podem ocorrer hibridos singulares (I) ao longo dos limites da espécie, como individuos
esporadicos, (i) em enxames hibridos onde a hibridagio foi ampliada para alem da
primeira geracdo, ou (ii), nas zonas de introgressdo. Critérios pragmaticos para
identificacao de hibridos em populacdes naturais sdo dadas em Hooper ef al. (1978):

“Na maioria dos casos, as caracteristicas morfologicas e fisiolégicas
s&o herdadas de uma forma mais ou menos intermediario na primeira
geracgéo (F1), hibridos, embora haja excegbes, uma vez que o grau exato
de dominancia pode variar entre espécies e caracteristicas de
combinagbes (Pilipenka et al 1969; Cauvin 1987, Tibbits et al 1991).”

Polinizagao

Espécies de eucalipto tém diferentes sistemas de cruzamento com altos niveis
de cruzamento e polinizacdo cruzada, na polinizagdo aberta, que geralmente ocorre
em pomares de producio de sementes a polinizacdo é mediada pelos polinizadores,
como aves, insetos e mamiferos (Potts et al,, 2001). A acessibilidade da flor de
eucalipto aberta significa que os polinizadores geralmente ndo sdo especificos
(Strauss, 2001). Nas condicdes brasileiras, o principal polinizador é a abelha Apis
mellifera, conforme citado por PACHECO et al., 1986.

As flores das espécies de eucaliptos apresentam protandria, onde o pdlen é
viavel na antese e o estigma so atinge a receptividade alguns dias mais tarde. Para a
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maioria das espécies a receptividade dos estigmas e alcangada entre 4 a 6 diaéﬁ@j{iﬁ o

a antese. Para outras entre 10 e 15 dias. Desta forma & necessario conhecef
previamente, para as espécies a serem intercruzadas, o periodo que vai desde a
antese até a receptividade maxima do estigma. Entretanto o simples exame da flor,
por intermédio de uma lupa de mao, pode indicar se o estigma esta ou ndo receptivo
(ASSIS, 2013).

Dois métodos de polinizagdo controlada sdo utilizados. Quando ha coincidéncia
entre os periodos de receptividade dos estigmas e de viabilidade do grao de pdlen,
nas espécies em que estes se soltam facilmente das anteras, a polinizacao ¢ feita por
meio da friccdo direta destas sobre o estigma (polinizacdo pela antera). Quando n&o
ha coincidéncia entre os periodos de receptividade do estigma e de viabilidade dos
graos de pdlen, sendo necesséario seu armazenamento, ou nas especies em que ha
dificuldade de desprendimento dos grdos de pélen das anteras, sendo necessaria sua
coleta em dessecadores, a polinizacao é feita pela aplicacdo dos graos de pdlen sobre
o estigma com o uso de instrumentos especiais. Estes instrumentos podem ser pincéis
de pelo fino, cotonetes, palitos de fésforo ou até mesmo térax de abelha. O importante
é que sejam descartaveis ou entdo esterilizaveis para evitar contaminagdo quando
houver substituicdo do pdlen dos gendtipos paternos (Assis, 2013).

Apds a maturacdo dos frutos, estes sdo colhidos para extragéo e beneficiamento
das sementes e testes dos hibridos produzidos (Assis, 2013).

Por esse método, Assis et al. (1986) sintetizaram 15 diferentes hibridos entre
espécies do subgénero Symphyomyrtus, obtendo alta taxa de vingamento de frutos
polinizados e com maior nimero de sementes por capsula do que na polinizacao livre
dentro das espécies. O método nao foi tdo eficiente para espécies do subgénero
Corymbia e praticamente ndo funcionou nas espécies do subgénero Monocalyptus.

Cruzamento com espécies selvagens - Padrbées e nives de hibridagao
natural

O eucalipto é bem conhecido por suas fracas barreiras reprodutivas entre as
varias espécies conhecidas (Pryor, 1976). Das 528 espécies examinadas em Griffin et
al. (1988), 289 (55%) foram registradas como estando envolvida em pelo menos uma
combinacao hibrida natural. No entanto, em todo o género, a hibridagao natural €, na
verdade, considerada bastante restrita, com apenas 15% das combinacdes
simpatricas (geograficamente coocorréncia) registradas. No entanto, nas 883 especies
descritas listadas em Pryor e Johnson (1971), pelo menos 124 (14 %) sao espécies,
subespécies ou variantes posteriormente considerados como sendo de origem hibrida,
e 0 numero esta aumentando (Rosseto ef al, 1997). A freqiéncia de hibridacac
diminui amplamente com o aumento da distancia taxondmica entre os pais (ou seja,
inter-subgenérico < inter-seccional < inter-séries < intra-série) (Potts et al., 2001). Este
cenario € bem comum na Austréalia e pode ocorrer também no Brasil, com o diferencial
que o eucalipto € uma espécie exdtica no pais, sem parentais nativos sexualmente
compativeis, o que torna o potencial de risco de introgressdo com populacio local,
destinada a conservacao, nulo.
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Cruzamentos com espécies de Mirtaceas

O Brasil ndo possui qualquer centro de diversidade do género Eucalyptus,
porque se trata de uma espécie exdtica no pais. O eucalipto ndo tem parentesco
genético com qualquer espécie nativa para intercruzar no continente americano.

Segundo Grattapaglia ef. al. (2012) as Mirtaceas compreendem uma grande
familia com cerca de 5.650 espécies, distribuidas entre 130 e 150 géneros,
predominantemente na regido tropical do hemisfério sul. Sao tipicamente diploides
com tamanho do genoma variando de pequeno a médio (Psidium guajava, a goiabeira,
2n = 22 cromossomos - 318 Mpb enquanto que em Eucalyptus grandis 2n = 22
cromossomos - 640 Mpb). As mirtaceas exéticas como o eucalipto pertencem a tribo
Eucalipteae, enquanto que as mirtaceas brasileiras pertencem a tribo Myrteae, onde a
poliploidia foi relatada como uma importante fonte no processo de adaptacdo por da
Costa ef al. (2009).

Segundo Gressler ef al. (2006), as mirtaceas brasileiras estio incluidas na Tribo
Myrteae, representadas por aproximadamente 1.000 espécies, Myrtaceae € uma das
familias mais importantes do Brasil destacando-se, com mais de uma centena de
espécies, os géneros Eugenia, Myrcia e Calyptranthes, enquanto o restante dos
géneros possui menos de 60 espécies brasileiras. Myrtaceae &€ uma das familias
lenhosas dominantes em varias formacbes vegetais brasileiras, especialmente na
Floresta Allantica onde mais de 50 espécies podem ocorrer. Geralmente nao
produzem madeiras valiosas, restringindo-se ao fornecimento de lenha, a utilizacao
em pequenas pecas ou objetos e outras formas de uso local. Por outro lado, ha
numerosas espécies frutiferas, algumas exploradas comercialmente (goiabeira —
Psidium guajava L, a jabuticabeira — Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg, e a
pitangueira, Eugenia uniflora L.). A polinizacdo por abelhas, com pdlen como recurso
principal, parece ser o sistema predominante, embora estudos detalhados tenham sido
feitos para poucas espécies. Todas as espécies de Myrtaceae brasileiras possuem
frutos carnosos cujo tamanho, cor, nimero e tamanho das sementes influenciam o
processo de disperséo de suas sementes, sendo realizada principalmente por aves e
macacos frugiveros.

As flores das mirtaceas brasileiras sdo hermafroditas, geralmente de cor branca,
com estames numerosos, corola e célice tetra ou pentameros e ovario infero. A
estrutura geral das flores varia pouco entre as espécies quando comparada com
outras grandes familias. As pétalas e/ou os estames atuam como atrativos visuais aos
polinizadores, mas os estames sio, geralmente, as estruturas mais notaveis na flor
aberta, envolvidos na atracao visual e olfativa dos polinizadores (Gressler ef al., 2006).

O pdlen € o principal recurso oferecido aos polinizadores, sendo 0 recurso
primario pelo qual as abelhas, provavelmente o grupo mais importante de
polinizadores de Myrtaceae, visitam as flores. S&o poucas as evidéncias de produgao
de néctar, observada em Myrciaria dubia, Psidium guajava, Eugenia spp e Plinia
glomerata, consistindo no principal recurso oferecido aos visitantes em espécies do
género Myrcianthes. A abertura das flores ocorre usualmente no inicio da manha
(entre 4:00 e 6:00 h) e a flor dura, em geral apenas um dia. As abelhas nativas foram
os polinizadores mais frequente em estudo descrito por Gressler ef al (2008),
desconsiderando-se dos dados a polinizacao realizada por abelhas africanizadas (Apis
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mellifera L.). Outros insetos (moscas, besouros e vespas) sdo considerado :
florais ou polinizadores ocasionais das mirtaceas. Para a goiabeira serrana N(Acca
sellowiana) o principal polinizador sdo aves que tocam as flores ao se alimentarem de
suas pétalas, embora os insetos presentes em menor numero nas flores, também
contribuam para a polinizagdo. A polinizagdo pelo vento é ainda incerta em mirtaceas
americanas.

As aves formam o principal grupo dispersor das mirtaceas brasileiras, sendo
seguidos pelos macacos (mamiferos), ambos se alimentam dos frutos carnosos das
mirtaceas e dispersam as sementes através de suas fezes ou regurgitacdo (Gressler
et al., 2008). '

Cruzamento das variedades cultivadas de Eucalyptus spp.

A lideranca do Brasil na producgdo de produtos a partir da madeira do eucalipto
se deve a grande adaptacdo da cultura as condicbes brasileiras. Todas as espécies
utilizadas no Brasil hoje sejam elas puras ou hibridas, s&o provenientes do
melhoramento classico realizado pelas diversas empresas publicas ou privadas, ao
longo de décadas de estudos. A produtividade que era de 15 metros cubicos por
hectare na década de 60 alcangou 40 metros cubicos por hectare em 2012 (ABRAF,
2013). Os programas de melhoramento utilizam hoje métodos de polinizacéo
controlada, com coleta de pdélen das variedades paternas e emasculacdo das
variedades maternas, com fecundagao por protogenia, em pomares de hibridacédo para
uso exclusivo em cruzamentos.

As progénies destes cruzamentos s&o avaliadas em campos especificos para
este fim, ndo se misturando a producdo comercial para obtencdo da madeira, para
avaliagéo de parametros de crescimento, resisténcia a pragas e doencgas, rendimento
e qualidade da madeira.

A multiplicagao de uma variedade selecionada se da, primordialmente, a partir
de técnicas de reproducao vegetativa, visando a obtencio de clones das plantas com
bom desempenho na produtividade de celulose por area cultivada, com producao de
mudas originadas de estacas colhidas em mini-jardins ou de plantulas desenvolvidas
por meio de técnicas de cultura de tecidos. A utilizagdo de pomares de sementes
localizados proximos a campos de produgédo comercial ndo é um método largamente
utilizado nos dias atuais para a obtencdo de mudas no plantio de areas de producao
de madeira, devido a grande variabilidade e desuniformidade no fendtipo das arvores,
que dificultam os tratos culturais, ndo permitem uma clara definicdo da melhor época
para a colheita e um padrdo nas dimensdes e qualidade da madeira obtida.

Vantagem seletiva do transgene.

Nas avalia¢bes de risco de dispersdo dos novos genes inseridos (transferéncia
génica), sdo considerados tanto a probabilidade da ocorréncia como o impacto
adverso da ocorréncia. As avaliacbes sdo especificas para cada caso e envolvem
fatores bidticos da espécie em consideragao, fatores abidticos e caracteristicas do(s)
gene(s) inserido(s). Os pontos essenciais dessa avaliagdo sao as caracteristicas
reprodutivas da espécie em consideracao, as caracteristicas do ecossistema onde a
planta sera cultivada e a presenga e abundancia no ecossistema dos genes
introduzidos na planta geneticamente modificada. As avaliagdes consideram também o
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impacto da dispersdo de gene(s) da cultura modificada para um organismo re%eptor.
Caso essa dispersio venha a ocorrer, deve-se considerar se a transferéncia confere
qualquer vantagem adaptativa ao organismo receptor que cause um desequilibrio
adverso no ecossistema (Nielsen ef al., 2000; Borém, 2001; Glover, 2002).

Na avaliacdo do risco associado & transferéncia dos genes celf e nptll do
eucalipto evento H421 para o eucalipto convencional, analisa-se o potencial de
ocorréncia da transferéncia de genes (exposicdo) e o efeito que essa transferéncia
poderia acarretar (risco), ou seja, a consequéncia do fendmeno. Os principais fatores
que afetam a transferéncia génica entre as plantacdes séo: a distancia entre elas; o
clima durante a polinizacdo (temperatura, direcdo e velocidade do vento); e o grau de
sincronia de florescimento dos individuos das plantagdes adjacentes no periodo de
polinizacdo. Assim sendo, duas plantas de eucalipto proximas uma da outra e com
floracdo coincidente tém probabilidade de trocar genes por polinizagdo cruzada, mas
essa probabilidade diminui muito caso a distancia aumente, devido a presenca de
barreiras naturais a transferéncia do pélen, como arvores, construcdes e outros
obstaculos. O mesmo acontece tanto com o eucalipto H421 quanto com o eucalipto
convencional. O potencial de dispersdo da semente e a distancia de movimentagéo do
gréo de polen sao fatores importantes nas consideragdes sobre transferéncia génica,
infrogress@o de genes e estabilidade da populacdo de plantas com a nova
caracteristica. Normalmente a polinizacdo cruzada ocorre, prioritariamente, entre as
linhas adjacentes (bordadura), e a distancia de cinco linhas € comumente utilizada
como barreira para a contaminagao por dispersdo de poélen. Um eventual fluxo entre
plantios pode ser dificultado pelo relevo ou pela estrutura da fazenda e vizinhancas
(Bock et al., 2002). Dada a forma de reprodugdo vegetativa, atualmente difundida na
cultura do eucalipto, com o uso de clones, os impactos desta transferéncia ndo séo
relevantes. Adicionalmente, ha que se considerar que os efeitos desta transferéncia,
dada as atividades dos genes inseridos e as caracteristicas conferidas as plantas,
impactando tdo somente no crescimento de suas células e maior produgdo de
madeira, ndo representa dano potencial a cultura ou ao seu ambiente proximo.

Producao de mel

O eucalipto ndo pode ser considerado um alimento, pois a planta, ou partes dela,
ndo estd presente na dieta de animais e humanos de forma direta ou mesmo
processada. No entanto, parte do mel produzido no Brasil apresenta como fonte o
néctar e o pdlen de plantacdes de eucalipto, dentre outras espécies que apresentam
florescimento na mesma época.

A apicultura brasileira é caracterizada como uma atividade produtiva de baixo
investimento, bom retorno financeiro e alta competitividade internacional. Atualmente,
o Brasil € o 11° maior produtor de mel do mundo e o 5° maior exportador. Do volume
total produzido anualmente (50 mil toneladas), aproximadamente 60 % ¢é exportado.
Em 2011, as exportacbes geraram uma receita de R$ 118,3 milhdes, representando
um aumento de 77 % em relagdo ao ano anterior. Quanto ao destino das exportagdes,
os Estados Unidos se destacaram como o maior consumidor do mel brasileiro, sendo
o destino de 48 % das exportacbes nacionais do produto.

A producgio de mel na area plantada com eucalipto geneticamente modificado, em
época de florescimento, foi estabelecida para a realizagdo de diversos estudos em
laboratorio que permitissem comparar o desenvolvimento dos enxames e a qualidade
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do mel produzido com enxames e o mel produzido, na mesma época, em local plat}wtadc
somente com eucalipto convencional.

Desta forma, foram instaladas cinco colmeias de abelhas do género Apis para
produzir mel em condicdes de campo, tanto na area experimental plantada com
eucalipto geneticamente modificado como em propriedade distante 85 km desta ares,
inteiramente plantada com eucalipto convencional, visando utilizacdo do mel produzido
em estudos de laboratério e analises subsequentes.

A instalacao seguiu a orientacdo de produtor tradicional da regido, que realizou o
transporte das caixas com 0s enxames e acompanhou todos os procedimentos de
manejo e coleta das amostras de mel. Foram indicados os locais mais adequados no
campo, seguindo as normas de biosseguranca, mas garantindo as condi¢bes ideais de
iluminagdo, temperatura e outras condigbes climaticas para sobrevivéncia das
populagdes de abelhas e producido de mel.

Para garantir a colheita da producédo de mel em época adequada de florescimento
do eucalipto, este foi monitorado mediante visitas semanais as areas, em que, por
avaliagdo visual, foi anotado o inicio, o pico e o final do florescimento das plantas de
eucalipto. Desse modo foi possivel identificar a melhor época de colheita do mel,
posterior ao pico da floragdo, para assegurar a maior contribuicdo das flores de
eucalipto geneticamente modificado em sua producdo. Logo no inicio da floracdo as
colmeias tiveram seus favos com mel retirados, para evitar as misturas com floradas de
espécies presentes antes do periodo de floragdo do eucalipto. O mel de cada colmeia
foi coletado separadamente, submetido a decantacéo para a separacdo das impurezas
carreadas na sua extracdo, e entdo encaminhado ao acondicionamento final para a
constituicdo das amostras.

De acordo com a extensdo de objetivos relacionada ao processo CTNBio N°
01200.003375/2005-51 de Liberagao Planejada no Meio Ambiente das plantas GM de
eucalipto, as caixas contendo colméias de abelhas foram controladas e vistoriadas
periodicamente. As caixas estavam dotadas de grades especiais em suas aberturas
externas, de forma a impedir a saida de abelhas-rainha e zangdes, evitando-se a
formac&o de novos enxames. As caixas principais foram isoladas das sobrecaixas por
grades/telas excluidoras semelhantes, assegurando-se que, nestas ultimas, fossem
depositados apenas mel e propolis pelas abelhas-operarias, e ndo ovos pelas abelhas-
rainhas. Este procedimento foi adotado para impedir a revoada de abelhas-rainhas e
zangdes quando da instalagdo ou remogdo de sobrecaixas para as coletas de mel,
abelhas-operarias e outros materiais inerentes.

Entre as avaliagbdes realizadas estdo a quantificacdo da proteina total e anadlises
fisico-quimicas das amostras de mel, detecgdo das proteinas heterélogas do eucalipto
geneticamente modificado no mel, quantificagdo e qualificacdo do pélen presente nc
mel e ensaio para determinar o impacto do uso deste mel na sobrevivéncia de abelhas
Apis e nativas sem ferrdo, imaturas e adultas, em {aboratério.

Andlises realizadas: Fisico-quimicas - AguUcares totais; Aclcares redutores;
Agucares ndo-redutores; Acidez (mEg/kg); Umidade; Sélidos insolliveis em agua;
Cinzas; Hidroximetilfurfural (quantitativo); Reacao de Fiehe; Reacgio ao Lugol; Analise
microbioldgica. Qutras analises: Proteina total; Contagem de poélen; Contelido de
pélen GM — PCR; Concentracado de proteina oriunda de eucalipto GM.

Os resultados das analises fisico-quimicas se encontram na Tabela VIL.1 (cépia
da Tabela VIil.2, na resposta ao Item n. 3 — Parte Vi deste documento).

Pagina 171 de 280






Relatéric de Biossaguranga do eucalipto evento H421 {V:'"‘(q

FuturaGene Brasil Tecnologia Ltda. e

XV'M‘%;»W mver

Tabela VIl.1. Resultados médios das andlises fisico-quimicas em amostras de
mel produzidas em area experimental de eucalipto GM e eucalipto
convencional (2013).

Analises Fisico-quimicas em mel

Caracteristica Ar’nostra
Média area H421 DP  Média Area Controle DP Intervalo

Proteina Total (g/100g) 0,43 0,09 0,33 0,12 4,25 8,31
Aclicares Totais {(g/100g) 72,34 1,80 70,45 2,30 73,84 77,50
Acucares Redutores {g/100g) 75,73 2,15 73,36 1,96 73,99 75,39
Agucares ndo-redutores(g/100g) 0,40 0,19 0,76 0,50 1,27 1,55
Acidez {meqg/kg) 48,67 11,49 52,51 1,85 24,36 42,88
Umidade (g/100g) 17,85 0,53 17,25 0,96 17,8 18,2
Insoltveis em Agua (g/100g) 0,13 0,15 0,03 0,01 0,01 0,03
Cinzas (g/100g) 0,33 0,12 0,37 0,09 §,14 0,36
Reagdo de Fiehe ausente - ausente - ausente ausente
Reagdo de Lugol ausente - ausente - ausente ausente
Reacdo de Lund (mL) 1,85 0,19 1,60 0,16 1,4 1,8
Hidroximetilfurfural (mg/kg) 4,13 0,87 2,99 1,13 4,18 9,50
pH 3,97 0,15 3,94 0,06 3,90 4,04

3. Os possiveis efeitos em organismos indicadores relevantes
(simbiontes, predadores, polinizadores, parasitas ou competidores do
OGM) nos ecossistemas onde se pretende efetuar o seu cultivo, em
comparacdo com o organismo parental do OGM em um sistema de
produgado convencional.

3.1. Efeito do eucalipto geneticamente modificado evento H421 na diversidade
de artrépodes

Como instrumentos de detec¢do de risco ambiental, as comunidades de
invertebrados, incluindo os artrépodes s3o inseridas em pacotes de estudos de
regulamentacdo para eventos transgénicos. Diversos estudos utilizaram os
invertebrados como bioindicadores em cultivos de milho, algoddo e soja
geneticamente modificados, principalmente aqueles com caracteristicas de tolerancia
a herbicidas e de resisténcia a insetos pragas (Saxena & Stotzky, 2001; Men et al.,
2003; Naranjo et al, 2005; Raybold et al, 2007; Romeis & Meissle, 2011).

O grau de modificacdo que uma area esta sendo submetida pode ser avaliado
através da fauna de artrépodes. De acordo com Maleque et al. 2009, diversos insetos,
como besouros € moscas foram usados como medida de inferéncia sobre o tipo de
manejo em ecossistemas florestais. Sendo considerado um parametro biolégico, o uso
da fauna de artrépodes da parte aérea e do solo do eucalipto pode ser usado como
promissora ferramenta na analise de impacto ambiental.

As observacdes e estudos foram conduzidos nas Unidades Experimentais da
FuturaGene Brasil Tecnologia Ltda. em Angatuba-SP; Araraquara-SP; Caravelas — BA
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e Passagem Franca-PI, todas devidamente incluidas no Certificado de Qualidade em
Biosseguranca da empresa, com experimentos aprovados de acordo com as
respectivas liberagbes planejadas no meio ambiente submetidas a Comissdo Técnica
Nacional de Biosseguranca. Os tratamentos estabelecidos nos experimentos se
compunham do eucalipto geneticamente modificado evento H421, do clone controle
convencional SP530 e de referéncias comerciais | e ll, todos instalados em dois
espacamentos diferentes (na configuragao para produgdo de madeira para energia e a
para celulose), totalizando 8 tratamentos. As parcelas apresentavam oito linhas de
plantio e o delineamento utilizado em cada experimento foi o de blocos inteiramente
casualizados, com 3 repeticdes.

Os levantamentos e observacées dos artréopodes nas areas de eucalipto foram
realizados entre 2012 e 2013, cobrindo todas as estacdes do ano em todos os locais
(Tabela VilL.2).

Tabela VIl.2. Datas de coleta, épocas de avaliacdo e locais de amostragem,

2012/2013. ’ , , ,
. Epoca 1 Epoca 2 Epoca 3 Epoca 4
Locais
(OMAIY)  (3,5MAIYY  (7,5MAIY)  (10,5MAl")
Angatuba/SP (Faz. Cabreva) 13/07/12  10/01/13 16/04/13 15/08/13
gara\)/elaslBA (Faz. Chave de 03/08/12  07/02/13 09/05/13 22/08/13
uro
Passagem Franca/Pl (Faz. 11/09/12  11/08/12 24/01/13  23/05/13
Chapada)

"MAI — Meses apés a instalacéo das primeiras armadilhas/observagoes.

As coletas e observacoes foram direcionadas para a avaliagao de populacdes e
comunidades dos seguintes estratos das parcelas de eucalipto:

- solo,

- superficie do solo,

- serapilheira

- parte aérea.

Para tanto, foram utilizadas técnicas de coleta especificas para cada material
(solo, serapilheira) e diferentes armadithas (pitfall, adesivos amarelo, azul e verde),
além de técnicas de coleta direta (batida de ramo em saco plastico, pugd) e
observacéo, para cobrir 0 maior espectro de artrépodes visitantes das areas de
eucalipto. Cada método de coleta e observacao sera descrito adiante, com detalhes do
desenho amostral, bem como os resultados apresentados e discutidos.

Artrépodes do Solo

As amostragens foram direcionadas para a area central de cada parcels,
compreendendo as 4 linhas centrais e evitando as bordaduras de 4 metros do inicio e
fim de cada linha. No processo de extragdo do solo foi retirada de cada parcela uma
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amostra composta, constituida por 10 subamostras tomadas em zigue-zague, de 10
cm de didmetro e 5 cm de profundidade, sob a projecdo da copa das plantas.

As amostras foram enviadas para o laboratério especializado em identificacao
de ariropodes, evitando-se exceder 5 dias entre 0 momento de coleta e o inicio da
extracdo da mesofauna do solo, no intuito de ndo causar mottalidade severa dos
organismos. Do mesmo modo, o acondicionamento das amostras foi feito sob
refrigeracéo (gelo convencional) para promover a manutengao da atividade metabdlica
da mesofauna.

No laboratorio, 1,0 litro de solo foi destinado ao método Berlese-Tullgren
modificado para a extracdo da mesofauna. Para tanto, o equipamento dispunha de
lampadas incandescentes de 40 W, para emissdo de luz e calor em um periodo de
72h. Contrario ao gradiente, os organismos que migraram ao funil para fugir da
desidratagdo do solo promovida pelo calor das lampadas foram coletados em
recipientes de polietileno contendo alcool a 70 % e glicerina a 5 %.

O material conservado em alcool foi classificado em diferentes taxons, por
comparacgdo com colecdes de referéncias ou por meio de literatura. Na analise foram
considerados somente os exemplares em estado adequado para a identificacao,
sendo que larvas e partes isoladas do corpo de insetos foram desconsideradas.
Exemplares foram mantidos em colecdo de referéncia visando identificacdo por
especialistas, se necessario.

Os taxons encontrados foram submetidos a analise de variancia e as medias
obtidas foram comparadas pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Para atender
as pressuposicdes basicas da analise de variancia os dados foram transformados em
raizde X + 1.

As comunidades foram comparadas atraves do indice de diversidade de
Shannon que leva em consideracdo a abundancia proporcional de espécies, sendo o
mais empregado devido a facilidade de calculo, comparacéo entre variaveis, tendo
assim, ampla aplicacdo (Semensatto, Jr 2003) De acordo com Ricklefs (1990), o uso
da diversidade, principalmente de espécies, pode ser aplicado como uma indicagéo do
bem estar de um ecossistema. Diversos estudos utilizaram o indice de Shannon como
parametro para medir efeitos do tipo de manejo sobre a fauna de artrépodes (Haddad
et al., 2011; Zhou ef al., 2012; Rousseau et al., 2013).

As comunidades também foram analisadas através da analise exploratéria dos
dados — multivariada. Na analise multivariada, os métodos utilizados foram a Analise
de Componentes Principais (rotacdo Varimax) e Analise de Agrupamento (Distancia
Euclidiana e Método Aglomerativo de Ward).

Na area de Angatuba-SP, foram encontrados 1.384 artropodes no solo
distribuidos em 15 taxons, no total das épocas de coleta, sendo que as populac¢des
mais abundantes foram dos taxons Oribatida com 57,9 %, Collembola com 18,2 % e
Mesostigmata com 8,6 % do total de artrépodes encontrados. Nao foram verificadas
diferencas estatisticas entre o evento GM e isolinha controle convencional, nas areas
experimentais dos dois propositos de uso (Energia e Celulose). A diversidade
verificada em Angatuba nas épocas de avaliagdo foi maior na primeira e quarta épocas
e menor na Epoca 2. Comparando-se a diversidade entre o eucalipto evento H421 e a
isolinha convencional clone SP530 nas aplicacdes Celulose e Energia, verificou-se
semelhanca nas médias observadas. E possivel que a amplitude verificada nos
intervalos de confianga entre os indices médios esteja relacionada ao uso do solo, no
casc de uma area florestal, isto porque mudangas em um micrositio de solo podem
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ocorrer rapidamente alterando as estimativas, particularmente de pequenos

organismos (Vargas & Hungria, 1997). Ou seja, em diferentes parcelas de um mesmo
tratamento podera haver heterogeneidade no padrdo amostral.

Na area de Araraquara foram encontrados 424 artrépodes distribuidos em 14
taxons entre as épocas de amostragens, sendo que os taxons mais abundantes foram
Oribatida com 64,6%, seguido de Mesostigmata com 10,8 % e Collembola com 7,1 %.
O teste de comparacdo de médias mostrou ndo haver diferencas na densidade
populacional dos taxons entre os clones nos dois propésitos de aplicagdo (Energia e
Celulose). As 4 épocas de avaliacdo em Araraquara nao apresentaram variagdes
quanto ao indice de diversidade. Os indices entre clones GM e isolinhas foram
similares. Da mesma maneira que em Angatuba, as amplitudes verificadas para o
intervalo de confianca podem ser atribuidas a heterogeneidade das parcelas.

Em Caravelas-BA foram encontrados 547 artrépodes distribuidos em 9 taxons
entre as épocas de amostragens, sendo que os taxons mais abundantes foram
Oribatida com 74,0 %, seguido de Prostigmata com 7,1 % e Mesostigmata com 6,4 %.
Nao houve diferencas estatisticas significativas entre as densidades populacionais dos
taxons entre os clones nos dois métodos de aplicacdo (Energia e Celulose). A
composicao das guildas em Caravelas foi similar entre os tratamentos (Figura VIiL.8). A
funcéo detritivora foi responsavel por 78,8 % do total das fun¢des, seguida da fungéo
predadora com 11,1 % e a fitofagia com 9,7 %. A polifagia foi extremamente baixa,
com apenas 0,5 % da comunidade. Os clones GM e suas isolinhas nas duas
aplicagbes (Energia e Celulose) néo diferiram estatisticamente para as guildas tréficas.

Em Passagem Franca-P| foram encontrados 197 artrépodes distribuidos em 10
taxons entre as épocas de amostragens. Dentre os taxons, Oribatida foi o mais
representativo com 53,8 % do total de artropodes encontrados, seguido de Psocoptera
com 14,2 %, e Mesostigmata com 9,6 %. Todos os tratamentos apresentaram
semelhanca na comparacdo entre guildas tréficas em Passagem Franca (Figura
VII.6). A maior porcentagem foi verificada para a funcdo detritivora, com 74,6 % de
toda a comunidade, seguido da funcao fitéfaga com 14,7 % e predadora com 9,6 %.
Os clones GM e suas isolinhas nas duas configuragbes de aplicacdes (energia e
celulose) nao diferiram estatisticamente para as guildas troéficas.
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Figura VIl.6. Porcentagem das guildas tréficas no levantamento de solo entre os

tratamentos evento H421(GM) e clone convencional

referéncias comercias (REF

SP530 comparados as
e 1l), nos dois métodos de aplicagdo (Energia e

Celulose). A= Angatuba-SP; B= Araraquara-SP; C= Caravelas-BA; D= Passagem

Franca-Pl 2012/2013.

Na analise conjunta dos dados de diversidade, utilizando o indice de Shanon,
levando em consideragdo as 4 areas experimentais, foi verificada diferenca estatistica
a nivel de local. Em Passagem Franca — P, o tratamento Ref Il (referéncia comercial
convencional ) diferiu dos demais tratamentos (Tabela VIL.3).
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Tabela VIL.3. Analise conjunta dos dados para diversidade (indice de Shanon) de
organismos de solo, considerando-se todas as localidades entre os
clones de eucalipto. Angatuba-SP, Araraquara-SP, Caravelas-BA e
Passagem Franca-Pl, 2012/2013.

Clones .
LOCAL MEDIA
H421 SP530 REF.1 REF. 1l
ANGATUBA 0,66993 0,66437 0,65114 0,68293 0,667093
ARARAQUARA 0,26328 0,56587 0,34780 0,31460 0,372888
CARAVELAS 0,15060 0,22466 0,16182 0,15538 0,173115
PASSAGEM FRANCA 0,45353 a 0,56718 a 0,51026 a 0,20672 b 0,434423
Média 0,384335 0,50552 0,417755 0,339908 0,411879
Trat ns
Local **
Trat x Local ns
CV(%) 54,42

Artropodes da Superficie do Solo

As amostragens foram direcionadas na area central de cada parcels,
compreendendo as 4 linhas centrais e evitando bordadura de 4 metros do inicio e fim
de cada linha. Uma armadilha do tipo pitfall foi colocada no centro de cada parcela. A
armadilha consistia em um recipiente plastico, com didmetro de 10 cm e 15 cm de
altura. Para a instalacdo da armadilha, um buraco foi cavado no solo, para que os
insetos pudessem ser capturados. Um terco do recipiente foi preenchido com solucéo
adequada para a captura e preservagdo dos insetos (polietileno glicol ou solugdo com
agua, detergente 1-2%). Uma cobertura de protecdo foi colocada sobre cada
armadilha, mas sem afetar o caminhamento e a captura de artropodes. O periodo de
captura em cada época de coleta foi de 72 horas. A retirada dos artropodes foi
realizada com o auxilio de peneira com maltha 0,5 mm de abertura e sobre esta uma
tela de “voil” e os artrépodes foram armazenados em recipientes plasticos com élcool
a 70%. Qualquer problema, como a perda ou dano ao conteudo das armadilhas, antes
ou durante a coleta, foi registrado nos dados brutos e nas etiquetas das embalagens
de acondicionamento das amostras. As amostras foram enviadas para o Laboratério
de Identificacdo de artropodes de empresa especializada em ate 48 horas depois de
terminada a coleta. O material conservado em alcool foi classificado em diferentes
taxons, por comparacdo com colegdes de referéncia ou por meio de literatura
especifica. Na analise somente foram considerados os exemplares em bom estado
para identificacdo. Exemplares das diferentes espécies foram mantidos em colegdo de
referéncia visando identificacdo por especialistas, se necessario. Os taxons
encontrados foram submetidos a andlise de variancia e as médias obtidas foram
comparadas pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Para atender as
pressuposicdes basicas da analise de variancia os dados foram transformados em raiz
de X + 1.

As comunidades foram comparadas através do indice de diversidade de
Shannon. De acordo com Ricklefs (1990), o uso da diversidade, principalmente de
espécies, pode ser aplicado como uma indicagdo do bem estar de um ecossistema.
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As comunidades também foram analisadas através da analise exploratéria dos
dados — multivariada. Na andlise multivariada, os métodos utilizados foram a Analise
de Componentes Principais (rotagdo Varimax) e Analise de Agrupamento (Distancia
Euclidiana e Método Aglomerativo de Ward).

Na area de Angatuba-SP, foram encontrados 5.938 artrépodes na superficie do
solo distribuidos em 9 taxons, no total das épocas de coleta, sendo que as populagbes
mais abundantes foram dos taxons Sciaridae spp. com 25,8 %, Collembola com 22,6
% e Nitidulidae spp. com 9,0 % do total de artrépodes encontrados. Na comparagéo de
médias entre os tratamentos foi verificada diferenca estatistica entre H421 e SP530 no
propésito de uso Celulose, sendo que a abundancia de Stelidota sp. foi maior em
H421. Porém néo foi verificado diferenca entre os clones GM e isolinha no proposito
Energia. Todos os clones testados apresentaram similaridade na ocorréncia dos
grupos funcionais, sendo que o habito alimentar de maior relevancia esteve
relacionado a funcio detritivora. A diversidade verificada em Angatuba ocorreu de
forma semelhante em todas as épocas de avaliacdo. Similaridade na diversidade
também foi verificada entre os clones GM e as isolinhas nos propésitos de usc
Celulose e Energia. E possivel que a amplitude verificada nos intervalos de confianga
entre os indices médios esteja relacionada ao uso do solo, no caso de uma area
florestal, isto porque mudangas em um micrositio de solo podem ocorrer rapidamente
alterando as estimativas, particularmente de pequenos organismos (Vargas & Hungria,
1997). Ou seja, em diferentes parcelas de um mesmo tratamento podera haver
heterogeneidade no padrao amostral.

Na area de Araraquara foram encontrados 24.433 artropodes distribuidos em 22
taxons entre as épocas de amostragens, sendo que os taxons mais abundantes foram
Nitidulidae spp com 46,6 %, seguido de Carpophilus spp. com 17,4 % e Stelidota sp.
com 16,8 %. O teste de comparacdo de médias mostrou diferencas na densidade
populacional de Carpophilus spp., porém a diferenca foi em relacdo ao propédsito de
uso (Energia e Celulose). No propdsito de uso para Energia a abundancia de
Carpophilus spp. foi maior do que no proposito de uso para Celulose. A fungéo
detritivora foi a que apresentou maior porcentagem na composi¢cdo das guildas em
Araraquara, em torno de 80 %. A porcentagem das guildas tréficas entre os clones foi
semelhante entre os clones testados. As 2 Ultimas épocas de avaliacdo em Araraquara
apresentaram diversidade superior do que as primeiras. Os indices de diversidade
entre clones GM e isolinhas convencionais, foram similares, sem diferencas
significativas tanto na configuracdo de propésito de uso para energia como no de
celulose, em todas as areas avaliadas (Figura VIl.7).
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superficie do solo entre o evento H421(GM), o clone controle convencional SP530
e referéncias comerciais (I e ll), nas diferentes épocas de coleta (EP1, EP2, EP3,
EP4). A=Angatuba-SP; B=Araraquara-SP, C=Caravelas-BA, D=Passagem Franca-
Pl, 2012 /2013.

Em Caravelas-BA foram encontrados 7.723 artrépodes distribuidos em 10 taxons
entre as épocas de amostragens, sendo que os taxons mais abundantes foram
Pheidole spp. com 35,1 %, seguido de Labidura xantophus com 15,9 % e Nitidulidae
spp.com 5,9 %. Nao houve diferencas estatisticas significativas entre as densidades
populacionais dos taxons entre os clones nos dois propositos de uso (Energia e
Celulose). De modo geral, a composicdo das guildas em Caravelas ocorreu de forma
similar entre os tratamentos. A fungdo polifago teve a maior parcela da comunidade.

Em Passagem Franca-PI foram encontrados 7.178 artrépodes distribuidos em 15
taxons entre as épocas de amostragens. Dentre os taxons, Solenopsis sp. foi o mais
representativo com 205 % do total de artrépodes encontrados, seguido de
Delphacidae sp.3 com 16,1 % e Stelidota spp. com 7,1 %. O taxon Nitidulidae spp. € o
conjunto de outros taxons ndo selecionados pela analise faunistica "OUTROS"
diferiram entre os clones testados. Nitidulidae spp. foi mais abundante no propédsito de
uso Celulose, enquanto que "OUTROS" no clone SP530 foi mais abundante do que
H421 no propédsito Celulose. No propoésito Energia ndo houve diferenca. De modo
geral todos os tratamentos apresentaram semelhanca na comparagao entre as guildas
tréficas em Passagem Franca. A maior porcentagem foi verificada para a polifagia.

Na andlise conjunta dos dados, levando em consideracdo as 4 areas
experimentais, foi verificada diferenca estatistica apenas a nivel de local. Caravelas
apresentou a maior diversidade de artrépodes de superficie de solo quando
comparado com as demais localidades (Tabela Vil.4).
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Tabela VIil.4. Analise conjunta dos dados para diversidade de organismos da [

superficie do solo considerando-se todas as localidades entre os
clones de eucalipto. Angatuba-SP, Araraquara-SP, Caravelas-BA e
Passagem Franca-Pl, 2012/2013.

LOCAL Clones MEDIA
H421 SP530 REF.I REF. I

ANGATUBA 0,726 0,656 0.633 0,698 0,678
ARARAQUARA 0,653 0,653 0,658 0,672 0,659
CARAVELAS 0,783 0,786 0,842 0,755 0,792
PASSAGEM FRANCA 0,66 0,694 0,709 0,664 0,682
Média 0,708 0,697 0,711 0,697 0,703
Trat Ns

Local =

Trat x Local ns

CV(%) 9,72

' Valor da probabilidade (P) de F obtido na andlise de varidncia. Teste Tukey, ns = n&o significativo a 5% de probabilidade.
**significativo a 1% de probabilidade,
#CV = Coeficiente de Variacdo(%).

Artropodes da Serapitheira

As amostragens foram direcionadas na area central de cada parcels,
compreendendo as 4 linhas centrais e evitando bordadura de 4 metros do inicio e fim
de cada linha. Uma amostra composta de serapilheira foi retirada de cada parcels,
constituida por 5 subamostras. Como medidor padrdo foi utilizado um quadrado
metalico de 25 X 25 cm. As subamostras foram retiradas da projecdo da copa de
plantas distintas, desconsiderando apenas plantas com desenvolvimento inadequado.

O folhico composto de cada parcela foi peneirado a campo com um aparato
constituido de 2 peneiras de maltha 0,5 cm. O material peneirado foi acondicionado em
sacos de pano, individualmente. As amostras foram etiquetadas com as informacdes
da parcela oriunda e amostras foram encaminhadas para o Laboratério de
Identificacdo de Artropodes da empresa especializada contratada, num prazo de até
48 horas apés a coleta. Do campo até o laboratério as amostras foram mantidas sob
refrigeracio (gelo comum ou artificial).

No laboratério o material foi submetido ao extrator de Winkler, que consiste em
um funil de pano suspenso. Com acdo da gravidade, os organismos presentes na
amostra foram extraidos em frascos plasticos contendo alcool a 70 %. Os extratores
permaneceram a temperatura ambiente por 72 horas.

Os organismos conservados em alcool foram classificados em diferentes taxons,
por comparacdo com colecbes de referéncia ou por meio de literatura especifica. Na
analise somente foram considerados os exemplares em bom estado para
identificacdo. Exemplares das diferentes espécies foram mantidos em colegcédo de
referéncia visando identificacdo por especialistas, se necessario. Os taxons
encontrados foram submetidos a analise de variancia e as médias obtidas foram
comparadas pelo Teste de Tukey, a 5 % de probabilidade. Para atender as
pressuposicdes basicas da analise de variancia os dados foram transformados em raiz
de X + 1.
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As comunidades foram comparadas através do indice de diversidade de
Shannon. De acordo com Ricklefs (1990), o uso da diversidade, principalmente de
espécies, pode ser aplicado como uma indicacdo do bem estar de um ecossistema.

As comunidades também foram analisadas através da analise exploratéria dos
dados — multivariada. Na analise multivariada, os métodos utilizados foram a Analise
de Componentes Principais (rotagdo Varimax) e Analise de Agrupamento (Distancia
Euclidiana e Método Aglomerativo de Ward).

Na area de Angatuba-SP, foram encontrados 5.425 artropodes na serrapitheira
distribuidos em 9 taxons, no total das épocas de coleta, sendo que as populacbes
mais abundantes foram dos taxons Oribatida com 67,0 %, Collembola com 13,5 % e
Mesostigmata com 6,5 % do total de artrépodes encontrados. Na comparacao de
médias entre os tratamentos foi verificada diferenca estatistica entre H421 e SP530 no
propésito de uso Energia para o taxon Phlaeotripidae, sendo que a abundancia maior
em SP530 do que H421. Porém nao foi verificada diferenca entre os clones GM e
isolinha no propdésito Celuose. Todos os clones testados apresentaram similaridade na
ocorréncia dos grupos funcionais, sendo que o habito alimentar de maior relevancia
esteve relacionado a funcdo detritivora. A diversidade verificada em Angatuba ocorreu
de forma semelhante em todas as épocas de avaliacdo. Similaridade na diversidade
também foi verificada entre os clones GM e as isolinhas nos propodsitos de uso
Celulose e Energia. E possivel que a amplitude verificada nos intervalos de confianca
entre os indices médios esteja relacionada aoc uso do solo, no caso de uma area
florestal, isto porque mudancas em um micrositio de solo podem ocorrer rapidamente
alterando as estimativas, particularmente de pequenos organismos (Vargas & Hungria,
1997). Ou seja, em diferentes parcelas de um mesmo tratamento podera haver
heterogeneidade no padrao amostral.

Na area de Araraquara foram encontrados 1.489 artrépodes distribuidos em 6
taxons entre as épocas de amostragens, sendo que os taxons mais abundantes foram
Oribatida com 54,4 %, seguido de Collembola com 11,1 %, Pseudoscorpiones e
Phlaeothripidae, ambos com 7,1 %. O teste de comparacdo de médias ndo mostrou
diferengas na densidade populacional dos taxons entre os clones GM e Isolinha. A
funcao detritivora foi a que apresentou maior porcentagem na composicio das guildas
em Araraquara, em torno de 70 %. A porcentagem das guildas tréficas entre os clones
foi semelhante entre os clones testados. Nas duas primeiras épocas de avaliagdo em
Araraquara ndo havia serapilheira devido ac pequenc porte das plantas de Eucalipto.
Através das duas Ultimas épocas de avaliacdo foi possivel verificar que os indices
entre clones GM e isolinhas foram similares.

Em Caravelas-BA foram encontrados 3.226 artropodes distribuidos em 8 taxons
entre as épocas de amostragens, sendo que os taxons mais abundantes foram
Oribatida com 82,5 %, seguido de Mesostigmata com 4,6 % e Araneae spp. com 2,5
%. Diferencas estatisticas foram verificadas para os taxons Araneae spp. e
Mesostigmata. No proposito de uso Celulose, o clone SP530 teve maior abundancia
de Araneae spp. quando comparado a H421, apesar de as médias no propédsito de uso
para Energia terem sido iguais. Quanto ao taxon Mesostigmata, a diferenca esteve
relacionada ao propédsito de uso (Energia e Celulose). De modo geral, a composicao
das guildas em Caravelas ocorreu de forma similar entre os tratamentos. A funcao
“detritivoro” teve a maior parcela da comunidade.

Em Passagem Franca-PI foram encontrados 2.302 artrépodes distribuidos em 10
taxons entre as épocas de amostragens. Dentre os taxons, Oribatida foi o mais
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representativo com 66,4 % do total de artrépodes encontrados, seguido de
Mesostigmata com 5,9 % e Collembola com 5,4 %. O taxon Oribatida diferiu entre os
clones testados, porém a diferenca esteve relacionada ao propésito de uso
Energia/Celulose. A abundéancia de Oribatida no SP530 Energia foi maior do que
SP530 Celulose. De modo abrangente, todos os tratamentos apresentaram
semelhanga na comparagao entre as guildas troficas em Passagem Franca. A guilda
Detritivoro teve maior representacéo, em torno de 80 % da comunidade. Os indices de
diversidade foram maiores na época 2 (EP2). Comparativamente o clone
geneticamente modificado e sua respectiva isolinha apresentaram semelhanca nos
indices de diversidade.

Quando as comunidades foram analisadas através dos métodos multivariados,
na analise de agrupamento as unidades amostrais se agruparam de forma a ndo ser
possivel verificar padrdes que diferenciassem os clones testados (Figura VII.8). Da
mesma forma que na analise de agrupamento a analise de componentes principais
nao exibiu padrdes diferentes entre os clones estudados.

Lk ags D anos

e

Figura VII.8. Dendrogramas exibindo a estrutura de agrupamento das unidades
amostrais em relagdo a comunidade de artrépodes da serapilheira entre os
tratamentos. T1= H421, T2= SP530, T3= REF |, T4= REF Il (ENERGIA); T5= H421,
T6= SP530, T7= REF |, T8= REF Il (CELULOSE), A=Angatuba-SP, B=Araraquara-SP,
C=Caravelas-BA, D=Passagem Franca-PI, 2012/2013.

S m B M BEWRTONURNWUMWRME

Na analise conjunta dos dados, levando em consideracdo as 4 dreas
experimentais, foi verificada diferenca estatistica para artrépodes da serapilheira
apenas a nivel de local. A diversidade em Angatuba foi maior em relagdo as demais
localidades (Tabela VIL5).
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Tabela VII.5. Analise conjunta dos dados para diversidade de organismos da
serrapilheira considerando-se todas as localidades entre os clones
de eucalipto Angatuba-SP, Araraquara-SP, Caravelas-BA e
Passagem Franca-Pl, 2012/2013.

Clones i
LOCAL MEDIA
H421 SP530 REF.1 REF. I
ANGATUBA 0,404 0,364 0,391 0,374 0,383
ARARAQUARA 0,276 0,311 0,277 0,29 0,289
CARAVELAS 0,355 0,335 0,281 0,38 0,338
PASSAGEM FRANCA 0,231 0,197 0,243 0,18 0,212
Média 0,316 0,302 0,298 0,306 0,306
Trat ns
Local **
Trat x Local ns
CV(%) 21,67

* Valor da probabilidade (P) de F obtido na analise de variancia. Teste Tukey, ns = n&o significativo a 5% de probabilidade.
**significativo a 1% de probabilidade,
2CV = Coeficiente de Variacao(%).

Artrépodes da Parte Aérea

Nos levantamentos de artropodes da parte aérea, as moscas predadoras,
Empididae sp. ou Micrempis sp. estiveram presentes em todos os locais em estudo. O
psilideo Ctenarytaina spatulata foi abundante em Angatuba-SP, Araraquara-SP e
Passagem Franca-Pl. As guildas Fitéfago e Predador foram as mais representativas.
O cartdo atrativo amarelo foi o método que proporcionou a maior abundancia de
insetos. No propésito de uso Celulose a abundancia de insetos foi superior ac
propdsito Energia. A diversidade de espécies foi maior em Araraquara-SP. Ndo foram
encontrados efeitos adversos a fauna de artrépodes da parte aérea entre o eucalipto
geneticamente modificado, evento H421, e sua isolinha controle convencional, clone
SP530.

As amostragens foram direcionadas na area central de cada parcela,
compreendendo 3 armadilhas de cartdo adesivo (nas cores amarela, azul e verde) e
avaliagdes visuais. As armadilhas foram posicionadas na planta de eucalipto
acompanhando o seu crescimento até a altura limite de 1,5 a 2,0 m partir do solo e
permaneceram na area por um periodo de 72 horas. Ao final do periodo de captura,
cada armadilha devidamente identificada foi embalada individualmente em filme
plastico, para evitar danos aos insetos capturados, sendo depois reunidas por parcela.

Para a avaliacio visual, foram amostradas 10 plantas por parcela, tomando-se
um ramo por planta, na area Util da parcela. Quatro linhas centrais compreenderam a
area util, excluindo-se pelo menos 4 metros do inicio e fim de cada linha. Plantas com
desenvolvimento inadequado ndo foram amostradas.

Os ramos foram sacudidos por 30 segundos dentro de um saco plastico de
tamanho suficiente para envolver todo o ramo e conseguir extrair os artropodes da
planta.

Quando a altura da planta ndo permitiu que ramos pudessem serem analisados,
uma rede entomolodgica retratil de até 9 metros foi utilizada para a captura dos
artrépodes sobre as plantas de eucalipto. A rede foi usada diretamente sobre as
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plantas em movimento de “U”, enquanto se caminhava pelas entre!inhas,iTﬁ‘aé e
voltando.

Os artropodes capturados foram quantificados, separados por morfocodigos,
registrando-se em livro de campo. Posteriormente foram encaminhados em alcool 70%
para o laboratério especializado em identificagdo de artrépodes para a confirmacéo da
identificacio. A identificacdo foi realizada por comparagao com cole¢des de referéncia
ou por meio de literatura especifica. O envio se deu em um periodo maximo de 48
horas apéds a finaliza¢do da coleta.

O material foi classificado em diferentes taxons, por comparacdo com cole¢des
de referéncias ou por meio de literatura. Na analise foram considerados somente os
exemplares em estado adequado para a identificagdo, sendo que larvas e partes
isoladas do corpo de insetos foram desconsideradas. Exemplares foram mantidos em
colecdo de referéncia visando identificacdo por especialistas, se necessario.

Os taxons encontrados foram submetidos a analise de variancia e as médias
obtidas foram comparadas pelo Teste de Tukey, a 5 % de probabilidade. Para atender
as pressuposicGes basicas da andlise de variancia os dados foram transformados em
raizde X + 1.

Foi utilizado o programa ANAFAU desenvolvido pelo Departamento de
Entomologia da Esciola Superior de Agricultura Luiz de Queirdz - ESALQ (Moraes et
al., 2003). Nesta analise foram considerados os dados obtidos para o total de
individuos encontrados em cada tratamento (somatério das repeticbes) e somatorio de
individuos encontrados. O programa foi desenvolvido para ser aplicado em analises
faunisticas de agroecossistemas enfocando o0s taxons predominantes onde,
geralmente, as pragas estdo incluidas. A analise ndo enfatiza os taxons raros e
acidentais (singletons), por serem mais importantes nos ecossistemas naturais. Esse
software permite caracterizar uma comunidade pelos indices de freqiiéncia
(porcentagem de individuos de um taxon em relagdo ao total de individuos),
abundancia (nimero de individuos por unidade de area), dominancia (agdo exercida
pelos taxons que recebem o impacto do meio ambiente e o transforma, podendo com
isso causar o aparecimento ou desaparecimento de outras espécies).

As comunidades foram comparadas através do indice de diversidade de
Shannon. De acordo com Ricklefs (1990), o uso da diversidade, principalmente de
espécies, pode ser aplicado como uma indicagdo do bem estar de um ecossistema.

As comunidades também foram analisadas através da analise exploratéria dos
dados — multivariada. Na analise multivariada, os métodos utilizados foram a Analise
de Componentes Principais (rotagdo Varimax) e Analise de Agrupamento (Distancia
Euclidiana e Método Aglomerativo de Ward).

Na area de Angatuba-SP, no cartdo amarelo, foram capturados 1.005 individuos
na parte aérea distribuidos em oito taxons, no total das épocas de coleta, sendo que
as populacdes mais abundantes foram dos taxons Ctenarytaina spatulata, com 19,5
%, Sciaridae spp. com 15,0 % e Micrempis sp. com 12,3 % do total de artropodes
encontrados. No cartdo verde foram capturados 755 individuos, distribuidos em oito
taxons, sendo Micrempis sp., C. spatulata e Sciaridae spp. os taxons mais abundantes
com 15,2 %, 14,7 % e 12,5 %, respectivamente. No cartdo azul foram capturados 583
individuos distribuidos em sete taxons, sendo que os mais abundantes foram os
taxons Sciaridae spp. com 20,6 %, Micrempis sp. com 14,1 % e Empididae sp. com
10,8 %. Foram verificadas diferencas estatisticas para as populacées de Thripidae
sp.1 através do método cartdo verde e Empididae sp. no cartdo azul. Em ambas, as
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diferencas nas populagbes estiveram relacionadas ao propdsito de uso (Energia e
Celulose). O nimero médio de individuos capturados em todos os métodos de cartdes
atrativos foi superior no objetivo de uso para Celulose quando comparado ao para
Energia. Na analise visual foram encontrados 830 artrépodes, distribuidos em 8
taxons, no total das épocas de coleta, sendo que as populagdes mais abundantes
foram dos taxons Collembola com 24,2 %, Galumnidae sp. com 15,4 % e Phytoseiidae
sp. com 11,2 % do total de artrépodes encontrados. Nao foram verificadas diferengas
estatisticas entre o eucalipto geneticamente modificado evento H421 e sua isolinha
convencional, clone SP530, nos dois propdsitos de uso (Energia e Celulose). A
composicao funcional tréfica (Guildas) da comunidade de artrépodes da parte aérea
entre os cartdes atrativos amarelos em Angatuba é apresentada na Figura 9. No
método cartdo amarelo e verde as fungdes fitofagia e predacdo representaram a maior
parcela da comunidade, juntas corresponderam por volta de 80 % da comunidade. No
meétodo cartdo azul, as funcdes predacio e detritivora foram as que representaram
maior porcentagem da comunidade, em torno de 80 %. O clone H421 (celulose)
apresentou maior porcentagem da fungdo detritivora comparado aos demais clones no
cartdo verde. Contudo, de modo geral, as fungdes para cada método de cartdo atrativo
ocorreu de maneira semelhante. Comparativamente entre os métodos, a funcéo
parasitdide ndo foi encontrada no método cartdo azul e a fungdo ND (n&o definida)
ocorreu apenas no método cartdo amarelo.

Em Araraquara-SP, no cartdo amarelo, foram capturados 10.518 individuos na
parte aérea distribuidos em 15 taxons, no total das épocas de coleta, sendo que as
populacbes mais abundantes foram dos taxons C. spatulata com 49,9 %, Elachiptera
sp. com 12,9 % e Formicidae alada 1 com 8,1 % do total de artrépodes encontrados.
No cartdo verde foram capturados 8.505 individuos, distribuidos em 16 taxons, sendo
C. spatulata, Empididae sp. e Formicidae alada 1 os taxons mais abundantes, com
46,4 %, 15,3 % e 10,6 %, respectivamente. No cartdo azul foram capturados 3.381
individuos distribuidos em 11 taxons, sendo que os mais abundantes foram os taxons
Empididae sp. com 17,5 %, C. spatulata com 15,4 % e Thripidae sp.1 com 10,8 %.
Foram verificadas diferencas estatisticas para as populacdes de Cicadellidae sp.184 e
Ceraphronidae sp. no método cartdo amarelo. Ceraphronidae sp., Condylostylus sp.,
C. spatulata, Thripidae sp.1 e Outros diferiram no método cartdo verde. A populagéo
Formicidae alada 1 diferiu no método cartdo azul. As diferengas verificadas estiveram
relacionadas ao proposito de uso (Energia e Celulose), exceto para a populacdo
Formicidae alada 1, a qual ocorreu em maior quantidade no clone SP530 (Energia)
comparado com o evento H421 (Energia). Formigas aladas no periodo da revoada
podem ocorrer de maneira heterogénea, isto porque forrageiam usualmente partindo
de um local ou ninho fixo (Fourcassie & Oliveira, 2002). A funcéo fitofagia foi a que
apresentou maior porcentagem na composicao das guildas em Araraquara, para o
método cartdo amarelo, em torno de 80 % da comunidade (Figura 9). No método
cartdo verde, a fitofagia também apresentou a maior porcentagem na composi¢do das
guildas, em torno de 70 %. No método cartdo azul, a predagdo ocorreu de forma
semelhante que a fitofagia, aproximadamente 45 % e também do mesmo modo que o
ocorrido em Angatuba, o cartdo azul ndo representou a funcado parasitdide. Em todos
os métodos, a isolinha SP530 no propdsito energia apresentou maior porcentagem
para a funcdo ND (N&o definida). O critério ND se refere a formigas aladas, sendo que
o comportamento e ocorréncia destes insetos estdo diretamente relacionados as
revoadas, que por sua vez exibe padrio heterogéneo dentro da area experimental,
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pois ¢é definido pela distribuicdo dos ninhos. Dessa forma, é provavel que V
abertura/saida de alguma coldnia esteja presente em parcela do tratamento SP530 ‘
(Energia).

Em Caravelas-BA, no método cartdo amarelo foram capturados 1.101 individuos
distribuidos em 9 taxons entre as épocas de amostragens, sendo que os taxons mais
abundantes foram Micrempis sp. com 18,3 %, seguido de Empididae sp. com 13,5 % e
Sciaridae spp. com 11,0 %. No método cartdo verde foram capturados 890 individuos
distribuidos em 8 taxons, sendo Micrempis sp., Empididae sp. e Sciaridae spp. os
taxons mais abundantes, respectivamente 22,5 %, 16,1 % e 12,2 %. No método cartéo
azul foram capturados 386 individuos distribuidos em 7 téxons, sendo os mais
abundantes Sciaridae spp. com 28,8 %, Empididae sp. com 10,9 % e Micrempis sp.
com 8,3 %. As densidades populacionais de Tachinidae (Trichopodini) e Thripidae sp.1
diferiram entre os clones no método cartdo amarelo. No método cartdo azul foram
verificadas diferencas para Micrempis sp. e Thripidae sp.1. De modo geral, as
diferencas estiveram relacionadas ao propoésito de uso, isto porque, no critério celulose
a captura de insetos foi maior que no critério energia. Apesar de Micrempis sp. ter
diferido entre os clones H421 e SP530, ambos no propésito de uso Energia, ndo foi
verificado diferenga para o propésito de uso Celulose. A composigédo das guildas em
Caravelas foi similar entre os tratamentos. No método cartdo amarelo e verde, a
funcdo predador foi a maior, representando em torno de 50 % da comunidade de
artropodes. No método cartdo azul a fungdo detritivora foi a maior, representando em
torno de 40 a 50 % da comunidade de artrépodes (Figura VI1.9).

Em Passagem Franca-Pl foram capturados 3.196 individuos distribuidos em 19
taxons entre as épocas de amostragens no meétodo cartdo amarelo, sendo mais
abundante os taxons Thripidae sp.1 com 51,7 %, C. spatulata com 8,6 % e Micrempis
sp. com 4,4 %. No método cartdo verde foram capturados 2.198 individuos distribuidos
em 15 taxons, sendo mais abundante os taxons Thripidae sp.1 com 41,3 %, C.
spatulata com 11,1 % e Micrempis sp. com 54 %. No método cartdo azul foram
capturados 716 individuos distribuidos em 10 taxons, sendo mais abundante Thripidae
sp.1 com 26,0 %, Thripidae sp.2 com 13,3 % e Sciaridae spp. com 10,3 %. Diferencas
estatisticas foram verificadas para Aphididae spp., Ceraphronidae sp., € Formicidae
alada 2 para o método cartdo amarelo. No método cartdo verde, C. spatulata diferiu
entre os tratamentos. As diferencas estiveram relacionadas ao propésito de usc
Energia/Celulose.

De forma abrangente em todos os locais, o fato do propésito de uso Celulose
ter obtido um incremento na abundancia de insetos pode ser explicado devido ac
espacamento. Espacamentos mais adensados, como os utilizados no propésito
Energia, propiciam maior competigdo entre plantas pela oferta de agua e incidéncia
luminosa, sendo o contrario verificado em espacamentos menos adensados, como no
propésito de uso para Celulose. E possivel que a dindmica populacional dos insetos
esteja diretamente relacionada ao tipo de espagamento, pois os nichos disponiveis
serdo diferentes, havendo variacdo na estrutura do dossel, na quantidade de
serapilheira disponivel, na quantidade e distancia de plantas que servirdo como abrigo
e alimento disponivel para os insetos. Rocha (2010) correlacionou maior espagamento
com aumento na abundancia de insetos em plantios florestais.

Os indices de diversidade médios foram baixos na primeira época de avaliagao
em todos os métodos de cartdo afrativo. Os indices foram acrescidos nas demais

Pégina 186 de 280






Relatério de Blosssgurancga do eucalipto evento H421

FuturaGene Brasil Tecnologia Lida.

[

2

fenfg]

/

/

4

(g;w ST Y 7

..o

épocas apesar de haver gradual diminuicdo no decorrer do tempo a partir da segunda
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Figura VI.9. Porcentagem das guildas tréficas no cartdo amarelo entre os
clones H421(GM) e SP530 (ISOLINHA) e referéncias comercias (REF | e Il)
nos dois métodos de aplicacdo (Energia e Celulose). A=Angatuba-SP,
B=Araraquara-SP, C=Caravelas-BA e D=Passagem Franca-PIl, 2012/2013.

A diversidade verificada em Angatuba nas épocas de avaliacdo foi maior na
primeira e segunda épocas de avaliagdo (EP1 e EP2) e menor nas épocas 3 e 4 (EP3
e EP4) (Figuras 4). Comparando-se a diversidade entre os clones GM e as isolinhas
nos propositos de uso Celulose e Energia, verificou-se semelhanca nas médias
observadas. E possivel que a amplitude verificada nos intervalos de confianca entre os
indices médios esteja relacionada ao tipo de ecossitema, no caso de um sistema
floresta plantada. Ou seja, em diferentes parcelas de um mesmo tratamento podera
haver heterogeneidade no padréo amostral.

Comparando os clones geneticamente modificados (GM) com suas isolinhas
quanto ao numero de individuos que compuseram as guildas tréficas entre os métodos
avaliados, nos diferentes propositos, energia e celulose, diferencas estatisticas foram
verificadas na guilda parasitoide no método cartdo amarelo. Nas guildas fitéfago e
parasitéide no método cartdo verde e nas guildas ND e predador no método cartdo
azul. As diferengas estiveram relacionadas ao propésito de uso, sendo que no critério
celulose as guildas tinham mais individuos do que no critério energia. Excecao ocorreu
para a fungdo ND, relacionada a formigas aladas, sendo que a diferenca, também
verificada em Araraquara entre o clone geneticamente modificado, H421, e sua
isolinha, SP530, em virtude da biologia de formigas na distribuicdo dos ninhos. Nas 4
épocas de avaliagdo em Araraquara, os indices de diversidade foram similares entre
os clones GM (H421) e isolinhas (SP530). Da mesma maneira que em Angatuba, as
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amplitudes verificadas para o intervalo de confiangca podem ser atribuidas a
heterogeneidade das parcelas.

Em Caravelas, nas 4 épocas de avaliagdo, os indices de diversidade foram
similares entre os clones GM (H421) e isolinhas (SP530). Todos os tratamentos
apresentaram semelhanca na comparacgao entre guildas tréfica em Passagem Franca.
Em todos os metodos de cartdo atrativo a guilda fitéfago representou a maior parcela
da comunidade, em torno de 60% (Figura VII.10). A guilda ND n&o ocorreu no cartdo
azul.

Figura VIL.10. indices de diversidade médios de Shannon para armadilha
adesiva Cartdo Amarelo entre o evento H421, clone convencional SP530 e
referéncias comerciais, em quatro épocas de coleta (EP1, EP2, EP3, EP4)..
A=Angatuba-SP, B=Araraquara-SP, C=Caravelas-BA, D=Passagem Franca-Pl,
2012 /2013.

Na analise conjunta dos dados, levando em consideragdo as quatro areas
experimentais, foi verificada diferenga estatistica em nivel de local (Tabela VIL.6).
Dentro do local, no método cartdo amarelo apenas em Caravelas-BA houve diferenca
entre os clones testados.
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Tabela VI.6. Analise conjunta dos dados para diversidade de organismos
considerando-se todas as localidades entre os clones de eucalipto.
Angatuba-SP, Araraquara-SP, Caravelas-BA e Passagem Franca-Pl.
Cartao Amarelo, 2012/2013.

Clones ,
LOCAL MEDIA
H421 SP530 REF.1 REF. i
ANGATUBA 0,593 0,522 0,542 0,66 0,579
ARARAQUARA 1,651 1,687 1,548 1,615 1,625
CARAVELAS 1,421 1,847 1,512 1,785 * 1,641
PASSAGEM FRANCA 0,649 0,632 0,631 0,599 0,628
Média 1,079 1,172 1,058 1,165 1,118
Trat ns
Local =
Trat x Local ns
CV(%) 24,71

* Valor da probabilidade (P) de F obtido na analise de variancia. Teste Tukey, ns = ndo significativo a 5% de probabilidade. **significativo
a 1% de probabilidade,
2CV = Coeficiente de Variacao(%).

Na analise conjunta dos dados, levando em consideracdo as quatro areas
experimentais e todas as armadilhas adesivas, foi verificada diferenca estatistica
apenas em nivel de local (Tabela VIL.7). Caravelas - BA e Passagem Franca - Pl
tiveram os maiores indices. Os clones ndo diferiram para a diversidade de artrépodes.

Tabela VIl.7. Analise conjunta dos dados para diversidade de organismos
considerando-se todas as localidades entre os clones de eucalipto
no somatério de Angatuba-SP, Araraquara-SP, Caravelas-BA e
Passagem Franca-Pl, considerando as armadilhas adesivas de todas
as cores, 2012/2013.

Clones

LOCAL 421 SP530 REF. REF. 1l MEDIA
ANGATUBA 1,471 1,557 1,129 1,357 1,378
ARARAQUARA 1,108 1,436 1,407 1,632 1,396
CARAVELAS 1,872 2,270 2,194 2,557 2,223
PASSAGEM FRANCA . 2,150 3,177 2,669 2,095 2,523
Media - 1,650 2,110 1,850 1,910 1,880

Trat Ns

Local >

Trat x Local Ns

CV(%) 28,46

Nas condicBes que os estudos foram conduzidos é possivel concluir que:

- O cartado atrativo amarelo foi o método que proporcionou a maior abundancia
de insetos;
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- De modo abrangente, no propésito de uso Celulose a abundancia de insetos foi \D
superior ao propésito Energia; tanto na avaliacdo individual das cartelas

adesivas, bem como no somatério das mesmas.

- As guildas Fitéfago e Predador foram as mais representativas;

- Moscas predadores, Empididae sp. ou Micrempis sp. estiveram presentes em
todos os locais em estudo.;

- O evento H421 manteve populagdes de inimigos naturais, como Tachinidade
(Trichopodini), Stethorus sp. (Coccinellidae), Empididae sp. e Micrempis sp.
(Empididae);

- O psilideo Ctenarytaina spatulata foi abundante em Angatuba, Araraquara e
Passagem Franca;

- A diversidade de espécies foi maior em Araraquara-SP na avalia¢do individual
das cartelas adesivas e maior em Passagem Franca - Pl e em Caravelas - BA
no somatério das cartelas.

- N&o foram encontrados efeitos adversos a fauna de artropodes da parte aérea
entre o eucalipto geneticamente modificado evento H421 e sua isolinha
controle convencional clone SP530.

Analise Visual de Artropodes

Foram amostradas dez plantas por parcela, tomando-se um ramo por planta, na
area util da parcela. Quatro linhas centrais compreenderam a area util, excluindo-se
pelo menos 4 metros do inicio e fim de cada linha. Plantas com desenvolvimento
inadequado nao foram amostradas.

Os ramos foram sacudidos por 30 segundos dentro de um saco plastico de
tamanho suficiente para envolver todo o ramo e conseguir extrair os artropodes da
planta.

Quando a altura da planta ndo permitiu que ramos pudessem ser analisados,
uma rede entomoldgica retratil de até 9 metros foi utilizada para a captura dos
artrébpodes sobre as plantas de eucalipto. A rede foi usada diretamente sobre as
plantas em movimento.de “U”, enquanto se caminhava pelas entrelinhas, indo e
voltando. S o
Os artrépodes capturados foram quantificados, separados por morfocédigos,
registrando-se em livro de campo. Posteriormente foram encaminhados em alcool 70%
para o Laboratério de Identificacdo de Artropodes especializado, contratado para a
confirmacédo da identificacdo. A identificagcdo foi realizada por comparagdo com
colecdes de referéncia ou por meio de literatura especifica.

Exemplares foram mantidos em colegio de referéncia visando identificacdo por
especialistas, quando necessario. Os taxons encontrados foram submetidos a analise
de variancia e as meédias obtidas foram comparadas pelo Teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Para atender as pressuposicdes basicas da analise de variancia os
dados foram transformados em raizde X + 1.
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Foi utilizado o programa ANAFAU desenvolvido pelo Depto. de Entomologia da
ESALQ (Moraes ef al., 2003). Nesta analise foram considerados os dados obtidos para
o total de individuos encontrados em cada tratamento (somatorio das repeticdes) e
somatério de individuos encontrados. O programa foi desenvolvido para ser aplicado
em analises faunisticas de agroecossistemas enfocando os taxons predominantes
onde, geralmente, as pragas estio incluidas. A analise ndo enfatiza os taxons raros e
acidentais (singletons), por serem mais importantes nos ecossistemas naturais. Esse
software permite caracterizar uma comunidade pelos indices de fregliéncia
(porcentagem de individuos de um taxon em relagdo ao total de individuos),
abundancia (nimero de individuos por unidade de area), dominancia (acdo exercida
pelos taxons que recebem o impacto do meio ambiente e o transforma, podendo com
isso causar o aparecimento ou desaparecimento de outras espécies).

As comunidades foram comparadas através do indice de diversidade de
Shannon. De acordo com Ricklefs (1990), o uso da diversidade, principalmente de
espécies, pode ser aplicado como uma indicagao do bem estar de um ecossistema.

As comunidades tambéem foram analisadas através da analise exploratéria dos
dados — multivariada. Na analise muitivariada, os métodos utilizados foram a Analise
de Componentes Principais (rotagdo Varimax) e Analise de Agrupamento (Distancia
Euclidiana e Método Aglomerativo de Ward).

Na area de Angatuba-SP, foram encontrados 830 arirépodes na analise visual
distribuidos em 8 taxons, no fotal das épocas de coleta, sendo que as populagdes
mais abundantes foram dos taxons Collembola com 24,2 %, Galumnidae sp. com 15,4
% e Phytoseiidae sp. com 11,2 % do total de artrépodes encontrados. Nao foram
verificadas diferencas estatisticas entre os clones GM e Isolinha nos dois propésitos
de uso (Energia e Celulose). Todos os clones testados apresentaram similaridade na
ocorréncia dos grupos funcionais, sendo que o habito alimentar de maior relevancia
esteve relacionado a fung¢do detritivora. A fitofagia e a predacdo, em menor
porcentagem. A diversidade verificada em Angatuba nas épocas de avaliacao foi maior
na segunda e terceira épocas (EP2 e EP3) (Figura VIl.11.A). Comparando-se a
diversidade entre os clones GM e as isolinhas nas aplicacdes Celulose e Energia
verificou-se semelhanga nas médias observadas. A amplitude verificada no intervalo
de confianga sugere haver heterogeneidade no padrdo amostral.

Na area de Araraquara foram encontrados 1.305 artropodes distribuidos em 7
taxons entre as épocas de amostragens, sendo que os taxons mais abundantes foram
Psyllidae spp. com 25,4 %, seguido de Psocoptera spp. com 20,2 % e Curculionidae
sp. com 20,0 %. O teste de comparacido de meédias mostrou diferenca na densidade
populacional de Psocoptera spp. A diferenca esteve relacionada ao proposito de uso,
sendo que no proposito energia a abundancia foi maior. A funcao fitéfaga foi a que
apresentou maior porcentagem na composicido das guildas em Araraquara, em torno
de 80 %. Na sequéncia, compartiiharam 20 % da comunidade, Predadores e
Parasitéides. Na sequéncia e com menor expressao, as funcdes ficaram definidas
pela predacao e fitofagia. A porcentagem verificada pela polifagia foi extremamente
baixa e verificada apenas nas aplicactes celulose para a isolinha SP530 e Referéncia
ll. Dentre as 4 épocas de avaliacdo em Araraquara, a diversidade verificada na ultima
época foi maior do que as demais (Figura Vil.11.B). Os indices entre clones GM e
isolinhas foram similares.

Em Caravelas-BA foram encontrados 839 artropodes distribuidos em 15 taxons
entre as épocas de amostragens, sendo que os taxons mais abundantes foram
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Cecidomyiidae spp. com 16,2 %, seguido de Sciaridae spp. com 10,1 % e Psocoptera
spp. com 8,2 %. Houve diferenca estatistica para o tdxon Aderidae sp., sendo que
H421 no propdsito Energia teve maior abundancia do que sua isolinha. Porém no
propdsito Celulose ndo houve diferenca. A composicdo das guildas em Caravelas
apresentou H421 energia com a funcéo detritivora pouco maior que os demais clones,
sendo que de modo geral a ocorréncia das guildas foi similiar. A funcéo fitéfaga foi a
que ocorreu em maior propor¢do. Analisando os indices de diversidade entre as
épocas de avaliagdo foi possivel verificar que entre as épocas os indices foram
similares entre os clones analisados. A terceira época (EP3) apresentou maior indice
de diversidade (Figura V1.11.C).

Em Passagem Franca-Pl foram encontrados 637 artropodes distribuidos em 6
taxons entre as épocas de amostragens. Dentre os taxons, Ctenarytaina spatulata foi o
mais representativo com 24,5 % do total de artropodes encontrados, seguido de
Cecidomyiidae spp. com 15,1 %, e Cicadellidae sp. com 7,5 %. Comparando as
populagdes entre clones analisados, ndo foram verificadas diferencas estatisticas.
Todos os tratamentos apresentaram semelhanga na comparacdo entre guildas tréfica
em Passagem Franca. Mais de 80% dos artrépodes encontrados sobre as plantas de
eucalipto foram da guilda Fitéfago. Nesta area a diversidade foi nula na primeira e na
ultima época de avaliagdo (Figura VII.11.D). Na terceira época foi possivel comparar
os clones estudados, sendo verificada similaridade nos indices médios.

Na analise conjunta dos dados, levando em consideracdo as 4 4reas
experimentais, foi verificada diferenca estatistica apenas a nivel de local (Tabela
VIL.8).

Figura VIL11. indices de diversidade médios de Shannon para analise visual
entre o evento H421, clone convencional SP530 e referéncias comerciais, em quatro
épocas de coleta (EP1, EP2, EP3, EP4). A=Angatuba-SP, B=Araraquara-SP,
C=Caravelas-BA, D=Passagem Franca-Pl, 2012 /2013.
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Tabela VII.8. Analise conjunta dos dados para diversidade de organismos na
analise visual considerando-se todas as localidades entfre os clones
de eucalipto Angatuba-SP, Araraquara-SP, Caravelas-BA e
Passagem Franca-Pl, 2012/2013.

Clones .
LOCAL H421 SP530 REF.1 REF. Il MEDIA
ANGATUBA 0,42 0,51 0,42 0,40 0,44
ARARAQUARA 0,32 0,34 0,34 0,44 0,36
CARAVELAS 0,41 0,60 0,55 0,57 0,53
PASSAGEM FRANCA 0,35 0,33 0,27 0,23 0,30
0,375 0,445 0,395 0,410 0,41
Trat ns
Local **
Trat x Local ns
CV(%) 2478

* Valor da probabilidade (P) de F obtido na andlise de variancia. Teste Tukey, ns = ndo significativo a 5% de probabilidade. **significativo
a 1% de probabilidade,
*CV = Coeficiente de Variacdo(%).

N&o foram encontrados efeitos adversos a fauna de artropodes entre o eucalipto
geneticamente modificado evento H421 e seu controle convencional clone SP530 nos
levantamentos e observagdes realizados em quatro diferentes ambientes
representativos da cultura do eucalipto no Brasil, em todas as estagdes climaticas do
ano, utilizando variados métodos para avaliacdo dos principais estratos de artropodes
visitantes das florestas cultivadas.

3.2. ENSAIOS DE ECOTOXICIDADE EM ORGANISMOS INDICADORES

Para a estimativa do aporte de biomassa de eucalipto no solo, utilizado para a
instalacdo dos ensaios toxicoldgicos com tecidos de eucalipto com organimso
indicadores como microrganismos (fungos e bactérias) e minhocas, foram utilizadas as
informacgdes de que, considerando os componentes da arvore acima do solo, ou a sua
parte aérea (fuste, casca, copa, galhos, folhas, frutos, flores), a madeira do fuste
representa entre 78 a 85 % do peso seco total da arvore acima do solo (Foelkel,
2007). Posto isto, se considerar-se que 150 toneladas de madeira representam cerca
de 80% do peso seco da arvore, os outros 20 % seriam representados por folhas,
ramos, frutos, flores, casca, etc, em um total de 37,5 ton por ha. Se considerarmos que
0s organismos vivem mais intensamente até 20 cm de profundidade no solo, ou em
2.000 m® de solo por hectare, e se consideramos a densidade de 1,5 ton/m® de solo,
teremos 37,5 toneladas de eucalipto em 3.000 ton de solo, ou seja, 37,5 gramas em
3.000 gramas ou 12,5 gramas por kg de solo. Para efeito do estudo, considerou-se
utilizar inicialmente um volume até 5 X maior de aporte como ponto maximo da curva,
o que representaria adicionar 62,5 gramas de tecidos processados (mistura de folhas,
ramos e casca moidos) por kg de solo.

Para adicdo de tecidos na agua, nos ensaios com microcrustdceos e peixes,
foram utilizados dados disponiveis de aporte de residuos maximo de subprodutos da
cultura do milho em curso de agua, de 7,9 g de matéria seca livre de cinzas por m? de
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canal. Sedimentos bentdnicos nos cursos continham até 6,4 g de matéria seca livre de

cinzas (Rosi-Marshall, 2007).

De forma geral, o uso de concentracbes exacerbadas provocou efeitos nas
populacdes, tanto com a substancia-teste como com o controle convencional, o que
levou o laboratdrio a considerar somente os resuitados com as concentracdes nas
quais a mortalidade no controle se encontrou em niveis aceitaveis para cada
modalidade de teste.

3.2.1. Exposicao a Tecidos (Folhas)
Microrganismos

O objetivo do estudo, conduzido em conformidade com os principios de Boas
Praticas de Laboratério, foi investigar a influéncia das substancias-teste eucalipto
geneticamente modificado evento H421 e clone convencional SP530 no processo de
transformacao do carbono por microrganismos do solo de acordo com a norma OECD
217 (2000).

A menor concentracdo utilizada foi de 1,25 g/kg e a maior, correspondente a
cinco vezes a menor dose, foi de 6,25 g/kg de solo. As substancias-teste foram
aplicadas a um solo arenoso (argissolo) nas concentragdes de 0,0625 g/50 g de solo
(menor concentracao) e 0,3125 g/50 g de solo (maior concentracéo).

Os solos foram incubados nas condi¢des controladas de temperatura e umidade
especificadas na norma por 28 dias. Os efeitos da substancia-teste na transformacéao
do carbono foram medidos nos dias 0, 7, 14 e 28. Nesses dias, as aliquotas de solo
foram suplementadas com 150 mg de glicose (500 uL de uma solugao de 300 g/L de
glicose) e as quantidades de CO, liberadas (respiracdo) foram determinadas atravées
da leitura de condutividade de cada réplica, em seis tempos de amostragem (2; 4; 6; 8;
10 e 12 horas) apés a adicdo da glicose. Amostras de solo sem a substancia-teste
foram utilizadas como controle do teste. Controles adicionais de condutividade sem
solo foram incluidos para a determinacdo de 0 % de respiragao (Hidréxido de sédio -
NaOH - 0,2 M) e 100 % de respiracao (Carbonato de sédio - Na,CO; - 0,1 M). Foram
utilizadas trés réplicas de cada tratamento e duas réplicas foram usadas para ©
controle Na,CO3; 0,1 M.

A taxa de respiracdo em cada tratamento foi comparada a do controle com solo
através de métodos estatisticos apropriados (Teste F e Teste t, nivel de 5 % de
significancia) no ultimo dia de teste (Zar, 1999). O desvio percentual em relacdo ao
controle foi calculado, de forma a possibilitar a anélise da influéncia das substancias-
teste H421 e SP530 no processo de transformagao do carbono por microrganismos de
solo. Se a diferenca entre as taxas do menor tratamento (menor concentragao) e o
controle for igual ou inferior a 25 % para qualquer tempo de amostragem apés 28 dias,
a substancia-teste pode ser avaliada como nao tendo influéncia na transformacao do
carbono em solos. Se essa diferenca for superior a 25 % no 28° dia, o teste é
prolongado até que essa diferenca seja inferior ou igual a 25 % ou por um periodo
maximo de 100 dias; nesse caso, a taxa de respiracio € medida a cada 14 dias.

No dia 0, a adicdo da substancia-teste H421 no tratamento da menor
concentracdo causou um efeito inibitério na producao de CO, (- 3,45 %) enquanto que
efeito similar ao controle na maior concentracdo (0,00 %) quando comparado ao
controle. No dia 7, mesmo efeito estimulatério foi observado em ambaos os tratamentos
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(+ 7,14 %) quando comparados ao controle. No dia 14, efeito estimulatério na
producéo de CO; foi observado na menor concentragdo (+ 1,61 %) quando comparado
ao controle, enquanto que efeito similar ao controle na producdo de CO, foi observado
na maior concentragdo (0,00 %). No dia 28, efeito estimulatério na producdo de CO,
foi observado em ambos os tratamentos (+ 11,11 % na menor concentragio e + 38,89
% na maior concentracdo), quando comparado ao controle. Como o desvio observado
entre o solo controle suplementado com substrato organico e a menor concentragio
foi inferior a 25 % no 28° dia de teste, condigdo prevista na respectiva norma, o
mesmo foi encerrado (ver Figura Vil.12A).

No dia 0, adicdo da substancia-teste SP530 no tratamento da menor
concentracdo causou um efeito similar ao controle na producédo de CO, (0,00 %)
enquanto que efeito estimulatério na maior concentracdo (+ 13,79 %) quando
comparado ao controle. No dia 7, efeito estimulatério foi observado em ambos os
tratamentos (+ 3,57 % para a menor concentracdo e + 25,00 % para a maior
concentragéo) quando comparados ao controle. No dia 14, efeito estimulatério na
producgéo de CO; foi observado na menor concentragdo (+ 9,68 %) quando comparado
ao controle, enquanto que efeito inibitoério na producio de CO, foi observado na maior
concentracdo (- 27,42 %). No dia 28, efeito estimulatorio na producédo de CO, foi
observado em ambos os tratamentos (+ 20,37 % na menor concentracdo e + 38,89 %
na maior concentracdo), quando comparado ao controle. Como o desvio observado
entre o solo controle suplementado com substrato organico e a menor concentracao
foi inferior a 25 % no 28° dia de teste, este foi encerrado (ver Figura VII.12B).

A variacdo entre as trés réplicas do controle com solo nio tratado com a
substancia-teste foi menor que 15 % ao final do periodo de exposicdo para ambas as
substancias (CV = 3,21 %), de acordo com os limites da Norma OECD 217 (2000).

A partir dos resultados deste estudo, concluiu-se que, sob as condicbes
especificadas, as substancias-teste eucalipto evento H421 e eucalipto clone
convencional SP530, quando aplicadas na menor concentracdo ndo apresentaram
efeitos toxicos nos microrganismos de solo. Na maior concentracdo aplicada, ambos
os tratamentos apresentaram efeito similar aos 28 dias de avaliacdo no processo de
transformacéao do carbono por microrganismos de solo.
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Figura VII.12. Quantidade de CO, liberado (mg de CO,/kg de solo seco/hora) nos
dias 0, 7, 14 e 28 no solo controle e tratamentos com as substancia-teste evento
H421 (A) e clone convencional SP530 (B) (menor concentragcdo e maior
concentracao).
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Minhoca (Eisenia foetida)

O objetivo do estudo, conduzido sob as diretrizes das Boas Praticas de
Laboratério, foi determinar a toxicidade aguda das substancias-teste eucalipto
geneticamente modificado evento H421 e eucalipto convencional clone SP530 para
minhocas da espécie Eisenia foetida, de acordo com a norma OECD 207 (1984).

Minhocas saudaveis de aproximadamente mesmo tamanho e peso, foram
selecionadas da cultura e aclimatadas em solo artificial, nas mesmas condi¢cdes de
teste. As minhocas foram separadas, rapidamente lavadas, secas em papel
absorvente macio, pesadas e distribuidas aleatoriamente nos frascos de teste. Quatro
réplicas com 10 minhocas foram utilizadas por concentracao-teste e controle. Foram
preparadas duas concentracdes de cada substancia-teste e aplicada a um solo
artificial composto por 10 % de esfagno triturado, 20 % de caulim e 70 % de areia
peneirada. Minhocas saudaveis foram distribuidas em quatro réplicas de 10
organismos/concentracao-teste assim como para o controle sem substancia-teste, e
expostas por um periodo de 14 dias. Mortalidade e comportamentos anormais foram
determinados em cada periodo de observacao (dias 7 e 14 de teste).

O teste foi realizado nas seguintes concentragdes nominais de cada substancia-
teste: 0,00 g/kg (controle); 12,50 g/kg e 25,00 g/kg (peso seco de solo artificial). Solo
artificial e volumes definidos de solucido estoque (para as concentragdes-teste) ou
agua deionizada (para o grupo controle) foram adicionados em cada réplica de forma a
totalizar 750 g de meio de teste. A concentracdo ambiental estimada de aporte de
folhnas e ramos de eucalipto no solo apds a colheita &€ de 12,5 g/kg de solo,
considerando os 20 cm superficiais (37,5 t de biomassa em 1,0 ha).

Como recipientes de teste foram utilizados frascos plasticos. Estes foram
cobertos com tampas plasticas perfuradas, para evitar perda de umidade e garantir as
condi¢cdes de teste por 14 dias. Foram consideradas mortas as minhocas que naoc
responderam a um suave estimulo mecanico na parte anterior do corpo.

Ao final do periodo de exposi¢ado, a mortalidade acumulada no grupo controle e
nas concentrac6es-teste foi calculada e 0s organismos sobreviventes foram pesados
com objetivo de calcular a variagdo de biomassa durante o teste. A umidade final do
solo artificial também foi determinada.

Apds 14 dias de exposicao, a concentracio letal mediana (CL50; 14d), expressa
em g/kg (peso seco de solo artificial) foi estimada através do método Spearman-
Karber modificado (Hamilton et al., 1977) e a concentracao letal mediana (CL50; 14d)
para a substancia de referéncia expressa em mg/kg (peso seco de solo artificial), foi
estimada através do método Binomial (Stephan, 1977).

O peso medio das minhocas em cada concentracio-teste e grupo controle foi
calculado no inicio (dia 0) e final do teste (dia 14). O peso médio (g) das minhocas no
inicio do teste esta apresentado na Tabela VIL9 e 0 peso médio (g) das minhocas no
final do teste esta apresentado na Tabela VIl.10. Houve perda de biomassa no grupo
controle e em todas as concentracdes testadas. A média de perda de peso no grupo
controle durante o periodo do estudo foi de 0,04 g.

Apods 14 dias de exposicao ndo foi observada mortalidade no grupo controle e
nas concentragdes testadas. A concentracio letal mediana apds 14 dias de exposicioc
(CLso; 14d) e respectivo intervalo de 95 % de confianca para substancia de referéncia
foram estimados através do método Spearman-Karber modificado (Hamilton ef al.,
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1977). A toxicidade aguda das substancias-teste eucalipto evento H421 e clone
convencional SP530, nas condicbes de teste e em termos da concentragdo nominal,
foram consideradas superiores a 25,00 mg/kg (peso seco de solo artificial). Ndo foram
observadas diferencas significativas entre os materiais do eucalipto evento H421 e o
eucalipto convencional clone SP530.

A substancia de referéncia (cloroacetamida) apresentou uma CLsy; 14d de 30,84
mg/kg, com intervalo 95 % de confianga entre 28,69 e 33,16 mg/kg (peso seco de solo
artificial). Este valor foi considerado dentro da faixa esperada (ISO, 1993).

Tabela VIL.S. Peso médio (g) das minhocas no inicio do teste com as
substincias-teste eucalipto evento H421e clone convencional

SP530.
Dia 0
I\i’on:\;i‘ear:t(lz;,‘:;‘;* Peso médio por réplica (g) ,Mf_é dia/ T otal de Ml\:lrc"e:(i)acla
A B c D réplica (g) | minhocas (@)
0,00 (controle) 5,9955 | 5,4242 | 5,3143 | 5,3744 5,627 40 0,553
12,50 (H421) 58166 | 5,4759 | 54112 | 54563 5,640 40 0,554
25,00 (H421) 5,7804 | 58160 | 5,2483 | 5,6734 5,630 40 0,563
12,50 (SP530) 5,4200 | 5,1442 | 5,9080 | 54837 5,489 40 0,549
25,00 (SP530) 5,8103 | 5,5800 | 5,2462 | 5,7531 5,697 40 0,560

*peso sece de solo artificial.

Tabela VIl.10. Peso médio (g) das minhocas e variacdo da biomassa (g) no final
do teste com as substancias-teste euccalipto evento H421 e clone
convencional SP530.

Dia 14

Concentragao — — - —
Nominal Peso médio por réplica (g) Médialréplica | Total de l\{lechal Va_nagaol
(alkg)* A 5 c 5 (g) minhocas minhoca | Minhoca

(9) )

0,00 (controle) | 4,6046 | 4,8884 | 5,0386 | 5,0694 4,900 40 0,490 -0,06

12,50 (H421) |5,6080|5,1568 |5,1954 | 5,3810 5,335 40 0,534 -0,02

25,00 (H421) 15,1293 |5,0534 |4,9747 | 5,4342 5,148 40 0,515 -0,056

12,50 (5P530) | 5,3356 | 4,7046 | 5,3210 | 4,9879 5,087 40 0,509 -0,04

25,00 (SP530) | 5,6041|5,4869 | 5,1439 | 5,6880 5,481 40 0,548 -0,01

*peso seco de solo artificial.
**valores médios: dia 14 — dia 0 (g/minhoca).

Microcrustaceo - Daphnia similis

O estudo foi conduzido para determinar a toxicidade aguda do eucalipto
geneticamente modificado evento H421 e do eucalipto controle convencional clone
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SUZ SP530 para Daphnia similis, de acordo com a norma OECD 202 Etzﬁo‘i)” em
conformidade com as diretrizes de Boas Praticas de Laboratorio - BPL.

Para tanto, uma série de concentracdes da substancia-teste foi preparada em
solugdo aquosa e o sistema-teste foi exposto a estas concentracbes, assim como a
um controle sem a substancia-teste, por um periodo de 48 horas. O estudo foi
conduzido sob condi¢cdes estaticas, isto &, as solucbes-teste ndo foram renovadas
durante o periodo de teste. O resultado do estudo foi a determinacdo da “CEsy; 48
horas” para cada substancia, que é a concentracdo estimada da substancia-teste que
causa imobilidade em 50 % dos animais expostos apés 48 horas. Por ser uma
substancia insolivel em agua, foi preparado elutriato da amostra para realizacdo do
ensaio, de acordo com ABNT (2007). A solugdo estoque 100 % foi preparada
pesando-se 2,5 g da amostra utilizando-se uma balanca e diluindo-se para um volume
de 500 mL com meio sintetico MS. A mistura ficou em agitacdo por um periodo de 20
horas, para uma melhor solubilizacdo dos potenciais agentes toxicos presentes nas
amostras. Em seguida, a mistura foi decantada por 1 hora, a parte solubilizada foi
considerada a solucdo 100 %. A partir da solucdo estoque 100 % foram preparadas as
demais concentragdes: 50 % e 25 % de elutriato.

O teste foi realizado em triplicata, com as seguintes concentracdes nominais das
amostras: 0,00 (controle); 25; 50 e 100 % de elutriato de folhas. Foram utilizadas
amostras de folhas das substéncias-teste (evento H421 e clone convencional SP530)
de trés diferentes experimentos, um deles plantado em 2007 na Fazenda Cabretiva,
em Angatuba — SP, e os outros dois plantados em 2011, um na propria Fazenda
Cabretiva e outro na Fazenda Fortaleza, em Araraquara — SP. Quatro réplicas foram
utilizadas para cada concentracdo de cada substanica-teste utilizada, além da
testemunha (sem a substancia-teste). A imobilidade dos organismos-teste foi
determinada em cada tempo de observacéo (as 24 € 48 horas).

A Tabela VIL.11 exemplifica as observacdes realizadas em um dos estudos:
apds 48 horas de exposicéo, foi observado no tratamento eucalipto H421, 45% de
imobilidade na concentracdo de 25 % de elutriato, 70 % de imobilidade na
concentragdo 50 % de elutriato e 100 % de imobilidade na concentracdo 100 % de
elutriato. Nenhuma anormalidade foi observada nos organismos méveis no final do
teste. Na substancia eucalipto convencional SP530 foi observada 45 % de imobilidade
na concentracdo 25 % de elutriato, 60 % de imobilidade na concentracdo 50 % de
elutriato e 100 % de imobilidade na concentracdo 100% de elutriato. Nenhum
comportamento anormal foi observado no grupo controle.

A concentracdo efetiva mediana apds 48 horas de exposicdo (CEsy; 48h) e
respectivo intervalo de 95 % de confianca foi estimada através do método Spearman-
Karber modificado (Hamilton et al, 1977). A média das concentracbes efetivas
medianas da substancia-teste eucalipto H421 apds 48 horas de exposicdo, nas
condicdes de teste e em termos da concentracdo nominal, foi estimada em 33,56 % de
elutriato e a média das concentragbes efetivas medianas do eucalipto controle
convencional clone SP530 foi estimada em 24,85 % de elutriato. N3o foi enconirada
diferenca significativa entre as CEs, médias pelo teste de Tukey ao nivel de
significancia de 5 %, na analise de variancia (Tabela VIl.12).

Mensalmente, a cultura de Daphnia similis é submetida a testes com a
substancia de referéncia (cloreto de sdédio) para determinar sensibilidade e a
consisténcia dos resultados. Para o teste realizado no periodo do presente estudo, a
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confianca de 95 % entre 3,05 e 4,39 g NaCl/L.

Tabela Vii.11. Numero de organismos imoéveis de Daphnia similis por réplica
apos 24 e 48 horas e imobilidade (%) para as substancias-teste
evento H421 e controle convencional clone SP530.

Namero de organismos iméveis por réplica*
Imobilidade
Concentracéao 24 horas 48 horas (%)
nominal(%)
Rép. Rép. Rép.3 Rép. | Rép. Rép. Rép. Rép. | 24h 48h
1 2 4 1 2 3 4
0,00 (controle) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
25% H421 0 0 0 0 3 1 3 2 0 45
50% H421 0 0 2 2 3 3 4 4 20 70
100% H421 5 5 3 5 5 5 5 5 90 100
25% SP530 1 2 1 0 4 3 1 1 20 45
50% SP530 1 2 1 1 4 4 2 2 25 60
100% SP530 4 5 5 5 5 5 5 5 95 100

* nimero de organismos por réplica: 5; Rép. = Réplica.

Tabela VII.12. Resumo da analise de varidncia com as médias de CE; nos
ensaios toxicolégicos das substincias-teste eucalipto evento H421 e
eucalipto convencional clone SP530 com Daphnia similis.

Andlise de varidncia  CE;y Elutriato - %

GL residuo 2

F tratamentos 0,35
Média geral 29,21
Desvio-padrao 17,94
DMS (5%) 63,02
CV (%) 61,43
Teste de Tukey a 5%:

H421 33,56 a
SP530 24,85 a

GL: graus de liberdade; DMS: diferenca minima
significativa; CV: coeficiente de variagdo.
Nivel de significancia: **: 1%; *: 5%.
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Peixes — Danio rerio

O estudo foi conduzido para determinar a toxicidade aguda do eucalipto
geneticamante modificado evento H421 e eucalipto controle convencional clone SUZ
SP530 para peixes da espécie Danio rerio, de acordo com a norma OECD 203 (1992)
e em conformidade com as diretrizes de Boas Praticas de Laboratorio - BPL.

Para tanto, uma série de concentra¢des das substancias-teste foi preparada em
solucdo aquosa e o sistema-teste foi exposto a estas concentragbes, assim como a
uma testemunha sem a substancia-teste, por um periodo de 96 horas. O estudo foi
conduzido em condi¢des estaticas, isto €, as solugdes-teste ndo foram renovadas
durante o periodo de teste. O resultado do estudo foi a determinacdo da “Clsy; 96
horas”, que & a concentragdo da substancia-teste que causa mortalidade a 50 % dos
animais expostos. Por ser uma substancia insolivel em &agua, foi preparado um
elutriato das folhas de eucalipto, para realizacdo do ensaio de acordo com ABNT
(2007). A solucéo estoque 100 % de elutriato foi preparada pesando-se 20 g da
amostra utilizando-se uma balang¢a e diluindo-se para um volume de 4000 mL com
agua mole reconstituida. A mistura ficou em agitacdo por um periodo de 20 horas,
para uma melhor solubilizagdo dos potenciais agentes téxicos presentes nas
amostras. Em seguida, a mistura foi decantada por 1 hora, a parte solubilizada foi
considerada a solucdo 100 %. A partir da solucéo estoque 100 % foram preparadas as
demais concentracdes: 50 %, 25 % e 12,5 % de elutriato.

O teste foi realizado em triplicata, com as seguintes concentragdes nominais das
amostras: 0,0 (controle); 12,5; 25,0; 50,0 e 100,0 % de elutriato. Foram utilizadas
amostras de folhas das substancias-teste (evento H421 e clone convencional SP530)
de trés diferentes experimentos, um deles plantado em 2007 na Fazenda Cabretva,
em Angatuba — SP, e os outros dois plantados em 2011, um na propria Fazenda
Cabretiva e outro na Fazenda Fortaleza, em Araraquara — SP. Duas réplicas com dez
animais foram utilizadas para cada concentragdo, de cada substancia, e testemunha
sem substancia-teste. Mortalidade e comportamento anormal foram determinados em
cada tempo de observacao (a 3, 6, 24, 48, 72 e 96 horas).

A concentracdo letal mediana apés 96 horas de exposicdo (Clsy; 96h) e
respectivo intervalo de 95 % de confianca foi estimada através do método Spearman-
Karber modificado (Hamilton et al., 1977). As curvas de mortalidade em funcéo da
concentragdo para o eucalipto evento H421 e clone convencional SP530 apresentam
desenhos semelhantes (Figuras VIIL.13 e Vil.14). Ndo foram observadas diferencas de
peso e tamanho dos peixes. A analise de variancia com as médias das CLs, obtidas
ndo mostram diferenca significativa entre o eucalipto evento H421 e o eucalipto
convencional clone SP530 (Tabela VIl.13).
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Figura VI.13.Curva concentragdo-mortalidade ap6s 96 horas de exposicdo para
a substancia-teste eucalipto evento H421 - TR 05.
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Figura VIl.14. Curva concentragdo-mortalidade apos 96 horas de exposigdo para

a substancia-teste clone convencional SP530 - TR 06.

Tabela VII.13. Resumo da analise de varidncia com a CL;, média determinada
para as substancias-teste eucalipto evento H421 e eucalipto
convencional clone SP530 em teste toxicolégico com peixes da

espécie Danio rerio.

Analise de varidncia CLg, Elutriato
GL residuo 2

F tratamentos 3,34
Média geral 37,31
Desvio-padréo 8,30
DMS (5%) 29,17
CV (%) 22,25
Teste de Tukey a 5%:

H421 31,12 a
SP530 4350 a

Nivel de significancia: **: 1%; *: 5%.

Letras iguais indicam que, no nivel de significancia de 5 %, n&o ha diferenca entre as

médias.
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3.2.2. Exposic¢ao a Pdlen

Para o célculo dos aportes de pdélen em agua, os dados disponiveis, ainda
referentes a milho, indicam uma entrada de 0,1 a 1,0 g m? de canal (Rosi-Marshall,
2007). Para os estudos com organismos indicadores aquaticos, utilizou-se uma taxa
média diaria de aporte aéreo de pélen de 0,055 g m? até entre duas a trés vezes maior
que a maior taxa de aporte observada (1,0 g m?) de 2,75 g m®.

Peixes — Danio rerio

O presente estudo foi conduzido em conformidade com os principios das Boas
Praticas de Laboratério para determinar a toxicidade aguda da substancia-teste pdlen
do eucalipto geneticamente modificado evento H421 e do clone convencional SP530
para peixes da espécie Danio rerio, de acordo com a norma OECD 203 (1992).

Para tanto, uma série de concentracbes da substancia-teste foi preparada em
solugcdo aquosa e o sistema-teste foi exposto a estas concentragdes assim como a um
controle sem a substancia-teste por um periodo de 96 horas. O estudo foi conduzido
em condicbes estaticas, isto &, as solugdes-teste ndo foram renovadas durante o
periodo de teste. O resultado do estudo foi a determinacdo da ClLsg; 96 horas, a qual €
a concentracdo da substancia-teste que causa mortalidade a 50 % dos animais
expostos.

Por se tratar de uma substancia insoluvel em agua, foi preparada a Fracéo
Acomodada em Agua (FAA) das amostras de polen coletadas para realizagdo do
ensaio, de acordo com NBR 15469 (ABNT, 2007).

O teste foi realizado com as seguintes concentracées nominais das amostras:
0,00 (controle); 11,25; 22,50 e 45,00 mg/L de FAA. As concentracbes nominais foram
definidas com base na informagdo do aporte anual de poélen de milho em corpos
d’agua que variam de 0,1 a 1 g/m? de canal (Rosi-Marshall, et al., 2007). Neste estudo
foi utilizado como maior concentragao 2,75 g/m? que corresponde a 2,75 vezes o maior
valor de aporte. Para a conducao do presente estudo com pédlen de eucalipto, a maior
concentragio-teste (220,0 mg/L) correspondente a concentragdo de 2,75 g/m?® foi
calculada considerando o tamanho da boca do frasco-teste (Becker de 3.000 mL), com
didmetro de 14 cm.Duas réplicas com dez animais foram utilizadas para cada
concentracdo e controle sem a substéncia-teste. Mortalidade e comportamento
anormal foram determinados em cada tempo de observacdo (3, 6, 24, 48, 72 e 96
horas). Apdés 96 horas, nenhuma mortalidade foi observada nas concentragbes
testadas e no grupo controle.Apés 96 horas de exposi¢do, nenhum comportamento
anormal foi observado nos peixes expostos as concentragdes e no grupo controle
(Tabela Vil.14).

A Tabela VILL.15 apresenta os valores médios e desvio padrao de comprimento e
peso dos peixes expostos apds 96 horas de teste, onde ndo podem ser observadas
diferengas significativas.

A conclusio ¢ de que a concentracio letal mediana da substancia-teste evento
H421 e clone convencional SP530, apdés 96 horas de exposigao (Clsg; 96 h), nas
condicbes de teste e em termos da concentracdo nominal, foi, para ambas,
considerada superior a 45,00 mg/L de FAA.
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Tabela Vii.14. Mortalidade acumulada dos peixes Danio rerio apds 3, 6, 24, 48, 72
e 96 horas de exposicdo, mortalidade (%) e comportamento anormal
apés 96 horas para a substancia-teste evento H421 e clone
convencional SP530.

Concentracao Nimero de peixes mortos durante o
nominal periodo de teste* Mortalidade Comportamento
(mg/L FAA) (%) {(96h)
3h 6h 24h 48h 72h  96h
A 0] 0 0 0 0 0 0 100% A
Controle
B 0 0 0 0 0 0 0 100% A
A 0 Q 0 0 0 0 0 100% A
11,25 (H421)
B 0 0 0 0 0 0 0 100% A
A 0 0 0 0 0 0 0 100% A
22,50 (H421)
B 0 0 0 0 0 0 0 100% A
A 0 0 0 0 0 0 0 100% A
45,00 (H421)
B 0 0 0 0] 0 0 0 100% A
11,25 A 0 0 0 0 0 0 0 100% A
[¢]
(SP830) B o 0o 0o 0 0 0 0 100% A
22 50 A 0 0 0 0 0 0 0 100% A
0
(SP830) B o 0o 0 0o 0 0 0 100% A
45.00 A 0 0 0 0 0 0 0 100% A
SP530) g 9 o 0o 0o 0 o0 0 100% A
R= Réplica
* Numero total de peixes por concentracéo: 10.
Cédigo Comportamento Codigo Comportamento
A Normal G Ventre dilatado
B Natacéo irregular H Peixe agonizando
C Peixe estéatico | Natacdo lenta
D Peixe agitado J Peixe deformado
E Pontos avermethados no corpo K Peixe no fundo
F Coloracao alterada L Peixe na superficie
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Tabela VIi.15. Dados de comprimento e peso: valores médios e desvio padrasd A

dos peixes expostos apos 96 horas de teste.

Concentracdo nominal Comprimento total (cm) Peso (g)
(mg/L. FAA) M DP M DP
A 1,6 0,1 0,051 0,018
Controle

B 1,5 0,1 0,049 0,011
A 1,5 0,2 0,042 0,020

11,25 (H421)
B 1,6 0,1 0,046 0,617
A 1.5 0,2 0,040 0,025

22,50 (H421)
B 1,5 0,2 0,085 0,028
A 1,6 0,2 0,051 0,018

45,00 (H421)
B 1,6 0.1 0,056 0,022
A 1,6 0,2 0,066 0,034

11,25 (SP530)
B 1.5 0,1 0,043 0,010
A 1,6 0,2 0,058 0,617

22,50 (SP530)
B 1.6 0,2 0,065 0,028
A 1,5 0,2 0,057 0,026

45,00 (SP530)
B 1.5 0,2 0,056 0,022
TOTAL 1,5 0,2 0,053 0,021

R= Réplica; M = média; DP = desvio padréo.

Microcrustaceo — Daphnia similis

O estudo foi conduzido em conformidade com os principios das Boas Praticas de
Laboratorio para determinar a toxicidade aguda das substancias-teste pélen de
eucalipto evento H421 e de eucalipto convencional clone SP530 para Daphnia similis,
de acordo com a norma OECD 202 (2004).

Para tanto, uma série de concentracdes das substancias-teste foi preparada em
solucdo aquosa e o sistema-teste foi exposto a estas concentra¢des, assim como a
um controle sem as substancias-teste, por um periodo de 48 horas. As concentragbes
nominais foram definidas com base na informacao do aporte anual de pélen de milho
em corpos d’agua, que variaram de 0,1 a 1 g/m2 de canal (Rosi-Marshall, ef al., 2007).
Neste estudo foi utilizado como maior concentragéo 2,75 g/m? que corresponde a 2,75
vezes o maior valor de aporte. Para a condugdo do presente estudo com pdlen de
eucalipto, a maior concentragdo-teste (220,0 mg/L) correspondente a concentracdo de
2,75 g/mz, foi calculada considerando-se o tamanho da boca do frasco-teste (Becker
de 30 mL), que apresenta diametro de 3,5 cm.

Jovens saudaveis com menos de 24 horas de idade foram selecionados da
cultura isolada antes do inicio do teste. Foram utilizadas quatro réplicas com cinco
organismos cada para as concentracdes-teste e controle. Cada grupo foi colocado em
béquer com aproximadamente 25 mL de solucdo-teste ou agua de diluicdo (controle;.
O teste foi incubado em ambiente escuro e os animais nédo foram alimentados durante
o periodo do teste. O estudo foi conduzido sob condicdes estaticas, isto &, as
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solucdes-teste ndo foram renovadas durante o periodo de teste. O resultado 3‘0“’@&“&68”“ aN
foi a determinacdo da “CEsy; 48 horas”, a qual é a concentracdo estimada da
substancia-teste que causa imobilidade a 50 % dos animais expostos apds 48 horas
do inicio da exposicéao.

Por se tratar de uma substancia insoluvel em agua, foi preparada a Fragac
Acomodada em Agua (FAA) a partir das amostras de pdlen coletadas para a
realizacdo do ensaio, de acordo com a NBR 15469 (ABNT, 2007).

O teste foi realizado com as seguintes concentragées nominais das amostras:
0,00 (controle); 55,00; 110,0 e 220,0 mg/L de FAA. Quatro réplicas foram utilizadas
para cada concentracdo e controle sem a substancia-teste. A imobilidade dos
organismos-teste foi determinada em cada tempo de observacdo (a 24 e 48 horas).
Apds 48 horas de exposicdo, nido foi observada imobilidade nas concentragbes
testadas e no grupo controle. Nenhuma anormalidade foi observada nos organismos
méveis no final do teste.

Apods 48 horas de exposicdo, ndo foi observada 50 % de imobilidade em
nenhuma concentracéo testada, para qualquer uma das substancias-teste. Portanto,
concentracdo efetiva mediana da substancia-teste eucalipto evento H421 e clone
convencional SP530 apés 48 horas de exposicdo (CEsp; 48h), nas condigbes de teste
e em termos da concentracdo nominal, foi considerada superior a 220,0 mg/L de FAA.

Mensalmente, a cultura de Daphnia similis € submetida a testes com a
substancia de referéncia (cloreto de soédio) para determinar a sensibilidade e a
consisténcia dos resultados. Para o teste realizado no periodo do presente estudo, a
concentracio efetiva mediana (CEsg; 48h) obtida foi de 2,03 g NaCl/L, com intervalo de
confianca de 95 % entre 1,66 e 2,49 g NaCl/L.

A Tabela VII.16 apresenta o nimero de organismos imoéveis apds 24 e 48 horas
de exposicdo para a substancia-teste eucalipto evento H421 e clone convencional
SP530. Apods 48 horas de exposicdo, ndo foi observada imobilidade nas
concentracdes testadas e no grupo controle. Nenhuma anormalidade foi observada
nos organismos moveis no final do teste. A Tabela VIl.17 mostra os valores de pH e
oxigénio dissolvido nas solugées de incubacio dos animais a 0 e 48 horas de estudo,
onde pode-se observar que ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos.

Apo6s 48 horas de exposicdo, ndo foi observada 50 % de imobilidade em
nenhuma concentracdo testada. Portanto, a concentracdo efetiva mediana das
substancias-teste eucalipto evento H421 e clone convencional SP530 apds 48 horas
de exposicdo (CEsy 48h), nas condicdes de teste e em termos da concentracao
nominal, foi considerada superior a 220,0 mg/L de FAA.
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Tabela VII.16. Nimero de organismos imoéveis por réplica apdés 24 e 48 horas e
imobilidade (%) para as substancias-teste eucalpto evento H421 e
clone convencional SP530.

Concentragio Namero de organismos imoveis por réplica” Imobilidade
nominal 24 horas 48 horas (%)
(mg/lL FAA)  "Rép.1 R(;p. Rc:e,’p. Rip. Rc:p. R;p. Rgp. Rip. 2ah  48h
0,00 (controle) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
55,00 (H421) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
110,0 (H421) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
220,0 (H421) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
55,00 (SP530) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
110,0 (SP530) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
220,0 (SP530) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

* nimero de organismos por réplica: 5; Rép. = Réplica.

Tabela VII.17. Valores de pH e oxigénio dissolvido das solu¢des em 0 e 48 horas
e dureza fotal inicial.

Oxigénio dissolvido

Concentracdo nominal pH Dureza total
(mg/L FAA) ! = Ane S (mg CaCO/L)
0,00 (controle) 7,35 7,10 7,44 7,69 46,5
55,00 (H421) 7,12 7,05 7,29 7,64 -
110,0 (H421) 7,07 7,01 7,25 7,43 -
220,0 (H421) 7,03 7,03 7,34 7,18 -
55,00 (SP530) 7,08 7,08 7,38 7,51 -
110,0 {SP530) 7.12 7,10 7,37 7,49 -
220,0 (SP530) 7,09 7,17 7,28 7,45 -
I = Inicial; F = Final.

3.3. ENSAIOS DE TOXICIDADE EM ABELHAS
Abelhas meliferas — Apis melfifera

O objetivo do estudo, conduzido em conformidade aos Principios das Boas
Praticas de Laboratério, foi determinar a toxicidade aguda oral da substancia-teste
bolotas de poélen de eucalipto originado de colmeias instaladas em area experimental
de eucalipto geneticamente modificado (pdlen GM), dentre os quais o evento H421, e
bolotas de pdlen de colmeias em area com eucalipto convencional (pdlen
convencional) para abelhas (Apis mellifera) de acordo com a norma OPPTS
Harmonized Test Guidelines. Honey Bee testing, Tier | 885.4380, 2p., 1996.

O teste foi realizado com as seguintes doses nominais orais da substancia-teste:
0,00 ug bolo de pélen/abetha (controle mel); 0,00 ug bolo de polen/abelha (controle
mel + acucar); 100,0 ug bolo de podlen/abelha (pdlen GM) e 100,0 pg bolo de
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pélen/abelha (pdlen convencional). Noventa abelhas por tratamento, em frés | éplica
de 30 animais cada, foram utilizadas.

Um teste com a substancia de referéncia (dimetoato técnico) com o mesmo lote
de abelhas utilizado no teste foi realizado para verificar a sensibilidade do sistema-
teste. A substancia de referéncia foi testada nas seguintes doses nominais orais: 0,00
Jg i.a.fabelha (controle); 0,075 pg i.a./abelha; 0,150 pg i.a./abelha, 0,300 ug i.a./abelha
e 0,600 ug i.a./abelha.

As abelhas foram deixadas em jejum por aproximadamente 2 horas antes do
teste e apds esse periodo foram anestesiadas com gas nitrogénio (N;). Foram
selecionadas trinta abelhas operarias jovens adultas, escolhidas aleatoriamente, por
réplica. Trés réplicas foram testadas por dose. Apos o periodo de dorméncia, foram
oferecidos as abelhas recipientes contendo 80 % de substancia-teste: 20 % de mel,
durante 4 horas. O grupo controle foi exposto somente ao mel sem a substancia-teste
e um grupo controle adicional foi exposto ao mel + agucar. Ao final do periodo de
exposicdo de 4 horas, a quantidade de substancia-teste consumida foi determinada
por pesagem dos recipientes com alimento.

Avaliacbes de mortalidade e comportamento anormal foram realizadas 4, 24, 48,
72, 96 e 120 horas apéds o inicio da exposigdo com a substancia-teste.

Como a mortalidade aumentou mais que 20 % apds 120 horas, o estudo com
substancia-teste foi encerrado com 96 horas, com avaliagbes a cada 24 horas. A
mortalidade no controle ndo excedeu 20 % durante este periodo. Avaliacdes de
mortalidade e comportamento anormal foram realizadas em 4 e 24 horas apds o inicio
da exposicdo com substancia de referéncia e sem a substancia de referéncia
(controle).

Apos 96 horas de teste com a substancia-teste pélen GM e pdlen convencional,
foi observada 100 % de mortalidade nas doses 100,0 ug bolo de polen/abelha (polen
GM) e 100,0 ug bolo de polen/abelha (pdlen convencional). Foram observados 19 %
de mortalidade no controle (mel) e 27 % de mortalidade no controle adicional (mel +
acuicar). As doses 100,0 ug bolo de pdlen/abetha (pélen GM) e 100,0 pg bolo de
pélen/abelha (pdlen convencional) apresentaram abelhas com lentiddo e agonizando
apés as primeiras 24 horas. Comportamento anormal como lentidao foi observado nas
abelhas do grupo controle, em 96 horas de exposi¢ao.

Foi observado efeito téxico significativo da substancia-teste sobre os animais
expostos as doses 100,0 ug bolo de polen/abetha (GM) e 100,0 pg bolo de
poélen/abelha (Convencional) quando comparado com o controle (mel) (Tabela VII.18)
através da Prova Exata de Fisher (Zar, 1999). A dose letal mediana oral da
substancia-teste pélen GM e pdlen convencional (DLs,; 96h) nas condigdes de teste e
em termos da dose nominal, foi considerada inferior a 100,0 pg bolo de pédlen/abelha.
Ao final do periodo de exposicdo, houve perda de peso nos animais expostos as
doses de 100,0 pg bolo de pdlen/abetha (GM), de 100,0 png bolo de pdlen/abelha
(Convencional) e do controle (mel + acucar). Houve ganho de peso nos animais do
controle (mel) apds 96 horas de exposicao.
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Tabela Vil.18. Resultados do teste de toxicidade aguda oral com abelhas (Apis
mellifera) para as substancias-teste eucalipto evento H421 e clone
convencional SP530.

N° de animais mortos
(M)itotal (T)
Observagdo | pgplica | Réplica | Reéplica
(horas) 1 2 3

4 0 |30 30| 0 |30 0 -
24 o |30 30| 3 |30 4 )
0,000 48 0 |30 30| 8 | 30 10 ;
(controle mel)
72 2 130 30| 8 | 30 13 ;
96 6 | 30 30| 8 |30 19 49A; 24C

4 30 301 0 |30 0 -

24 30 30| 2 |30 4 -

48 30 30| 4 |30 1" -

72 30 30| 4 |30 16 - i
96 30 30 | 10 | 30 27 40A; 26C

Dose
nominal
(ng/abelha)

Mortalidade | Comportamento’
(96h)

0,000
(controle mel
+ acucar)

4 o130} 0130 30 0
24 7 130112(30} 8 30 30
100,0 (pblen
GM) 48 24 | 30 | 29 | 30 | 27 30 89
72 30 | 30 | 30 | 30 | 30 30 100
96 30 | 30 | 30 | 30 30 | 30 100

100,0 (pdlen
convencional)

Comportamento: A= normal; B= agitagéo; C= lentidao; D= agonizante; E= agrupado.

O resultado do teste com @ substancia de referéncia (dimetoato técnico) mostrou
uma DLsg; 24 h de 0,12 1g i.a./abelha, com intervalo de 95 %%, de confianca entre 0,11 e
0,14 ug i.ajabelha. A mortalidade de 19 9% no controle do teste EMBRAPA (1999),
com a substancia-teste pélen GM e poélen convencional apos 96 horas e a Dlso da
substancia de referéncia (OECD 2013, 1998), dimetoato técnico, estiveram dentro da
faixa esperada. O estudo foi, desta forma, considerado valido.
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